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“Nothing in Biology Makes Sense Except in the Light of Evolution”
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Resumo

O estilo de vida e 0 aumento do consumo de dieta rica em gorduras contribuem amplamentepara
o desenvolvimento de obesidade, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 (DM2) e doencas
cardiovasculares. Uma das consequéncias desse estilo de vida e dieta rica em gorduras € a
Doenca Hepatica Gordurosa Ndo Alcodlica (DHGNA), que afeta cerca de 30%dos adultos e até
10% das criancas em paises desenvolvidos. Doencas cardiovasculares associadas a
complicacdes metabolicas, como resisténcia a insulina e obesidade, sdo menos frequentes em
mulheres jovens do que em homens na mesma idade ou em mulheres ap6s a menopausa.
Mulheres ap6s a menopausa, possuem um risco maior de intolerdncia a glicose, resisténcia a
insulina, hiperlipemia e acimulo de gordura visceral. Diversos mecanismos sdo atualmente
considerados como causadores da resisténcia a insulina, como metabolismo anormal de lipidios
e seu acumulo ectépico, disfuncdo mitocondrial, inflamacdo e estresse de reticulo
endoplasmatico. Nas Ultimas décadas, dados provenientes de estudos clinicos e experimentais
revelaram que o estradiol contribuienormemente para a homeostase glicémica. De fato, a
reducdo da concentracdo de estrogénio durante a menopausa esta associada com o aumento de
gordura visceral e, porsua vez, doencas metabdlicas como resisténcia a insulina, DM2 e doencas
cardiovasculares. Também foi relatado que mulheres com sindrome de Turner, semproducao
enddgena de estrogénio, possuem um maior risco de desenvolverem DHGNA doque mulheres
ndo portadoras da sindrome. Além disso, estudos recentes mostraram que ograu de fibrose
hepética e/ou a taxa de progressdo para carcinoma hepatocelular (CHC) em pacientes com
DHGNA é maior em mulheres na pds-menopausa e homens do que em mulheres pré-
menopausa. Esses achados sugerem que a disparidade de género naDHGNA provavelmente
estad relacionada a diferencas nos horménios sexuais, tornando asmulheres mais resistentes a
progressdo da DHGNA do que os homens. Porém, permanecedesconhecido como o estradiol
esta relacionado ao desenvolvimento e progressao da DHGNA. Sendo o figado um 6rgéo central
no desenvolvimento do DM2, o objetivo geral desse projeto é estudar (in vivo) os efeitos
causados pela auséncia do receptor deestrogénio alfa (ERa) sobre o metabolismo energético
hepatico utilizando animais com dele¢do do ERa especificamente no figado (sistema Cre-L0X).
Podemos observar que a auséncia do Era promoveu mudancas significativas quanto a tolerancia
a glicose onde os animais knockout para o receptor se tonaram cerca de 15% menos tolerantes
a variag0es de glicose, maior acimulo de triglicerideos hepaticos, e alteracfes significativas nas
vias de gliconeogénese.

Palavras-chave: Receptor de estrogénio alfa; Estradiol; Doenca Hepatica Gordurosa
N&o Alcodlica
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Abstract

Lifestyle and increased consumption of high-fat diet largely contribute to the development of
obesity, insulin resistance, type 2 diabetes (DM2) and cardiovascular disease. One of the
consequences of this lifestyle and high-fat diet is Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD),
which affects about 30% of adults and up to 10% of children in developed countries.
Cardiovascular diseases associated with metabolic complications, such as insulin resistance and
obesity, are less frequent in young women than in men of the same age or in women after
menopause. Women after menopause have a higher risk of glucose intolerance, insulin
resistance, hyperlipemia and visceral fat accumulation. Several mechanisms are currently
considered to cause insulin resistance, such as abnormal lipid metabolism and ectopic
accumulation, mitochondrial dysfunction, inflammation and endoplasmic reticulum stress. In
recent decades, data from clinical and experimental studies have revealed that estradiol
contributes enormously to glycemic homeostasis. Indeed, reduced estrogen levels during
menopause are associated with increased visceral fat and, in turn, metabolic diseases such as
insulin resistance, T2DM, and cardiovascular disease. It has also been reported that women
with Turner syndrome, without endogenous estrogen production, have a higher risk of
developing NAFLD than women without the syndrome. Furthermore, recent studies have
shown that the degree of liver fibrosis and/or the rate of progression to hepatocellular carcinoma
(HCC) in patients with NAFLD is higher in postmenopausal women and men than in
premenopausal women. These findings suggest that gender disparity in NAFLD is likely related
to differences in sex hormones, making women more resistant to NAFLD progression than men.
However, it remains unknown how estradiol is related to the development and progression of
NAFLD. Since the liver is a central organ in the development of T2DM, the general objective
of this project is to study (in vivo) the effects caused by the absence of estrogen receptor alpha
(ERa) on hepatic energy metabolism using animals with ERa deletion specifically in the liver
( Cre-Lox system). We can see that the absence of Era promoted significant changes in glucose
tolerance where the receptor knockout animals became about 15% less tolerant to glucose
variations, greater accumulation of hepatic triglycerides, and significant changes in
gluconeogenesis pathways.

Keywords: Estrogen receptor alfa; Estradiol; Non-alcoholic fatty liver disease
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1. Introducéo

1.1 Doenca hepatica gordurosa néo alcodlica

Uma das consequéncias do estilo de vida ocidental e dieta rica em gorduras é a Doenca
Hepética Gordurosa N&o Alcodlica (DHGNA), que afeta cerca de 30% dos adultos e até 10%
das criancas em paises desenvolvidos (Cohen et al., 2011). Alem disso, é estimado que as
regibes com maior prevaléncia da doenca sejam Oriente médio, América do sul e sul do
continente africano (Younossi, Z. 2016). Sendo que a causa mais comum atribuida ao
desenvolvimento da doenca nesses paises é o alto consumo calérico (Fabbrini E. 2010).

O desenvolvimento da DHGNA comeca com o acimulo de triglicerideos (TAG) no
figado e é definida como a presenca de goticulas de lipideos presentes no citoplasma de mais
de 5% dos hepatdcitos (Birkenfeld and Shulman, 2014). Essa doenca se desenvolve quando o
ritmo de sintese hepatica de TAG, como resultado do aumento da captacdo de acidos graxos e
sua esterificacdo em TAG assim como da lipogénese de novo a partir do metabolismo de
carboidratos e proteinas, excede o ritmo de catabolismo do TAG hepatico por meio da oxidagdo
de acidos graxos ou a secrecdo de TAG em forma de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) (Birkenfeld and Shulman, 2014).

Uma das grandes preocupa¢des com a DHGNA é que o acimulo de lipideos hepaticos
tem sido claramente ligado ao desenvolvimento de resisténcia hepatica a insulina e DM2. Além
disso, sendo possivel a progressdo da doenca para outras formas como esteatohepatite, cirrose
e hepatocarcinoma (Cohen, JC. 2011). O aumento da prevaléncia de DHGNA foi associado
com valores de indice de massa corpérea aumentados (Ruhl CE, 2003). Porém, foi sugerido
que a populacdo asiatica pode ter o desenvolvimento da DHGNA mesmo com baixos indices
de massa corporea, sendo uma associacdo importante para a delimitacdo de limiares para
determinacéo de obesidade nessa populacdo (Misra, A. et al. 2009).

Devido a sua crescente incidéncia e sua possivel progressdo para esteatohepatite ndo
alcoolica, o interesse no estudo da DHGNA ¢ cada vez maior. O diagndstico da DHGNA
geralmente é feito por meio de dosagem de aminotransferases, que quando elevadas podem ser
um indicativo da doenca e diagnostico por imagem, para detecdo de acimulo de gordura no
tecido hepéatico. A presenca da DHGNA e sua forma e sua forma progressiva como

esteatohepatite estdo altamente correlacionas com a sindrome metabdlica, que pode incluir um
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ou mais dos seguintes fatores: obesidade, hiperglicemia, dislipidemia e hipertensdo arterial
(Huang, P. 2009).

Pacientes diagnosticados com DHGNA possuem um risco até duas vezes maior de ir a
Obito devido a doencas cardiovasculares, que altamente se relacionam e dividem fatores de
risco com outras comorbidades que fazem parte da sindrome metabolica como obesidade e
diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) (Lindenmeyer, C. 2018). Pessoas diagnosticadas com a
DHGNA podem ter o risco de desenvolvimento de DM2 aumentado em até duas vezes
(Ballestri, S. et al. 2016). Sendo que ha muitos anos a DM2 ja é reconhecida como parte da
patologia da DHGNA (Choudhury, J. & Sanyal, A. J. 2004).

Foi sugerido que a presenca de mutacdes no gene PNPLA3, podem causar diferencas
na suscetibilidade entre diferentes etnias, como latinos, caucasianos e afro-americanos (Romeo,
S. et al. 2008). Foi sugerido também que dentre as popula¢bes do oeste asiatico, a presenca do
gene que codifica a proteina apolipoproteina C-3 (APOC3), estaria associada a um aumento
significativo no risco de desenvolvimento da DHGNA (Petersen, K. F. 2010).

Outra fonte de acidos graxos € a lipogénese de novo, onde novos acidos graxos sao
formados a partir de glicose e frutose. Estudos com isétopos estaveis demonstraram que a
lipogénese de novo possui papel essencial no desenvolvimento da DHGNA (Donnelly, K. L.
2005). O consumo de bebidas agucaradas que podem conter sacarose ou uma mistura de frutose
e glicose foram associadas ao acumulo hepatico de gordura e desenvolvimento da
esteatohepatite (Schwarz, J. M. 2017; Sofic, S., Cohen, D. E. & Kahn, C. R. 2016). Foi sugerido
gue o acumulo tecidual de TAG possa ter surgido de um mecanismo adaptativo que visa o
armazenamento de acidos graxos, quando o aporte de acidos graxos ultrapassa a capacidade de
metabolizacédo deles (Samuel, V. T. & Shulman, G. 1. 2016; Yki-Jarvinen, H 2014).

Problemas na cadeia fosforilativa promovida pela sinalizacdo da insulina no tecido
adiposo € uma das causas do desenvolvimento da DHGNA e da esteatohepatite, ja que defeitos
na via de sinalizacdo de insulina neste tecido podem alterar os processos de lipolise, fazendo
com que haja um transporte excessivo de acidos graxos para o figado (Lomonaco, R. 2012).

A resisténcia a insulina é uma das caracteristicas comuns presentes na DHGNA
(Loomba, R. 2012). A resisténcia a insulina pode afetar diversos tecidos, tendo como principais
tecidos metabolicamente ativos o figado, tecido adiposo e tecido muscular esquelético.
Diversos estudos ja demonstram a comunicacdo entre o tecido adiposo e o figado, diversos
peptideos como adiponectina, interleucina 6 e outros podem ter papé€is protetores ou pro-
inflamatdrios no figado (Sabio, G. 2008; Tilg, H. 2010).
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Diversos modelos de estudo sdo atualmente utilizados para permitir o melhor
entendimento sobre varios aspectos da DHGNA, esses modelos vao desde cultura celular até
modelos animais. Diversas vias sdo alvo de estudo, como por exemplo, inflamacéo, estresse de
reticulo endoplasmatico e o acumulo de lipideos providos da dieta e lipolise do tecido adiposo.
Estudos recentes demonstram a importancia de proteinas pré-inflamatorias sobre o estresse
metabdlico inicial e posterior morte celular, essas proteinas podem formar complexos
multiproteicos presentes principalmente no citoplasma, sendo que um dos componentes
necessarios para a formacédo desses complexos sdo os acidos graxos de cadeia saturada (Csak,
T. 2011).

1.2 Mecanismos da Resistencia a Insulina

Nos ultimos 50 anos o0 nimero de pessoas diagnosticadas com diabetes mellitus tem
crescido constantemente. Estimasse que até o ano de 2045 cerca de 700 milhdes de pessoas
serdo portadores da doenca. Gerando assim um custo aos sistemas de saude de
aproximadamente 850 bilhdes de dolares por ano (Cho, N. H. et al. 2018). No Brasil, dados do
ministério da salde em colaboracdo com a Sociedade Brasileira de Diabetes indicam que cerca
de 7% da populagéo brasileira sdo portadoras de diabetes, cerca de 13 milhdes de brasileiros,
sendo que 90% dessas pessoas possuem DM2,

A DM2 ¢é caracterizada pela resisténcia a insulina, onde diferentes tecidos podem ser
afetados, principalmente, musculo esquelético, figado e tecido adiposo. Atualmente diversos
mecanismos foram associados a resisténcia a insulina, como, estresse de reticulo
endoplasmatico, inflamac&o e acimulo ectopico de espécies lipidicas.

Diacilglicerol (DAG) é o penultimo intermediério na sintese de TAG e, geralmente,
corresponde com a concentracdo de TAG no figado e no muasculo esquelético, tanto em
roedores quanto em humanos (Camporez et al., 2013; Camporez et al., 2015, Kumashiro et al.,
2011). Como consequéncia, a associacdo entre DHGNA/resisténcia hepética a insulina e
contetdo intramiocelular de lipidios/resisténcia muscular a insulina foi também associada entre
contetdo de DAG no tecido e resisténcia a insulina. A observacéo direta do contetdo de DAG
no figado associado a resisténcia hepatica a insulina foi demonstrada tanto em roedores
(Camporez et al., 2013; Camporez et al., 2015) quanto em humanos (Kumashiro et al., 2011),
da mesma forma que o conteudo de DAG no musculo associado com a resisténcia muscular a

insulina (Camporez et al., 2017).
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Como o DAG é um conhecido mediador lipidico bioativo, necessério para a ativacao
da proteina quinase C (PKC), foi dada atencao para um possivel papel da atividade das PKCs
na resisténcia a insulina. Com o avanco da biologia molecular e das caracterizacfes
bioquimicas, as PKCs foram divididas em trés classes: as PKCs convencionais (cPKC), que
necessitam de Ca?* e DAG para sua ativagdo; as novas PKCs (nPKC) que necessitam apenas
de DAG para sua ativacdo; e as PKCs atipicas (aPKC) que ndo necessitam nem de Ca2+ e DAG
para sua ativacdo. Com as caracteristicas das nPKC precisando apenas de DAG para sua
ativacdo e apresentando uma ativacao lenta e sustentada, as nPKC se tornaram, aparentemente,
as isoformas mais adequadas para mediar a resisténcia a insulina associada ao acimulo tecidual
de lipidios.

De fato, a ativacdo das nPKCs tem sido consistentemente observada em mdsculo e
figado em estado de resisténcia a insulina. A ativagdo da PKC6 associada ao acimulo de DAG
no musculo esquelético tem sido observada tanto em roedores resistentes a insulina (Camporez
et al., 2013) quanto em humanos (Szendroedi et al., 2014). Esse aumento da ativagdo da PKCO
em musculo esquelético foi associado ao aumento da fosforilacdo em serina do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS-1), consequentemente reduzindo a sinalizacdo da insulina nesse
tecido. J& no figado, o aumento do conteudo de DAG foi associado a ativagdo da isoforma
PKCe tanto em modelos experimentais de resisténcia hepatica a insulina (Petersen et al., 2016;
Camporez et al., 2017) quanto em humanos, que apresentam esteatose hepética e resisténcia a
insulina (Kumashiro et al., 2011). Nos hepatocitos, a PKCe fosforila o receptor de insulina (IR)
em treonina, reduzindo sua capacidade de se autofosforilar em tirosina e desencadear a
sinalizacdo da insulina a jusante, levando a resisténcia hepatica a insulina (Petersen et al.,
2016).

Outra espécie de lipidios que também tem sido constantemente associada a resisténcia
a insulina sdo as ceramidas. Foi observado que pacientes obesos diagnosticados com diabetes,
possuem niveis mais elevados de determinadas espécies de ceramidas, quando comparados a
pacientes ndo diagnosticados com a doenca (Haus JM. 2009). As ceramidas sdo uma espécie
de esfingolipidios que estdo associados a disturbios do metabolismo de lipidios,
particularmente no figado, inibindo a oxidacao de &cidos graxos e estimulando a sua captagéo.
A producdo de ceramidas ocorre no reticulo endoplasmatico por uma via biosintética que
envolve quatro reacdes enzimaticas evolutivamente conservadas. E proposto que o aumento do
conteddo intracelular dessa espécie lipidica leva a inibi¢do da proteina AKT, levando a reducédo

da captacgéo de glicose e reducdo do estoque de glicogénio (Galbo et al., 2011).
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IntervengOes farmacéuticas ou animais geneticamente modificados que levam a
reducdo da sintese de ceramidas ou aumento da sua degradacao sdo geralmente associados a
aumento da sensibilidade a insulina. Inibicdo da enzima Spt (enzima da via de sintese das
ceramidas) ou animais knockout para essa enzima apresentam melhoras na sensibilidade a
insulina quando alimentados com dieta rica em gorduras ou apresentam obesidade genética
(camundongos db/db) (Holland et al., 2007; Dekker et al., 2013). Entretanto a superexpressao
da enzima ceramidase acida (enzima que degrada as ceramidas), tanto no tecido adiposo quanto
no figado, restaura a sensibilidade a insulina em camundongos alimentados com dieta rica em
gorduras e reduz a esteatose hepética (Xia et al., 2015).

Dessa forma, observamos que diversos estudos de intervengdo em roedores e estudos
de perfil em humanos revelam provaveis papéis das ceramidas e DAG na resisténcia a insulina
hepética e muscular associada com o excessivo consumo de nutrientes. Possiveis terapias que
levam a reducdo dessas espécies de lipidios podem ser uma promessa para o tratamento de
distarbios metabdlicos associados com a obesidade.

O mecanismo causador da resisténcia a insulina associada a obesidade é o consumo
excessivo de calorias. O mecanismo celular descrito acima envolvendo a ativacdo de novas
PKCs, tanto no figado quanto no muasculo, é uma resposta celular ao excesso cronico de uma
das principais macromoléculas biol6gica, a gordura. Entretanto, outras respostas celulares ao
excesso de nutrientes também tém sido associadas a resisténcia & insulina. Uma dessas
respostas é a ativacao pelo estresse de reticulo endoplasmatico (estresse de RE) da unfolded
protein response (UPR).

A UPR é um complexo e bem conhecido mecanismo que permite que a célula
corresponda a demanda de sintese de proteina a capacidade sintética de proteina (Dillin et al.,
2014). Existem trés ramos da UPR que séo controlados por proteinas integrantes da membrana
do RE: fator de iniciacdo eucariética semelhante a PKR 2 quinase (PERK), enzima requeredora
de inositol 1 (IRE1), e ativador do fator de transcricdo 6 (ATF6) (Hotamisligil, 2010).
Normalmente, essas trés proteinas sdo mantidas inativas por ligacdo da chaperona BiP / GRP78
a PERK, IRE1 e ATF6; o acumulo de proteinas mal dobradas leva a dissocia¢do da BiP e
ativacdo da UPR (Hotamisligil, 2010). Efetores a jusante na resposta de estresse de RE com
funcGes propostas na regulacdo metabdlica inclui NF-kB e c-Jun NH2-terminal quinase (JNK).

Os marcadores de estresse de RE foram primeiramente associados a obesidade e
resisténcia a insulina em 2004, quando foi observado em camundongos obesos ob/ob aumento

da fosforilacdo dos marcadores de estresse de RE como elF2a, PERK e JNK no figado (Ozcan
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etal., 2004). Além disso, também foi observado que a inducdo quimica do estresse de RE levou
a uma reducéo da sinalizacdo da insulina associada com o aumento da fosforilacdo de JNK
(Lee et al., 2003). Esses achados iniciais da ativacdo da UPR na obesidade e resisténcia a
insulina tem sido repetidamente observado em figados de camundongos (Nakatani et al., 2005),
figados de humanos (Kumashiro et al., 2011) e tecido adiposo de roedores (Gregor et al., 2009),
sendo, portanto, uma via importante de estudo em modelos de resisténcia a insulina induzida
pelo consumo de dieta rica em gordura.

Outro mecanismo comumente associado a complicacdes metabodlicas tem sido a
inflamacdo de baixo grau e crbnica. Observacdes empiricas de que pacientes sépticos
apresentam resisténcia a insulina (Clowes et al., 1978) e, posteriormente, que pacientes
diabéticos e obesos possuem elevacgdo cronica de citocinas (Bunout et al., 1996; Visser et al.,
1999) sugestionou que uma ativacdo patolégica do sistema imune inato poderia causar
resisténcia a insulina. Estudos subsequentes em modelos de roedores obesos de resisténcia a
insulina demonstraram um aumento da concentracdo de TNFalfa no tecido adiposo
(Hotamisligil et al., 1993). Além disso, a expressao de TNFalfa no tecido adiposo de humanos
obesos estava aumentada e foi associada com resisténcia a insulina e, interessantemente, foi
reduzida com a perda de peso (Hotamisligil et al., 1995; Kern et al., 1995). Outros estudos
demonstraram que o defeito na sinalizacdo da insulina podia ser atribuido a fosforilacdo do
IRS-1 em serina (residuo 307) pela ativacdo da JNK1, fornecendo uma ligagdo mecanicista
plausivel entre inflamacéo e resisténcia a insulina (Hotamisligil et al., 1996).

Além disso, a falta de TNFalfa em camundongos protegeu esses animais contra a
resisténcia a insulina induzida por obesidade (Uysal et al., 1997) e a ablacdo do receptor de
TNFalfa especificamente no figado reduziu a resisténcia hepética a insulina nesses animais
(Bluemel et al., 2020).

Esses resultados sugerem que a resposta inflamatéria a obesidade pode desempenhar
um papel importante em seus efeitos nocivos, tornado crucial o entendimento dos mecanismos
moleculares que conectam a obesidade e resisténcia a insulina ao excesso de ingestéo caldrica.
Esses conhecimentos podem render interessantes alvos terapéuticos com 0s quais poderiam

bloquear o ciclo de obesidade e suas complica¢des devastadoras.
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1.3 Estradiol e o Receptor de estrogénio alfa

Nas Ultimas décadas, dados provenientes tanto de estudos clinicos como de estudos
experimentais revelaram que, além de seu papel central no desenvolvimento sexual e
reproducdo, o estradiol (mais potente estrogénio) contribui enormemente para a homeostase
glicémica (Louetet al., 2004). De fato, a reducdo da concentracdo de estrogénio durante a
menopausa é associada com o aumento de gordura visceral e, por sua vez, doengas metabdlicas
como resisténcia a insulina, DM2 e doencas cardiovasculares. Corroborando com isso, foi
demonstrado que a sensibilidade a insulina € maior em mulheres antes da menopausa do que
em homens (Nuutila et al., 1995), e a terapia de reposicdo hormonal com estrogénio em
mulheres ap6s a menopausa reduziu o risco de desenvolvimento de DM2 (Margolis et al.,
2004).

Estudos experimentais também demonstram a importancia do estradiol na homeostase
metabdlica. Aumento do peso corporal associado com aumento da gordura corporal é
observado tanto em ratas (Camporez et al., 2011) quanto em camundongos fémeas (Camporez
etal., 2013) ovariectomizadas. Além disso, tanto camundongos machos quanto fémeas que ndo
possuem a enzima aromatase (enzima responsavel pela etapa final da sintese de estrogénios)
apresentaram aumento do peso corporal, gordura corporal e hipertrofia dos adip6citos (Jones
et al., 2000). De fato, demonstramos recentemente que o tratamento com estradiol em
camundongos fémeas ovariectomizadas e alimentadas com dieta rica em gorduras reduziu o
peso corporal e percentual de gordura, além do aumento da sensibilidade a insulina (Camporez
et al., 2013). Esses efeitos do estradiol no peso corporal e sensibilidade a insulina foram
associados a uma reducédo do contetido ectdpico de lipidios, tanto no figado quanto no masculo,
principalmente a reducdo de diacilglicerol (DAG) o que, por sua vez, levou a uma reducédo da
ativacdo das PKCe (figado) e PKCO (musculo), aumentando a sensibilidade a insulina.

Além disso, foi sugerido que essas acdes metabolicamente benéficas do estradiol sdo
mediadas pelo receptor de estrogénio alfa (ERa), j& que camundongos que nao possuem esse
receptor também apresentam obesidade (Heine et al., 2000). Recentemente foi demonstrado
que a ativacdo do ERa aumenta a atividade mitocondrial e metabolismo sistémico, protegendo
camundongos fémeas ovariectomizadas contra obesidade induzida por dieta rica em gorduras
(Hamilton et al., 2016). Esse efeito do ERa sobre o metabolismo mitocondrial também foi
demonstrado especificamente em musculo esquelético. Animais sem o0 ERa especificamente

em musculo esquelético demonstram reduzida atividade mitocondrial, aumento ectdpico de
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lipideos e defeito no turnover mitocondrial, levando a intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina (Ribas et al., 2016). Interessantemente, animais sem o ERa especificamente no figado
apresentam aumento do deposito de TAG hepatico e aumento da susceptibilidade de DHGNA
induzida por dieta rica em gorduras (Han et al., 2014). Entretanto, a fungdo do ERa no figado
em relagcdo ao metabolismo energético, sensibilidade a insulina e depdsito de outras espécies
de lipideos biologicamente ativos (como DAG e ceramidas) ainda ndo foi completamente
estudado.

Dessa forma, nossa hipdtese é de que animais com delecdo hepatica do ERa irdo

apresentar esteatose hepética associado a intolerancia a glicose e resisténcia hepatica a insulina.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Estudar in vivo a fun¢do do ERa sobre o metabolismo energético hepatico utilizando

animais com delecdo do ERa especificamente no figado.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da auséncia de ERa sobre:

o Acumulo hepatico de lipideos (TAG, DAG e ceramidas).

o Expressdo génica e proteica de marcadores inflamatorios.
. Tolerancia a glicose (GTT).
o Resisténcia a insulina por meio de clamp euglicémico-hiperinsulinémico.
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3. Métodos
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas e machos com background C57BL/6J. Para o
experimento, animais de 8 semanas de vida foram alimentados com dieta hiperlipidica (HFD)
contendo 45% das calorias provenientes de gordura (D12451, Research Diets, NJ, USA) por 4
semanas. Apds essas 4 semanas 0s animais foram utilizados para os experimentos. Os animais
utilizados para os experimentos foram animais knockout para o0 ERa especificamente no figado
(L-ERo KO) e animais com expressdao normal de ERa para controle. Esses animais foram
gerados através do sistema Cre-Lox. Foram utilizados animais ERa-floxed junto com animais
albumina-Cre para obtencdo dos animais L-ERa KO.

Os animais foram genotipados segundo o protocolo de genotipagem (The Jackson
Laboratory master protocol: B6.Cg-Speer6-ps1Tg(Alb-cre)21Mgn/J)

Os animais foram mantidos em caixas plasticas, em ambiente com temperatura controlada
(25 £ 2°C), sob ciclo claro-escuro de 12 horas e com alimentacdo ad libidum.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto-USP (Protocolo 041/2021).

3.2 Conteudo Tecidual de Triglicerideos

Apos 6 horas de restricdo alimentar, os animais foram eutanasiados e os tecidos retirados
para analise do conteddo de lipideos. Triglicerideos (TAG) tecidual foram extraidos usando o
método de Bligh e Dyer (Bligh and Dyer, 1959) e mensurado usando um reagente para TAG
(Bioclin).
3.3 Coloragéo Oil Red O (ORO)

Fragmentos de figado foram incluidos em um molde com tissue-tek (Thermo Scientific) e

congelados em nitrogénio liquido (N2). 12 um (trés segdes por lamina) foram feitas a partir de
diferentes partes do tecido. Foi utilizado um criostato (Microm H560) para realizar os cortes. As
laminas foram coradas com ORO (5 min), depois lavadas em agua corrente (30 min). As imagens
(10 de cada animal) foram obtidas em microscopio Nikon Eclipse Ti-U na objetiva de 20X, com
camera digital Nikon DS-Ril e software NISElements BR 3.1. A quantificacdo do acumulo de

gordura no tecido foi realizada por meio do Image J.
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3.4 Conteudo Tecidual de Ceramidas e Diacilglicerideos

Para a extracdo de ceramidas, aproximadamente 50 mg de tecido serdo homogeneizados
com 1 ml de metanol:cloroférmio e um padrdo interno C17 foi adicionado e Agua foi entdo
adicionada para criar uma fase organica e aquosa. A amostra foi centrifugada para separar a
camada organica, a camada organica foi coletada e seca durante duas horas em um evaporador de
nitrogénio e apos a secagem reconstituida com hexano >95%. O extrato do metabdlito lipidico foi
entdo submetido a cromatografia liquida (LC) — espectrometria de massas em tandem (MS/MS).
Uma fonte de ionizacdo quimica de pressao atmosférica de modo positivo em interface com um
espectrometro de massa tandem 6500 Qtrap (SCIEX, Framingham, MA, EUA) em conjunto com
um sistema Shimadzu Prominence HPLC (Shimadzu, Columbia, MD, EUA). As seguintes
espécies foram monitoradas usando um método de monitoramento de reacdo multipla (MRM):
C16 520.6/264.2, C18 548.6/264.2, C20 576.8/264.2, C22 604.8/264 .2, C24:1 631.0/264.2, C24
633.0/264.2 e IS C17 534.6/264.2. O teor total de ceramidas foi expresso como a soma das espécies
individuais. Para o diacilglicerol (DAG), aproximadamente 50 mg de tecido foram
homogeneizados em CHCI3-metanol (2:1 v/v) gelado contendo 0,01% de hidroxitolueno butilado
e os padrbes internos 1,2-dinonedecanoina e 1,2,3- triheptadecanoato. Agua e cloroférmio
adicionados para criar uma fase organica e aquosa. Apos a centrifugacdo, a camada orgénica foi
coletada, seca sob fluxo de nitrogénio e reconstituida com hexano > 95%. O diacilglicerol é
separado do TAG com colunas de diol pré-condicionadas (Waters Sep Pak Cartridge WAT020845;
Waters, Milford, MA, EUA) e eluido com hexano-acetato de etila (85/15 v/v) sob baixa pressdo
negativa. Os extratos de metabdlitos lipidicos foram submetidos a analise por LC-MS/MS. Uma
fonte de Application Program Interface (API) foi interfaceada com um espectrometro de massa
tandem API 6500 QTRAP (SCIEX) em conjunto com um Shimadzu Prominence HPLC System
(Shimadzu). As seguintes espécies foram monitoradas usando um método MRM: C16:0-16:0
551.6/239.3, C16:0-18:0 579.7/239.3, C16:0-18:1 577.6/239.3, C16:0-18: 2 575,7/236,2, C18:0-
18:0 607,7/267,3, C18:0-18:1 605,7/267,3, C18:0-18:2 603,7/267,3, C18:1-18:1 603,7/265,3,
C18 : 1-18:2 601,7/265,3, C16:0-20 :4 599,7/239,3, C18:0-20:4 627,7/267,3, C20:4-20:5
645,7/287,3, C17:0-17:0 579,7/253,3, C19:0-19:0 635,8/281,4. O conteldo total de diacilglicerol
foi expresso como a soma das espécies individuais. Para minimizar quaisquer possiveis efeitos de
confuséo dos efeitos da matriz em nossas analises de LC-MS/MS, todas as comparagfes foram
feitas nas diferengas relativas entre o contetido de DAG/ceramidas no figado de machos vs. fémeas
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ou controle vs. L-ERaKO analisados no mesmo Execucdo de LC-MS/MS. Todas as medigdes
lipidicas foram feitas a partir de tecidos colhidos de camundongos ap6s jejum de 6 h (Camporez
etal., 2019)

3.5 Producéao Hepatica de Triglicerideos

Para determinar a taxa de producdo de TAG hepatica em camundongos, as amostras de
sangue foram coletadas ap6s o jejum durante a noite para determinar os niveisbasais de TAG no
plasma. Apés coleta de sangue basal, os animais foram injetados intraperitonealmente com
poloxamero 407 (1 g / kg de peso corporal, Sigma-Aldrich, EUA)para inibir a atividade LPL. As
amostras de sangue foram coletadas nos tempos 1, 2, 3 e 4h ap06s a injecdo. A taxa de producéo de
VLDL-TAG sera calculada pelo aumento do nivelde TAG plasmatico a partir da linha de base
(Millar et al., 2005; Camporez et al., 2015).

3.6 Avaliacéo da expressdo génica — reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foram usados o tecido do figado para RT-PCR. O tecido foi retirado e 50 mg da amostra foi
homogeneizada em 1 mL de trizol (Life Technologies) para extracdo do mRNA. A amostra foi
incubada por 5 minutosa temperatura ambiente (25°C), foi adicionado 200 pL de cloroférmio e
incubado por 15 min a temperatura ambiente, centrifugada por 15 min a 2°C a 12000 rpm. A fase
aquosa que contém o RNA foi separada, e em seguida foi adicionado 500 pL de isopropanol e a
mostra foi colocada no freezer -20°C por 1 h. A amostra foi centrifugada por 10 min a 4°C a 12000
rpm, depois passou por um processo de lavagem, o sobrenadante foi descartado, efoi adicionado 1
mL de alcool 75%, centrifugado por 10 min a 4°C a 12000 rpm, essa etapafoi realizada 2 vezes
seguida. O sobrenadante foi descartado e 0 RNA passard por uma etapa de dissolucdo, foi
adicionada 50 pL de agua livre de RNAse. A leitura da concentracdo de RNA foi avaliada a 260
nm e a pureza partir da relagdo 260/280 nm no aparelho nanodrop (DeNovix). Em seguida, 0o cDNA
foi preparado através da reacdo de transcricdo reversa (High-Capacityc DNA kit, Applied
Biosystems). Foi preparado um mixcontendo os componentes: tampdo RT 10x, mixdNTP 25x 100
Mm, primers RT 10x, transcriptase reversa, inibidor de RNAse, agua livre de RNAse, e adicionado
a amostra. Aamostra foi levada ao termociclador. A expressao génica foi analisada por RT-PCR
(Rotor Gene Q - Qiagen) e sonda fluorescente SYBR Green (Platinum® SYBR® Green
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gPCR Supermix UDG, Invitrogen). As analises da expressao génica foram realizadas usando um
método descrito por Livak e Schmittgen (2001) e Pfaffl (2001).

3.7 Western Blot

Os tecidos dos animais (figado) foram pulverizados e homogeneizadas em tampdo RIPA a
4°C (Triton-X-100 1%, Tris 100mM (pH 7,4), pirofosfato de sddio 100 mM, fluoreto de sodio 100
mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sddio 10 mM e PMSF 2 mM) com homogenizador Polytron
PTA 20S (Brinkmann Instruments). Os extratos teciduais foram centrifugados a 12000 rpm a 4°C
por 20 minutos para aremoc¢do do material insoltivel. Ap6s a centrifugacdo, o contetido proteico
total serdquantificado utilizando-se o método de Bradford (BioRad). Amostras foram tratadas
com tampao de Laemmli contendo DTT 200 mM e 30 pg de proteinas totais solubilizadas dos
fragmentos do figado, musculo esquelético ou tecido adipose dos camundongos. Essas amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (extrato total). Em cadagel havera um
marcador com peso molecular com valores estabelecidos.

A transferéncia das proteinas separadas no gel sera realizada eletricamente para uma
membrana de PVDF, por meio de um sistema de transferéncia semidry (Bio-Rad) por120 minutos.
As membranas de PVDF foram incubadas com uma solucdo bloqueadora (leite desnatado
Molico® 5%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02%) a 4°C por 2 horas para reduzir a

ligacdo inespecifica de proteinas nas membranas. Em seguida, as membranas foram incubadas

com os seguintes anticorpos: fosfo- AKT25€M473 (Signalway Antibody, USA), AKT2 (Cell
Signaling Technology, Inc., Danvers, MA,USA) e . Todas as membranas foram incubadas com
GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) para controle da quantidade de
proteina na membrana.

Essas incubacgdes foram feitas com solucdo bloqueadora (3% de BSA ao invés de leite),
por 12 h a 4°C e a concentracdo de cada anticorpo serd de 1:200 a 1:1000. Em seguida as
membranas foram lavadas com a solugdo bloqueadora sem leite ou BSA por 30minutos. Estas
membranas foram incubadas com o segundo anticorpo, conjugado com peroxidase, por 2 h em
temperatura ambiente e, logo ap6s, com a solucéo para detec¢do por quimioluminescéncia como
descrito no protocolo do kit comercial (ECLPIus, Amersham). A emissdo de luz serd detectada e
visualizada usando filmes radiograficos. A intensidade das bandas serd quantificada por
densitometria Optica através da utilizacdo deprograma de anélise de intensidade de bandas (Scion
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Image Software, MD, USA).

3.8 Avaliacéo in vivo da sensibilidade a insulina
Para avaliacdo in vivo da sensibilidade a insulina sera realizado clamp normoglicémico-

hiperinsulinémico como descrito anteriormente (Camporez et al., 2013), com algumas

modificacOes. Para realizacdo, serd implantado um cateter na veia jugular e um cateter na artéria
carotida 7 dias antes do clamp normoglicémico-hiperinsulinémico. Para medida da producéo
endogena de glicose (EGP) basal, sera realizada a infusdo de [3-*H]-glicose (Perkin- Elmer Life
Sciences, USA) em um ritmo de 0.05 puCi/min por 120 minutos apds 6 horas de restricdo alimentar
através da veia jugular. Apods essa infusdo basal, o clamp normoglicémico-hiperinsulinémico

sera conduzido em animais acordados por 120 minutos com uma infuséo inicial de insulina por 3
minutos (29 mU/kg) seguida por infusdo continua de 3 mU/kg.min‘1 de insulina humana (Novolin;

Novo Nordisk). Também ser4 realizada uma infuséo continua de [3-3H]-glicose (0.1 pCi/min), e uma

infusdo variavel de dextrose (20%) para manutencao da glicemia normal (~120 mg/dL). Apds 75

minutos do inicio do clamp serd injetado um bolus de 10uCi de 2-deoxy-d-[1-14C]incose
(PerkinElmer) para estimativa da captacéo tecidual de glicose estimulada por insulina. Amostras
de plasma foram coletadas pela através da artéria cardtida nos tempos 0, 15, 30,45, 60, 70, 80, 90,
100, 110 e 120 minutos (Ayala et al., 2010). Além disso, os animais receberam de forma

intravenosa uma solugdo contendo albumina mimetizando o plasma artificialmente durante o
periodo de infusdo com insulina, para compensacao do volume desangue retirado para amostras de
plasma. Ao final do clamp, os animais foram anestesiadoscom uma injecéo de pentobarbitol sddico
(150 mg/kg) e os tecidos adiposo peri-gonadal e muscular (gastrocnémio + séleos) e o figado
foram retirados e congelados imediatamente em nitrogénio liquido, e entdo estocados em —80°C

para subsequente analise.

3.9 Teste de Tolerancia a Glicose

Ap0s restricdo alimentar de 6 horas, os camundongos foram injetados intraperitonealmente
com glicose (1 mg / kg de peso corporal - 10% de dextrose). As amostras de sangue para
mensuracao da glicose e insulina plasmatica foram retiradas pelosangramento da cauda aos 0, 15,

30, 45, 60, 90 e 120 minutos apos a injecéo.
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3.10 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como médias + EPM. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se anélise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do teste de Bartlett
para a homogeneidade das variancias e teste de multiplas compara¢des Bonferroni. Quando

necessario sera realizado o teste t para amostras ndo pareadas. O nivel de significancia minima
aceitavel sera p < 0,05
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4. Resultados e Discussao

4.1 Composicéo Corporal

Os animais foram pesados antes do inicio da alimentacdo com a dieta hiperlipidica e a
pesagem final foi feita antes da eutanasia dos animais. Foi observado que ao longo do tempo
animais alimentados com dieta hiperlipidica possuem um aumento de peso significativo quando
comparado a animais alimentados com dieta padrdo. Mesmo considerando as diferencas entre 0s
sexos (Yang, Y. 2014). Ambos os grupos ndo apresentaram diferenca significativa de massa total
inicial, também ndo observamos diferenca quanto a massa final dos animais apds 4 semanas de
dieta (Figura 1). Também ndo observamos diferenca significativa quanto ao ganho de massa dos
animais durante o periodo de dieta (Figura 2). Foi sugerido que as a¢des metabolicamente
benéficas do estradiol podem ser mediadas pelo ERa, ja que camundongos knockout para esse
receptor também apresentam obesidade (Heine et al., 2000). Porém, os animais utilizados em nosso
estudo possuem knockout tecido especifico, diferente do encontrado na literatura, sendo assim, tal
alteracdo ndo foi suficiente para que haja uma mudanga significativa quanto a massa total dos

animais.
Massa total Fémeas Massa Total Machos
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Figura 1: Comparagdo entre massa total inicial e final. Fémeas e Machos. Controle x L-ERa KO.
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Figura 2: Comparacgéo ganho de massa durante 4 semanas de dieta. Fémeas e Machos. Controle X L-ERa KO.

4.2 Teste de tolerancia a glicose
Apos 4 semanas de dieta, os animais foram submetidos a jejum por 6 horas, garantindo

assim que sua glicemia estivesse em niveis basais.
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Figura 3: Teste de tolerancia a glicose. Curva glicémica e area sob curva. Fémeas Controle X L-ERa KO

Durante o teste de tolerancia a glicose, podemos observar uma diferenca significativa
(p<0,05) quanto a glicemia das fémeas no tempo de 30 minutos apos a injecdo intraperitoneal de

glicose (Figura 3).
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Figura 4:Teste de tolerancia a glicose. Curva glicémica e &rea sob curva. Machos Controle X L-ERa KO.

Quando avaliamos a tolerancia a glicose do grupo de animais machos, podemos ver
diferenca significativa entre os grupos a partir do tempo 45 minutos (P< 0,05) (Figura 4).

Os animais L-Ero. KO de ambos 0s sexos demonstraram maiores valores glicémicos
guando comparados aos animais controle. Tal resultado corrobora com a literatura, onde foi
demonstrado que o estradiol possui papel fundamental na regulacdo glicémica, promovendo
melhora significativa na captacdo de glicose (Camporez et. Al. 2013). Foi demonstrado que a
auséncia do receptor de estrogénio pode gerar uma supressao defeituosa da producdo enddgena de
glicose hepética (Bryzgalova, G. 2006). Sendo assim este resultado sugere que a auséncia do
receptor, especificamente no figado, pode promover graves alteracdes nos valores glicémicos
promovendo um estado de hiperglicemia. O estado de hiperglicemia pode ser gerado por defeitos
em diferentes vias como glicogendlise e gliconeogénese. Tanto a via de glicogendlise quanto a via
de gliconeogénese sdo reguladas pela sinalizacdo de insulina, sendo assim, prejuizos causados a

essa via podem diretamente afetar a homeostase glicémica.
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4.3 Conteudo Hepatico de Triglicerideos.

Triglicerideos Hepaticos Fémeas  Triglicerideos Hepaticos Machos
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Figura 5: Contetido hepatico de triglicerideos em machos e fémeas *p<0,05. **p<0,01.

Foi realizada a eutanasia dos animais e o figado foi completamente coletado. Uma amostra
de cerca de 50 mg de tecido foi utilizada para a extracdo de triglicerideos seguindo o método de

Bligh e Dyer (Bligh and Dyer, 1959). O acimulo hepético de triglicerideos e DAG foi fortemente

associado ao desenvolvimento de DM2 em humanos e roedores (Samuel VT. 2010). Podemos
observar diferenca significativa entre os grupos (p<0,05) (Figura 5), onde os animais L-ERa KO
demonstraram valores cerca de 3 vezes maiores, quando comparados aos animais controle. Esse
resultado corrobora com a literatura onde animais ovarectomizados apresentaram um aumento
significativo no acimulo hepatico de triglicerideos, porem, quando esses animais receberam a
reposicdo de estradiol ndo houve diferenca no acimulo tecidual de triglicerideos hepaticos. Além
disso, animais L-ERa KO ovarectomizados quando receberam a reposi¢do de estradiol nao se
beneficiaram de tal efeito mantendo os niveis elevados de triglicerideos hepaticos (Han, S.-i.

2014).
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4.4 Quantificacdo de lipidios no plasma.

O plasma coletado no momento da eutanasia foi utilizado para a quantificacdo de
triglicerideos através de kit comercial.

NOs podemos observar diferenca significativa no acumulo de triglicerideos no plasma
(p<0,05) (Figura 6). Sendo que os animais L-ERo KO demonstraram menor acimulo de lipidios
quando comparados com 0s animais controle. Esses dados juntos a quantificacdo de lipidios
hepaticos, nos fizeram questionar se a auséncia do recetor poderia de alguma forma estar
modificando o processo de exportacdo de lipidios hepaticos, mais especificamente triglicerideos

em forma de VLDL. Para avaliar esse processo realizamos um teste de exportacao de colesterol.
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Figura 6: Quantificagcéo de triglicerideos presentes no plasma de fémeas.**p<0,01

Para a quantificacdo da taxa de exportacdo de lipidios hepaticos, os animais foram
mantidos em jejum por um periodo de 6 horas, para garantirmos que os lipidios circulantes no
sangue ndo eram providos da dieta. Apos esse periodo, foi administrado um inibidor de lipase
lipoproteica (Poloxamero), seguindo o protocolo de Millar (Millar et al., 2005). Com o objetivo
de impedir a absorcéo do TG por outros tecidos e permitindo assim que possamos acompanhar o

acumulo dos lipidios na corrente sanguinea em relagdo ao tempo.
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Figura 7:Teste de exportacdo de lipidios hepaticos em fémeas. Curva de concentracéo de lipidios hepaticos (mg/dL) x Tempo.
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Figura 8:Teste de exportacao de lipidios hepaticos em machos. Curva concentracdo de lipidios hepaticos(mg/dL) x Tempo.
Area sob a curva P<0,05

NoOs podemos observar diferenca significativa na exportacdo de lipidios hepaticos nos
machos, onde 0s machos L-ERa KO exportaram valores sobre o tempo menores de triglicerideos,
guando comparados aos animais controle. Foi demonstrado que a auséncia do estradiol pode alterar
os niveis de exportacgdo de triglicerideos e VLDL através da diminuicdo da expressao de proteinas
proteina de transferéncia de triglicerideos microssémicos (MTP), sendo que animais
ovarectomizados possuem uma menor expressao relativa dessa proteina e quando feita a reposicédo
de estrogénio, a expressao proteica se torna semelhante a animais nao ovarectomizados (Barsalani,
R. 2011). Sendo assim hé indicios de que o0 ERa pode atuar no processo de exportagdo de lipidios
hepaticos em forma de VLDL e em sua auséncia, as taxas de exportacdo desses lipidios sdo
prejudicadas, promovendo assim um maior acumulo de lipidios hepaticos e favorecendo o
desenvolvimento da DHGNA.
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4.5 Quantificacdo de Diacilglicerideos e ceramidas por Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS)

Utilizando a técnica de LC-MS/MS foi possivel quantificar diferentes espécies lipidicas,
nos permitindo associar as diferentes espécies com 0s mecanismos de inducdo de resisténcia a
insulina. Até 0 momento, 0os mecanismos associados a causa da resisténcia hepatica a insulina e
consequente diabetes, ainda ndo foram completamente esclarecidos (Petersen and Shulman, 2018).
Porém, o acumulo ectépico de lipidios, principalmente DAGs e ceramidas estdo fortemente
associados ao desenvolvimento da resisténcia a insulina (Chavez and Summers, 2012; Kusminski
and Scherer, 2019; Petersen and Shulman, 2017). No figado, o acimulo de DAGs esta associado
a inducdo de resisténcia a insulina devido a mecanismos associados a ativagdo da PKCe

(Kumashiro et al., 2011; Raddatz et al., 2011; Samuel et al., 2004, 2007).
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Figura 9: Quantificagcdo de diferentes espécies lipidicas em figado de camundongos fémeas ERa Floxed (controle) e
animais L-ERa KO. PM= Membrana plasmatica. Cyto= Citoplasma. MT= mitocdndria. ER= Reticulo endoplasmatico.
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Figura 10: Quantificagcdo de diferentes espécies lipidicas em figado de camundongos machos ERa Floxed (controle) e animais L-ERa KO.
PM= Membrana plasmatica. Cyto= Citoplasma. MT= mitocondria. ER= Reticulo endoplasmatico.

Primeiramente as amostras foram pesadas individualmente e processadas para a
compartimentacdo das células. Apds a compartimentacdo foi possivel obter os seguintes
fragmentos: membrana plasmatica, citosol, mitocéndria, reticulo endoplasmatico e goticulas de
lipideos.

Apo6s a compartimentacdo, os diacilglicerideos e as ceramidas foram extraidos segundo o
protocolo descrito anteriormente. Para controle da extracao e posterior referéncia na quantificacao,
foram adicionadas as amostras os padroes DAG C19:0 C19:0 a uma concentragéo de 2,24 nmol e
Ceramida C16 2,9 mmol. As amostras entdo foram injetadas em coluna cromatogréfica para a
separagdo das diferentes espécies e fragmentos lipidicos e apds isso transferidas para um
espectrometro de massas acoplado a cromatografia liquida.

Nao observamos diferenca significativa entre as diferentes espécies lipidicas DAG’s e

cerdmicas, com relagdo aos seus diferentes fragmentos nos camundongos fémeas (Figura 10).
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Quantos aos machos, observamos que os animais KO sofreram uma diminuigédo
significativa de deposicdo de lipidios em relacdo ao fragmento sn-DAG 1,3 no citosol (p<0,05)
(Figura 12). Também observamos uma tendéncia em relacdo aos outros compartimentos e
fragmentos lipidicos, onde os animais KO apresentam uma menor concentracdo de lipideos.
Porém, ndo podemos relacionar tais resultados com qualquer mecanismo de desenvolvimento de
resisténcia a insulina ou acumulo de lipidios presente na literatura.

Esses dados nos indicam que diferentes mecanismos podem estar associados ao acumulo
de lipidios e intolerancia a glicose observado neste estudo. Foi demonstrado que o acumulo
especificamente do sn-DAG 1,2 pode promover a alteragdo da fosforilacdo de residuos que
compdem o receptor de insulina na membrana da célula, que deixam de ser auto-fosforilados nos
residuos de tirosina 1158 e 1162, passando a ser fosforilados no residuo de treonina 1160 (Lyu et
al. 2020). Algumas espécies de ceramidas presentes no plasma de pacientes obesos diagnosticados

com DM2, estdo sendo associadas a mecanismos de resisténcia a insulina (Jacob M. Haus. 2009).
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4.6 Expressdo Génica.

Avaliamos também a expressao de genes relacionados a inflamacéo, producéo de lipidios
e gliconeogénese. Foram avaliados os genes: Interleucina 4, 6 e 10 (IL-4, IL-6 e IL-10); Fator de
necrose tumoral o (TNFa); Acetil-CoA-carboxilase (ACC); Acido graxo sintase (Fasn); Sterol

regulatory element-binding protein 1 (SREBP1c) e Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)
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Figura 11: Expressdo relativa genes pro e anti-inflamatdrios (IL-4, IL-6, IL-10 e TNFa). Expresséo relativa genes responsaveis
pela sintese de lipidios (SREBP1c P<0,05; ACC e FASn P>0,05). Expressao relativa genes envolvidos no processo de
gliconeogénese (PEPCK P<0,05). Machos
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Figura 12: Expresséo relativa genes pro e anti-inflamatorios (IL-4, IL-6, IL-10 e TNFa). Expresséo relativa genes
responsaveis pela sintese de lipidios (SREBP1c, ACC e FASn). Expressao relativa genes envolvidos no processo de
gliconeogénese (PEPCK). Fémeas.

Nos ndo observamos diferenca significativa na expresséo de genica das fémeas. Também
ndo observamos diferenca significativa de genes envolvidos com processos pré e anti-
inflamatdrios nos machos, como ja era esperado, ja que as caracterizaces da doenca hepatica
gordurosa néo alcoolica ndo possuem leséo inflamatoria. Quanto a sintese de lipidios, podemos
observar uma diferenca significativa, na expressdo de SREBP1c (Figura 11), sendo o principal
gene regulatério no processo de sintese de lipideos. Estudos demonstraram que a expressao total
de SREBP1c no figado e tecido adiposo pode ser regulada pela ingestdo alimentar, ja que animais

em jejum possuem uma expressao reduzida do gene e ap6s alimentados essa expressao volta a
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niveis basais (Horton JD. 1998. Kim JB. 1998). Tal efeito pode ser atribuido pela liberagdo da
insulina pds-pradial.

Foi observado que animais ovarectomizados possuem um aumento significativo na
expressao de SREBP1c porem quando esses animais recebem a reposicédo de estradiol a expressédo
do gene se torna semelhante a animais SHAM (Paquette, Amélie. 2008). Alem disso, foi observado
que a ativacdo da via SCAP/SREBP é essencial para o desenvolvimento da esteatose hepatica em
individuos com DM2 (Moon YA. 2012). Néo foi possivel observamos diferenca significativa na
expressdo de ACC e FASN, que regulam a sintese de lipidios de novo.

Um dos mecanismos chave pelo qual a insulina promove a regulacdo glicémica é a
repressdo transcricional de genes gliconeogénicos, mediada principalmente por fatores de
transcricdo FOXO. FOXO1 é um alvo da enzima AKT bem caracterizado desempenhando
importantes funcgdes fisioldgicas no hepatdcito (Brunet A. 1999, Dong XC. 2008, Lin HV. 2011).
A AKT fosforila trés residuos de FOXOL1, Thr24, Ser256 e Ser319, embora outras enzimas também
possam agir nesses locais (Brunet A. 1999, Ueda S. 2010). FOXO1 fosforilado deixa o nucleo,
perdendo sua atividade de fator de transcricdo (Brunet A. 1999). O FOXO1 ativo se liga ao co
ativador de transcricdo peroxissoma ativado proliferativo receptor-coativador 1- (PGC1) para
coordenar um programa de transcricdo gliconeogénica envolvendo aumento da expressao de
glicose-6-fosfatase (G6pc) e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (Nakae J. 2001,
Puigserver P. 2003). Nds observamos diferenca significativa na expressdo de PEPCK que
diretamente regula a via de gliconeogénese. A PEPCK é a primeira enzima reguladora na
gliconeogénese e converte oxaloacetato em fosfoenolpiruvato no citoplasma (Tuo, L. 2019). Foi
demonstrado que a administragdo de estrogénio pode diminuir significativamente a expressao da
enzima PEPCK, consequentemente diminuindo assim a capacidade de gliconeogénese (Ahmed-
Sorour H. 1981). Além disso, animais ob/ob tratados com estrogénio tiveram uma diminuicdo de
atividade e expressdo da enzima glicose-6-fosfatase, podem assim contribuir para a normalizagédo
da glicemia em jejum (Borthwick EB. 2001). O conjunto desses dados demonstra que o efeito
atribuido ao estradiol, promovendo uma diminuicdo significativa da acdo de PEPCK e

consequentemente aumento da gliconeogénese, esta sendo promovido através do ERa.
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4.7 Expressao proteica.
Avaliamos também uma proteina chave da via de gliconeogénese, a expressao proteica de PEPCK

e também a via de sinalizacdo de insulina AKT.
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Figura 13: Expresséao proteica PEPCK. A. Machos. B. Fémeas.

Semelhante ao resultado obtido quando analisamos a expressédo genica de PEPCK, podemos
observar uma tendéncia ao aumento da expressao dessa enzima nos animais L-ERa KO de
ambos os sexos. O aumento dessa enzima como discutido anteriormente pode estar relacionado
aos elevados valores glicémicos observados ao inicio do teste de tolerancia a glicose e que o
efeito inibidor sobre a expressdo desta enzima promovido pela administracdo do estradiol &
mediado através do ERa.

39



4.8 Resultados relacionados aos animais alimentados com HFD por 8 semanas

Devido aos resultados observados com o grupo de 4 semanas de dieta, decidimos estender o
periodo de dieta para 8 semanas, visando assim, potencializar os efeitos da dieta hiperlipidica sobre
0 metabolismo e assim, podermos evidenciar melhor os efeitos da auséncia do ERa sobre o

metabolismo.

6.8 Teste de Toleancia a Glicose.
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Figura 14: Teste de tolerancia a glicose. Curva glicémica e area sob curva. Fémeas Controle X L-ERa KO
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Figura 15: Teste de tolerancia a glicose. Curva glicémica e area sob curva. Machos Controle X L-ERa KO. 8 semanas.

Podemos observar que com 8 semanas de dieta, as fémeas L-ERa KO demonstraram niveis
de intolerancia a glicose que n&o foi possivel observarmos com 4 semanas de dieta (Figura 14).

Enguanto os machos ndo podemos observar diferenca significativa porém, podemos observar que
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ambos 0s grupos obtiveram indices glicemicos elevados durante o teste (Figura 15). Tal resultado
nos leva a crer que a auséncia do ERa nos machos permitiu que esses animais se tornassem
intolerantes a glicose mais rapidamente, quando comparado as fémeas, que sO foi possivel

observarmos intolerancia ap6s um periodo mais longo de dieta.

4.9 Conteudo hepaético de triglicerideos
Avaliamos nestes animais o acumulo hepatico de triglicerideos, seguindo 0 mesmo método
utilizado anteriormente. Alem disso, realizamos cortes histolégicos corados com OIL RED

para a visualizacdo das goticulas de lipideos presentes no tecido (Camporez. 2014)
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Figura 16: Acumulo hepético de triglicerideos. Fémeas, 8 semanas de dieta. imagem histolégica de figado corada com
OIL RED.
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Como podemos observar (figura 16), os animais L-ERa KO demonstraram maiores concentragdes
de triglicerideos hepaticos e também maiores e mais numerosas goticulas de lipideos. Resultado
semelhante com o obtido em 4 semanas de dieta, porem, com o0 aumento do tempo de dieta, 0s

animais controle também obtiveram um acumulo maior de lipideos, o que ja era esperado.

4.10 Resisténcia hepatica a insulina.
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Figura 17: (A) Curva glicémica e Taxa de infusdo de glicose. (B) Taxa média de infuséo de glicose durante os ultimos
40 minutos de clamp euglicémico-hiperinsulinémico. (C) Captagéo de glicose corporal total estimulada por insulina
durante o clamp euglicémico-hiperinsulinémico. (D) Producdo enddgena basal de glicose. (E) Supresséo da producgéo
de glicose endégena estimulada por insulina durante o clamp euglicémico-hiperinsulinémico.
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Figura 17: Avaliacdo da fosforilagdo de AKT no figado

Para este experimento foram utilizados somente camundongos fémeas, alimentados por 8 semanas
com dieta hiperlipidica. Como podemos observar, os animais L-ERa KO demonstraram uma
diminuicdo significativa na supressdo da producdo de glicose endégena estimulada por insulina,
corroborando com o0 a expressdo génica e proteica de PEPCK, como demonstrado anteriormente.
Alem disso, foi necessaria uma menor taxa de infusdo de glicose durante o experimento para a
manutencdo dos valores glicémicos do animais L-ERa KO. Podemos observar que também, estes
animais tiveram uma menor fosforilacdo da proteina AKT, principal responsavel pela ativacao e
inibicdo de diferentes vias reguladas pela insulina como discutido anteriormente.

Esses resultados corroboram com o estudo elaborado por Camporez et. al em 2013, onde animais
ovarectomizados demonstraram uma diminuicao significativa da supressao da producéo de glicose
enddgena estimulada por insulina e uma menor taxa de infusao de glicose durante o experimento.
Porém, animais ovarectomizados que receberam a reposicdo de estradiol demonstraram uma
melhora significativa sobre esses mesmos parametros, além de melhora na captacédo de glicose por
outros tecidos além do figado (Camporez. 2013.). Outro estudo também demonstrou os impactos
da auséncia global do ERa sobre o metabolismo, animais com a modula¢do knockout do ERa
demonstraram uma reducdo da captacdo de 2-deoxyglucose no tecido muscular esquelético de
camundongos fémeas (Bryzgalova, G. 2006). Com esses resultados, podemos demonstrar o0 quao
importante ¢ a agdo do ERa hepatico sobre o metabolismo glicémico, sendo parte essencial da

manutencdo da glicemia principalmente atraves da acdo da insulina sobre o tecido hepatico.
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5 Conclusao

Concluimos que 0 ERa possui papel fundamental na regulagdo lipidica e glicémica, sendo
parte essencial de diversos mecanismos de regulacdo da gliconeogénese, exportacdo de VLDL,
sintese de lipideos e sensibilidade a insulina em machos e fémeas. Sendo assim, agonistas deste

receptor podem ser excelentes contribuidores para novos tratamentos para DHGNA e DM2.
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