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Resumo

MOEIRA, R.J. Delecido de PPARy em adipécitos promove lipodistrofia severa,
intoleréncia a glicose, lipogénese de novo e hepatomegalia em camundongos. 2019. 133 f.
Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2019.

Introducdo: A lipodistrofia engloba um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas pela
reducdo da massa adiposa por mecanismo que envolve reducgdo tanto no nimero (hipoplasia)
quanto no diametro (hipotrofia) dos adipocitos, sendo frequentemente associada ao
desenvolvimento de diversas doencas metabdlicas como a resisténcia a insulina, dislipidemias,
hipertensao, esteatose hepatica, aterosclerose, entre outras. Objetivo: Investigar os mecanismos
moleculares envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a insulina, inflamacdo, esteatose
hepética e hepatomegalia em animais lipodistroficos pela delecdo do receptor ativador da
proliferacdo peroxissomal do tipo gama (PPARY) em adipdcitos, com énfase no processo de
lipogénese de novo. Materiais e Métodos: Protocolo 1- Camundongos controles (AT-PPARYy
WT) e lipodistréficos (AT-PPARy KO) com idades de 6, 12 e 24 semanas foram avaliados para
0 peso corporal, eficiéncia energética, ingestdo alimentar, calorimetria indireta, tolerancia a
glicose e perfil inflamatério, lipidoma e proteoma hepatico. Protocolo 2- Camundongos
controles (AT-PPARy WT) e lipodistréficos (AT-PPARy KO) com 6 semanas de idade foram
submetidos a tratamento com inibidor da enzima acido graxo sintase (FAS) denominado Fasnall
por 5 semanas e avaliados para o peso corporal, ingestdo alimentar, tolerancia a glicose e perfil
inflamatorio e esteatose hepética. Protocolo 3- Camundongos controles (AT-PPARy WT) e
lipodistroficos (AT-PPARy KO) foram alimentados por 5 semanas com dieta normal (ND),
dieta hiperlipidica (HF) contendo 60% de lipideos oriundos do 6leo de soja e banha de porco e
dieta hiperlipidica (HFw-3) contendo 60% de lipideos oriundos do éleo de soja e 6leo de peixe
foram avaliados para o peso corporal, ingestdo alimentar, tolerancia a glicose e perfil
inflamatério e esteatose hepéatica. Resultados: estudo 1- Os animais lipodistroficos
apresentaram auséncia completa de tecido adiposo, aumento do consumo alimentar e ganho de
peso, intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia, esteatose hepatica e hepatomegalia.
Adicionalmente os animais lipodistréficos apresentaram aumento no contetdo hepatico das
citocinas inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-a, fibrose progressiva, e alteracdo no perfil hepéatico
de &cidos graxos com aumento na porcentagem de &cidos graxos monoinsaturados (MUFAS) e
reducdo dos &cidos graxos poli-insaturados (PUFASs) em especial os 6mega 3 (»-3). Por fim o
proteoma do figado dos animais lipodistroficos com 24 semanas demonstrou que a biossintese

de lipideos estava aumentada, confirmada pelo aumento das proteinas ACC, FAS e SCD-1



responsaveis pela lipogénese de novo. Estudo 2- A inibicdo farmacoldgica da FAS nos animais
lipodistroficos reduziu o consumo alimentar, ganho de peso corporal, esteatose hepética e a
intolerancia a glicose, mas nao afetou a inflamacéo (contetdo de IL-1p, IL-6, TNF-a) e a fibrose
hepética. Estudo 3- A ingestdo de dieta HF®-3 reduziu em camundongos AT-PPARy KO a
deposicdo de triacilglicerol e a inflamacdo (contetdo de IL-1p e TNF-a) hepéticas e a
intolerancia a glicose. Conclusdo: A auséncia total de tecido adiposo estd associada a
deterioracdo da homeostase da glicose e ao desenvolvimento de esteatose, inflamacao e fibrose
hepatica. A inibicdo farmacologica ou nutricional da FAS reduz a intolerancia a glicose, mas
néo afeta a hepatomegalia e a hiperinsulinemia associada a lipodistrofia.
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Abstract

MOEIRA, R.J. Deletion of PPARY in adipocytes promotes severe lipodystrophy, glucose
intolerance, de novo lipogenesis and hepatomegaly in mice. 2019. 133 p. Ph. D. These (Phd
on Human Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2019.

Introduction: Lipodystrophy comprises a heterogeneous group of diseases characterized by a
reduction of adipose tissue mass through a mechanism that involves reduction in both adipocyte
number (hypoplasia) and diameter (hypotrophy). Lipodystrophy is frequently associated with
the development of several metabolic diseases such as insulin resistance, dyslipidemia,
hypertension, hepatic steatosis and atherosclerosis, among others. Aim: We investigate here in
the molecular mechanisms by which lipodystrophy is associated with the development of
insulin resistance, inflammation, hepatic steatosis and hepatomegaly with special emphasis in
involvement of de novo lipogenesis. Materials and methods: Lipodystrophy was induced by
the deletion of the nuclear peroxisomal proliferation receptor gamma (PPARY) in adipocytes
using the cre-lox system. Protocol 1 - Control (AT-PPARy WT) and lipodystrophic (AT-PPARy
KO) mice 6, 12 and 24 weeks old were evaluated for body weight, energy efficiency, food
intake, indirect calorimetry, glucose tolerance, and liver inflammation, fibrosis, lipidome and
proteome. Protocol 2- AT-PPARy WT and AT-PPARy KO 6 weeks old mice were treated with
a pharmacological inhibitor of fatty acid synthase (FAS) denominated Fasnall during 5 weeks
and evaluated for for body weight, food intake, glucose, and liver steatosis, inflammatory and
fibrosis. Protocol 3 - Control (AT-PPARy WT) and lipodystrophic (AT-PPARy KO) mice were
fed for 5 weeks either a normal diet (ND), or a high fat diet (HF) containing 60% of lipids
derived from soybean oil and lard or a high fat diet (HF®-3) containing 60% of lipids from
soybean oil and fish oil and evaluated for body weight, food intake, glucose homeostasis and
liver steatosis, inflammation and fibrosis. Results: Study 1 - Lipodystrophic mice presented
complete absence of adipose tissue, increased food intake and weight gain, glucose intolerance,
hyperinsulinemia, hepatic steatosis, inflammation (increased content of IL-1f, IL-6 and TNF-
a), fibrosis and hepatomegaly. In addition, lipodystrophic mice featured important changes in
liver lipid profile characterized by an increase in the percentage of monounsaturated fatty acids
(MUFAs) and reduction in polyunsaturated fatty acids (PUFAS), especially omega 3 (®-3).
Finally, analysis of liver proteome in lipodystrophic animals revealed an activation of de novo
lipogenesis, which was confirmed by the increased hepatic content of ACC, FAS and SCD-1.
Study 2- Pharmacological inhibition of FAS in lipodystrophic mice reduced food intake, body
weight gain, hepatic triacylglycerol content and glucose intolerance, without affecting though



hyperinsulinemia and liver inflammation (IL-1B, IL-6, TNF-a content), fibrosis and
hepatomegaly. Study 3- Intake of HF®-3 diet reduced in AT-PPARg KO mice glucose
intolerance and liver inflammation, without affecting though hyperinsulinemia and hepatic
esteatosis, fibrosis and hepatomegaly. Conclusion: Total absence of adipose tissue impairs
glucose homeostasis and promotes hepatic steatosis, inflammation and fibrosis. Either
pharmacological or nutritional inhibition of de novo lipogenesis reduces improves glucose
tolerance without affecting hyperinsulinemia and hepatomegaly associated to lipodystrophy.

Keywords: Lipodystrophy, hepatomegaly, glucose intolerance, proteomics.
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1. Introducéo e fundamentacgéo do estudo

A lipodistrofia engloba um grupo heterogéneo de doengas caracterizadas pela
reducdo da massa adiposa por mecanismo que envolve reducao tanto no numero (hipoplasia)
quanto no diametro (hipotrofia) dos adipocitos. As lipodistrofias de origem genética sdo
geralmente resultado de mutac6es/dele¢des em genes que codificam proteinas importantes no
controle da formacdo (adipogénese) e deposicdo de lipideos em adipécitos. Alguns exemplos
sdo as mutacOes nos genes que codificam o receptor ativador da proliferacdo peroxissomal do
tipo gama (PPARYy, (WANG et al., 2013a) (fator de transcricdo que controla a adipogénese,
sintese de triacilglicerol e sobrevivéncia dos adipdcitos), Akt2 ( (SHEARIN et al., 2016)
(quinase que controla a captacdo de glicose e turnover de triacilglicerol), CIDEC (GARG,
2011) proteina que participa na formacdo de gota unilocular de lipideos), AGPAT?2 e lipina
(PHAN; REUE, 2005) enzimas envolvidas na sintese de triacilglicerol), raptor (LEE et al.,
2016a)(componente essencial de mTORC1 que controla a lipogénese), entre outras. Ja a
lipodistrofia de origem farmacoldgica é encontrada principalmente em pacientes soropositivos
para 0 virus da imunodeficiéncia humana (HIV) como resultado secundario a terapia
antirretroviral composta por inibidores de proteases e da transcriptase reversa. A sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Aids), é uma doenca infectocontagiosa ainda sem progndstico de
cura e que continua aumentando sua incidéncia. Aproximadamente 40-70% das pessoas
vivendo com HIV/Aids sob terapia antirretroviral desenvolvem lipodistrofia, sendo esta a forma
mais comum de lipodistrofia encontrada atualmente e um importante efeito colateral destes
medicamentos que prejudica ndo s6 a adesao ao tratamento como também a qualidade de vida
destes pacientes (HUSSAIN; PATNI; GARG, 2018; MALLEWA et al., 2008).

Diversos avangos na compreensao da fisiopatologia das lipodistrofias estdo sendo
obtidos pelo uso de camundongos geneticamente modificados que reproduzem as
mutacdes/delecBes genéticas mais comuns encontradas na clinica. Em nosso laboratorio, por
exemplo, produzimos utilizando o sistema cre-lox, camundongos com delecdo do componente
essencial do complexo 1 da mTOR raptor exclusivamente em adipocitos. Estes camundongos
apresentaram lipodistrofia parcial caracterizada por inflamagéo do tecido adiposo remanescente
devido a reduzida sintese e estocagem de triacilglicerol e exacerbada produgdo local de
ceramidas, resultando sistemicamente em intolerancia a glicose e esteatose hepéatica (CHIMIN
etal., 2017).



Apesar dos avangos obtidos recentemente, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos
quais a lipodistrofia esta associada ao desenvolvimento de diversas doencas metabdlicas como
a resisténcia a insulina, dislipidemias, hipertensdo, esteatose hepatica, aterosclerose, entre
outras. Interessante notar que todas estas complicacdes sdo também comumente associadas a
obesidade, ou seja, ao acimulo exacerbado de lipideos no tecido adiposo. Embora possa parecer
paradoxal, esta similaridade entre a lipodistrofia e a obesidade quanto a suas complicagfes
enfatiza o importante papel exercido pelo tecido adiposo como 6rgéo essencial no controle do
equilibrio energético e metabolismo. Neste sentido, dois mecanismos tem sido sugeridos para
explicar como o tecido adiposo disfuncional pode participar no desenvolvimento de doengas
metabdlicas: 1- a incapacidade do tecido adiposo de estocar lipideos promove a deposi¢cdo
ectdpica dos mesmos e lipotoxicidade em o6rgdos como o figado, rins, coracdo e pancreas
causando estresse oxidativo, inflamacdo e resisténcia a insulina; e 2- o tecido adiposo
disfuncional apresenta secrecdo anormal de adipocinas e lipocinas que prejudicam a
homeostase energética e metabdlica. Um exemplo € a redugdo nos niveis circulantes de leptina
gue acomete pacientes com lipodistrofia e responde por parte das complicacdes metabdlicas
(hiperfagia, amenorreia, esteatose hepatica e resisténcia a insulina) encontradas nesta condicao.
Neste sentido, a administracdo de metreleptina a pacientes com lipodistrofia esta associado, por
mecanismos desconhecidos, com melhora na homeostase glicémica e lipidica e redugdes na

hiperfagia e lesdo renal.

Desta forma, a presente tese de doutorado teve como objetivo geral investigar 0s
mecanismos moleculares pelos quais a lipodistrofia severa promove o desenvolvimento das
complicacBes metabdlicas resisténcia a insulina, esteatose hepética e hepatomegalia. Para
atingir este objetivo, realizamos a caracterizacdo temporal das altera¢cdes no balango energético,
homeostase da glicose e composicado, inflamacdo e metabolismo hepaticos em camundongos
com lipodistrofia severa (completa auséncia de tecido adiposo) causada pela delecdo de PPARy
exclusivamente em adipdcitos. Posteriormente, mediante os resultados de lipidoma e proteoma
hepatico indicando um aumento da lipogénese de novo no figado de animais lipodistroficos,
nos investigamos a participacdo deste processo no desenvolvimento da hepatomegalia,
inflamacdo hepatica e resisténcia a insulina encontrados nesta condicdo. Para isto, utilizamos
intervengdes tanto farmacoldgica mediante o tratamento com o Fasnall, um inibidor especifico
da enzima &cido graxo sintase (FAS), quanto nutricional via administracdo de dieta rica em

acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) do tipo 6mega 3, com 0 objetivo de inibir 0 processo



de lipogénese de novo em camundongos lipodistroficos.
2. Reviséo de literatura

2.1 Tecido adiposo branco e obesidade

O tecido adiposo branco (TAB), € um érgdo multifuncional composto por diversos tipos
celulares incluindo pré-adipdcitos, células endoteliais, fibroblastos, leucécitos (macréfagos,
neutrdfilos, linfocitos, etc), células nervosas e os adipécitos, que sdo células que apresentam
maquinaria enzimatica e alta capacidade de armazenamento de energia na forma de
triacilglicerol (TAG), um lipideo neutro que consiste de trés moléculas de acidos graxos (AG)
esterificadas a cadeia de carbono de um glicerol. Os TAGs que correspondem a
aproximadamente 80% da massa do TAB, séo sintetizados por um conjunto de enzimas que
catalisam a captacdo, ativacdo e esterificacdo dos AGs (ATTIE; SCHERER, 2009). Além do
armazenamento de energia, o TAB atua também como uma glandula enddcrina secretando
diversas proteinas (adipocinas) e lipideos (lipocinas) que regulam varios processos. Entre as
diversas adipocinas secretadas pelo tecido adiposo estdo proteinas que participam do controle
da ingestdo alimentar e equilibrio energético (leptina), da funcdo imune e inflamatdria (leptina,
o fator de necrose tumoral [TNFa], interleucina-6 [IL-6] e a proteina quimiotatica de
mondcitos-1 [MCP-1], do metabolismo de lipideos e carboidratos (adiponectina, resistina e a
proteina de ligacdo ao retinol [RBP]), entre outras (LAFONTAN, 2014; PIYA; MCTERNAN;
KUMAR, 2013).

Um dos principais reguladores da formacdo, metabolismo e sobrevivéncia dos
adipdcitos é o receptor ativador da proliferacdo peroxissomal do tipo gama (peroxisome
proliferator-activated receptors, PPARy). O PPARy é membro de uma familia de receptores
nucleares que atuam como fatores de transcricdo, modulando a expressdao de diversos genes.
Em mamiferos, os membros desta familia sdo: PPARa (ou NR1C1), PPARS/B (ou NR1C2) e
PPARy (ou NR1C3), sendo que este tltimo apresenta duas isoformas: y1 e y2 (LEFTEROVA
et al.,, 2014). Os PPARy, sdo expressos principalmente no TAB e tecido adiposo marrom
(TAM), onde possuem papel fundamental no controle da diferenciagdo dos pré-adipocitos em
adipocitos maduros, sintese de TAG, funcdo secretora e sobrevivéncia destas células
(CRISTANCHO; LAZAR, 2011). Estes receptores controlam no TAB e TAM a expressédo de
diversas proteinas envolvidas em diversas etapas do metabolismo de lipideos incluindo a

captacdo, ativacdo, esterificacdo, reciclagem e oxidacdo dos AGs, sendo essenciais para a



manutencdo e o desenvolvimento deste tecido (CRISTANCHO; LAZAR, 2011; LEFTEROVA
etal., 2014).

Devido a suas importantes fungdes metabolicas e enddcrinas, o funcionamento
inadequado do TAB que ocorre em situa¢Ges de aumento (obesidade) ou reducéo (lipodistrofia)
excessivos de sua massa estd associado, por mecanismos ainda desconhecidos, com o
desenvolvimento de diversas complicagdes metabolicas que incluem a resisténcia a insulina,
esteatose hepatica, aterosclerose, hipertensdo arterial e cancer. Neste sentido, estudos recentes
tem sugerido que a inflamacéo crénica de baixa intensidade que acomete diversos tecidos na
obesidade pode ter participacdo importante conectando o aumento excessivo da adiposidade
com estas complicacGes metabdlicas. Na obesidade, ocorre no TAB o recrutamento, infiltracéo
e polarizacdo dos leuctcitos para perfil pro-inflamatério. Estas células em conjunto com
adipdcitos hipertrofiados secretam diversas citocinas pré-inflamatorias que exercem acdes
deletérias no TAB, dentre as quais podemos destacar, a inibicdo da diferenciacdo e formacéo
de novos adipdcitos, a ativacdo da lipdlise e inducdo de resisténcia a insulina. Em conjunto,
estas alteracdes reduzem a capacidade do TAB de armazenar lipideos aumentando os niveis
circulantes e a deposicdo ectopica destes em tecidos periféricos como o figado, musculo
esquelético e pancreas. Assim, o funcionamento adequado do TAB de armazenamento e
tamponamento de lipideos protege os tecidos periféricos da lipotoxicidade (BODIS; RODEN,
2018; IMRIE; ABBAS; KEARNEY, 2010; SNEL et al., 2012).

2.2 Lipodistrofia

Similarmente a obesidade, a lipodistrofia também estd associada com o
desenvolvimento de diversas doencas metabolicas como a resisténcia a insulina, dislipidemias,
hipertensdo, esteatose hepatica, aterosclerose, entre outras, por mecanismo que também
envolve, pelo menos em parte, inflamacao, deposicao ectdpica de lipideos e lipotoxicidade. A
lipodistrofia consiste em um grupo heterogéneo de doencas, caracterizadas pela auséncia parcial
ou total de tecido adiposo. Na lipodistrofia, a gravidade das complicacbes metabdlicas é
diretamente proporcional ao grau de perda de TAB (GARG, 2000; GARG; AGARWAL, 2009).
As lipodistrofias genéticas, geralmente mais graves, podem ser divididas em dois tipos:
lipodistrofia generalizada congénita (LGC, sindrome de Berardinelli-Seip) que é a perda
generalizada de gordura corporal que ocorre desde o nascimento; e a lipodistrofia parcial
familiar (LPF) que é definida como a perda parcial de gordura corporal que ocorre geralmente



durante a infancia ou puberdade. J& foram descritos aproximadamente 250 tipos de LGC e um
namero muito maior de LPF, que sdo em sua maioria extremamente raras (BROWN et al., 2016;
GARG, 2011). Ja a lipodistrofia de origem farmacoldgica é encontrada principalmente em
pacientes soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) como resultado
secundario a terapia antirretroviral composta por inibidores de proteases e da transcriptase
reversa. Aproximadamente 40-70% das pessoas vivendo com HIV/Aids sob terapia
antirretroviral desenvolvem lipodistrofia, sendo esta a forma mais comum de lipodistrofia
encontrada atualmente (HUSSAIN; PATNI; GARG, 2018; MALLEWA et al., 2008).

Nos Ultimos anos houve progresso considerdvel na compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos no desenvolvimento dos diversos tipos de lipodistrofias e suas
complicacBes metabdlicas, principalmente pelo uso de modelos animais geneticamente
modificados que reproduzem muitos dos fenotipos encontrados na clinica (SAVAGE, 2009).
Diversos modelos animais de lipodistrofia ja foram descritos contendo deficiéncia especifica
de algumas proteinas importantes para a formacao e funcionamento do TAB e TAM, como
receptor de insulina, raptor, PPARY, entre outros (LEE et al., 2016a, 2016b; SOFTIC et al.,
2016; WANG et al., 2013a). O primeiro modelo animal de lipodistrofia severa com auséncia
total de TAB denominado de A-ZIP foi produzido por Reitman e colaboradores. Nestes estudos
pioneiros foi demonstrado que o transplante de gordura de animais controles para 0s
camundongos A-ZIP atenuava significativamente a resisténcia a insulina, hiperglicemia,
hiperlipidemia, esteatose hepatica e hepatomegalia encontrada nestes animais (GAVRILOVA
et al., 2000; MOITRA et al., 1998; REITMAN; GAVRILOVA, 2000). Interessantemente, o
transplante de gordura de camundongos obesos deficientes em leptina (ob/ob) para
camundongos A-ZIP atenuou apenas parcialmente as complicacdes metabodlicas associadas a
lipodistrofia severa, sugerindo que a deficiéncia desta adipocina ¢ um fator determinante no
desenvolvimento destas complicagfes (COLOMBO et al., 2002). Em suporte a esta hipétese, a
infusdo de leptina em camundongos lipodistroficos pela deficiéncia de SREBP-1c reduziu a
resisténcia a insulina e a hiperlipidemia nestes animais (SHIMOMURA et al., 1999).
Resultados similares foram encontrados em pacientes lipodistréficos submetidos a tratamento
com leptina recombinante humana (metreleptina). Neste estudo publicado em 2002, 9 mulheres
lipodistréficas com niveis séricos de leptina abaixo de 4 ng/mL, sendo 8 delas diabéticas, foram
tratadas com metreleptina por 4 meses. Foi verificado nestas pacientes uma reducdo dos niveis

circulantes de hemoglobina glicada e triacilglicerol e do volume hepatico (ORAL et al., 2002).



Outros estudos confirmaram os efeitos benéficos da metreleptina em pacientes com diversos
tipos de lipodistrofia, incluindo as formas mais graves (AKINCI; MERAL; ORAL, 2018;
EBIHARA et al., 2007; HAQUE et al., 2002). Os mecanismos envolvidos nestas acdes da

leptina, entretanto, ainda ndo foram completamente elucidados.

2.3 Lipodistrofia e esteatose hepatica

Tanto a obesidade quanto a lipodistrofia estdo geralmente associadas com uma maior
deposicdo de lipideos no figado e resisténcia hepatica a insulina caracterizada pela inabilidade
deste hormonio de inibir a gliconeogénese e a producao de glicose por este 6rgao. A deposicdo
exacerbada de lipideos em hepatdcitos ocorre quando a velocidade de captagdo e a sintese de
novo de lipideos excedem a velocidade de oxidacdo e secrecao destas moléculas na forma de
triacilglicerol. A deposicdo de TAG nos hepatocitos pode ocorrer de duas formas distintas: a
macrovesicular caracterizada pela presenca de um unico e volumoso vacuolo (gota) de lipideos
acompanhada de deslocamento do nucleo para a periferia; e a microvesicular caracterizada por
uma grande numero de pequenos vactolos (gotas) de lipideos, que ndo interferem com a
posicdo central do nucleo.

A deposicao exacerbada de lipideos no figado € um fendtipo comum caracteristico de
um grupo de doencas denominadas doenga hepética gordurosa de origem ndo-alcéolica
(DHGNA). Este grupo engloba desde uma simples esteatose as formas mais graves da doenca
como a esteatopatite (EHNA), cirrose e hepatocarcinoma (HCC), onde o acimulo de lipideos
estd associado ao desenvolvimento de processo inflamatério hepatico e fibrose. Importante
ressaltar que o processo inflamatoério hepatico envolve a complexa interacdo entre hepatdcitos
e macrdfagos residentes denominados de células de Kupffer, que, através da secrecdo diversos
mediadores pro-inflamatérios, participam do desenvolvimento da resisténcia a insulina e
progressdo esteatose-esteatopatite-hepatocarcinoma (LANTHIER; LECLERCQ, 2014). A
DHGNA afeta em torno de 25% da populacdo adulta, devido principalmente ao aumento
exponencial da incidéncia da obesidade no mundo (YOUNOSSI et al., 2016). A presenca de
DHGNA em individuos ndo-obesos, entretanto, ndo é incomum, afetando aproximadamente
16% da populacéo com peso considerado normal (eutréfica) e praticamente 100% dos pacientes
com lipodistrofia severa (KUMAR; MOHAN, 2017; WATTACHERIL; SANYAL, 2016).

A exata sequéncia de eventos e mecanismos moleculares envolvidos no

desenvolvimento da esteatose e sua progressdo para formas mais graves esteatopatite-



hepatocarcinoma ndo sdo bem compreendidos. Na lipodistrofia, a reducdo da capacidade do
TAB de estocar lipideos, aumenta a oferta de acidos graxos e outros lipideos para 0s hepatocitos
promovendo assim maior sintese e deposicdo de triacilglicerol nestas células. Além dos acidos
graxos pré-formados oriundos da dieta ou da lipdlise do TAB, uma outra fonte significativa
(aproximadamente 25%) de acidos graxos para a sintese de TAG é o processo de lipogénese de
novo hepéatico. Neste processo, moléculas de acetil-CoA oriundas de diversos processos
metabolicos sdo carboxiladas no citosol a malonil-CoA por reacdo enzimatica catalisada pela
acetil-CoA carboxilase (ACC). Em sequéncia, o malonil-CoA é convertido em acido graxo pela
acdo do complexo multienzimatico acido graxo sintase (FAS). O produto principal do processo
de lipogénese de novo é o &cido palmitico, um &cido graxo saturado de 16 carbonos que pode
ser elongado a &cido estearico (18:0) por uma familia de elongases. Ambos acidos palmitico e
estearico podem ser dessaturados a acido palmitoleico (16:1) e oleico (18:1), respectivamente,
pela acdo da enzima estearoil-CoA dessaturase (SCD-1). Importante ressaltar que a verdadeira
contribuicdo do processo de lipogénese de novo na geracdo de acidos graxos estocados como
TAG na DHGNA associada a lipodistrofia ainda é desconhecida.

Em resposta a maior deposicdo de lipideos, os hepatocitos aumentam sua capacidade de
oxidar acidos graxos de maneira ndo eficiente promovendo assim uma maior producdo de
espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo, que excedem a capacidade anti-oxidante de
defesa, causando disfuncdo mitocondrial, inflamacéo e resisténcia a insulina (KOLIAKI et al.,
2015). Além do estresse oxidativo, acidos graxos em excesso, principalmente os saturados,
podem promover inflamacdo e resisténcia a insulina hepaticas ativando diretamente a via
candnica de sinalizacdo TLR4-NFkB ou indiretamente por meio da inducdo de estresse de
reticulo e/ou aumento da sintese local de diacilglicerol e outros mediadores lipidicos como as
ceramidas e prostaglandinas. Cronicamente, estas alteracdes podem acarretar em leséo hepatica,
deposicdo excessiva de matriz extracelular e fibrose, processos que envolvem a ativacao de
células estreladas de Ito localizadas no espaco perissinusdide (CHALASANI et al., 2012, 2018;
WANG et al., 2013b).

Importante ressaltar que ao contrario dos acidos graxos saturados, acidos graxos poli-
insaturados do tipo 6mega 3 (®-3) apresentam efeitos benéficos no figado aumentando o
metabolismo oxidativo, reduzindo a deposicao de lipideos e esteatose, inflamacéo e resisténcia
a insulina (HOWELL et al., 2009; JUMP, 2008). Diversos mecanismos parecem estar

envolvidos nestas acOes benéficas dos -3 como a ativacdo de PPARa e do metabolismo



oxidativo peroxissomal e mitocondrial, ativacdo de GPR120, producdo de mediadores lipidicos
anti-inflammatdrios como as resolvinas, protectinas e maresinas, entre outros (GONZALEZ-
PERIZ et al., 2009; OH et al., 2011; SPITE; CLARIA; SERHAN, 2014; WHITE et al., 2014).

2.4 Tratamento da lipodistrofia e suas complicac6es

Devido a complexidade causal e heterogeneidade fenotipica, até 0 momento néo existem
farmacos disponiveis para o tratamento/prevenc¢do da lipodistrofia. Desta forma a terapéutica
para pacientes lipodistroficos tem como objetivo minimizar as complicagdes comuns
associadas a esta condicdo como a resisténcia a insulina, diabetes, esteatose hepética e
dislipidemias. Por este motivo, além da administracdo de leptina discutido anteriormente, 0 uso
de farmacos sensibilizantes a insulina costumam ser a principal intervengdo utilizada em
pacientes lipodistroficos (Akinci, Meral e Oral, 2018; Chalasani et al., 2018).

A metformina, por exemplo, um farmaco largamente utilizado no tratamento da
resisténcia a insulina em pacientes com diabetes tipo 2 obesos ou ndo, teve sua eficiéncia
investigada em pacientes HIV positivos que apresentavam lipodistrofia como consequéncia
secundaria a terapia antiviral. Em dois estudos clinicos distintos, o tratamento com metformina
reduziu significativamente a resisténcia a insulina, o peso corporal e a pressao arterial em
pacientes HIV positivos lipodistréficos (Hadigan et al., 2000; Hadigan, Rabe e Grinspoon,
2002). Em outro estudo, a efetividade da metformina foi comparada a da rosiglitazona no
tratamento de pacientes HIV positivos lipodistréficos. Neste estudo foi encontrado que a
metformina e a rosiglitazona possuem efeitos benéficos equiparaveis na sensibilidade a
insulina, mas em relacdo ao perfil lipidico e funcdo endotelial, a metformina mostrou-se mais
efetiva que a rosiglitazona em melhorar estes parametros (van Wijk et al., 2005). Importante
ressaltar que alguns estudos ndo encontraram efeitos positivos na homeostase da glicose ou
perfil lipidico (E. et al., 2003; Diehl et al., 2008) ou encontraram uma aceleracdo da perda de
tecido adiposo periférico (Kohli et al., 2007) em pacientes lipodistréficos tratados com
metformina.

QOutra classe de farmacos utilizada no tratamento das morbidades associadas a
lipodistrofia séo as tiazolidinedionas (TZDs), principalmente a pioglitazona e rosiglitazona,
ligantes sintéticos e potentes ativadores de PPARy. Nos demonstramos recentemente em
camundongos, que a rosiglitazona abole a intolerancia a glicose e a hiperinsulinemia, mas

exacerba a hepatomegalia associada a lipodistrofia severa (Blanchard et al., 2018).



Similarmente aos roedores, o tratamento de pacientes lipodistroficos com pioglitazona atenua
a resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, bem como os quadros de
esteatoepatite e outras comorbidades resistentes ao tratamento com metformina isolado
(Moreau et al., 2007; Gambineri et al., 2008; Collet-Gaudillat, Billon-Bancel e Beressi, 2009;
Iwanishi et al., 2009). J& a rosiglitazona melhorou a sensibilidade a insulina, atenuou a
hiperglicemia, mas afetou negativamente o perfil lipidico de pacientes lipodistroficos
portadores de diabetes mellitus tipo 2 (Owen et al., 2003; Lidtke et al., 2005; Schindler et al.,
2009). Dados conflitantes, entretanto, foram encontrados referentes aos efeitos das TZDs na
prevencao/recuperacdo da massa adiposa em pacientes lipodistroficos com estudos relatando
efeitos positivos, negativos ou auséncia de efeitos (Simha, Rao e Garg, 2008; Raboud et al.,
2010; Gelato et al., 2002; Sutinen et al., 2003; Carr et al., 2004; Hadigan et al., 2004; Feldt et
al., 2006; Cavalcanti et al., 2007). Importante ressaltar, que o tratamento com rosiglitazona esta
associado a maior risco de morte por eventos cardiovasculares, principalmente em pacientes
com histérico prévio de doenca cardiovascular (GR et al., 2008; Kahn et al., 2008; Nissen e
Wolski, 2010).

Outros farmacos que estdo sendo investigados para uso na lipodistrofia sdo os analogos
de agéo prolongada do glucagon-like peptide-1 (GLP-1) e os inibidores do cotransportador
sodio-glicose 2 (SGLT-2). O primeiro ja esta licenciado para o tratamento do diabetes mellitus
tipo 2 associado ao sobrepeso desde 2009 e atua estimulando a secrecdo de insulina pelas
células beta pancreéticas, inibindo a liberacdo de glucagon e melhorando a homeostase da
glicose. Em pacientes lipodistroficos, porém, os analogos de GLP-1 promovem apenas reducédo
da hemoglobina glicada e aumento no risco de pancreatite (Armstrong et al., 2013; Akinci,
Meral e Oral, 2018). Os inibidores de SGLT-2 atuam diminuindo a reabsor¢éo renal, a absor¢édo
intestinal e a captacdo de glicose pelo coracdo. Em pacientes lipodistréficos, estes inibidores
reduziram os niveis circulantes de hemoglobina glicada e triacilglicerdis e em alguns estudos
de caso, reduziram a esteatose hepética (Akinci, Meral e Oral, 2018). Embora esses agentes
estejam sendo usados na pratica clinica, nenhuma avaliagdo sistematica da eficidcia em
pacientes com lipodistrofia foi realizada até 0 momento.

Do ponto de vista nutricional, é recomendado para pacientes lipodistroficos, adesdo as
diretrizes da American Heart Association (AHA) e American Diabetes Association (ADA).
Ambos recomendam uma dieta com 30% de gordura, principalmente monoinsaturadas, e 70%

de carboidratos e proteinas (Howard et al., 2000; ADA, 2002). Nesse sentido um estudo



transversal mostrou que a adesdo a dieta mediterranea (compativel com as indicagdes da AHA
e ADA) atenua a resisténcia a insulina e aumenta os niveis de colesterol HDL em pacientes
HIV positivos lipodistréficos (Tsiodras et al., 2009). Adicionalmente a suplementa¢do com
fibras e 0 uso do 6leo de peixe que contém altas doses de acidos graxos poli-insaturados émega-
3 (w-3) poderiam beneficiar portadores de lipodistrofia (KM et al., 2003; M et al., 2005). As
primeiras evidéncias sobre o possivel efeito dos ®-3 em pacientes com lipodistrofia surgiram
na década de 80. A substituicdo de acidos graxos de cadeia média por ®-3 na dieta reduziu
significativamente os niveis de triacilglicerois circulantes e a resisténcia a insulina (Wilson et
al., 1983). Em um outro, estudo pacientes lipodistroficos que fizeram ingestdo de dieta rica em
-3 apresentaram diminuigdo do peso do figado e reversdo da hiperinsulinemia (STACPOOLE
etal., 1988). Os dados sobre o efeito do m-3 no contexto da lipodistrofia sdo escassos e limitados
a estudos de caso, contudo apresentam grande potencial para o tratamento das morbidades

associadas a lipodistrofia.



3. Conclusdo

Diante do apresentado podemos concluir que a delegdo de PPARY em adipocitos induz
lipodistrofia severa, intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, e crescimento anormal do figado.
Nossas anélises mostraram que o0 aumento do tecido hepatico foi associado com aumento da
deposicdo de TAG e glicogénio e do contetdo celular do tecido, promovendo aumento das
citocinas inflamatdrias e a piora do fenotipo ao avancgo da idade. Ao investigar molecularmente
as alteracbes, encontramos que as principais alteracbes no modelo estavam ligadas ao
metabolismo glicidico e lipidico, sobretudo com a lipogénese de novo apontado pela protebmica
e confirmado por western blot como possivel responsavel pela esteatose apresentada em nosso
modelo. Contudo como pode ser observado no estudo 2, o Fasnall se mostrou efetivo como uma
opcao terapéutica para nosso modelo de lipodistrofia severa, sua atuacéo se mostrou efetiva nas
principais caracteristicas apresentadas pelo modelo, através de reducdo de ganho de peso
corporal, diminuicdo da hiperfagia, menor acumulo de TAG hepético, melhora na tolerancia da
glicose independente da inflamacdo tecidual. Assim como o Fasnall, a partir dos dados
apresentados pelo estudo 3, podemos sugerir que uma dieta com alto teor de m-3 pode também
ser usada como terapéutica para alguns parametros caracteristicos da lipodistrofia como
intolerancia a glicose e inflamacgdo tecidual. Estudos futuros com suplementacdo dos AGs
eicosapentaenoico (C20:5 ®-3) e docosahexaenoico (C22:6 ®-3) podem melhor avaliar o

potencial do dmega 3 frente a um quadro de lipodistrofia severa.
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