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RESUMO

Souza FP. Estudo do impacto do tratamento com Roflumilaste no metabolismo de
camundongos obesos [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2023.

Introducdo: O Roflumilaste é um farmaco inibidor de fosfodiesterase 4 (do inglés,
phosphodiesterase-4 [PDE4]), que auxilia na manutencdo da atividade do mensageiro
secundario de adenosina monofosfato ciclico (do inglés, cyclic adenosine
monophosphate [CAMP], diminuindo a sintese de citocinas pro-inflamatorias e, desta
forma, resultando em atividade anti-inflamatéria. Além disso, o roflumilaste ja é
reconhecido como indutor do aumento do metabolismo da glicose e aumento do
metabolismo basal. Tendo em vista 0 acima exposto, € importante investigar se o
Roflumilaste pode modular a atividade inflamatéria e aumentar o metabolismo basal de
uma populagdo de animais geneticamente predispostos a Sindrome Metabdlica e
Obesidade. Este estudo tem por objetivo estudar a influéncia do tratamento com
Roflumilaste em camundongos obesos (ob/ob), do ponto de vista metabdlico e
inflamatério, descrevendo sua atuacao sob a manutencdo do peso corpéreo a partir da
modulacdo do metabolismo basal e controle da inflamacgdo sistémica em sitios-alvo
distintos. Métodos: Os animais foram divididos em dois grupos (n=6 por grupo), sendo
um deles tratado com o Roflumilaste 1 mg/kg/dia por 12 semanas (PSI) e outro recebeu
somente agua (controle) (NT), administrados por gavagem. Os animais foram pesados
diariamente. No tempo inicial e final foram submetidos a tomografia por emisséo de
pésitrons (PET) com a utlizacdo do tracador FDG (PET-FDG) para avaliacdo
metabolica. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R; com
nivel de significancia de 5% (p<0,05) em todos os testes. Resultados/Discussao:
Nosso estudo demonstrou o efeito anti-inflamatorio in vivo do Roflumilaste ap6s doze
semanas de tratamento, ao impedir o ganho significativo de peso no grupo PSI, sendo
esse efeito ndo relacionado a influéncia inibitoria do tratamento na secrec¢éo ou acéo de
leptina, uma vez que os animais sdo knockout para leptina. A manutencdo do peso
corpéreo dos animais do grupo PSI, ao longo do tempo pode ter relacao direta com o
aumento de atividade no tecido adiposo marrom (conforme dados do PET), aliado ao
consequente aumento do metabolismo basal desses animais. Além disso, a
administracdo de Roflumilaste resultou em diminuicdo de captacdo do tracador FDG em
todas regides-alvo cerebrais, exceto Corpo Estriado Esquerdo e Bulbo Olfatério, no
grupo PSI, quando comparado com o grupo controle (NT). Consideragdes Finais: E
possivel afirmar que o Roflumilaste tem se mostrado uma droga promissora, validando,
as hipoteses elencadas durante a elaboracéo do projeto de pesquisa. Estudos futuros
sobre seus mecanismos de agéo deverdo investigar a ativacdo de cAMP, PKA e UCP1
nesse modelo experimental, abrindo a possibilidade para a realizagdo de futuros
estudos clinicos em humanos para avaliar o provavel efeito anti-inflamatério benéfico do
Roflumilaste no controle do peso corpdéreo na obesidade assim como também no
controle de degeneracdes neuroldgicas desencadeadas por processos inflamatorios
associados ao envelhecimento.

Palavras-chave: Inibidores da Fosfodiesterase 4. Obesidade. Tomografia por Emisséao
de Pdsitrons. Tecido Adiposo Marrom. Camundongo.



ABSTRACT

Souza FP. Study of the impact of Roflumilast treatment on the metabolism of obese mice
[Thesis]. Sao Paulo: School of Medicine, University of Sdo Paulo; 2023.

Introduction: Roflumilast is a phosphodiesterase-4 (PDE4) inhibitor drug that helps
maintain the activity of the cyclic adenosine monophosphate (cAMP) secondary
messenger, decreasing the synthesis of pro-inflammatory cytokines and thus resulting
in anti-inflammatory activity. In addition, roflumilast is already recognized as an inducer
of increased glucose metabolism and increased basal metabolism. In view of the above,
it is important to investigate whether Roflumilast can modulate the inflammatory activity
and increase the basal metabolism of a population of animals genetically predisposed to
the Metabolic Syndrome and Obesity. This study aims to study the influence of treatment
with Roflumilast in obese mice (ob/ob), from the metabolic and inflammatory point of
view, describing its performance in the maintenance of body weight from the modulation
of basal metabolism and control of systemic inflammation in different target sites.
Methods: The animals were divided into two groups (n=6 per group), one of which was
treated with Roflumilast 1 mg/kg/day for 12 weeks (PSI) and the other received only
water (control) (NT), administered by gavage. The animals were weighed daily. At the
initial and final time, they were submitted to positron emission tomography (PET) with
the use of the FDG tracer (PET-FDG) for metabolic evaluation. All statistical analyzes
were performed using the R software; with a significance level of 5% (p<0.05) in all tests.
Results / Discussion: Our study demonstrated the in vivo anti-inflammatory effect of
Roflumilast after twelve weeks of treatment, by preventing significant weight gain in the
PSI group, and this effect is not related to the inhibitory influence of the treatment on
leptin secretion or action, since the animals are knockout for leptin. The maintenance of
the body weight of the animals in the PSI group, over time, may be directly related to the
increase in activity in the brown adipose tissue (according to PET data), together with
the consequent increase in the basal metabolism of these animals. Furthermore,
administration of Roflumilast resulted in decreased FDG tracer uptake in all brain target
regions, except the Left Corpus Striatum and Olfactory Bulb, in the PSI group when
compared to the control group (NT). Final Considerations: It is possible to affirm that
Roflumilast has shown to be a promising drug, validating the hypotheses listed during
the elaboration of the research project. Future studies on its mechanisms of action
should investigate the activation of cAMP, PKA and UCPL1 in this experimental model,
opening the possibility for future clinical studies in humans to evaluate the probable
beneficial anti-inflammatory effect of Roflumilast in controlling body weight in obesity as
well as in the control of neurological degeneration triggered by inflammatory processes
associated with aging.

Keywords: Phosphodiesterase 4 inhibitors. Obesity. Positron emission tomography.
Brown adipose tissue. Mice.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade

Devido a adeséo crescente ao estilo de vida sedentario e ao consumo
excessivo de calorias, potencializado pela “neocultura do fast-food”, uma
epidemia de obesidade esta ameacando a saude publica em nivel global,
acometendo cerca de 2 bilhdes de individuos (aproximadamente 30% da
populacdo global) (CABALLERO, 2019; MOLLMANN; KAHLES; LEBHERZ,
KAPPEL et al., 2017).

A obesidade é o contraponto da desnutricdo, e hoje ha mais pessoas
obesas do que abaixo do peso em todas as regibes, exceto na Africa
Subsaariana e na Asia. Antes considerados um problema apenas em paises de
alta renda, o sobrepeso e a obesidade estdo aumentando drasticamente em
paises de baixa e média renda, particularmente nos centros urbanos. A maioria
das criangcas com sobrepeso ou obesas vive em paises em desenvolvimento,
onde a taxa de aumento foi 30% maior do que em paises desenvolvidos
(DANQUAH et al., 2019)

A obesidade é caracterizada principalmente pelo excesso de distribuicédo
de gordura visceral, acompanhada por severas alteracdes hormonais,
inflamatoérias e vasculares, que, por sua vez, estimulam uma série de outros
mecanismos como 0 aumento da resisténcia a insulina, estimulacdo do sistema
renina-angiotensina e sistema nervoso simpatico, comprometimento no controle
cardiovascular baro e quimiorreflexo, disfuncdo endotelial, aumento na retengéo
de sédio, aumento de pressao arterial, entre outros mecanismos, que contribuem
para o desenvolvimento de comorbidades associadas a obesidade, como
diabetes mellitus tipo 2, esteatose hepatica, doencgas cardiovasculares, acidente
vascular cerebral, dislipidemia, hipertensdo, problemas da vesicula biliar,
osteoartrite, apneia do sono e outros problemas respiratérios e certos tipos de
cancer (endométrio, mama, ovario, prostata, figado, vesicula biliar, rim e co6lon),
resultando em aumento do risco de mortalidade em funcdo das comorbidades
relacionadas (MAYORAL; ANDRADE; MAYORAL; HUERTA et al., 2020;
SERAVALLE; GRASSI, 2017).
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A obesidade na infancia estd associada a uma ampla gama de
complicacBes graves de saude e a um risco aumentado de aparecimento
prematuro de doencas relacionadas. Estudos descobriram que, sem
intervencéo, criancas e adolescentes com obesidade provavelmente continuarédo
obesos na idade adulta (WEIHRAUCH-BLUHER, WIEGAND, 2018; MORALES,
et al. 2019; GRANT-GUIMARAES, et al. 2016).

A obesidade é classificada, principalmente, pelo indice de massa corporal
(IMC) (calculado pela equagéo peso [em kg] dividido pelo quadrado da altura [em
metros] [kg/m2]), quando este se encontra superior a 30 . Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, a obesidade é dividia em: grau | (moderado
excesso de peso) com IMC entre 30 e 34,99; grau Il (obesidade leve ou
moderada) com IMC entre 35 e 39,99; e grau Ill (obesidade mérbida), com IMC
acima de 40 (PICHE; POIRIER; LEMIEUX; DESPRES, 2018).

As taxas de sobrepeso e obesidade continuam a crescer em adultos e
criancas. De 1975 a 2016, a prevaléncia de criancas e adolescentes com
sobrepeso ou obesidade de 5 a 19 anos aumentou mais de quatro vezes, de 4%
para 18% em todo o mundo (HALES, et al. 2017). Avaliando-se o IMC em adultos
com o sobrepeso (IMC>25), nas ultimas décadas, houve o aumento do IMC tanto
em homens quanto em mulheres: partindo de 28,8% (homens) e 29,8%
(mulheres) em 1980; para 36,9% (homens) e 38% (mulheres) em 2013; o que
impacta diretamente em politicas publicas e no aumento significativo de custos
para a prevencdo e tratamento dessas condicbes (SERAVALLE; GRASSI,
2017).

Muitas das causas de sobrepeso e obesidade sdo evitaveis e reversiveis.
No entanto, nenhum pais ainda conseguiu reverter o crescimento dessa
epidemia. Embora outros fatores estejam envolvidos, a causa fundamental da
obesidade € um desequilibrio entre as calorias consumidas e as calorias gastas.
Como as dietas globais mudaram nas ultimas décadas, houve um aumento no
consumo de alimentos ricos em calorias, ricos em gorduras e agucares livres.
Aliado a isso, também houve uma diminuicdo na atividade fisica devido aos
novos padrbes de trabalho, especialmente os realizados em escritorios, mais
acesso ao transporte e aumento da urbanizagdo (SERAVALLE; GRASSI, 2017).
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Em 2012, a Associacdo Europeia para o Estudo de Obesidade e a
Sociedade Europeia de Hipertensdo publicaram diretrizes para o manejo da
obesidade, focando na atuacao em trés etapas:

Primeiro, intervencdo e mudanca no estilo de vida, buscando a reducgao
de peso corporeo por vias nao farmacolégicas, incluindo aumentar a porcao
diaria de frutas, verduras, legumes, graos integrais e nozes e praticar atividade
fisica regular (60 minutos por dia para criangas e 150 minutos por semana para
adultos). Para bebés, incentivar a amamentacdo até no minimo 6 meses de
idade (SERAVALLE; GRASSI, 2017).

Segundo, intervencdo em regime de dieta, incluindo a realizacdo de dietas
restritivas em calorias, macronutrientes e alimentos especificos, especialmente
os ricos em gorduras e acucares. (SERAVALLE; GRASSI, 2017; BALES,
PORTER, 2018; CHAO, QUIGLEY, WADDEN, 2021).

Terceiro, intervencdo com o uso de drogas (via farmacolégica). Contudo,
atualmente, apenas algumas poucas opc¢des farmacoldgicas encontram-se
aprovadas para uso: orlistate, sibutramina, rimonabanto, fentermina e
topiramato, indicando a relevancia da realizacdo de estudos com novos
farmacos, que originem resultados com potencial para auxiliar no manejo desta
doenca, especialmente pelo fato das drogas atuais serem associadas a
ocorréncia de diversos efeitos adversos ao longo do uso do medicamento,
diminuindo a aderéncia ao tratamento. (SERAVALLE; GRASSI, 2017; BAYS,
2004).

1.2 Roflumilaste - Inibidor de Fosfodiesterase 4

Trata-se de uma benzamida (3-cyclopropylmethoxy-4-difluoromethoxy-N-
[3,5-dichloropyrid-4-yl]-benzamide) rapidamente metabolizada por meio de
reacoes de fase | (citocromo P450) e de fase Il (conjugacdo) no organismo
animal, dando origem ao seu metabdlito N-Oxido (Figura 1) que aparece no
plasma humano em concentracfes dez vezes maiores que a molécula ndo
oxidada. Assim, o N-0xido de Roflumilaste é considerado o principal contribuinte

para o total da atividade anti-inflamatoria, in vivo (RABE, 2011).
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o Roflumilaste i Roflumilaste N-6xido

Figura 1 — Estrutura quimica do Roflumilaste e seu metabdlito oxidado. Adaptado de Giembycz 2010
(GIEMBYCZ; FIELD, 2010).

As fosfodiesterases (do inglés, phosphodiesterase, PDES) sdo uma
grande familia de enzimas cujo principal papel € hidrolisar o monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) e monofosfato guanosina ciclico (GMPc), ambos
conhecidos mensageiros secundarios envolvidos em vias intracelulares de
transducédo de sinal. Assim sendo, as PDEs possuem uma contribuicdo critica
na funcdo celular por meio do ajuste dos niveis de AMPc e GMPc.
Consequentemente, a grande familia PDE tem sido um alvo multipotencial
atraente para pesquisadores. Sendo um grupo enorme de enzimas, as PDEs
consistem em 11 familias que abrigam mais de 40 isoformas de isoenzimas
(PDE1 a PDE11) cujas diferengas séo baseadas em especificidades e afinidades
de substratos, propriedades cinéticas, distribui¢cdes teciduais e subcelulares e
mecanismos regulatérios. Algumas séo especificas para hidrolisar AMPc (como
as PDE4, PDE7 e PDES8), outras para GMPc (como PDE5, PDE6 e PDEDY),
enquanto outras ainda podem atuar tanto sobre o AMPc e como no GMPc
(PDE1, PDE2, PDE3 e PDE11) (RABE 2011).

As fosfodiesterase-4 (PDE4) constituem uma familia de enzimas
sintetizadas por quatro genes: PDE4A, PDE4B, PDE4C e PDE4D (GIEMBYCZ;
FIELD, 2010). Sao cerca de 20 variantes de PDE4 presentes principalmente no
cérebro, mas também no sistema cardiovascular, muasculo liso e células
inflamatorias. A PDE4 estad envolvida nos mecanismos de desempenho da
memo©éria e na fisiopatologia da depressédo, sendo que a inibicdo da PDE4 pode
reduzir significativamente a neuroinflamacéo (GURNEY et al., 2015). A PDE4
participa da modulacéo da sinalizacdo simpatica nas células miocardicas e no
musculo liso da arvore respiratoria, modula a permeabilidade vascular e estimula
as respostas inflamatorias (FERTIG; BAILLLIE, 2018).
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A inibicdo da PDE4 conduz a elevados niveis intracelulares de AMPc e
melhora as disfuncdes dos leucdcitos, das células musculares lisas vasculares
das vias aéreas e pulmonares, das células epiteliais endoteliais e das vias
respiratérias, bem como dos fibroblastos relacionadas a DPOC (SALVATOR et
al., 2000). Apos a estimulacéo in vitro de neutréfilos, mondcitos, macréfagos ou
linfécitos humanos, o Roflumilaste e o N-6xido de Roflumilaste suprimem a
liberacdo de mediadores inflamatérios, como por exemplo, leucotrieno B4,
espécies reativas ao oxigénio, fator de necrose tumoral alfa, gama interferona e
granzima B (HATZELMANN et al., 2010).

Com base neste mecanismo, Roflumilaste suprimiu, em estudos com
animais, a liberacdo de mediadores inflamatérios (citocinas e espécies reativas
de oxigénio) das células e tecidos pulmonares in vitro e in vivo. Em complemento,
Roflumilaste inibiu a infiltracdo de leucdcitos (particularmente de neutréfilos) nos
pulmdes dos animais do estudo. Roflumilaste também reduziu a destruicdo do
parénquima pulmonar induzida pelo fumo e preveniu o remodelamento fibrético
e vascular do pulmdo em modelos animais in vivo. Estimulou a atividade ciliar
brénquica in vitro e inibiu a formacdo de MUC5AC, uma mucina formadora de
gel derivada das células caliciformes, em células epiteliais das vias respiratorias
em humanos e em experimentos animais (GIEMBYCZ; FIELD, 2010;
MOLLMANN et al., 2017).

Estes efeitos se aplicam, ainda, ao N-6xido de Roflumilaste. Os
respectivos dados in vitro e in vivo dao suporte a sua poténcia inibitéria de PDEA4.
Em pacientes com DPOC, Roflumilaste reduziu os neutrofilos do escarro e
atenuou o influxo de neutréfilos e eosindfilos nas vias aéreas de voluntérios
sadios com provocacgao por endotoxinas. Em resumo, Roflumilaste apresenta
propriedades anti-inflamatorias, imunomodulatérias e broncodilatadoras
(GIEMBYCZ; FIELD, 2010; MOLLMANN et al., 2017).

Drogas como o roflumilaste, por inibirem a acdo da PDE4, mantém a
atividade do cAMP, diminuindo a sintese de citocinas pro-inflamatorias,
resultando em atividade anti-inflamatéria (GIEMBYCZ; FIELD, 2010;
MOLLMANN et al., 2017).

Entre as principais aplica¢des clinicas, o roflumilaste tem sido utilizado

para o tratamento de doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Além disso,
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ja foi reconhecido como indutor de aumento do metabolismo da glicose e
aumento do gasto energético (metabolismo basal) (MOLLMANN et al., 2017).

A atividade do AMPc nos adipécitos do tecido adiposo marrom (do inglés,
brown adipose tissue [BAT]) resulta em lipolise de triglicérides armazenados no
meio intracelular, provendo acidos graxos livres (do inglés, free fatty acids
[FFASs]), que servem como combustivel para a cadeia de transporte de elétrons
nas mitocondrias. Adicionalmente, longas cadeias de FFA aumentam a
condutancia de protons pelo UCP1 (do inglés, uncoupling protein-1) para a
membrana mitocondrial interna, aumentando a regeneracao de ATP, bem como
0 consumo energético para a producéo destas moléculas (BETZ; ENERBACK,
2018);

O BAT é considerado um sitio chave para a producao de calor, estando
diretamente relacionado aos mecanismos biolégicos de termogénese. O
aumento de BAT esta diretamente associado com a reducao do peso corporeo,
uma vez que os adipdcitos existentes neste tecido sdo ricos em mitocondrias
com ampla expresséo de UCP1, que, quando ativadas, encurtam os circuitos de
gradientes eletroquimicos que conduzem a sintese de ATP e estimulam a
atividade de cadeia respiratéria (HARMS; SEALE, 2013).

Assim sendo, é possivel que o aumento do consumo energético
(metabolismo basal) originado pela acéo do Roflumilaste, mediado pela ativacao
da via AMPc e consequente ativacdo de UCP1, aliado a reducao de resisténcia
a insulina, resulte em perda de peso corpéreo. Além disso, os efeitos anti-
inflamatorios do Roflumilaste podem contribuir para o manejo do quadro de
sindrome metabdlica relacionado a obesidade.

Desta forma, o presente estudo apresenta a hipétese de que o
Roflumilaste pode modular a atividade inflamatéria e aumentar o metabolismo
basal de uma populacdo de animais geneticamente predispostos a Sindrome
Metabolica e Obesidade, contribuindo para a reducdo do peso corporeo e da
inflamacé&o sistémica destes animais, reproduzindo uma situacao de vida real em

condi¢des controladas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo primério

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do tratamento com
Roflumilaste em camundongos ob/ob, do ponto de vista metabdlico e
inflamatorio, descrevendo sua atuacdo sob a manutencédo do peso corpoéreo a
partir da modulagéo do metabolismo basal e controle da inflamag&o sistémica

em sitios-alvo distintos.

2.2 Objetivos secundarios

e Avaliar a variacao do peso corporeo de camundongos ob/ob tratados com
roflumilaste, comparando-os com animais néo tratados.

e Avaliar o efeito da administragéo de roflumilaste em camundongos ob/ob
sobre a distribuicdo e ativacdo metabdlica da gordura marrom a partir da
captacdo de FDG no exame de tomografia de emissao de poésitrons (PET);
comparando os resultados com animais néo tratados.

e Avaliar o efeito anti-inflamatério da administracdo de roflumilaste em
camundongos ob/ob sobre o sistema nervoso central a partir da captacéo
de FDG no exame de tomografia de emissdo de pdsitrons (PET),

comparando os resultados com animais néo tratados.



26

3 MATERIAL E METODO

3.1 Local

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biologia Celular
(LIM-59) do Departamento de Fisiopatologia Experimental, da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

3.2 Aspectos Eticos

O protocolo de pesquisa n® 1376/2019, intitulado “Estudo do impacto do
tratamento com Roflumilaste no metabolismo de camundongos obesos”, foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo no dia 23 de outubro de 2019 (Anexo
A).

3.3 Modelo Experimental

Para o estudo foram utilizados doze camundongos ob/ob (Figura 2),
machos, com 8 semanas de idade, cedidos pelo Departamento de
Gastroenterologia Clinica e Experimental da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.

Figura 2 - Camundongo ob/ob

Os animais foram alimentados com racdo padrdo (NUVILAB) e agua

fornecida ad libitum durante todo o seguimento do protocolo de pesquisa.
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Os animais foram mantidos em estantes ventiladas com ar filtrado (Filtro
HEPA — High Efficiency Particulate Air), com temperatura controlada entre 22-

25°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com o ciclo iniciando-se as 7 horas.

3.4 Desenho Experimental

O desenho experimental deste estudo foi desenvolvido a partir da
combinacdo das seguintes variaveis experimentais: tratamento com o produto
sob investigacdo (PSI) ou ndo (NT).

Os animais foram divididos em 2 grupos, sendo 6 animais por grupo. Uma

representacdo esquematica do protocolo esta apresentada na figura 3:

 N=6_ | GrupoPsi
N = 12 machos ' — - Tratado com PSI

N&o Tratado com PSI (Controle)

Grupo NT

MATURAGAQ POS-NASCIMENTO
(8 semanas)

EXPOSICAO
(12 semanas)

[ A

Figura 3 - Esquema representativo da divisdo por grupos experimentais

e Grupo PSI: Animais tratados com o PSI;

e Grupo NT: Animais nédo tratados com o PSI — grupo controle.

3.5 Obtencéo do PSI e preparo para administracéo

O PSI foi obtido em redes de farmacias privadas, em sua apresentacao
comercial denominada Daxas (comprimidos revestidos de Roflumilaste 500 pg -
com indicacdo para uso oral — Figura 4), fabricado por Takeda GmbH -

Oranienburg — Alemanha; e importado por AstraZeneca do Brasil Ltda. — Cotia -
SP.
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00 -

Rofumilast

Figura 4 — Fotografia da confec¢do de Daxas (comprimidos revestidos de Roflumilaste 500 pg; Takeda
GmbH - Oranienburg — Alemanha; Importado por AstraZeneca do Brasil Ltda) adquirida em farmécias.

Cada comprimido do PSI foi processado individualmente, até que se
tornasse po6. Todo o contetudo de cada comprimido foi ressuspendido em 1 mL
de agua de consumo dos animais, resultando em uma solu¢éo padrédo do PSI na

concentragéo de 500 pg/mL.

3.6 Pesagem e tratamento com o PSI

Diariamente, todos os animais foram pesados e o0s valores obtidos foram
registrados para o acompanhamento da evolugéo de peso dos mesmos e calculo
do volume da solucéao padrao de PSI a ser administrada.

De acordo com o peso diario do animal, foram administrados (por
gavagem — Figura 5) volumes da solugéo padrao de PSI até que fosse atingida
a dosagem de 1 mg/kg/dia. Para os animais néo tratados, foram administrados,
também por gavagem, volumes equivalentes de agua de consumo. Esta dose
baseou-se em estudos prévios sobre atividade anti-inflamatéria e
farmacocinética do roflumilaste mostrando que, devido ao metabolismo
acelerado da droga em Roedores, é necessario administrar doses 200 a 1000
vezes mais concentradas para se atingir niveis sanguineos terapeuticamente
relevantes e equivalentes a dose de 500 pg diarias em humanos (BARSIG;
LEUNG; BUNDSCHUH; WOLLIN et al., 2001; KUMAR; HERBERT; THOMAS;
WOLLIN et al., 2003).

Os animais foram tratados diariamente durante 12 semanas (84 dias).
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Figura 5 - Representacéo do processo de administracdo de solugfes por gavagem
3.7 Metabolémica/ Tomografia de Emisséo de Pdsitrons - PET

No tempo zero do estudo (antes do inicio do tratamento com o PSI) e no
tempo final do estudo (ap6s as 12 semanas de tratamento com o PSI) os animais
foram submetidos a analises metabolémicas por meio de Tomografia de
Emisséo de Paositrons - PET (do inglés, Positron Emission Tomography).

As imagens PET com o radiofarmaco tracador 8F-FDG (n=x/grupo) foram
adquiridas em um equipamento especifico para pequenos animais (Triumph® II
Trimodality System Gamma Medica ldeas) localizado no Centro de Medicina
Nuclear do Instituto de Radiologia do HC-FMUSP. Durante todos o0s
procedimentos os animais foram anestesiados (isoflurano 2-3% em oxigénio
100%)), figura 6.

(

Figura 6 — Processo de anestesia (Isoflurano 2-3% em oxigénio 100%) para aquisi¢cdo de imagens PET.
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Os animais foram mantidos em jejum por 2 horas. Apos este periodo, 1
mg/Kg do agonista beta-adrenérgico CL 316,243 foi administrado por via
endovenosa para ativacdo da gordura marrom. Apos 30 minutos, foi
administrada uma injecdo endovenosa, na veia peniana, do tracador 8F-FDG a
1 mCi (37 MBQ).

Figura 7 - Inje¢do endovenosa de '8F-FDG pela veia peniana.

A aquisicdo das imagens (figura 8) foi iniciada 45 minutos apds a
administracédo do 8F-FDG, e cada aquisicdo teve uma duracédo de 30 minutos.
As areas de interesse (gordura marrom e enceéfalo) foram posicionadas no centro

do campo de visédo do equipamento PET.
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Figura 8 - Aquisi¢do de imagens PET

As imagens foram reconstruidas com algoritmo OSEM 3D, 20 interacfes
e 4 subgrupos. As imagens PET foram analisadas no software PMOD™. Regides
de interesse (ROIs) incluindo a gordura marrom foram desenhadas
manualmente. Para andlise do encéfalo, um mapa de ressonancia magnética
disponivel no software foi utilizado como referéncia anatdémica e as ROIs foram
delimitadas automaticamente com o uso de um atlas, também disponivel no
software.

Resultados foram apresentados em SUV (valor padronizado de captacgéao,
do inglés, Standardized Uptake Value), calculado como a concentracdo de
radioatividade do tecido, em um determinado tempo, dividida pela razdo entre

dose injetada e peso corporal:

SUV= Concentracéo radioativa (kBa/cc) / Dose Injetada (kBq) / Peso do animal (g)
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3.8 Analise Estatistica

O perfil da amostra foi descrito por estatisticas descritivas com valores de
meédia, desvio padrdo e mediana.

Os dados continuos foram avaliados pelo Teste de Shapiro-Wilk para
afericdo da normalidade de sua distribuicéo e pelo Teste de Levene para afericéo
da homogeneidade de variancias, quando necessario.

As comparacdes das variaveis em funcdo das categorias experimentais
foram feitas pelo Teste do t de Student (original ou com a modificacdo de Welch)
ou pelo Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, conforme os tipos de distribuicdo dos
dados.

A avaliacdo de correlacdo entre as variaveis foi feita pelos testes de
Pearson ou Spearman, conforme a normalidade ou ndo normalidade da
distribuicdo dos dados.

Foram calculados fatores de mudanca das medidas de peso, de glicemia
e das quantificaces oriundas das analises de PET. Esses fatores resultaram da
divisdo dos valores finais (pds-tratamento ou por tempo equivalente) pelos
valores iniciais.

No caso da variagdo do peso, em que havia disponibilidade de valores
intermediarios no tempo, a evolucdo dessa variavel foi descrita (de modo apenas
exploratério) por modelos lineares simples ou por modelos ndo lineares
polinomiais de segunda ordem. Essa descricdo exploratéria demonstrou que o
calculo do fator de mudanca refletia uma medida de tendéncia consistente na
quase totalidade dos individuos.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software R - Platform for
Statistical Computing versao 4.0.2 (2020-06-22) -- "Taking Off Again"8s.

O nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05) em todos os

testes.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso Corporal

Os dados iniciais e finais, bem como a variacdo de peso corporeo dos
animais de ambos 0s grupos, assim como o resultado da andlise estatistica

(valor de p) para esse parametro estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Medidas do peso corporal dos camundongos Ob/Ob do grupo controle (NT) e tratados com
Roflumilaste (PSI).

s p-valor
Peso Inicial (9) Peso Final (g) Variagao (%) Inicial
(Média + DP) (Média + DP) . VS.
(Média £ DP) IC 95% Final
NT 46,09 6,01 55,96 +5,85 21,8 £5,83 (15,68 ; 27,92) 0,0054
PSI 50,23 +3,35 51,29 +2,97 2,18 £3,06 (-1,03; 5,39) 0,1453
p-valor
NT vs. PSI 0,1796 0,1220 0,0001 0,0001

DP: desvio padréo; IC: Intervalo de Confianca

Ao inicio do estudo ndo houve diferencga estatisticamente significante no
peso entre o grupo PSI e o grupo NT [p=0,1796] (Figura 9).

Peso Inicial
Teste t de Student p=0,1796; D=0,85

Grupo

Figura 9 — Box-plot descritivo do peso corporal inicial (em gramas) dos grupos NT e PSI.: O Teste t de
Student mostra que ndo ha diferenca estatisticamente significativa.
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Ao analisar a dispersao dos pesos dos animais ao longo das 12 semanas,
observou-se que ambos 0s grupos possuem tendéncia ao ganho (aumento) de
peso; contudo, os animais do grupo NT apresentam padrdao nao linear
(polinomial) de ganho de peso (Figura 10), enquanto 0s animais pertencentes ao

grupo PSI apresentam padrao linear de ganho de peso (Figura 11).
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Figura 10 - Disperséao dos pesos corporais dos animais pertencentes ao grupo NT em funcéo do tempo

de estudo.
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Figura 11 - Dispersdo dos pesos corporais dos animais pertencentes ao grupo PSI em funcdo do tempo
de estudo.
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A variacdo média de peso corporal entre o tempo inicial e final foi de
21,80% para o grupo NT e 2,18% para o grupo PSI (Tabela 1).

Embora ambos os grupos tenham a tendéncia ao ganho (aumento) de
peso corporal (conforme demonstrado nas figuras 10 e 11), a variagdo média de
peso corporal do grupo PSI (2,18%) nao foi significativa (p=0,1418) quando
comparada, pelo Teste t de Student, ao valor zero de variacdo (situacdo em que
ndo haveria variacdo alguma de peso); esta comparacgéao esta ilustrada na Figura
12.

Variagéo de peso do grupo PSI

Teste t de Student de uma amostra para média zero: p=0,1418. N&o significativo.
757

0.0

'
PsI

Grupo
Figura 12 — Variacdo de peso (em %) dos animais pertencentes ao grupo PSI. A variagdo zero esta marcada

com a linha vermelha. O Teste t de Student mostra que nédo ha diferenca estatisticamente significativa em
relagdo a variagdo zero.

Ao comparar as variagdes médias de peso corporal (em %) dos animais
pertencentes ao grupo NT versus PSI (21,8% vs. 2,18%), observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,00002616), sendo o ganho
relativo de peso corporal maior nos animais nao tratados (NT) (Figura 13).



Variagéo de peso
Teste t de Student: p=0,00002616; D=4,21

i ‘

NT PSI
Grupo
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Figura 13 — Box-plot descritivo da variacdo de peso corporal dos grupos NT e PSI: O Teste t de Student

mostra que ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

4.2 Glicemia

Ao comparar a variagdo dos indices glicémicos entre os grupos, ndo se

observaram diferencas estatisticamente significativas, p=0,2397. Contudo,

observou-se tendéncia a diminuicdo dos valores em ambos os grupos (NT = -

29,64%; PSI = -14,01%) (Tabela 2 e Figura 14).

Tabela 2 — Medidas do indice glicémico dos camundongos Ob/Ob do grupo controle (NT) e tratados com

Roflumilaste (PSI).

s o p-valor
Glicemia Inicial (g)  Glicemia Final (g) Variagdo (%) Inicial
(Média + DP) (Média = DP) (Média + DP) IC 95% Vvs.
Final
NT 344,33 +55,61 235,67 £55,69 -29,64 +20,83 (51,51, -7,78) 0,0242
PSI 217,67 43,48 181,5 £29,79 -14,01 £22,46 (-37,58; 9,57) 0,1453
p-valor
NT vs. PSI 0,0015 0,0620 0,2397 0,2397

DP: desvio padréo; IC: intervalo de confianca
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Variagéc de Glicemia
Teste t de Student: p=0,2397; D=0,7218

NT PSI
Grupo

Figura 14 — Variacdo da glicemia dos camundongos Ob/Ob do grupo controle (NT) e tratados com
Roflumilaste (PSI). A diferenca entre os grupos ndo é estatisticamente significativa (Teste t de Student).

4.3 Correlacao entre variacdo do peso corporal e glicemia

Em ambos os grupos, néo se observaram correlacdes entre os fatores de
mudanca de peso e os fatores de mudanca de glicemia (Grupo NT: Coeficiente
r de Pearson =0,1676, p=0,7074 / Grupo PSI: Coeficiente r de Pearson = 0,1419,
p=0,7886) (Figuras 15 e 16).
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Correlagéo entre Peso e Glicemia nos NT
Coeficiente r de Pearson = 0,1976; p=0,7074

24+

Fator de mudanga do peso

Fator de mudanca da glicemia

Figura 15 — Correlacao entre os fatores de mudanca de peso e glicemia dos animais pertencentes ao grupo
NT ao final do experimento. Método comparativo: Coeficiente r de Pearson.

Correlagéo entre Peso e Glicemia nos PSI

Coeficiente r de Pearson = -0,1419; p=0,7886
1.075-

1.050-

Fator de mudanga do peso

1.000-

08 08 10 12
Fator de mudanga da glicemia

Figura 16 - Correlacdo entre os fatores de mudanca de peso e glicemia dos animais pertencentes ao grupo
PSI ao final do experimento. Método comparativo: Coeficiente r de Pearson.
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4.4 Captacdao radioativa na Tomografia de Emisséo de Pdsitrons

4.4.1 Comparacdao entre valores absolutos

Ao comparar os valores padronizado de captacdo (SUV) absolutos
gerados pelo PET observou-se que no grupo NT houve um aumento significativo
na captagdo de SUV para todas as regides cerebrais, exceto Corpo Estriado
Esquerdo apds 12 semanas. A captacdo também foi maior na Gordura Marrom
(Tabela 3 e Figura 17).

Tabela 3 - Comparacao dos valores absolutos de captacdo (SUV) entre o tempo inicial e final para o

grupo NT
Grupo Variavel Norm.al'idade Norm'alidade Test('e pvalido Significancia
(Inicial) (Final) Escolhido
Amigdala Direita 0,1725 0,9665 t Student 0,0014 **
Amigdala Esquerda 0,0065 0,8955 Wilcoxon 0,0313 *
Bulbo Olfatorio 0,0170 0,7549 Wilcoxon 0,0313 *
Cerebelo 0,4428 0,9549 t Student 0,0029 **
Cinza Central 0,0191 0,2714 Wilcoxon 0,0313 *
Coliculo Inferior Direito 0,0406 0,6134 Wilcoxon 0,0313 *
Coliculo Inferior Esquerdo 0,0057 0,9996 Wilcoxon 0,0313 *
Coliculo Superior 0,0584 0,8398 t Student 0,0032 **
Corpo Estriado Direito 0,1079 0,7551 t Student 0,0130 *
Corpo Estriado Esquerdo 0,0111 0,9164 Wilcoxon 0,0625 N.S.
Cortex 0,0031 0,5853 Wilcoxon 0,0313 *
NT .
Gordura Marrom Maximo 0,9962 0,7560 t Student 0,0083 *x
Gordura Marrom Média 0,4648 0,3829 t Student 0,0048 **
Grupo 0,0144 0,5763 Wilcoxon 0,0313 *
Hipocampo Direito 0,1492 0,7224 t Student 0,0003 o
Hipocampo Esquerdo 0,0026 0,1438 Wilcoxon 0,0313 *
Hipotalamo 0,3538 0,2889 t Student 0,0017 **
Mesencéfalo Direito 0,8275 0,2288 t Student 0,0003 ko
Mesencéfalo Esquerdo 0,0139 0,3499 Wilcoxon 0,0313 *
Septo Prosencefalo Basal 0,0228 0,0972 Wilcoxon 0,0313 *
Talamo 0,1357 0,9319 t Student 0,0022 **
Tronco Cerebral 0,0320 0,8637 Wilcoxon 0,0313 *

Nota: Significancias - N.S. = p>0,05; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Medidas do PET nos tempos inicial e final - Grupo NT
Todas as variaveis com diferenca significativa(p<0,05)
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Figura 17 — Box plot descritivo dos valores de captacdo de SUV absolutos entre o tempo inicial e final para
o grupo NT. A comparacédo entre os tempos final e inicial é estatisticamente significativa para todas as areas
descritas na figura.

Por sua vez, a comparacgao entre os valores iniciais e finais de SUV para
o grupo PSI ndo apresentou diferenca significativa na para nenhuma regido-alvo
(Figura 18 e Tabela 4).
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Tabela 4 - Comparacéo dos valores absolutos de captacdo (SUV) entre o tempo inicial e final para o

grupo PSI.
Grupo Variavel Norm_al_idade Norm_alidade Test(_e p valido  Significancia
(Inicial) (Final) Escolhido
Amigdala Direita 0,2345 0,9991 tStudent  0,8173 N.S.
Amigdala Esquerda 0,9188 0,4175 t Student 0,5821 N.S.
Bulbo Olfatério 0,3660 0,2798 t Student 0,2144 NS,
Cerebelo 0,5228 0,7896 t Student 0,5532 N.S.
Cinza Central 0,5861 0,6786 t Student 0,0676 N.S.
Coliculo Inferior Direito 0,2214 0,8392 t Student 0,1856 N.S.
Coliculo Inferior Esquerdo 0,9981 0,2224 t Student 0,0979 N.S.
Coliculo Superior 0,2441 0,7198 t Student 0,0803 N.S.
Corpo Estriado Direito 0,1268 0,4624 t Student 0,8388 N.S.
Corpo Estriado Esquerdo 0,3004 0,5391 t Student 0,5680 N.S.
Cortex 0,2227 0,6276 t Student 0,9740 NS,
sl Gordura Marrom Maximo 0,7916 0,6412 t Student 0,0953 N.S.
Gordura Marrom Média 0,3070 0,4830 t Student 0,1189 N.S.
Grupo 0,9573 0,8652 t Student 0,7923 N.S.
Hipocampo Direito 0,2219 0,9403 t Student 0,6049 N.S.
Hipocampo Esquerdo 0,0660 0,3398 t Student 0,4058 N.S.
Hipotédlamo 0,5300 0,5974 t Student 0,2578 N.S.
Mesencéfalo Direito 0,4773 0,4633 t Student 0,6800 N.S.
Mesencéfalo Esquerdo 0,6310 0,7339 t Student 0,4499 N.S.
Septo Prosencefalo Basal 0,0449 0,1566 Wilcoxon 0,8438 N.S.
Talamo 0,0931 0,1755 t Student 0,3882 N.S.
Tronco Cerebral 0,2775 0,0454 Wilcoxon 0,3125 N.S.

Nota: Significancias - N.S. = p>0,05; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.



43

Medidas do PET nos tempos inicial e final - Grupo PSI
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Figura 18 - Box plot descritivo dos valores de captacdo de SUV (obtidos a partir dos exames de PET) no
tempo inicial e final para os animais pertencentes ao grupo PSI. Ndo h4 diferencas estatisticamente
significativas entre inicial e final para nenhuma das &reas analisadas.

Contudo, identificamos um animal (PSI 5) que apresentava dados outliers
para gordura marrom. Ao excluir os dados referentes a este animal e refazer a
andlise estatistica, observou-se diferenca estatisticamente significativa para as
regioes referentes a gordura marrom (Média: p = 0,0048; e Maxima: p = 0,0083)
(Figura 19).
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Medidas do PET nos tempos inicial e final - Grupo PSI
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Figura 19 - Box plot descritivo dos valores de SUV no tempo inicial e final para os animais pertencentes ao
grupo PSI. Versao alternativa considerando a exclusdo dos dados de gordura marrom referentes ao animal
PSI 5 (outlier). H& uma diferenca significativa de SUV para area de gordura marrom (maxima e Média).
Significancia p <0,05.

4.4.2 Comparacdao entre valores relativos: fator de captacéo

O fator de captacao foi calculado pela relacdo entre o valor absoluto de
captacao final e inicial para cada area analisada. A comparacdo do grupo NT
versus PSI mostrou que o fator de captacdo do grupo NT € maior para as
diversas regides-alvo do exame PET, exceto para Corpo Estriado Esquerdo e o
Bulbo Olfatério, que ndo apresentaram significancia na diferenca dos fatores de
captacdo entre os grupos. O fator de captacdo também foi maior na Gordura
Marrom (Média e Maxima) nos animais do grupo NT ao final de 12 semanas
(Tabela 5 e Figura 20).
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Fatores de mudanga das medidas do PET
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Figura 20 - Comparacao dos fatores de captagdo (SUV PET) ap6s 12 semanas de tratamento dos animais
pertencentes ao grupo NT versus PSI. A comparagdo entre 0s grupos € estatisticamente significativa para
todas as areas descritas na figura. Significancia p <0,05.



Tabela 5 — Analise comparativa dos fatores de captacéo de SUV (variagcdo de SUV dos animais
pertencentes ao grupo NT versus PSI

Grupo NT Grupo PSI
Variavel besvio . besvio , caese L, Significancia
Fator Padrio Normalidade Fator padrio Normalidade
Grupo 15811  0,2283 0,5890 0,9902 0,1239 0,3021 t Student  0,0002 i
Corpo Estriado Direito 1,3743  0,2585 0,9626 1,0393 0,2378 0,6212 t Student  0,0417 *
Corpo Estriado Esquerdo 1,3464  0,2310 0,9318 1,0727 0,2276 0,3500 t Student 0,0656 N.S.
Cortex 1,4568 0,232 0,9681 1,0148 0,1906 0,2276 t Student  0,0048 **
Hipocampo Direito 1,4760  0,1630 0,9789 1,0428 0,1671 0,5676 t Student  0,0011 **
Hipocampo Esquerdo 1,4645 0,1950 0,4719 1,0616 0,1534 0,9646 t Student 0,0026 bl
Talamo 1,4580 0,2219 0,8662 1,0597 0,1494 0,7059 t Student  0,0045 **
Cerebelo 1,7857  0,3874 0,7421 0,9685 0,1366 0,8601 t Student  0,0006 i
Septo Prosencefalo Basal 1,4111 0,2424 0,9335 1,0482 0,1666 0,5133 t Student 0,0129 *
Hipotalamo 1,8236  0,4052 0,3620 0,9287 0,1425 0,2972 t Student  0,0020 **
Amigdala Direita 1,6403  0,2845 0,4011 1,0167  0,13021 0,2597 t Student 00,0006 i
Amigdala Esquerda 1,6151  0,1532 0,7682 1,0597 0,2099 0,1210 t Student  0,0004 ok
Tronco Cerebral 1,8289  0,3245 0,3666 0,9571 0,1040 0,4051 t Student  0,0008 i
Cinza Central 1,4764  0,2506 0,9666 1,1243 0,1348 0,2500 t Student  0,0127 *
Coliculo Superior 15214  0,2648 0,8119 1,1118 0,1302 0,3688 t Student  0,0068 **
Bulbo Olfatério 1,4538  0,3088 0,3341 1,1482 0,2540 0,3506 t Student  0,0908 N.S.
Mesencéfalo Direito 1,7085  0,2689 0,3996 1,0268 0,1401 0,9115 t Student  0,0007 i
Mesencéfalo Esquerdo 1,6212  0,2094 0,9219 1,0347 0,1011 0,3222 t Student 0,0001 ok
Coliculo Inferior Direito 1,5485  0,2783 0,5651 1,0724 0,1151 0,8473 t Student  0,0031 x*
Coliculo Inferior Esquerdo  1,5388  0,2693 0,5869 1,0576 0,0697 0,0605 t Student  0,0017 **
Gordura Marrom Média 2,0306  0,5546 0,2958 1,2764 0,3433 0,9330 tStudent  0,0178 *
Gordura Marrom Maximo 2,0878  0,6780 0,1738 1,3552 0,4184 0,9047 t Student  0,0480 *

Nota: Significancias - N.S. = p>0,05; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Ao se realizar a comparacao da variacao dos fatores de captacdo de SUV
do grupo NT versus PSI para as regibes referentes a gordura marrom,
considerando-se a exclusao dos dados do animal outlier (PSI 5), observou-se
que, ainda assim, ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos para
a Gordura Marrom Média (2,0306 vs. 1,3663, p= 0,0400), contudo, ndo ha
diferenca estatisticamente significativa para Gordura Marrom Maxima (2,0878
vs. 1,4581, p = 0,0980) (Figura 21).

Variaveis do PET com diferengas significativas no fator de alteragéo
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Figura 21 - Comparacao dos fatores de captagdo (SUV PET) ap6s 12 semanas de tratamento dos animais
pertencentes ao grupo NT versus PSI. Versao alternativa considerando a exclusdo dos dados de gordura
marrom referentes ao animal PSI 5 (outlier). A comparacéo entre 0s grupos € estatisticamente significativa
para todas as areas descritas na figura. Significancia p <0,05.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo resultou em trés achados principais: prevencao do
ganho significativo de peso no grupo tratado (PSI); aumento significativo na
atividade metabdlica do tecido adiposo marrom (conforme dados do PET) no
grupo tratado, quando excluidos os dados do animal outlier; e prevencédo do
aumento significativo de captacéo do tracador *¥F-FDG em todas regides-alvo
cerebrais, exceto Corpo Estriado Esquerdo, submetidas ao exame de PET no
grupo tratado com Roflumilaste, quando comparado ao grupo controle.

Demonstramos que o uso do Roflumilaste impediu que os animais
apresentasem ganho significativo de peso ao longo do periodo de
acompanhamento do estudo (12 semanas), ao contrario do grupo néo tratado,
gue apresentou cerca de 21,8% de ganho relativo de peso no mesmo intervalo.

E possivel inferir que a ac&o inibitéria de ganho de peso pelo Roflumilaste
nado é relacionada a alteracdo na secre¢do ou na ac¢ado nas vias de saciedade
reguladas pela leptina, uma vez que o modelo animal escolhido é deficiente na
producdo e secrecdo deste horménio (knockout Lep°®ob) (HURLEY; MORAN,
2020).

Assim como demonstrado por Mollmann e colaboradores (MOLLMANN;
KAHLES; LEBHERZ; KAPPEL et al., 2017) e Vollert e colaboradores (VOLLERT;
KAESSNER; HEUSER; HANAUER et al, 2012), observamos que a
administracdo de Roflumilaste leva a reducéo dos indices glicémicos, indicando
melhora no metabolismo da glicose e diminuicdo na resisténcia periférica a
insulina, que, alinhado ao efeito anti-inflamatoério sistémico desencadeado pelo
medicamento, poderia contribuir para a manutencdo do peso dos animais
tratados.

Mesmo que os animais tratados tenham apresentado manutencdo do
peso corporeo, foi possivel observar pelo PET que a area de captacdo de
gordura marrom teve aumento significativo ao final do tratamento com
Roflumilaste por 12 semanas, quando excluidos os dados do animal outlier (PSI
5). A gordura marrom (tecido adiposo marrom, do inglés, Brown Adipose Tissue
[BAT]) é um tecido oxidativo especializado em dissipar energia na forma de calor,

mantendo a temperatura corporal quando o organismo € exposto a intempeéries,
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como mudancas climaticas em seu ambiente. Ao contrario do tecido adiposo
branco (do inglés, White AdiposeTissue [WAT]) o BAT expressa a proteina
desacopladora 1 (do inglés, Uncoupling protein 1 [UCP1], também conhecida
como termogenina), permitindo o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial e da termogénese. A exposicao ao frio induz a capacidade oxidativa
e termogénica do BAT, por meio da ativacdo do SNS e da estimulacdo
adrenérgica da producao de cAMP, que, por sua vez, ativa imediatamente o PKA
(doinglés, Protein Kinase A), levando ao aumento da lipélise e ativacdo da UCP1.
Em uma resposta adaptativa a exposicéo prolongada ao frio, 0 CAMP também
contribui para o aumento dos niveis de UCP1, biogénese mitocondrial e
expansdo da massa de BAT (CYPESS; DOYLE; SASS; HUANG et al., 2013;
FRANKL; SHERWOOD; CLEGG; SCHERER et al., 2019; LIU; WANG; LIN,
2019; RAVNSKJAER; MADIRAJU; MONTMINY, 2016; REVERTE-SALISA;
SANYAL; PFEIFER, 2019; ZHANG; HAO; SHAO; NHAM et al., 2018).

Uma vez que o Roflumilaste tem sido amplamente descrito na literatura
como um inibidor de PDE4 com consequente acdo na expressao de cAMP,
inibindo sua hidrélise e ativando sua expressdo em diversos tecidos (FENG;
WANG; HE; WU et al., 2019; FIMIA; SASSONE-CORSI, 2001; GIEMBYCZ;
FIELD, 2010; MARTORANA; BEUME; LUCATTELLI; WOLLIN et al.,, 2005;
MOLLMANN; KAHLES; LEBHERZ, KAPPEL et al, 2017; VOLLERT;
KAESSNER; HEUSER; HANAUER et al., 2012; ZHANG; CHEN; FAN; YE et al.,
2018), € possivel inferir, a partir de nossos achados e de suas correlacdes com
os dados existentes na literatura, que a manutencdo do peso corpéreo dos
animais tratados com Roflumilaste pode ter ocorrido principalmente devido ao
aumento de area de gordura marrom (ao inferirmos que a captacao do PET tem
relacdo diretamente proporcional a area de gordura marrom) aliado ao
consequente aumento do metabolismo basal desses animais, principalmente
pela ativacdo de AMPc e, possivelmente, PKA e UCP1l nesses tecidos,
corroborando com a hipotese inicial deste estudo. Estudos adicionais visando
identificar, quantificar e comparar a expressdo de PKA e UCP1 por imuno-
histoquimica nos diversos tecidos dos animais de ambos os grupos poderdo
trazer grande contribuicdo na elucidacdo dos mecanismos de manutencdo do

peso corpoéreo pelo uso deste farmaco.
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Em meados da década de 1960, descobriu-se que a cafeina tem a
capacidade de inibir uma PDE especifica, exercendo modulacdo sobre AMPCc.
Desta forma, o estudo da associacdo do consumo de roflumilaste, associado a
ingestdo de café poderia resultar em achados semelhantes, sob o aspecto de
manutencao de peso corporeo (BUTCHER, SUTHERLAND, 1962).

A observacdo de um animal outlier para a captacdo de SUV nas regides
referentes & gordura marrom corroboram, de certa forma, com nossa hipotese
que correlaciona a atividade metabdlica da gordura marrom com a manutencao
do peso corpéreo. Os numeros absolutos de captacdo de SUV deste animal
indicam reducédo de atividade metabdlica ou até mesmo de area da gordura
marrom, quando comparados os tempos iniciais e finais. Curiosamente, este
também é o animal pertencente ao grupo PSI que apresenta a curva de evolucao
de peso corporal com o maior angulo de inclinacéo, tendendo ao ganho de peso,
mesmo que este ndo seja significativo ao final do estudo, demonstrando uma
possivel relacdo inversamente proporcional entre atividade metabdlica na
gordura marrom e ganho de peso corporeo.

A tomografia por emissao de pdésitrons (PET) é um procedimento de
imagem nao invasivo com uma ampla gama de aplicacdes clinicas, incluindo
avaliacao da fisiopatologia de disturbios cerebrais, neurodegenerativos, tumores,
infeccbes e inflamacdes. A técnica de PET é altamente sensivel e permite o
mapeamento tridimensional das regides-alvo pela captacdo de radiofarmacos
emissores de positrons administrados em baixissimas quantidade, sem que
causem efeitos fisiolégicos ou farmacologicamente significativos (LAMEKA;
FARWELL; ICHISE, 2016).

O FDG, marcador radioativo utilizado no exame de PET, € um analogo
nao fisioldgico da glicose, que, inclusive, € submetido aos mesmos processos
metabdlicos e fisioldgicos da glicose, quando inoculado no organismo dos seres
vivos, incluindo entre eles, ser absorvido por transportadores de superficie
celular (principalmente o transportador de glicose-1, GLUT-1) e ser transformado
pelo acdo de enzimas glicoliticas (VAIDYANATHAN; PATEL; SCARSBROOK;
CHOWDHURY, 2015).

Em 1923, OttoHeinrich Warburg prop6s que as ceélulas malignas

apresentavam metabolismo mais ativo do que as células normais, gerando
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energia preferencialmente pela quebra ndo oxidativa da glicose. Contudo,
Kubota e colaboradores descreveram que o aumento de metabolismo observado
em tumores é resultante, principalmente, pela acdo de células inflamatérias peri-
tumorais, como macréfagos, que possuem captacdo de FDG ainda maior do que
as proprias células tumorais, quando analisadas pela técnica de PET-FDG
(VAIDYANATHAN; PATEL; SCARSBROOK; CHOWDHURY, 2015).

As primeiras alteragbes na inflamag&o incluem hiperemia tecidual,
aumento da permeabilidade vascular e liberacdo de mediadores inflamatérios. O
aumento na perfusdo do tecido resulta em maior entrega de FDG aos locais
afetados, que se seguira pelo recrutamento, migracéo e proliferacdo de células
ativas no local da inflamacdo (VAIDYANATHAN; PATEL; SCARSBROOK;
CHOWDHURY, 2015). Assim, o aumento de perfusdo e o consequente aumento
no aporte de FDG, aliado ao aumento na glicélise em tecidos inflamados, em
oposicdo as células normais, devido a acdo e proliferacdo de células
inflamatorias, formam a base fisiopatolégica da aplicabilidade da imagem PET-
FDG para mensuracdo de inflamacdo in vivo (VAIDYANATHAN; PATEL,
SCARSBROOK; CHOWDHURY, 2015).

Nosso estudo demonstrou que 0s animais ndo tratados apresentaram
aumentos significativos nos valores de SUV em todas as regides-alvo cerebrais
no exame PET, exceto Corpo Estriado Esquerdo, enquanto os animais tratados
com Roflumilaste ndo apresentaram diferencas significativas nesses valores de
SUV ap6s as doze semanas de tratamento, indicando que o medicamento
utilizado exerceu acado anti-inflamatdria nessas diversas regifes-alvo cerebrais.

Feng e colaboradores observaram que o roflumilaste melhorou o
comprometimento cognitivo (memoria e aprendizagem) em camundongos APP /
PS1, um modelo animal utilizado para o estudo de Alzheimer. Por meio de
analises de biologia molecular e blotting, quantificaram a expressao NF-kB p 65,
IL-6, IL-1B, TNF-a, cCAMP, p-CREB e BDNF, concluindo que a melhora do
comprometimento cognitivo dos animais esta relacionada com a regulagéo
positiva da via cCAMP / CREB / BDNF e inibi¢cdo da via de inflamac&o ativada por
NF-kB no cérebro dos animais (FENG; WANG; HE; WU et al., 2019). Nossos
achados corroboram com os de Feng e colaboradores ao possibilitar a
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visualizacdo in vivo, pela captacdo do PET, do efeito anti-neuroinflamatorio do
Roflumilaste nas diversas regides-alvo do cérebro no modelo animal utilizado.

Partindo-se do principio de que o envelhecimento é caracterizado pelo
desenvolvimento de um estado proé-inflamatério leve que, a longo prazo,
desencadeia alteracdes fisiolégicas em quatro grande dominios: mudancas na
composicao corporal; desequilibrio entre disponibilidade e demanda de energia;
desregulacéo em vias de sinalizagéo, gerando dificuldade para manutencéo da
homeostase; e neurodegeneracdo com prejuizo a neuroplasticidade (BEKTAS;
SCHURMAN; SEN; FERRUCCI, 2018); talvez seja possivel utilizar o
Roflumilaste como um agente retardador (profilatico) dos efeitos inflamatorios
proprios do envelhecimento, devido ao grande potencial anti-inflamatoério do
medicamento que demonstramos in vivo pelo exame PET, com especial
aplicabilidade para a profilaxia dos efeitos inflamatérios que levam a
neurodegeneracdo e perda de neuroplasticidade, correlacionadas com o
desenvolvimento de diversas comorbidades em idosos, como o desenvolvimento
de Alzheimer (BEKTAS; SCHURMAN; SEN; FERRUCCI, 2018).

A obesidade possui pontos em comum com O processo de
envelhecimento, uma vez que, mesmo apresentando diversos fatores causais,
também possui a caracteristica de ser desencadeada por processos
inflamatoérios cronicos de leve intensidade, que se associam a mdultiplas
complicacBes, como a resisténcia periférica a insulina, e desencadeiam o quadro
clinico tipico desta patologia (IZAOLA; DE LUIS; SAJOUX; DOMINGO et al.,
2015).

A partir deste estudo é possivel afirmar que o Roflumilaste tem se
mostrado uma droga promissora, validando as hip6teses elencadas durante a
elaboracdo do projeto de pesquisa, abrindo a possibilidade de indicacdo do
mesmo para a realizagdo de futuros estudos clinicos em humanos para avaliar
seus efeito sob a manutencdo do peso corporeo em casos de obesidade, bem
como seus efeitos anti-inflamatorios e, possivelmente, profilaticos sob o
envelhecimento e acometimento por doencas neurolégicas desencadeadas por

processos inflamatorios.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, é possivel concluir que:

1. O roflumilaste administrado na dosagem de 1 mg/kg/dia por doze
semanas resultou em manutencdo do peso corpéreo dos camundongos
ob/ob, evitando o ganho significativo de peso neste intervalo, em
comparacao ao grupo nao tratado, que apresentou ganho significativo no
mesmo intervalo.

2. A acéo inibitéria de ganho de peso pelo roflumilaste ndo é relacionada a
alteracdo na secre¢ao ou na acao nas vias de saciedade reguladas pela
leptina, uma vez que o modelo animal escolhido é deficiente na producao
e secrecgao deste hormonio (knockout Lepob/ob).

3. O grupo nao tratado apresentou diminuicdo da captacdo de SUV para
gordura marrom (média) apos doze semanas de administracdo da
solucao controle (Agua), indicando diminuicdo da area de gordura marrom
neste grupo, o que pode contribuir para o0 ganho de peso corpéreo
observado nos mesmos, ao final deste intervalo.

4. Em contrapartida, ao excluir o animal outlier do grupo tratado, o uso do
roflumilaste resultou em aumento de captacdo de SUV para gordura
marrom (média) apés doze semanas de tratamento na dosagem de 1
mg/kg/dia, em comparacdo ao grupo nao tratado, indicando aumento de
area tecidual de gordura marrom neste intervalo, o que pode contribuir
para a inibicdo do ganho de peso corpéreo neste grupo.

5. O roflumilaste administrado na dosagem de 1 mg/kg/dia por doze
semanas resultou na manutencéo dos indices de captacdo de SUV no
exame PET para os tecidos cerebrais, evitando o aumento de captacéo
de 18F-FDG, em comparacao ao grupo néao tratado, indicando acéao anti-

inflamatoria nesses tecidos-alvo.



7 ANEXOS

7.1 Anexo A - Aprovacgéo do projeto pelo CEUA

Tt Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
MEDICIN Avenida Dr. Arnaldo, 455
e Pacaembu - S&o Paulo - SP
SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo do impacto do
tratamento com Roflumilaste no metabolismo de camundongos obesos
expostos a poluicio atmosférica: a inflamacdo como promotora da
sindrome metabdlica”, registrada com o n® 1376/2019, sob a responsabilidade
de Elia Tomaso Espin Garcia Caldini e Felipe Pereira de Souza, apresentada
pelo Departamento de Patologia - que envolve a producio, manutencio e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentaciio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em 23.10.19

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autoriza¢ao Inicio: 01-10-2019  Término: 01-10-2021
Espécie/linhagem/raca Camundongo Knouckout Ob/Ob
N° de animais 24
Peso/Idade 8 semanas
Sexo machos
Origem Lab. de Gastroenterologia Clinica e Experimental da FMUSP

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 23 de Outubro de 2019

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comissao de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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Grupo — Animal

Parametro NT 1 NT 2 NT 3 NT 4 NT 5 NT 6 PSI1 PSI 2 PSI 3 PSI 4 PSI 5 PSI 6
Grupo 982,23786 | 943,089756 1.034,38 646,646409 | 860,519255 | 379,42690 1.117,04 1.089,06 1.002,82 998,73 859,384531 1.014,97
Corpo Estriado Direito 965,49327 | 951,18824 | 922,992746 | 643,638075 | 814,879425 | 330,99019 1.059,51 1.060,95 806,12 930,36 734,813877 | 837,271251
Corpo Estriado Esquerdo 948,67492 | 951,985121 | 921,791674 | 649,304256 | 791,671522 | 353,51423 1.034,65 1.034,62 784,73 927,54 674,370846 | 836,25567
Cortex 874,11319 | 882,270322 | 913,351645 | 610,055423 | 724,919213 | 335,94266 1.009,82 964,46 849,16 911,00 729,358494 | 804,13895
Hipocampo Direito 965,98320 | 825,154916 | 891,036192 | 580,20193 | 778,704015 | 339,16321 978,57 972,08 839,47 889,47 700,637704 | 838,450331
Hipocampo Esquerdo 852,53947 | 835,780971 | 898,706654 | 587,479635 753,8225 341,79934 940,20 928,31 804,47 882,91 674,911356 | 796,626599
Talamo 1.006,69 | 900,154285 | 977,551218 | 603,44749 | 808,726816 | 352,65366 967,43 961,02 861,72 912,31 696,550277 | 858,520515
Cerebelo 1.102,04 | 969,622367 1.220,12 646,383785 | 902,947751 | 458,12989 1.302,56 1.318,39 1.273,34 1.090,99 1.095,98 1.366,30
Septo Prosencefalo Basal | 890,94646 | 916,372925 | 868,424669 | 583,300345 | 803,282006 | 334,84608 988,02 976,17 803,68 827,90 624,561028 | 848,559642
Hipotalamo 1.031,81 | 893,222328 1.115,99 618,781236 | 876,617398 | 396,86879 1.164,75 1.059,62 1.226,64 995,62 995,617291 1.136,22
Amigdala Direita 880,39220 | 821,02175 | 835,446549 | 527,520635 | 869,553244 | 322,61821 1.016,66 999,01 952,05 842,53 755,9065 | 956,775201
Amigdala Esquerda 785,19914 | 783,817608 | 883,214709 | 564,529919 | 755,898713 | 344,80957 984,68 966,80 830,65 857,03 773,573645 | 805,662706
Tronco cerebral 1.145,46 1.103,09 1.284,80 801,006658 1.281,49 467,90588 1.447,69 1.421,09 1.393,51 1.277,53 1.254,81 1.535,02
Cinza Central 1.023,05 1.003,62 1.064,46 641,072161 | 841,924075 | 374,33685 981,05 974,72 981,57 976,56 757,56995 | 964,405391
Coliculo Superior 960,56408 | 905,937132 | 970,755578 | 613,027129 | 758,696462 | 333,60909 906,65 906,76 868,82 946,33 656,847525 | 859,698381
Bulbo Olfatério 1.122,46 1.141,03 1.180,27 728,948403 | 884,73257 | 402,41218 1.190,15 1.079,75 1.000,06 1.092,48 861,640412 | 915,182346
Mesencéfalo Direito 1.119,82 | 929,974362 1.171,16 627,938745 | 885,812844 | 398,18220 1.073,50 1.052,46 1.143,91 1.077,04 825,866351 1.084,75
Mesencéfalo Esquerdo 1.019,28 | 946,403308 1.081,38 650,406155 | 859,680328 | 391,71646 1.039,81 1.025,96 1.028,77 1.040,36 879,32098 998,1207
Coliculo Inferior Direito 952,84471 | 908,689475 1.013,44 570,979036 | 740,888471 | 363,54664 996,82 1.004,63 947,06 957,61 744,943399 | 990,987869
Coliculo Inferior Esquerdo | 854,65088 | 884,805576 | 966,28433 | 604,236149 | 689,402294 | 378,66847 982,20 997,00 928,92 955,34 757,686925 1.061,34
Gordura Marrom — Média 1.600,77 1.360,89 1.609,80 1.261,79 1.613,87 550,38472 1.522,73 1.774,83 1.727,09 1.412,68 1.647,59 1.844,10
Gordura Marrom — Méaximo | 2.998,49 2.308,61 3.019,03 2.384,50 3.301,99 1.055,20 2.944,12 3.140,44 3.143,99 2.501,73 2.770,78 2.884,68
ﬁ\tl’ig/iig%ie"i:;eé:%a (MBa) 31,148489 | 30,9319996 | 35,3504980 | 22,7383492 | 25,5170330 | 14,784591 | 27,5016413 | 29,2579872 | 29,5414925 | 30,2216967 | 21,9993391 | 27,5104878
ﬁ?giig%iiggggla (Ba) 31148,489 | 30931,9996 | 35350,4980 | 22738,3492 | 25517,0330 | 14784,591 | 27501,6413 | 29257,9872 | 29541,4925 | 30221,6967 | 21999,3391 | 27510,4878
Peso (g) 43,8 60,3 45,5 45,3 41,5 48,9 48,1 51,4 53,3 55,8 51,9 47,6
Glicemia 394 253 404 320 363 332 243 147 269 197 243 207
Cinj.(Ba/g) 711,15272 | 512,968485 | 776,934022 | 501,950313 | 614,868267 | 302,34337 | 571,759695 | 569,221541 | 554,249390 | 541,607468 | 423,879366 | 577,951425




7.3 Anexo C —Valores SUV - PET — Baseline

Grupo — Animal

Parametro NT 1 NT 2 NT 3 NT 4 NT 5 NT 6 PSI1 PSI 2 PSI3 PSI 4 PSI5 PSI 6
Grupo 1,38 1,84 1,33 1,29 1,40 1,25 1,95 1,91 1,81 1,84 2,03 1,76
Corpo Estriado Direito 1,36 1,85 1,19 1,28 1,33 1,09 1,85 1,86 1,45 1,72 1,73 1,45
Corpo Estriado Esquerdo 1,33 1,86 1,19 1,29 1,29 1,17 1,81 1,82 1,42 1,71 1,59 1,45
Cortex 1,23 1,72 1,18 1,22 1,18 1,11 1,77 1,69 1,53 1,68 1,72 1,39
Hipocampo Direito 1,36 1,61 1,15 1,16 1,27 1,12 1,71 1,71 1,51 1,64 1,65 1,45
Hipocampo Esquerdo 1,20 1,63 1,16 1,17 1,23 1,13 1,64 1,63 1,45 1,63 1,59 1,38
Talamo 1,42 1,75 1,26 1,20 1,32 1,17 1,69 1,69 1,55 1,68 1,64 1,49
Cerebelo 1,55 1,89 1,57 1,29 1,47 1,52 2,28 2,32 2,30 2,01 2,59 2,36
Septo Prosencefalo Basal 1,25 1,79 1,12 1,16 1,31 1,11 1,73 1,71 1,45 1,53 1,47 1,47
Hipotalamo 1,45 1,74 1,44 1,23 1,43 1,31 2,04 1,86 2,21 1,84 2,35 1,97
Amigdala Direita 1,24 1,60 1,08 1,05 1,41 1,07 1,78 1,76 1,72 1,56 1,78 1,66
Amigdala Esquerda 1,10 1,53 1,14 1,12 1,23 1,14 1,72 1,70 1,50 1,58 1,82 1,39
Tronco cerebral 1,61 2,15 1,65 1,60 2,08 1,55 2,53 2,50 2,51 2,36 2,96 2,66
Cinza Central 1,44 1,96 1,37 1,28 1,37 1,24 1,72 1,71 1,77 1,80 1,79 1,67
Coliculo Superior 1,35 1,77 1,25 1,22 1,23 1,10 1,59 1,59 1,57 1,75 1,55 1,49
Bulbo Olfatério 1,58 2,22 1,52 1,45 1,44 1,33 2,08 1,90 1,80 2,02 2,03 1,58
Mesencéfalo Direito 1,57 1,81 1,51 1,25 1,44 1,32 1,88 1,85 2,06 1,99 1,95 1,88
Mesencéfalo Esquerdo 1,43 1,84 1,39 1,30 1,40 1,30 1,82 1,80 1,86 1,92 2,07 1,73
Coliculo Inferior Direito 1,34 1,77 1,30 1,14 1,20 1,20 1,74 1,76 1,71 1,77 1,76 1,71
Coliculo Inferior Esquerdo 1,20 1,72 1,24 1,20 1,12 1,25 1,72 1,75 1,68 1,76 1,79 1,84
Gordura Marrom — Média 2,25 2,65 2,07 2,51 2,62 1,82 2,66 3,12 3,12 2,61 3,89 3,19
Gordura Marrom — Maximo 4,22 4,50 3,89 4,75 5,37 3,49 5,15 5,52 5,67 4,62 6,54 4,99




7.4 Anexo D - Valores Absolutos - PET - P6s tratamento
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Grupo — Animal

Parametro NT 1 NT 2 NT 3 NT 4 NT 5 NT 6 PSI 1 PSI 2 PSI 3 PSI 4 PSI 5 PSI 6
Grupo 1.498,49 | 1.217,88 1.150,95 | 1.386,49 | 1.478,41 | 1.167,70 | 1.265,71 | 529,726777 | 1.021,78 1.247,15 | 1.355,95 | 1.349,14
Corpo Estriado Direito 1.494,70 | 931,956493 | 972,548367 | 1.090,28 | 1.129,06 | 909,033471 | 1.001,00 | 469,939652 | 973,014327 | 1.234,97 | 1.266,31 | 1.294,27
Corpo Estriado Esquerdo 1.425,52 | 913,882762 | 939,354183 | 1.100,01 | 1.126,12 | 921,088307 | 1.018,69 | 482,222423 | 948,498135 | 1.207,27 | 1.312,58 | 1.307,85
Cortex 1.414,75 | 957,791637 | 942,516032 | 1.118,44 | 1.176,16 | 933,099503 | 1.057,24 | 460,130223 | 941,385633 | 1.120,17 | 1.157,88 | 1.212,97
Hipocampo Direito 1.437,75 | 975,635781 | 984,954742 | 1.156,03 | 1.270,78 | 898,508529 | 1.150,60 | 462,509187 | 899,448244 | 1.126,90 | 1.21519 | 1.247,83
Hipocampo Esquerdo 1.293,19 | 912,975232 | 989,650001 | 1.195,85 | 1.227,16 | 889,376482 | 1.137,73 | 434,293849 | 965651485 | 1.12571 | 1.192,62 | 1.143,15
Talamo 1.497,01 | 958,389749 | 1.047,56 | 1.285,15 | 1.301,29 | 916,502952 | 1.110,26 | 485,987652 | 932,453625 | 1.190,62 | 1.279,82 | 1.246,44
Cerebelo 1.437,92 | 1537,91 1.440,17 | 1.716,47 | 1.827,42 | 1.684,20 | 1.855,08 | 592,054252 | 1.153,41 1.362,71 | 1.729,51 | 1.520,93
Septo Prosencefalo Basal | 1.297,96 | 904,16397 | 931,305533 | 1.144,28 | 1.197,16 | 906,81939 | 1.048,52 | 473,614462 | 883,855712 | 1.071,26 | 1.205,92 | 1.208,67
Hipotalamo 1.478,46 | 1.356,46 1.282,89 | 1.898,60 | 1.954,28 | 1.266,88 | 1.437,30 | 574,44654 | 918684748 | 1.186,19 | 1.372,51 | 1.345,92
Amigdala Direita 1.181,42 | 1.26527 | 927,366805 | 1.213,30 | 1.513,85 | 1.064,05 | 1.257,25 | 520,969735 | 885,828664 | 1.137,03 | 1.222,03 | 1.256,22
Amigdala Esquerda 1.097,99 | 1.198,49 1.070,26 | 1.291,41 | 1.348,47 | 946,875286 | 1.181,34 | 481,680296 | 89257294 1.131,07 | 1.191,54 | 1.295,60
Tronco cerebral 1.707,59 | 2.026,32 1.665,56 | 2.017,58 | 2.257,34 | 1.723,02 | 1.826,28 | 706,548378 | 1.308,34 1.643,57 | 1.808,60 | 1.700,25
Cinza Central 1.578,93 | 1.099,04 1.088,69 | 1.282,49 | 1.356,45 | 1.081,34 | 1.240,85 | 550,777688 | 1.106,53 1.329,48 | 1.438,31 | 1.464,36
Coliculo Superior 1.592,99 | 95507387 | 1.04518 | 1.250,48 | 1.311,10 | 960,367671 | 1.173,70 | 489,740532 | 1.001,40 1.209,37 | 1.259,30 | 1.289,59
Bulbo Olfatério 2.003,31 | 1.196,29 1.120,91 | 1.302,22 | 1.376,20 | 1.149,39 | 1.306,74 | 598,767863 | 1.320,24 1532,13 | 1.43532 | 1.612,12
Mesencéfalo Direito 1.685,14 | 1.335,51 1.306,19 | 1.589,93 | 1.840,31 | 1.227,50 | 1.294,16 | 550,459950 | 1.042,12 1.350,11 | 1.495,64 | 1.507,90
Mesencéfalo Esquerdo 1.627,07 | 1.217,17 1.251,98 | 1.550,44 | 1.596,36 | 1.083,81 | 1.288,55 | 539,556148 | 1.103,75 1.322,25 | 1.433,63 | 1.338,10
Coliculo Inferior Direito 1.582,35 | 1.024,52 1.02513 | 1.210,77 | 1.312,28 | 1.082,31 | 1.311,40 | 499,590643 | 1.039,64 1.228,92 | 1.413,04 | 1.355,17
Coliculo Inferior Esquerdo | 1.459,06 | 986,758489 | 988,620668 | 1.196,10 | 1.250,33 | 1.108,75 | 1.351,74 | 519,021753 | 1.097,06 1.186,05 | 1.333,39 | 1.286,26
Gordura Marrom — Média 2.311,19 | 3.380,71 249020 | 2.724,34 | 2.962,04 | 2.456,35 | 2.942,64 | 1.062,64 2.106,94 2.876,90 | 2.309,76 | 2.663,39
Gordura Marrom — Maximo | 4.065,50 | 6.480,19 4.784,01 | 5.644,40 | 5.41536 | 4.798,70 | 567578 | 1.779,92 4.149,29 5.761,81 | 3.949.44 | 4.792,41
ﬁ?;’i'g%ieir':g:%a (MBa) 36,65 33,36 32,20 34,38 36,09 27,15 34,37 17,10 33,24 33,39 36,43 33,63
Qg‘ﬁggg&”‘eta"a (Ba) inicio | 55646 33363 32203 34385 | 36094 27150 34366 17100 33241 33385,69977 | 36432 | 33630
Peso (g) 52,6 67,7 51,8 55,2 51,6 57,1 48,6 53,4 56 53,5 50,7 52,3
Glicemia 156 224 278 315 236 205 197 185 202 123 182 200
Cinj.(Ba/g) 696,70 492,81 621,68 622,91 | 699,50 475,49 707,12 320,22 503,58 | 624,0317715 | 71857 | 643,02




7.5 Anexo E —Valores SUV - PET - P6s tratamento

Grupo — Animal

Parametro NT 1 NT 2 NT 3 NT 4 NT 5 NT 6 PSI 1 PSI 2 PSI 3 PSI 4 PSI5 PSI 6
Grupo 2,15 2,47 1,85 2,23 2,11 2,46 1,79 1,65 1,72 2,00 1,89 2,10
Corpo Estriado Direito 2,15 1,89 1,56 1,75 1,61 1,91 1,42 1,47 1,64 1,98 1,76 2,01
Corpo Estriado Esquerdo 2,05 1,85 1,51 1,77 1,61 1,94 1,44 1,51 1,60 1,93 1,83 2,03
Cortex 2,03 1,94 1,52 1,80 1,68 1,96 1,50 1,44 1,59 1,80 1,61 1,89
Hipocampo Direito 2,06 1,98 1,58 1,86 1,82 1,89 1,63 1,44 1,52 1,81 1,69 1,94
Hipocampo Esquerdo 1,86 1,85 1,59 1,92 1,75 1,87 1,61 1,36 1,63 1,80 1,66 1,78
Talamo 2,15 1,94 1,69 2,06 1,86 1,93 1,57 1,52 1,57 1,91 1,78 1,94
Cerebelo 2,06 3,12 2,32 2,76 2,61 3,54 2,62 1,85 1,94 2,18 2,41 2,37
Septo Prosencefalo Basal 1,86 1,83 1,50 1,84 1,71 1,91 1,48 1,48 1,49 1,72 1,68 1,88
Hipotalamo 2,12 2,75 2,06 3,05 2,79 2,66 2,03 1,79 1,55 1,90 1,91 2,09
Amigdala Direita 1,70 2,57 1,49 1,95 2,16 2,24 1,78 1,63 1,49 1,82 1,70 1,95
Amigdala Esquerda 1,58 2,43 1,72 2,07 1,93 1,99 1,67 1,50 1,50 1,81 1,66 2,01
Tronco cerebral 2,45 4,11 2,68 3,24 3,23 3,62 2,58 2,21 2,20 2,63 2,52 2,64
Cinza Central 2,27 2,23 1,75 2,06 1,94 2,27 1,75 1,72 1,86 2,13 2,00 2,28
Coliculo Superior 2,29 1,94 1,68 2,01 1,87 2,02 1,66 1,53 1,69 1,94 1,75 2,01
Bulbo Olfatério 2,88 2,43 1,80 2,09 1,97 2,42 1,85 1,87 2,22 2,46 2,00 2,51
Mesencéfalo Direito 2,42 2,71 2,10 2,55 2,63 2,58 1,83 1,72 1,76 2,16 2,08 2,35
Mesencéfalo Esquerdo 2,34 2,47 2,01 2,49 2,28 2,28 1,82 1,68 1,86 2,12 2,00 2,08
Coliculo Inferior Direito 2,27 2,08 1,65 1,94 1,88 2,28 1,85 1,56 1,75 1,97 1,97 2,11
Coliculo Inferior Esquerdo 2,09 2,00 1,59 1,92 1,79 2,33 1,91 1,62 1,85 1,90 1,86 2,00
Gordura Marrom - Média 3,32 6,86 4,01 4,37 4,23 5,17 4,16 3,32 3,55 4,61 3,21 4,14
Gordura Marrom - Maximo 5,84 13,15 7,70 9,06 7,74 10,09 8,03 5,56 6,99 9,23 5,50 7,45
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