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RESUMO



MARINOVIC, M.P. Investigacdo da funcao hepatica de camundongos nocaute
para adiponectina induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica e
suplementados com ché& verde. 2020. 115p.Tese(Doutorado em Farmacologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&do Paulo, 2020.

A obesidade esta envolvida com o desenvolvimento de diversas
comorbidades, dentre elas a doenca gordurosa hepatica ndo alcodlica (NAFLD). Tal
condicdo estd associada com a reducdo dos niveis séricos de adiponectina,
reduzindo assim a sinalizagdo hepatica, principalmente via AdipoR2, e como
consequéncia, reducdo de vias oxidativas dependentes de PPARa.O tratamento
com ch& verde (GT, do inglés green tea) estd envolvido com o aumento de
adiponectina circulante e melhora da esteatose hepatica. Nosso objetivo foi
investigar se a melhora da NAFLD induzida pelo tratamento com GT depende da
acao da adiponectina. Utilizamos nesse estudo camundongos machos (selvagens) e
nocautes para adiponectina (AdipoKO) que receberam alimentacdo e agua ad
libitum por um periodo total de 20 semanas, sendo 8 semanas iniciais de induc¢éo de
obesidade e 12 semanas com a suplementagdo com o extrato de GT. Na ultima
semana de experimentacdo os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a
glicose e tolerdncia a insulina, seguido da avaliacdo do gasto energético por
calorimetria indireta. Apdés o periodo de experimentacdo, os animais foram
eutanasiados e o figado retirado para posteriores analises das rotas metabdlicas por
meio de expressao génica (RT-PCR) e proteica (Western Blotting). Os animais
AdipoKO tratados com GT apresentaram maior peso corporal e dos depdsitos
adiposos, associado a uma diminuicdo no gasto energético, assim como
hiperinsulinemia em relacdo aos selvagens. Nesses animais houve uma piora na
esteatose hepatica, além do aumento na maquinaria lipogénica hepatica.
Observamos também que houve uma reducdo no output de glicose e na beta
oxidacao hepdtica, indicando que a presenca da adiponectina € importante para os
efeitos do GT. Adicionalmente, as catequinas do GT atuam sob a lipogénese e a
beta oxidac&o de forma dependente de PPARaq, e, em particular, as catequinas EGC
e EC podem ligar diretamente no PPARa.Podemos concluir que os efeitos do GT
sdo dependentes de adiponectina e também envolvem o PPARa.

Palavras-Chave: ChaVerde. Catequinas. Esteatose. Obesidade. Metabolismo.

ABSTRACT



MARINOVIC, M.P. Investigation of hepatic function of knockout mice for
adiponectin induced obesity by hyperlipid diet and supplemented with green
tea. 2020. 115 p.Ph. D. these (Department of Pharmacology) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas,Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Obesity is involved with the development of several comorbidies including
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). This condition is associated with a
reduction in serum adiponectin levels, thus reducing liver signaling, mainly via
AdipoR2, and, as a consequence reduction of PPARa-dependent oxidative
pathways. The treatment with green tea (GT) is involved with the increase of
circulating levels of this adipokine and improvement of liver steatosis. Our objective
was to investigate if the improvement of NAFLD induced by treatment with green tea
was dependent of adiponectin. In this study, we used male mice (wild-type) and
knockout animals for adiponectin (AdipoKO) that received food and water ad libitum
for a total period of 20 weeks, with an initial 8 weeks of obesity induction and 12
weeks with supplementation with GT extract. In the last week of experimentation, the
animals were submitted to a glucose tolerance and insulin intolerance test, followed
by an evaluation of energy expenditure by indirect calorimetry. After the
experimentation period, the animals were euthanized and the liver removed for
further analysis of the metabolic routes by means of gene expression (RT-PCR) and
protein (Western Blotting). AdipoKO animals treated with GT had higher body weight
and fat deposits, associated with a decrease in energy expenditure, as well as
hyperinsulinemia. Regarding the liver of these animals, we can observe a worsening
in hepatic steatosis accompanied by an increase in the levels of triglycerides and
hepatic cholesterol, in addition to an increase in the hepatic lipogenic machinery. We
also observed that there was a reduction in glucose output and hepatic beta
oxidation, indicating that the presence of adiponectin is important for the effects of
GT. In addition, GT catechins act on lipogenesis and beta oxidation in a PPARa-
dependent manner and particulary that the catechins EGC and EC can directly
activate PPARa. We can conclude that the effects of GT are dependent on

adiponectin and also on PPARGa.
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1.0. INTRODUCAO —

1.1. Compostos naturais e chaverde

Compostos naturais representam qualquer substancia retirada de fonte
vegetal e/ou animal (Newman e Cragg, 2016) que apresentam propriedades
benéficas a saude humana, além de possuir um valor nutricional basico, o que
significa que muitos destes compostos podem ser considerados como nutracéuticos
(Rochlani etal., 2017).

Os compostos naturais tém sido utilizados em diversas condi¢des devido a
sua ampla gama de efeitos benéficos. Dentre estes efeitos, destacam-se a
modulacao da proteina ATP sintase (Gibellini et al., 2015), diminui¢cdo na producéo
de espécies reativas de oxigénio (Gibellini et al., 2015), acdo anti-inflamatéria por
acdo sobre enzimas como a cicloxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX), além de
inibicdo da transcricdo do fator de transcricdo NFkB (nuclear factor kappa B)
(Koeberle e Werz, 2014), dentre outros efeitos.

Adicionalmente diversos compostos naturais tem apresentado importantes
acOes metabdlicas como: (1) aumento nos niveis de adiponectina e diminuicdo dos
niveis de leptina plasmatica (Rochlani et al., 2017), (2) melhora da sensibilidade a
insulina (Padiya et al., 2011), (3) melhora do perfil glicémico e lipidico plasmatico
(Ziegenfuss et al., 2006), (4) diminuicdo da lipogénese (Yang et al.,, 2012), (5)
diminuicdo da atividade de glicosidases (Bhat et al., 2011) e (6) diminuicdo da
adipogénese (Leihereret al., 2016), entre outros.

As plantas representam uma fonte importante de compostos naturais. Estes
compostos podem em alguns casos, ndo serem importantes para o metabolismo da
planta, mas exercem importantes acbes sobre o0s mecanismos de defesa
desempenhando atividade antimicrobiana (Ncube et al., 2008) e antioxidante por
exemplo (Rates, 2001; Samuelsson e Bohlin, 2017).

A escolha, de se estudar um determinado composto natural deve ser
embasada nas caracteristicas quimicas, conteudo disponivel para prospeccao,
toxicidade e efeitos adversos. Uma das estratégias mais comuns para se iniciar 0s
estudos sobre um determinado composto € conhecer sua aplicacao in natura em
diferentes condi¢cdes de culturas celulares (Dixon, 2001; Samuelsson e Bohlin,
2017).



O estudo e o desenvolvimento de farmacos a partir de drogas encontradas
em plantas tém sido alvo de diversos estudos (Dixon, 2001; Rates, 2001,
Samuelsson e Bohlin, 2017). No entanto, o isolamento de determinado composto em
meio a um extrato qualquer pode representar um alto custo financeiro e ambiental,
visto que, em muitos casos € necessario utilizar grandes quantidades de matéria
bruta para se extrair pequenas quantidades do composto ativo (Dixon, 2001; Rates,
2001; Samuelsson e Bohlin, 2017). Diante disto é viavel, ao invés de se isolar
determinada substancia, utilizar o préprio extrato na sua forma bruta e investigar
suas funcoes fisioldgicas.

O cha verde (no inglés green tea - GT) produzido a partir da planta Camelia
sinensis é uma bebida amplamente utilizada no mundo ha milhares de anos,
principalmente em paises orientais (Tomata et al., 2016; Zhao et al., 2017). O GT
apresenta diversas atividades biolégicas como: a diminuicdo dos niveis de leptina
sérica, inibicdo da formacgdo de tromboxano, reducdo da agregacdo plaquetaria,
reducdo da presséo arterial, supressao do metabolismo dos lipidios como diminuicao
do LDL colesterol e aumento do HDL colesterol, diminuicdo do ganho peso além da
inibicdo da esteatose (Mukhtare Ahmad, 2000; Skrzydlewska et al., 2002; Yokozawa
et al., 2002; Crespy e Williamson, 2004; Henning et al., 2004; Negishi et al., 2004;
Cheng, 2006).

No entanto os efeitos biolégicos mais bem estudados do GT séo a atividade
antioxidante (Delwing-Dal Magro et al., 2016; Gerolis et al., 2017) e anti-inflamatéria
(Li et al., 2017), sendo que estes efeitos tém sido fortemente relacionados com a
presenca de grandes quantidades de compostos conhecidos como catequinas
(Marinovic et al., 2015).

As catequinas sdo classificadas como polifendis e estdo incluidas na
subclasse de flavan-3-ols (Moser et al., 2014; Watrelot et al., 2016). As quatro
principais catequinas encontradas no GT sdo epicatequina (EC), epicatequina 3-
galato (ECG), epigalocatequina (EGC) e epigalocatequina 3-galato (EGCG), sendo a
EGCG a mais estudada e mais abundante (Figura 1) (Cooper et al., 1994; Negishi et
al., 2004).



Figura 1: Estrutura quimica das catequinas.
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Adaptado de Negishi, H., J. W. Xu, et al. (2004). "Black and green tea polyphenols attenuate
blood pressure increases in stroke-prone spontaneously hypertensive rats." J Nutr134(1): 38-
42.

Uma vez dentro das células, estes compostos, podem atuar em diversas vias,
modulando desta forma o processo inflamatério. Segundo (Singh et al., 2010), a
EGCG pode interagir com a via das MAP quinases, atuando na inibicdo da
fosforilacdo da Janus Kinase (JNK), sem apresentar efeitos sobre a proteina de 38
kDa (p38) e a quinase de resposta extracelular (ERK). No entanto, a ag&o sobre a
JNK ja é suficiente para a diminuicdo do AP1, um fator de transcri¢cdo envolvido com
a expressao de agentes pré-inflamatorios.

Durante a obesidade ha o desenvolvimento de uma condi¢cdo conhecida como
inflamacao crénica de baixo grau, que é caracterizada pelo aumento nos niveis
circulantes de citocinas pro-inflamatérias apesar de ndo haver os sinais classicos
desta resposta (Mraz e Haluzik, 2014; Bleau et al., 2015; Cooke et al., 2016). A
inflamacéo crénica de baixo grau é um dos principais responsaveis pelo surgimento
de resisténcia a insulina e desenvolvimento da sindrome metabdlica (Ding et al.,
2015).

O desenvolvimento da sindrome metabdlica tem sido inversamente

relacionado com os niveis plasmaticos de adiponectina (Nigro et al., 2014; Balsan et



al., 2015; Ohashi et al., 2015), uma adipocina com conhecida atividade antioxidante
(Neumeier et al., 2006; Liu et al., 2015) e anti-inflamatéria (Wang et al., 2016;
Boursereau et al., 2017). Por outro lado, estudos demonstram que o tratamento com
GT é capaz de aumentar os niveis circulantes de adiponectina tanto em
camundongos (Otton et al., 2018) como em ratos (Rocha et al., 2016) expostos a
diferentes tipos de dieta hiperlipidica e hipercaldrica, respectivamente.

Adicionalmente estudos do grupo da pesquisadora Rosemari Otton, co-
orientadora neste projeto, indicam, que apesar de nao ter sido observado inflamagéo
hepatica, por meio da realizacdo do escore de NAS (Brunt et al., 2011) apos 20
semanas de dieta hiperlipidica, foi possivel correlacionar a reducdo nos niveis de
adiponectina com o aumento nos marcadores inflamatorios circulantes como, fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina1 beta (IL1-B), interleucina6 (IL-6) e a
proteina ativadora de macrofagos 1 (MCP-1) (Otton et al., 2018).

Por outro lado o tratamento com GT restabeleceu os niveis de adiponectina,
reduzindo o ganho de peso, melhorando a sensibilidade a insulina e a inflamacgéao
cronica de baixo grau (Otton et al., 2018).

Outros estudos realizados com GT nos ultimos anos vém propondo diversos
mecanismos de acdo para a reducdo do ganho de peso (Rains et al., 2011). Uma
das hipoéteses propostas € o aumento do gasto energético através da inibicdo da
enzima Catecol-O-metiltransferase (COMT) responsavel pela degradacdo da
norepinefrina. Outra possibilidade envolve a acdo do GT sobre o coeficiente
respiratério, induzindo uma maior oxidacao de gordura por individuos que ingeriram
350mg de GT/dia (Dulloo et al., 1999; Boschmann e Thielecke, 2007; Hursel et al.,
2011). Foi observado também recentemente, que as catequinas do GT atuam de
forma dependente do receptor adrenérgico B-3, na inducdo de vias de gasto
energético no tecido adiposo marrom (TAM) (Sousa-Filho et al., 2020).

Uma terceira possibilidade é a capacidade do GT em reduzir a absorcéo de
certos nutrientes, por meio da acado das catequinas sobre a a-amilase e a a-
glicosidase, responsaveis por quebrar moléculas de carboidrato a fim de facilitar a
absorcdo de glicose. Quando estas enzimas estdo inibidas a absorgdo deste
nutriente € diminuida favorecendo o processo de perda de peso (Rainset al., 2011).

Por fim, tem sido sugerido que a suplementagcdo com GT, modula o perfil
energético hepatico, induzindo vias oxidativas, aumentando a producédo de ATP

(Friedman, 2007; Maki et al., 2009). Este efeito resulta na inducdo de sinais



enviados ao sistema nervoso central (SNC) pelo nervo vago, que sinalizam a
reducdo do apetite (Friedman, 2007; Maki et al., 2009). Assim, quando ha uma
reducdo na oxidacdo de gordura hepatica, isto poderia estar relacionado com a
reducdo nos niveis de ATP, reduzindo a transmisséo de sinal ao SNC e o aumento
de apetite (Rainsetal., 2011).

A abrangente producao cientifica acerca de possiveis mecanismos de agao
antiobesidade do GT, juntamente com o crescimento epidemioldgico da obesidade
(Who, 2017), aumenta o interesse da aplicacdo do GT na obesidade e suas
complicacdes como a resisténcia a insulina e a esteatose hepatica, condices que

juntas representam a sindrome metabdlica.

1.2. Consideracdes gerais sobre obesidade

A obesidade é definida como um acumulo anormal ou excessivo de gordura
capaz de causar danos a saude (Rothberg e Halter, 2015). Estudos sugerem que a
principal causa do desenvolvimento desta condi¢ao € o desbalango entre a ingestao
e 0 gasto calorico, situacdo em que a primeira supera a segunda, resultando em um
acumulo de gordura sob a forma de triglicerideos no tecido adiposo —TA (Johnson et
al., 2016).

A localizacdo da deposicdo de gordura corporal na obesidade pode ser
diferenciada como central e periférica. A obesidade central (caracterizada por um
aumento no depdsito visceral) esta correlacionada com o aumento do risco de se
desenvolver complicagdbes como Diabetes Melitus tipo 2 (DM2) e doencas
cardiovasculares (Ahmad et al., 2016; Kuwabara et al., 2017). J&4 a obesidade
periférica (caracterizada por um aumento na massa do tecido subcutaneo) relaciona-
se com a melhora da sensibilidade a insulina e menores riscos de se desenvolver
complicacdes cardiovasculares, comparado a obesidade central (Misra et al., 1997,
Snijderet al., 2003).

Diante disto, estudos observacionais tém demonstrado que a obesidade
abdominal, especialmente no que se refere ao aumento da massa do TA visceral
(St-Pierre et al., 2002), juntamente com o acumulo de gordura hepética (esteatose)
(Naukkarinen et al., 2014), sdo os dois principais preditores dos distlurbios
cardiometabdlicos e do desenvolvimento de DM2 (Bogl et al., 2016).

A principal funcéo do TA é o estoque de energia sob a forma de triglicerideos

(TG) realizado durante o periodo prandial. Em condi¢fes de jejum, o TG é liberado



na forma de acidos graxos livres (AGL) e glicerol, por meio da acdo de horménios
como o glucagon e a noradrenalina (Vazquez-Vela et al., 2008). Muitos estudos
demonstram que a exposicdo a uma dieta hiperlipidica tanto em ratos (8 semanas)
(Chien et al., 2016) como em camundongos (12 semanas) (Ding et al., 2016) séo
capazes de induzir um quadro de obesidade evidenciado pelo aumento dos
depdsitos adiposos, acompanhado por alteracdes nos genes lipogénicos e lipoliticos
principalmente no figado (Ding et al., 2016). Estudos tém demonstrado também que
uma dieta hipercalérica (Rocha et al., 2016; Nam et al., 2018) provoca alteracdes
nas vias de lipogénese e lipdlise, resultando em um aumento nos depodsitos
adiposos, principalmente, o depésito visceral.

Além da capacidade ja bem descrita do TA, de estocar e liberar substratos
energéticos para outros tecidos (Cryer e Jones, 1979), nos ultimos anos vém se
dando muita atencdo a capacidade do TA em secretar inUmeras adipocinas,
substancias que podem ser horménios, citocinas ou peptideos com diversas fun¢des
biolégicas (Meister, 2000; Morrison e Farmer, 2000; Fasshauer e Bliher, 2015; Arner
et al., 2018). Por estas raz0es, podemos dizer que o TA possui uma importante
influéncia nos processos fisiol6gicos como, por exemplo: (1) controle do perfil lipidico
sistémico e (2) participacdo na homeostase energética devido ao controle hormonal
(Vazquez-Velaetal., 2008).

Entre as diversas adipocinas produzidas pelo tecido adiposo destacam-se a
adiponectina, leptina, resistina, visfatina, quemerina entre outras. Estas moléculas
podem atuar em diversos mecanismos regulatérios assim como patolégicos
dependendo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas do TA (Zorena et al.,
2020). Altos niveis plasméticos de leptina estao diretamente relacionados com: (1) o
aumento da massa e do tamanho dos adipdcitos (Zorena et al.,, 2020), (2) a
producdo de espécies reativas de oxigénio por células imunes como macréfagos e
células natural killers (Hsu et al., 2015), (3) aumento dos niveis séricos de lipidios
(Zorena et al., 2020), (4) inibicdo do apetite (Zorena et al., 2020), (5) arteriosclerose
(Morioka et al., 2014), (6) neuropatia entre outros efeitos.

Outros exemplos de adipocinas envolvidas com as complicacbes da
obesidade s&o a resistina e a visfatina. A resistina produzida principalmente por
células inflamatoérias periféricas, tem sido relacionado com o surgimento de
distarbios vasculares, inflamatorios e como indutor de DM2 (Reilly et al., 2005). A

visfatina, por sua vez, atua em pré adipécitos estimulando sua diferenciacdo e



induzindo respostas vasculares como a vasodilatacao via producéo de oxido nitrico
(NO) e inflamacéo via producédo de TNF-a (Gulcelik et al., 2009).

Por outro lado a adiponectina esta inversamente relacionada com o tamanho
dos adipdcitos e é bem descrita por apresentar efeitos anti-inflamatorios e indutores
de vias oxidativas no préprio tecido adiposo como no figado de forma dependente de
FGF-21 e PPARa (Zorena et al., 2020).

Tem se observado que a suplementagcdo de compostos bioativos, como, por
exemplo, a curcumina (Ding et al.,, 2016), o GT (Rocha et al., 2016) e a EGCG
(Chien et al., 2016), em modelos animais de obesidade, resultou na modulacéo de

um importante fator de transcricdo para os adipdcitos, 0 PPARa e o PPARYy, além do

aumento nos niveis de adiponectina.

1.3. PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor) e Obesidade

Os denominados PPARs sdo parte de uma superfamilia de fatores de
transcricdo nucleares. Nesta classe, existem trés isoformas, descritas como PPARa,
PPARB/® e PPARy, expressas pelos genes NR1C1l, NR1C2 e NRI1CS3,
respectivamente (Dubois et al., 2017). Tais receptores apresentam distribuicéo,
sensibilidade e vias de regulacdo e atividade metabdlica distintos. Sdo em sua
maioria ativados por ligantes endégenos como os AG e seus derivados, além de
alguns agonistas sintéticos (Dubois et al., 2017). Em geral os agonistas interagem
com o dominio de ligacdo causando ao fator de transcricdo uma mudanca
conformacional seguido de uma heterodimerizagdo com o RXR (Retonoid X
receptor), e, por fim a ligacdo com o elemento responsivo ao PPAR (PPRE) (Dubois
et al., 2017; Gross et al., 2017a).

Como mencionado acima, os PPARs podem ser ativados por: (1) AG,
oriundos de lipidios provenientes da dieta, lipélise do tecido adiposo e pela producao
hepatica (processo conhecido como de novo lipogénese) e (2) agonistas sintéticos
como a classe dos fibratos e das tiazolidinadionas (TZDs) que podem ativar de
forma seletiva ou inespecifica um ou mais subtipos de PPAR (Dubois et al., 2017).

O PPARaq, é uma isoforma altamente expressa no figado onde sua ativacéo
regula a expressdo de genes envolvidos no metabolismo de lipidios e de

lipoproteinas durante fases de transicao nutricional. Por exemplo, durante o jejum, o



PPARa induz vias de captagdo e de transporte mitocondrial de AG (Pawlak et al.,
2015; Dubois et al., 2017).

Durante a obesidade, a ativacdo do PPARa suprime a resposta inflamatéria,
através da diminuicdo da hipertrofia de adipocitos e pela direta regulacédo de genes
inflamatdrios. Foi demonstrado que animais PPAR - suplementados com dieta
hiperlipidica apresentaram maiores niveis de marcadores inflamatorios e aumento
na massa de tecido adiposo e tecido estromal (Tsuchida et al., 2005; Jernas et al.,
2006; Stienstra et al., 2007).

O PPAROS, também expresso em hepatdcitos, assim como em células de
Kupffer e células estreladas, possui um papel importante na inflamacéo e na fibrose
hepatica (Vega et al., 2003; Group, 2010; Sengupta et al., 2010). Tem sido
mostrado que a ativagdo do PPAR® no tecido adiposo causa uma reducido na
expansao do tecido e a reducao de marcadores inflamatérios, em animais induzidos
a obesidade, por estimular vias de oxida¢édo hepatica (Wang et al., 2003).

Ao contrario aos PPARa e PPARS que atuam induzindo vias de oxidacéo, o
PPARYy atua, durante a obesidade, através de multiplos mecanismos que resultam
na melhora da sensibilidade ainsulina e da utilizacdo de glicose pelo figado e outros
tecidos periféricos (Dubois et al., 2017). Estes efeitos podem ocorrer através da: (1)
interferéncia na via de sinalizagdo do NFkB e na diferenciacdo de macrofagos
melhorando o perfil inflamatério do tecido adiposo (Okuno et al., 1998; Ricote et al.,
1998; Lehrke e Lazar, 2005) e (2) pelo aumento da expansividade do TA captando
uma maior quantidade de lipidios e diminuindo assim acumulos ectépicos em tecidos
como figado e muasculo esqueléticos. Este mecanismo resulta também da
capacidade da sinalizagdo de PPARy induzindo um aumento da producédo de
adiponectina pelos adipdcitos (Schadinger et al., 2005; Yang et al., 2006).

1.4. Adiponectina e obesidade

A adiponectina € uma proteina de 247 aminoacidos,estruturalmente formada
por um dominio globular composto por 135 aminoacidos, uma porcdo mutavel
formada por colageno e composta de 65 aminoacidos, uma sequéncia N-terminal
sinal e um dominio varidvel (Ghadge et al., 2018).

A adiponectina foi inicialmente identificada por quatro grupos de pesquisa,

que utilizando diferentes métodos de identificacdo, designaram diferentes nomes



para a mesma molécula. Em 1995 Scherer e Lodish, associaram a adiponectina com
a diferenciacao de células 3T3 (linhagem de adipdcitos brancos) e a nomearam de
proteina de adipdcitos relacionado ao complemento (ACRP30) (Scherer et al., 1995).
No ano seguinte, Spiegelman e colaboradores demonstraram a expressao
especifica desta no TA, e a chamaram de proteina AdipoQ (Hu et al., 1996).

No ano seguinte, houve a identificacdo da expressdao de uma proteina em
humanos que mantinha 83% de similaridade com a adiponectina de camundongos,
sendo assim, recebeu o nome de transcrito genético 1 mais abundante em
adipocitos (apM1) (Maeda et al.,, 1996). E por fim, neste mesmo ano, Tomita e
colaboradores, descreveram os niveis plasmaticos de adiponectina, chamando-a de
proteina ligante de gelatina 28 (GBP28) (Nakano et al., 1996).

Posteriormente em 1998, foi definido a estrutura globular da adiponectina e
trés a quatro anos depois, foi demonstrada pela primeira vez suas atividades
fisiologicas que estavam relacionadas com acdes anti-inflamatérias (Scherer e
Lodish, 1999).

Em 2003 foram identificados os receptores de adiponectina, que passaram a
ser conhecidos como AdipoR1 e AdipoR2. Cerca de 5 anos depois (2008), foi
identificado parte do processo de sintese e maturacéo desta proteina, que envolve a
acado de duas chaperonas, conhecidas como ERp44 e EROL1, importantes para o
dobramento da adiponectina (Wang e Scherer, 2016).

Posteriormente entre 2010 a 2016, foi desvendada a estrutura dos receptores
de adiponectina e também demonstrado a atividade ceramidase desta adipocina.
Esta atividade bioldgica € extremamente importante para o figado, uma vez que, as
ceramidas estéo relacionadas com o desenvolvimento da esteohepatite por induzir
processos como o0 estresse oxidativo, a inflamacéo, a resisténcia a insulina e a
apoptose de hepatdcitos (Wang e Scherer, 2016).

Por fim, em 2017, foi demonstrado que tal adipocina pode ser produzida por
outros tipos celulares como osteoblastos, células do parénquima hepatico, miécitos,
células endoteliais entre outras (Achari e Jain, 2017).

Nos dias de hoje conhecemos duas estruturas diferentes da adiponectina: (1)
a forma longa (sendo adicionalmente subdividida em de baixo, médio e de alto peso
molecular) e (2) globular, que sofre clivagem na sua porcdo colagena e resulta na
separacdo da estrutura globular (Figura 2) (Fruebis et al., 2001). As diferentes

isoformas apresentam também diferentes efeitos biol6gicos.A adiponectina globular



€ capaz de estimular a B-oxidacdo no musculo esquelético, enquanto que a
adiponectina “longa”, que nao passa por clivagem, atua diminuindo a producédo de
glicose hepética (Berg et al., 2001; Fruebis et al., 2001).

Seus efeitos pleiotrépicos tém sido reportados por meio de sua interacdo com
0 AdipoR1 e o AdipoR2 (Ghadge et al., 2018). O AdipoR1 é mais expresso no
musculo esquelético e é responsavel por ativar a proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK) (Ghadge et al, 2018). O AdipoR2,
predominantemente expresso no figado, é responsavel por regular o metabolismo
lipidico e glicémico,além do estresse oxidativo e processos inflamatorios (Kadowaki
et al., 2006; Ghadge et al., 2018). Além de possuirem sitios e alvos diferentes, estes
receptores possuem afinidades diferentes (Ghadge et al., 2018). Por exemplo, o
receptor AdipoR1 possui alta afinidade a adiponectina globular, e fraca afinidade a
adiponectina longa, por outro lado o AdipoR2 apresenta sensibilidade inversa
respondendo melhor a adiponectina longa que a globular (Figura 2) (Ghadge et al.,
2018).

Figura 2: Representagdo estrutural das isoformas da adiponectina e sua seletividade para
determinados receptores.
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Adaptado de Fruebis et al., 2001 eGhadge et al., 2018.

No figado, a acdo da adiponectina via seus receptores hepaticos pode induzir

a reducdo da lipogénese e o aumento da beta oxidagdo por dois mecanismos



distintos. O primeiro deles envolve a sensibilizacédo do receptor AdipoR1, ativando a
serina-treonina quinase 11 (STK11) também conhecida como LKB1 (Boudeau etal.,
2003), responsavel pela fosforilacdo da proteina quinase ativada por 5’AMP (AMPK)
(Hardie e Pan, 2002).

Depois de ativada, a AMPK fosforila e inibe a enzima acetil CoA carboxilase
(ACC), reduzindo a formacao de malonil CoA, responsavel pela inibicdo da Carnitine
palmitoyl transferase 1(CPT-1), o que leva ao aumento da beta oxidagao (Hardie e
Pan, 2002) (Figura 3). A ativacdo de AdipoR1 também pode regular a capacidade do
figado em estocar gordura sob a forma de TG, pela diminuigdo da expressédo do
fator de transcricdo SREBP1c, responsavel pela regulacdo das enzimas lipogénicas
hepaticas (Zietz et al., 2003).

O segundo mecanismo envolve a sensibilizacdo do receptor AdipoR2, que é
responsavel por aumentar a atividade de PPARa (Yamauchi et al., 2003; Neumeier
et al., 2005). O PPARa induz a maior captagdo de acidos graxos pelo figado pela
translocacao do transportador de acidos graxos FAT/CD36, assim como uma maior
atividade da CPT-1 estimulando a beta oxidagéo, prevenindo desta forma o estoque
de TG (Figura 3) (Wierzbicki et al., 2009).

Figura 3: Efeitos da adiponectina sobre as vias metabdlicas hepaticas.
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Como podemos observar, a adiponectina € uma importante indutora das rotas
metabdlicas hepaticas, porém ela ndo é expressa no figado, e sim no tecido adiposo
subcutaneo principalmente (Fisher et al., 2002; Lihn et al., 2004). Adicionalmente,
estas sua concentragdo podem aumentar de 50 a 100 vezes durante a
diferenciacdo de adipdcitos, o que a caracteriza como um importante marcador de
adipocitos maduros (Lihn et al., 2005).

Este aumento, segundo alguns autores, pode ser induzido pelo aumento na
expressdo de PPARy no TA funcionando como um mecanismo de prote¢ao contra a
obesidade (Phillips et al., 2008; Liu e Liu, 2009; Shiomi et al., 2015). Esta relacao foi
sugerida mostrando que o tratamento com tiazolidinadionas (TZDs), um agonista de
PPARYy, esta relacionado com maiores niveis de adiponectina (Adamia et al., 2007).
No entanto,0 mesmo perfil ndo foi observado durante o tratamento com outros
hipoglicemiantes orais (Adamia et al., 2007), como a metformina que pode atuar sob
o receptor de insulina (IR), assim como aumentar os niveis circulantes de GLP-1
(glucagon like peptide 1) (Viollet et al., 2012), e as sulfoniluréias, que estimulam a
secrecao de insulina por bloquear os canais de potassio sensiveis ao ATP (Ashcroft,
1996).

Por outro lado, os niveis plasmaticos de adiponectina estao significativamente
diminuidos e seus receptores estdo menos expressos em individuos obesos
comparado a sujeitos magros (Kadowaki et al., 2006). Adicionalmente existe uma
correlacdo inversa entre os niveis de adiponectina com a circunferéncia abdominal
(Isomaa et al., 2001; Orchard et al., 2003; Ghadge et al., 2018) e com o indice de
massa corpoérea (IMC), tanto em humanos como em animais (Lihn et al., 2005; Jung
e Choi, 2014).

Apesar da obesidade, estar diretamente associada com 0s menores niveis de
adiponectina, ha relatos que alteracdes genéticas que afetem a expressdo desta
adipocina podem predispor o desenvolvimento de distirbios metabdlicos (Chang et
al., 2018). Tsai e colaboradores demonstraram que uma alteracdo no alelo T do
gene da adiponectina estava presente em todos os individuos classificados como
obesos portadores de anormalidades metabdlicas (Chang et al., 2018). Outro
estudo, também demonstrou uma relagéo inversa do polimorfismo do gene ADIPOQ
com o IMC de jovens nigerianos (Ogundele etal., 2018).

Nos ultimos anos foi demonstrado que a adiponectina é capaz de modular a

funcado hepéatica (Ghadge et al., 2018). Existe uma correlagéo inversa entre 0s niveis



plasmaticos desta adipocina e biomarcadores de dano hepatico como a
transaminase oxaloacética glutamica (TGO), a transaminase piravica glutamica
(TGP), a gamma glutamyl transferase (Gama GT) e a fosfatase alcalina (Ghadge et
al., 2018). Adicionalmente sabe-se que menores concentracdes de adiponectina
correlacionam-se com maior deposicdo de acidos graxos hepéticos devido a
diminuicdo da oxidacao de AG neste tecido (Stern et al., 2016).

1.5. Figado e suas funcdes metabdlicas

O figado € o maior oOrgao soOlido do corpo humano e representa
aproximadamente de 2% a 5% do peso corporal de uma pessoa adulta. Sua
anatomia classica distingue dois lobos principais, direito e esquerdo e dois
acessorios, quadrado e caudado, além da vesicula biliar, que € um compartimento
para armazenamento da bile produzida pelo préprio 6rgdo (Protzer et al., 2012;
Hoekstra et al., 2013).

Metabolicamente o figado € o 6érgdo mais verséatil de todo o corpo, alternando
diariamente entre o estado anabdlico (alimentado), estimulado pela insulina, e
catabdlico (jejum), estimulado pelo glucagon (Bonnet et al., 2011; Rui, 2014). Em
condi¢des poOs-prandiais quando hé saciedade e aumento plasméatico de insulina
(caracteristicamente um estado anabdlico), o figado por sinalizacdo dependente
deste horménio direciona os agucares simples como a glicose para diversas vias
(Boon et al., 2008). Entre elas, destacam-se: (i) para a conversao a piruvato pela via
glicolitica, (ii) para 0 armazenamento sob a forma de glicogénio (iii) para a sintese de
acidos graxos (AG) (pela ativacdo da lipogénese de novo) e (iv) para a sintese de
colesterol (Boon et al., 2008).

Ja em condicdes de jejum (estado caracteristicamente catabdlico), o figado
inicia a producdo de glicose estimulada pelo aumento do glucagon e queda da
insulina (Camacho et al., 2006; Byrne et al., 2009; Ameer et al., 2014). O estoque
hepatico de glicose sob a forma de glicogénio gera uma fonte energética eficiente,
mas ndo muito duradoura, sendo usada como primeira op¢cdo em situagdes de
queda da glicemia (Camacho et al., 2006; Byrne et al., 2009; Ameer et al., 2014).
Posteriormente, inicia-se a ativacdo da via gliconeogénica, que produz glicose a
partir de precursores néo carboidratos como o lactato, alguns aminoécidos, piruvato
e glicerol (proveniente tanto da lipolise do tecido adiposo, musculo e o préprio
figado) (Muoio et al., 1999).



A acado da insulina depende da integridade molecular e funcional de seu
receptor (IR, insulin receptor) e de uma série de proteinas e moléculas de
sinalizacao intracelulares, responsaveis pela transducdo de seu sinal (Thaler e
Schwartz, 2010). O receptor de insulina com atividade tirosina quinase intrinseca
(IRTK) (Gondoin et al., 2017), é rapidamente auto-fosforilado ap6s a ligacdo ao
hormonio, catalisando a fosforilagdo em tirosina de substratos intracelularesle 2 do
IR (IRS1 e IRS2). Estes, por sua vez, quando fosforilados, desenvolvem sitios de
ligacdo para numerosas proteinas, dentre elas a PI3K (phosphoinositide-3-kinase),
gue por sua vez, ativa a proteina quinase B, também conhecida como Akt (PKB/Akt)
(Gondoin et al.,, 2017).Esta ativacdo induz a captacdo de glicose no musculo
esquelético e no tecido adiposo por meio da translocacdo do GLUT-4 (glucose
transporter 4). Em condic¢@es fisioldégicas o GLUT4 fica armazenado em vesiculas
intracelulares. Essa translocacao ocorre por meio da fosforilacdo de uma série de
proteinas adaptadoras como as CAP, CBL e CRKII (Chang et al., 2004; S Sahajpal e
K Jain, 2016; Fontenelle etal., 2018).

Por outro lado, o glucagon atua por meio da interacdo com seu receptor
acoplado a proteina G estimulatéria (Gs/Gq) (Zhang et al., 2018). Quando o
glucagon sensibiliza seu receptor, a subunidade alfa da proteina G se separa da
beta/gama e ativa a adenilato ciclase, que por sua vez transforma moléculas de ATP
em um importante segundo mensageiro conhecido como monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc). O AMPc ativa a proteina quinase A (PKA), que por sua vez ira
fosforilar diversas proteinas e fatores de transcricao ativando ou inibindo os mesmos
(Rui, 2014).

No figado, a insulina ndo regula a captacdo de glicose, uma vez que, este
orgdo expressa transportadores constitutivos de membrana como o GLUTL e
também o GLUT2 que sdo ativados em resposta a um alto gradiente de
concentracdo (Rui, 2014). A insulina no figado regula as principais vias anabdlicas
como, por exemplo, a glicogénese e a lipogénese (Kawaguchi et al., 2011),
Enquanto que o glucagon estimula vias de degradacao (glicogendélise, beta oxidacao
e lipdlise), além da sintese de glicose a partir de substratos ndo carboidratos
(gliconeogénese) (Jerby et al., 2010; Rui, 2014).

A glicogénese é estimulada pela sinalizacdo da insulina aumentando a
expressao da glicoquinase que converte a glicose captada pelo GLUT 2 formando

glicose-6-fosfato. Esta conversdo faz com que haja gradiente de concentracao



elevado a favor do ambiente extracelular aumentando assim a captacéo hepéatica de
glicose. A glicose-6-fosfato é convertida a glicogénio pela acdo da enzima glicogénio
sintase (GS), enquanto que este é posteriormente degradado pela enzima glicogénio
fosforilase (GF), gerando uma nova molécula de glicose (Rui, 2014).

Ambas as proteinas GS e GF sao fosforiladas por outra enzima, a glicogénio
sintase quinase (GSK), e esta fosforilacéo inibe a acado da GS e estimula a acédo da
GF. A insulina quando age sobre seu receptor induz a ativagao da AKT/PKB e esta
quinase fosforila a GSK inibindo-a (Irimia et al., 2010; Couturier et al., 2011). Sendo
assim, a insulina tanto inibe a enzima que bloqueia a glicogénese, quanto a que
estimula a glicogendélise. Por outro lado, em condi¢bes catabdlicas, o glucagon é
liberado e por meio da ativacdo da PKA induz a fosforilacdo apenas da GF, o que
resulta no processo de degradacgéo do glicogénio(Rui, 2014) (Figura 4).

Figura 4: Representacdo da via bioguimica da glicogénese (esquerda) e via de regulacdo
(direita).
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A lipogénese parte da formacédo de piruvato pela via glicolitica, que sera entéo
convertido a acetil-CoA pela piruvato desidrogenase (PDH). O acetil CoA sera entao
conjugado com o oxaloacetato para formar citrato pela acdo da enzima citrato

sintase dentro da mitocondria. O citrato entdo € exportado para o citoplasma e
reconvertido a acetil CoA pela acetil citrato liase (ACL), e em seguida carboxilado



pela acetil-CoA carboxilase (ACC) formando malonil-CoA. O malonil-CoA servira
como substrato para a acdo da acido graxo sintase (FAS) que gerara acido
palmitico. Posteriormente, o acido palmitico podera ser alongado pela ELOVL,
desaturado pela esteoril desaturase 1 (SCD) e esterificado pela glicerol-3-fosfato
acetil transferase (GPAT) e/ou pela diacilglicerol transferase (DGAT) formando TG
(Lambert etal., 2014; Rui, 2014) (Figurab).

A insulina é capaz de induzir avia lipogénica por meio da ativacdo da
AKT/PKB, que fosforila a insulin induced gene (INSIG) que, em seguida libera o
Sterol regulatory element binding protein (SREBP1c) (Shao e Espenshade, 2012).
Neste ponto, 0o SREBP ¢é liberado para migrar até o nucleo e induzir a transcricdo
das enzimas envolvidas na lipogénese (ACC, FAS, SCD, GPAT, entre outras) (Ferre
e Foufelle, 2010; Pettinelli e Videla, 2011; Rui, 2014) (Figura5).

A maior disponibilidade de glicose intracelular também pode induzir vias
lipogénicas pela via das pentoses, resultando na ativagdo de phosphatase protein 2
(PP2), que por sua vez, desfosforila a Carbohydrate — responsive element biding
protein (ChREBP) e mantém este fator de transcricao ativo no nucleo (Eissing et al.,
2013; Rui, 2014) (Figura5).

Em condicdes catabdlicas o glucagon por meio da atividade quinase da PKA
resulta na fosforilacdo do ChREBP, consequentemente este fator de transcrigao sai
do nucleo e se associa com a proteina 14-3-3 sendo entdo degradado pelo sistema

proteossomal (Eissing et al., 2013; Rui, 2014) (Figura5).

Figura 5: Representacdo da via bioquimica da lipogénese (esquerda) e via de regulacdo
(direita).
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Em condicbes catabdlicas, o glucagon, além de outros horménios como, a
adrenalina e a noradrenalina, podem aumentar as vias oxidativas hepaticas e
também adiposas (Rui, 2014). A maior disponibilidade de AG na corrente sanguinea,
resultado do estimulo da lipolise pelo glucagon (Lefebvre, 1983; Friihbeck et al.,
2014), provoca uma maior captacdo de gordura pelo figado. Este mecanismo ocorre
principalmente via proteinas membranares integrais como a lipoproteina lipase
(LPL), as Fatty acid transporter protein (FATP) e os translocadores de acidos graxos
fatty acid transporter CD36 (FAT/CD36) (Hagenfeldtetal., 1972; Park et al., 2017).

Estas proteinas captadoras sdo transcritas pelo Pregnance X Receptor (PXR)
e pelo Endoplasmic Reticulum-Bound Transcription Factor (CREBH). A principal
diferenca entre estes transportadores € a seletividade por determinados acidos
graxos. Por exemplo, (1) a captacdo derivada de quilomicrons ocorre pela acdo da
LPL, que capta principalmente acidos graxos livres (AGL) (Miquilena-Colina et al.,
2011; Rui, 2014), assim como o FAT/CD36 (Miquilena-Colina et al., 2011; Rui,
2014); (2) enquanto que o FATP possui maior afinidade para acidos graxos de
cadeia longa (AGCL) (Figura6).



E bem conhecido que a presenca de AG no hepatdcito serve como indutor da
ativacdo de fatores de transcricdo nucleares como o Peroxisome proliferator-
activated receptor alpha (PPARa) (Watt et al., 2004; Pawlak et al., 2015). A ativagao
deste fator de transcricdo ocorre pela formacdo de AGCL-CoA pela acédo da Long-
chain acylCoA synthetase (ACSL)(Houten e Wanders, 2010; Rui, 2014). A ativagao
de PPAR-a serve como um elo entre a captacdo de AG aumentada e a ativacéao de
vias oxidativas. O PPARa é capaz de induzir a transcricado da CPT-1, uma proteina
chave no processo de beta-oxidacdo gerando moléculas de adenosina-3-fosfato
(ATP) e corpos cetbnicos (Houten e Wanders, 2010; Rui, 2014). A principal forma de
inibicdo desta via € a sintese de malonil-CoA que age como inibidor da CPT
bloqueando a beta oxidacao (Houten e Wanders, 2010; Rui, 2014) (Figura 6).

Figura 6:Representacdo da via bioquimica da captacdo de AG (esquerda) e beta oxidac&o

hepatica (direita).
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O processo de beta-oxidacdo, no entanto é um processo muito mais
complexo. Ele ocorre principalmente na mitocondria, utilizando como substrato
principalmente &cido palmitico, acido oléico e acido linoléico (Bargut et al., 2014;
Baruteau et al., 2014). Este mecanismo ocorre fisiologicamente em periodos de

jejum prolongado a fim de impedir a degradacdo de proteina e a perda de massa



magra (Bargut et al., 2014; Baruteau et al., 2014) gerando energia sob a forma de
corpos cetonicos(Lee et al., 2016; Bjgrndal et al., 2018).

Além do aumento de vias de oxidac¢do, o glucagon pode aumentar a sintese
de glicose a partir de substratos ndo carboidratos (lactato, glicerol e determinados
aminoacidos), processo conhecido como gliconeogénese (Rui, 2014). Um dos
principais substratos €é o lactato, produzido a partir do metabolismo
anaerébico(Derussi etal., 2015).

O lactato € convertido a piruvato pela lactato desidrogenase (LDH), o piruvato
dentro da mitocbndria sera convertido a oxaloacetato, que quando exportado para o
citoplasma, servird de substrato para a fosfoenol piruvato carboxiquinase (PEPCK)
para a formacdo de fosfoenol piruvato. Este por sua vez dara origem a frutose-1,6
bifosfato que sofrera acdo da frutose-bi-fosfatase (FBPase) gerando frutose-6-
fosfato, que por fim sera convertida em glicose-6-fosfato pela acdo da glicose-6-
fosfatase (G6Pase) (Figura 7) (Rui, 2014).

O principal estimulo paraa gliconeogénese € a sinalizacdo de glucagon
responsavel pela ativacdo da PKA, que fosforila o fator de transcricdo CREB. Uma
vez ativado, este fator de transcricdo induzira diretamente ou por meio da
heterodimerizacdo com o Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1 alpha (PGC1a) a transcricdo das enzimas gliconeogénicas (PEPCK,
FBPase e G6Pase) (Li etal., 2010; Rui, 2014) (Figura 7).

Em contrapartida a insulina bloqueia a sintese de glicose por induzira ativacao
de PKB/AKT e assim a fosforilagdo da Forkhead Box protein O1 (FOXO-1). Este
fator de transcricdo, quando fosforilado, € exportado do nucleo e deixa de estimular
a gliconeogénese (Lietal., 2010; Rui, 2014) (Figura 7).

Figura 7:Representacdo da via bioquimica da gliconeogénese (esquerda) e via de
regulacdo (direita).
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Com base no que foi descrito até aqui podemos afirmar que o figado € um
orgdo metabolicamente muito versétil, por sofrer acdo de diversos horménios e
neurotransmissores. Adicionalmente, o metabolismo hepatico pode ser alterado por
diversas condicBes metabdlicas, principalmente pela obesidade (Dietrich e
Hellerbrand, 2014). O ganho de peso esta relacionado com o desenvolvimento da
resisténcia a insulina, alteragbes no perfil da expressdao de PPARs (Gross et al.,
2017b; Motawi et al., 2017) e também com a diminuicao dos niveis de adiponectina
(Jung e Choi, 2014). Ambos os fatores podem alterar o funcionamento das vias

descritas acima.

1.6. Efeitos daobesidade e do PPAR no metabolismo hepético

Diversos modelos animais tém sido utilizados para se estudar a evolucéo de
doencas hepéticas como a doenca gordurosa hepatica ndo alcoodlica (NAFLD) e
esteohepatite ndo alcodlica (NASH), com diferentes métodos de inducédo de
obesidade (dieta hiperlipidica, dietas hipercaloricas e dietas deficientes de colina), e
a participacdo dos PPARs neste processo (London e George, 2007; Hebbard e
George, 2011; Maher, 2016).



Animais obesos, induzidos com dieta deficiente de colina, tratados com

agonistas de PPARa, na sua maioria da classe dos fibratos, tem demonstrado

efeitos sobre o desenvolvimento de esteohepatite, acompanhado por reducdo nos
niveis de triglicerideos, ALT e aumento nos niveis de adiponectina (Peters et al.,
2003; Liss e Finck, 2017). A aplicacéao de benzofibrato, um agonista de PPARa, tem
demonstrado capacidade de aumentar a expressdo de genes envolvidos com a
oxidacdo de AG hepaticos reduzindo assim o desenvolvimento da NAFLD e da
NASH (Nakano et al., 2008; Liss e Finck, 2017).

H& muitas variacdes entre estudos que avaliam a participacdo do PPARa em
modelos de animais e de humanos. Tais efeitos podem ser explicados pela diferenga
na expressao deste fator de transcricdo entre as espécies, sendo que, os roedores
apresentam uma expresséao cerca de 10x maior que humanos (Shan etal., 2008).

Pouco dos efeitos do PPARS sobre a obesidade é conhecido, no entanto, a
falta deste fator de transcricdo em hepatocitos favorece o desenvolvimento de
fibrose hepatica. A aplicagdo de agonistas farmacoldégicos do PPARS tem
demonstrado efeitos como a melhora da sinaliza¢do da insulina em animais obesos
(Tanaka et al., 2003; Liss e Finck, 2017). Foi observado também que uma dieta
deficiente em colina apresentou aumento nos niveis de triglicérides hepaticos
acompanhado por um aumento nos niveis de ALT (Nagasawa et al., 2006; Liss e
Finck, 2017). A aplicagao de GW501516 (agonista de PPAR®J) resultou em uma
reducdo nos niveis de triglicérides, devido a aumento na expressdo de genes
envolvidos na oxidacdo de AG (Nagasawa et al., 2006; Liss e Finck, 2017). No
entanto, a reducédo nos niveis de ALT néao foi observada o que pode sugerir que a
reversao da esteatose pode ndo acompanhar a recuperacgao do tecido (Liss e Finck,
2017).

A aplicacdo de GFT505, um agonista duplo de PPARa e PPARJ, em um
modelo de obesidade genético tem demonstrado uma reducéo na esteohepatite e
também uma reducédo no perfil inflamatério hepéatico demonstrando a interacéo entre
os dois fatores de transcricédo (Staels et al., 2013).

Apesar do PPARy néo ser classicamente muito expresso no figado tem sido
mostrado que sua ativacao pode contribuir para a diminui¢cdo do acamulo ectopico
de lipidios no figado. A ativacdo de PPARy diminui a lipdlise hepética o que por sua
vez reduz a oferta de AG na corrente sanguinea (Esposito et al., 2006; Liss e Finck,

2017). Outros estudos utilizando agonistas bem descritos de PPARy, como as



glitazonas, ttm demonstrado que o tratamento durante 48 semanas em individuos
obesos tem demonstrado uma melhora na tolerancia a glicose acompanhado da
melhora histologica, diminuicdo dos niveis de marcadores de dano como a ALT e
menor incidéncia de NASH (Neuschwander-Tetri et al., 2003; Liss e Finck, 2017; De
Mendoncaet al., 2019).

Outros estudos randomizados aplicaram a rosiglitazona em individuos
obesos. Estes estudos foram nomeados como FLIRT e FLIRT2. O primeiro
demonstrou o efeito do tratamento na esteatose hepatica, no entanto, ndo foi
observado o mesmo efeito em outros parametros histolégicos como fibrose,
balonamento e inflamacao(Ali e Cusi, 2009). O segundo estudo aplicou 0 mesmo
protocolo em um periodo de dois anos e 0s resultados se mantiveram iguais aos do
primeiro (Ratziu et al., 2010).

A obesidade é responsavel por uma reducdo na expressao de todos os tipos
de PPARSs, tanto no tecido adiposo como no figado. A reducdo da expressao do
PPARy diminui a capacidade plastica do tecido adiposo diminuindo assim a
capacidade de estoque fisiologico de gordura. A diminuicdo da adipogénese é
acompanhada da diminuicdo dos niveis de adiponectina e a reducdo da sua acao
hepatica. A diminuicdo desta sinalizacdo provoca a reducdo da expressdo de
PPARa e PPAR®S, ambos classicos indutores de vias oxidativas hepaticas. Sendo
assim podemos afirmar que a adiponectina atua na sinalizacdo dos PPAR e assim

nos mecanismos de controle da obesidade (Liss e Finck, 2017; Ishtiaq et al., 2019).

1.7. Efeitos daobesidade e da adiponectina no metabolismo hepatico

Com o desenvolvimento da obesidade, o figado € um dos o6rgdos mais
afetados, e apresenta um acumulo importante de triglicerideos (TG), na etapa inicial
dessa doenca que caracteriza a NAFLD (Polyzos et al., 2010). O processo de leséo
hepatica como um todo se inicia com o surgimento da NAFLD e diante disto, muitos
grupos de pesquisa direcionaram a atengéo para o entendimento do processo de
evolucéo desta condicdo (Mcpherson etal., 2015; Leung et al., 2016; Umpleby et al.,
2016). Posteriormente foram elaboradas duas teorias que explicam o
desenvolvimento da NAFLD, sendo que a primeira divide este processo em duas
etapas enquanto a segunda, em multiplas etapas (Byrne e Targher, 2015).

A primeira teoria proposta (duas etapas ou two hits) descreve o

desenvolvimento da esteatose hepatica a partir do aumento da disponibilidade de



AGL em resposta a uma maior liberacdo destes compostos pelo TA. O excesso de
lipidios sob a forma de AGL pode tanto ser direcionado para a lipogénese gerando
TG, como também servir como indutores devias inflamatérias (Figura 8) (Buzzetti et
al., 2016). No entanto, a teoria mais aceita e atual € a de multiplas etapas ou Multi
Hits, mais ampla e complexa,parte da resisténcia a insulina (Rl) como evento
principal, sendo este processo responsavel por aumentar a lipolise e a producéo de
adipocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-6 e leptina) pelo TA. Adicionalmente, a Rl
também induz vias lipogénicas hepaticas e inibe vias de oxidagao (beta — oxidacéo)
e de efluxo lipidico (secre¢édo de VLDL). Os efeitos da Rl no TA e também no figado,
resultam em um aumento nos niveis de AG no interior do hepatdcito (Buzzetti et al.,
2016; Fotbolcu e Zorlu, 2016). O aumento do conteldo lipidico hepatico pode levar a
inducao do estresse de reticulo endoplasmatico (ERE), ao aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e inducao de lipotoxicidade. Todos esses
eventos juntamente com o aumento dos niveis circulantes de adipocinas e o
aumento da absorcdo de LPS intestinal provocado pela disbiose intestinal, pode
levar ao desenvolvimento de inflamacéo, vias apoptoticas e posteriormente acumulo
de fibrina (Buzzetti et al., 2016; Fotbolcu e Zorlu, 2016; Leung et al., 2016).Como ja
destacado a obesidade induzida tanto por dieta hipercaldrica (Rocha et al., 2016)
guanto por hiperlipidica (Nakamura e Terauchi, 2013), além de ser capaz de induzir
o quadro de RI levando ao desenvolvimento de NALFD (Anstee e Goldin, 2006),

reduz os niveis de adiponectina.

Figura 8: Teorias do desenvolvimento da NAFD hepética, teoria de two hits (esquerda) e
multi hits (direita)
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Esta correlagcdo entre Rl e adiponectina é importante, uma vez que, a
adiponectina possui diversos efeitos hepaticos que ocorrem por meio de sua
interagdo com os receptores AdipoR1 e AdipoR2 presentes no figado(Trujillo, M. E.
e Scherer, P. E., 2006). A ativacdo destes receptores resulta em uma melhora na
sensibilidade ainsulina seja por aumento no perfil oxidativo hepatico ou pela inducéo
da expresséo de APPL1 (PH domain and leucine zipper 1), uma proteina adaptadora
que € estimulada a partir da ligagcdo de adiponectina, e esta envolvida com o
aumento na sensibilidade ainsulina (Hosch etal., 2006).

Um dos efeitos mais importantes da adiponectina € sua capacidade de reduzir
0s niveis séricos de lipidios (Ayina et al., 2016; Katsiki et al., 2017; Yanai e Yoshida,
2019). Assim como demonstrado estudos que evidenciaram a correlacdo negativa
da adiponectina com o0s niveis plasmaticos de triglicérides e a apolipoproteina B
(ApoB), o que sugere a capacidade desta adipocina em reduzir a liberacdo de VLDL
hepatica (Matsubara et al., 2002; Zietz et al., 2003).

Além da capacidade de reduzir o acumulo de gordura hepética, a
adiponectina também é capaz de atuar como antioxidante e anti-inflamatério. A
atividade antioxidante ocorre principalmente devido a inibicdo da aldeido oxidase



(AOX1), uma importante fonte de espécies reativas de oxigénio (Neumeier et al.,
2006).Ela também induz enzimas antioxidantes, como acatalase (CAT) e a
superdxido dismutase (SOD) via sensibilizacdo do receptor AdipoR2(Yamauchi et
al., 2007). O efeito anti-inflamatério ocorre devido a capacidade da adiponectina em
bloquear a via do NFkB, diminuindo assim a ocorréncia de inflamagéo cronica de
baixo grau (Buechleretal., 2011).

Diante das ac¢fes bioldgicas da adiponectina destacadas até aqui, podemos
afirmar que as alteracBes plasmaticas que ocorrem com a obesidade, como o
aumento de TNFa (Hui et al., 2004; Ozturk e Soylu, 2014) e de AGL podemestar
relacionados aos menores niveis de adiponectina (Trujillo, Maria E e Scherer, Philipp
E, 2006).

Para finalizar o que se associa hoje coma obesidadee os menores niveis
circulantes de adiponectina, é: (i) o acumulo de gordura no figado resultado da maior
quantidade de AGL (Fabbrini et al., 2010), (ii) inducao de estresse oxidativo (Savini
et al., 2013), (iii) inducéo de quadro de inflamacao crénica sistémica de baixo grau
(Monteiro e Azevedo, 2010) e (iv) o desenvolvimento da RI (Hardy et al., 2012). Foi
demonstrado que o tratamento com GT restaura os niveis de adiponectina (no
modelo de obesidade por dieta hiperlipidica) juntamente com a inibicado de PPARYy e
indugcdo de PPARano figado (Bolin et al., 2020; Ferreira et al., 2020).

Diante do exposto, a hipotese desse trabalho é que o GT atua como um
redutor da esteatose por alterar o perfil metabdlico do figado para um perfil
catabdlico, de maneira dependente da adiponectina.

2.0. CONCLUSAO —

Com base nos nossos resultados, podemos concluir que a melhora, induzida

pelo GT, da resisténcia a insulina e da NAFLD, através da inducdo do gasto
energético e de vias oxidativas hepéaticas é dependente de adiponectina, enquanto
que a acado das catequinas provavelmente ocorre pela inducdo do PPARaq,

blogueando vias lipogénicas e induzindo vias de beta oxidacdo em células HepG2.
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