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RESUMO

Os hormdnios esteroides sexuais sd0 muito importantes para a manutencdo da
homeostasia nos mamiferos, regulando vérias fun¢des além da reprodugdo. Nos
machos o principal horménio sexual é a testosterona (T), enquanto nas fémeas é o
17-pB-estradiol (E2). A redugcéo ou mesmo perda completa da producao de esteroides
sexuais € uma condicdo fisiolégica que ocorre apos determinada idade. Nas
mulheres ocorre a menopausa, definida como a interrupcdo espontanea nas
menstruagdes, enquanto nos homens ocorre a andropausa, uma situacéo
semelhante, porém mais gradual, caracterizada pela reducao nos niveis de T a partir
dos 40 anos. Muitas das acdes do E2 e da T envolvem a regulagédo do metabolismo,
consequentemente varias das disfuncbes que ocorrem com a perda destes
hormonios envolvem disturbios metabdlicos, como a obesidade e a diabetes mellitus
tipo 2. Os farmacos mais comumente utilizados para o tratamento da DM2 também
apresentam riscos ao paciente, em alguns casos causando hipoglicemia por
exemplo. Entre as novas opc¢Oes terapéuticas, estd o uso de analogos do GLP1
(glucagon-like peptide 1). O GLP1 € um horménio peptidico liberado principalmente
pelas células L intestinais, ele estimula a secrecao de insulina pelas células 3 e inibe
a secrecao de glucagon pelas células a, mantendo a homeostase da glicose.
Também age no sistema nervoso central, e em diferentes depdsitos de tecido
adiposo. Tanto os esteroides sexuais (E2 e T) quanto o GLP1 e seus analogos
atuam regulando os diferentes depoésitos de tecido adiposo e recentemente, foi
demonstrado que estes horménios podem regular a liberacdo uns dos outros. Com
base no que ja esta descrito na literatura, propomos que a terapia com liraglutida
(um analogo do GLP1) possa impedir/reverter as alteracdes no metabolismo do
tecido adiposo induzidas pela castracdo. Foram utilizados ratos Wistar (Rattus
novergicus) machos e fémeas, com 60 dias de idade. Os animais foram submetidos
a gonadectomia ou passaram pelo processo cirlrgico, exceto a remocao dos
ovarios/testiculos (animais sham). Uma semana ap0s a cirurgia, iniciou-se 0
tratamento com a administracéo de liraglutida por 60 dias. Foram avaliados o ganho
de massa dos animais ao longo do tratamento; os niveis de glicose, triglicerideos e
colesterol total; a relacéo entre o peso corporal total e o peso de diferentes depdsitos
de tecido adiposo branco (TAB) e do tecido adiposo marrom (TAM); a atividade
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lipolitica, sintese de lipideos a partir de C**-glicose e oxidacéo de C**-glicose no em
diferentes depdsito de TAB e no TAM. O tratamento estimulou a redugdo da massa
total dos animais, a reducdo dos depdsitos de TAB, o aumento da oxidacdo de
glicose, a lipogénese, a lipdlise basal e estimulada pela epinefrina, sendo que, de
forma geral o tratamento parece ser mais efetivo nas fémeas do que nos machos.
Embora ainda existam questbes em aberto, os resultados encontrados até agora
indicam a administracéo de analogos do GLP1 como um promissor tratamento para
individuos com alteragcbes metabdlicas decorrentes de baixas concentracbes de

esteroides sexuais.



ABSTRACT

Sexual steroid hormones are very important for the maintenance of mammals’
homeostasis, regulating various functions besides reproduction. In males, the main
sex hormone is testosterone (T), whereas in females it is 17-B-estradiol (E2). The
reduction or even complete loss of sex steroids production is a physiological
condition that occurs after a certain age. In women, menopause is defined as the
spontaneous interruption of menstruation, while men experience andropause, a
similar but more gradual situation characterized by a reduction in T levels from the
age of 40 years. Many actions of E2 and T involve the regulation of metabolism,
consequently several of the dysfunctions that occur with the loss of these hormones
involve metabolic disorders, such as obesity and type 2 diabetes mellitus. The most
commonly used drugs for the treatment of T2D present risks to the patient, in some
cases causing hypoglycemia. Among the new therapeutic options, there is the use of
GLP1 analogues (glucagon-like peptide 1). GLP1 is a peptidic hormone released
mainly by intestinal L cells; it stimulates insulin secretion by B cells and inhibits
glucagon secretion by a cells, maintaining glucose homeostasis. It also acts on the
central nervous system, and on different adipose tissue deposits. Both sex steroids
(E2 and T), GLP1 and their analogues act by regulating different adipose tissue
deposits, and recently it has been shown that these hormones can regulate the
release of each other. Based on what has already been described in the literature,
our hypothesis is that liraglutide therapy (a GLP1 analog) may prevent / reverse
castration-induced alterations in adipose tissue metabolism. Male and female Wistar
rats (Rattus novergicus), 60 days old, were used. The animals were submitted to
gonadectomy or underwent the surgical procedure, except the removal of the
ovaries/testicles (sham animals). One week after surgery, treatment with liraglutide
was started. There were evaluated throughout the treatment: animals’ mass gain;
levels of glucose, triglycerides and total cholesterol; the relationship between total
body mass and different deposits of white adipose tissue (TAB) and brown adipose
tissue (TAM) mass; lipolytic activity, synthesis of lipids from C*-glucose and
oxidation of C*-glucose in the different TAB and TAM. The treatment reduced
animals total mass and white adipose tissue deposits, increased glucose oxidation,

lipogenesis, basal lipolysis and epinephrine, stimulated lipolysis and, in general, it
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seems to be more effective in females than in males. Although there are still open
guestions, the results found so far indicate that the administration of GLP1 analogues
are promising treatment for individuals with metabolic abnormalities due to low

concentrations of sexual steroids.
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1 INTRODUCAO

Os hormonios esteroides sexuais SG0 muito importantes para a manutengao
da homeostasia nos mamiferos, regulando vérias fungdes além da reproducéo. Nos
machos o principal horménio sexual é a testosterona (T) (LO et al., 2018;
MOORADIAN; MORLEY; KORENMAN, 1987). A maior parte da T circulante é
produzida nos testiculos pelas células de Leydig, tendo como precursor o colesterol.
A rota de sintese da T esta representada na figura 1. O principal estimulo para a
producdo da T € o horménio luteinizante (LH), liberado pela adeno-hipéfise em
resposta ao estimulo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), produzido no
hipotdlamo e liberado no sistema porta hipotalamico-hipofisario (CLAVIJO;
WAYLAND HSIAO, 2018). Por ser uma molécula lipofilica, a T tem facilidade em
atravessar a membrana das células, porém a maior parte da T plasmatica esta
associada a proteinas, como a globulina ligadora de horménios sexuais e a albumina
(LAMM; CHIDAKEL; BANSAL, 2016). A T age em diversos tecidos ao ligar-se a
receptores de androgenos (AR), que podem estar no citoplasma (regulam a
expressao génica, classicos) ou na membrana plasmatica (acoplados a proteina G,
menos comuns). Em diferentes células alvo, a T pode, além de ligar-se a um AR, ser
convertida em outro horménio como a dihidrotestosterona (DHT) ou a estrogénio,
pelas enzimas 5-a-redutase e aromatase, respectivamente (MOLINA- VEGA et al.,
2017; SESSA et al., 2018). O principal local de conversdo da T em estrégeno € o
tecido adiposo branco (TAB). Além das células de Leydig os androgenos também
sdo produzidos no cortex adrenal, embora em quantidades muito menores. Nas

fémeas o coértex adrenal é o principal local de sintese de T (MCHENRY et al., 2014).

Os andrégenos (T e DHT) agem em diversos tecidos, promovendo o
desenvolvimento das caracteristicas sexuais primarias e secundarias e a
espermatogénese (MOORADIAN; MORLEY; KORENMAN, 1987). Estes hormbnios
também participam da regulacdo do metabolismo intermediario, agindo no muasculo
esquelético aumentando a sensibilidade a insulina, no figado inibindo a lipogénese e
estimulando a oxidacdo de lipidios e a sensibilidade a insulina, no hipotalamo
aumentando o0 gasto energético e a sensibilidade tanto a leptina quanto a insulina e
nas células B pancreaticas aumentando a liberacdo de insulina (NAVARRO et al.,
2015).
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Figura 1: Esteroidogénese. Rotas de sintese do principais hormonios esteroides

sexuais.
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Fonte: MCHENRY et al. 2014

Nas fémeas os esteroides sexuais mais abundantes sdo 0s estrogénios, e 0
17-p-estradiol (E2) € o mais importante deles. O E2 é produzido nos foliculos
ovarianos em desenvolvimento (MAUVAIS-JARVIS; CLEGG; HEVENER, 2013). A
rota de sintese esta representada na figura 1. Para a producdo de E2 ocorrer sao
necessarios tanto o LH como o horménio foliculo estimulante (FSH), ambos
produzidos na adeno-hipdéfise, em resposta ao GnRH (SIMPSON, 2003). Nas células
alvo o E2 se liga a receptores de estrogénios (ERs) que podem estar tanto na
membrana acoplados a proteina G (GPER) como no citosol (ERa e ERB) (Figura 2).

Diversos tecidos possuem ERs, e ao entrar na célula o E2 liga-se a seu receptor,
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que forma dimeros e no nucleo, liga-se a elementos responsivos a estrogenos,
promovendo ou inibindo a expressdo de determinados genes (MAUVAIS-JARVIS;
CLEGG; HEVENER, 2013).

Figura 2: Mecanismos celulares de ac&o estrogénica. Vias gendmicas séo
mostradas em setas vermelhas, enquanto vias ndo gendmicas sao mostradas em
setas azuis. Abreviaturas: estrogénio E2, receptor estrogénico ER, elemento de
resposta estrogénica ERE, testosterona T, receptor acoplado a proteina G GPCR,
fosfoinositideo 3-quinase PI3K, proteina quinase ativada por mitbgeno MAPK,
proteina quinase B de AKT.
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Fonte: adaptado de IORGA et al., 2017

Além destas acbes, 0s estrogenos sdo muito importantes na regulacdo do
metabolismo intermediario. Eles agem em diferentes tecidos, como figado, musculo
esquelético, tecido adiposo, no sistema nervoso central e em células  pancreaticas
(KIM; CHO; KIM, 2014; MAUVAIS-JARVIS; CLEGG; HEVENER, 2013). No figado o

E2 participa da regulacdo de genes envolvidos na lipogénese inibindo-os, além de
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reduzir a resisténcia a insulina neste tecido (BRYZGALOVA et al., 2008). No
musculo esquelético o E2 também melhora o quadro de resisténcia a insulina,
agindo pelas vias da proteina quinase B (PKB ou AKT) e da proteina quinase
ativada por adenosina monofosfato (AMPK), além de estimular a oxidacao de lipidios
(MAHER et al., 2010; MAUVAIS-JARVIS; CLEGG; HEVENER, 2013). Estes efeitos
estao claramente relacionados a ativagédo do ERa, enquanto a ligagado ao ER[3 (muito
menos expresso) aumenta a resisténcia a insulina (BARROS et al., 2006). O tecido
adiposo é um dos principais locais de acao dos estrogenos, onde estes hormdnios
promovem o aumento da lipdlise e da oxidacdo de lipidios, e inibe a captacdo de
acidos graxos e a sintese de triglicerideos (D’EON et al., 2005; LUNDHOLM et al.,
2008; MAUVAIS-JARVIS; CLEGG; HEVENER, 2013). Além de aumentar a
sensibilidade a insulina de forma sistémica (BRYZGALOVA et al., 2008; MAUVAIS-
JARVIS; CLEGG; HEVENER, 2013), o E2 também age diretamente nas células 3

melhorando a secrecao de insulina estimulada pela glicose (WONG et al., 2010).

A reducdo ou mesmo perda quase completa da producdo de esteroides
sexuais € uma condicao fisiolégica que ocorre apds certa idade. A menopausa é
definida como a interrupcdo espontanea nas menstruacdes por um periodo de 12
meses. A maioria das mulheres entra na menopausa entre os 49 e 51 anos
(TAKAHASHI; JOHNSON, 2015). Em homens ocorre uma situacdo semelhante,
porém mais gradual, a andropausa, caracterizada pela reducdo nos niveis de
testosterona em homens a partir dos 40 anos que pode levar ao desenvolvimento de
hipogonadismo funcional (ABDELHAMED et al.,, 2015; HARRISON, 2011;
JENSTERLE et al., 2019). Embora os esteroides sexuais sejam muito importantes
para o desenvolvimento e para a regulacao de diversas funcdes, em determinadas
situacfes a remocao das gbnadas é um procedimento desejavel, que melhora a
condicao clinica e a expectativa de vida do individuo, sendo utilizada em homens e
mulheres com diferentes tipos de tumores (HALDAR et al., 2011; LO et al., 2018;
YEGNASUBRAMANIAN et al., 2018).

Muitas das acdes do E2 e da T envolvem a regulacdo do metabolismo,
consequentemente varias das disfuncbes que ocorrem com a perda destes
horménios envolvem distarbios metabdlicos. A reducédo na concentracdo plasmatica
destes hormodnios, especialmente de E2, esta claramente relacionada a maior
incidéncia de obesidade e de resisténcia a insulina (LIZCANO; GUZMAN, 2014).
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Nos Estados Unidos (EUA), por exemplo, estima-se que 65% das mulheres entre 40
a 59 anos séo obesas, aumentando para 73,8% em mulheres acima de 60 anos
(WHO, 2016).

Atualmente a obesidade é considerada uma epidemia global e um dos
problemas de salude mais sérios em diversos paises. Conforme a Organizacao
Mundial da Saude (WHO, 2016), existem cerca de 600 milhdes de pessoas obesas
ao redor do globo, incluindo 41 milhdes de criancas com menos de 5 anos. A
obesidade é definida como um estado onde o acumulo excessivo de gordura no
tecido adiposo causa sérios problemas de satde (LOPEZ; TENA-SEMPERE, 2015).
A epidemia de obesidade também se estende aos animais domésticos, nos EUA
estima-se que 53,8% dos cées e 58,2% dos gatos sdo obesos ou com sobrepeso
(KIM; CHO; KIM, 2014). Devido a longa historia coevolutiva com os humanos, cées e
gatos apresentam predisposicao genética similar aos humanos para cerca de 200
patologias, incluindo a obesidade (DE GODOY; SWANSON, 2013). Assim como em
humanos, a obesidade diminui a expectativa de vida nos animais domésticos (DE
GODOY; SWANSON, 2013). Devido a expansdo da populacdo de animais de
companhia, a castracdo se tornou um procedimento comum. Nos EUA, 75% destes
animais sao castrados (DE GODOY; SWANSON, 2013), e similar ao que ocorre em
humanos, a castracdo aumenta a tendéncia a obesidade (DE GODOY; SWANSON,
2013; FRIED; LEE; KARASTERGIOU, 2015; LOPEZ; TENA-SEMPERE, 2015).

A etiologia da obesidade é heterogénea, dependendo de interacdes entre
fatores genéticos, ambientais (dieta hipercalérica e sedentarismo) e psicossociais
(DE GODOY; SWANSON, 2013; FAN et al., 2005). As comorbidades associadas a
obesidade incluem hipertensdo, doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica,
desordens musculoesqueléticas, hiperlipidemia, apneia do sono, alguns tipos de
cancer e principalmente resisténcia a insulina, que pode evoluir para diabetes tipo 2
(DM2) (DE GODOY; SWANSON, 2013; HUANG et al., 2016; LOPEZ; TENA-
SEMPERE, 2015). A DM2 é uma complexa patologia endocrino-metabdlica
caracterizada pelo desenvolvimento de resisténcia periférica a insulina e disfuncéo
na secrecao de insulina pela células 8, levando a um quadro de hirglicemia. Além
destas alteracbes a DM2 pode levar a outras complicacbes, como nefropatia,
hipertencéo, dislipidemia, esteatose hepatica e inflamacéo sistémica (KHARROUBI;

DARWISH, 2015).
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A principal forma de tratamento para a obesidade e para a DM2 consiste na
mudanca de habitos, que envolve alteragbes na dieta e prética regular de exercicio
fisico. Todavia a intervencéo farmacologica é necessaria em diversos casos. Devido
aos efeitos colaterais, muitos medicamentos usados para o tratamento da obesidade
foram retirados do mercado (LIN et al., 2005). Os farmacos mais comumente
utilizados para o tratamento da DM2 também apresentam riscos ao paciente, em
alguns casos causando hipoglicemia por exemplo (BODMER et al., 2008). Quando
estas patologias estdo associadas a menopausa, a terapia de reposicao estrogénica
contribui para a diminuicdo da obesidade, porém aumenta a tendéncia ao cancer de
mama, sendo contra indicada em mulheres com tendéncia genética para o cancer
de mama (ARORA et al., 2016; LIN et al., 2005; LIZCANO; GUZMAN, 2014). Dessa
forma, a busca por novas terapias para o tratamento da obesidade € uma questao
cientifica urgente (LOPEZ; TENA-SEMPERE, 2015). Entre as novas opgdes
terapéuticas, o uso de moduladores seletivos de receptores estrogénicos tais como
o tamoxifeno, analogos do GLP1 (glucagon-like peptide 1), o uso de GLP1
associado a E2 (17-B-estradiol) e GLP1 associado a agonistas B3-adrenérgicos
estdo em estudo (CAO et al.,, 2014; DECARA et al., 2018; FINAN et al., 2012;
LIZCANO; GUZMAN, 2014; LOCKIE et al., 2012; LOPEZ; TENA-SEMPERE, 2015;
VANGOITSENHOVEN; MATHIEU; VAN DER SCHUEREN, 2012; WU; COHEN;
SPIEGELMAN, 2013). Outra proposta terapéutica em estudo consiste na ativacao do
tecido adiposo marrom (TAM) (FRIED; LEE; KARASTERGIOU, 2015;
VANGOITSENHOVEN; MATHIEU; VAN DER SCHUEREN, 2012).

Apés as refeicdes, a chegada de nutrientes ao intestino, estimula a liberacéo
de hormbnios conhecidos como incretinas, tais como o GLP1 e o GIP (peptideo
inibitério gastrico). O GLPL1 é liberado principalmente pelas células L intestinais, mas
também pode ser secretado pelas células a pancreaticas, sendo sintetizado a partir
do mesmo pré-horménio que o glucagon (HANDGRAAF et al., 2018). Receptores de
GLP1 (GLP1Rs) sado expressos no sistema nervoso central (SNC) e perifericamente
no pancreas, estbmago, intestino, coracéao, rins, musculatura esquelética e no tecido
adiposo (ROWLANDS et al., 2018; SECHER et al., 2014) (Figura 3). Esses
hormbénios possuem efeitos tréficos sobre as células B, estimulam a secrecédo de
insulina e inibem a secrecéo de glucagon pelas células a, mantendo a homeostase
da glicose (BAGGIO; DRUCKER, 2007; NAUCK; MEIER, 2017). Também inibem o
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esvaziamento gastrico, prolongando a sensacdo de saciedade e reduzindo a
ingestdo alimentar (NAUCK; MEIER, 2017). As incretinas diminuem os niveis pos-
prandiais de lipideos, reduzem marcadores de inflamagdo, diminuem o estresse
oxidativo e apresentam varios efeitos cardiovasculares benéficos (RAVASSA;
ZUDAIRE; DIEZ, 2012; ZHANG et al., 2018). Em conjunto, essas acdes sé&o
conhecidas como "efeito incretina". Porém, as incretinas possuem uma meia vida
curta, sendo desativadas pela enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP4). Em pacientes
com DM2, o efeito incretina esta atenuado (VANGOITSENHOVEN; MATHIEU; VAN
DER SCHUEREN, 2012). Assim, inibidores da DPP4 e agonistas dos receptores de
GLP1 foram desenvolvidos para o tratamento da DM2. Entre esses, o liraglutida e o
exenatide estdo sendo amplamente utilizados principalmente porque reduzem a
hiperglicemia sem causar risco de hipoglicemia e porque reduzem o peso corporal
(AHMADI et al., 2018; VANGOITSENHOVEN; MATHIEU; VAN DER SCHUEREN,
2012).

Figura 3: Mecanismo de ag¢ao do GLP1 na célula B pancreatica.
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Fonte: VANGOITSENHOVEN et al., 2012.

No SNC GLP1Rs foram encontrados na hipofise e em nudcleos hipotalamicos

que participam no controle da saciedade (LOCKIE et al, 2012
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VANGOITSENHOVEN; MATHIEU; VAN DER SCHUEREN, 2012). A administracéo
intra-cerebro-ventricular de GLP1 em dose Unica ou infusdo reduz o consumo
alimentar e o0 peso corporal, aumenta a atividade sindptica nos neurdnios
hipotalamicos que controlam as fibras simpéticas para o TAM estimulando a
termogénese em camundongos e ratos (BEIROA et al., 2014). Esse efeito é
mediado pelo aumento na expressao de genes termogénicos PGC1a, UCP1, FIO2 e
FGF21 (LOCKIE et al., 2012).

Além dos efeitos classicos no pancreas e no SNC, o GLP1 age em outros
tecidos muito importantes para a regulacdo da homeostase energética (ROWLANDS
et al.,, 2018). No musculo esquelético foi demonstrado que agonistas do GLP1R
estimulam a sintese de glicogénio, a atividade da glicogénio sintase e inibem a
glicogénio fosforilase (GREEN et al.,, 2012; ROWLANDS et al.,, 2018). Outros
trabalhos demonstram ainda que, a ativacdo do GLP1R estimula a translocacéo do
transportador de glicose 4 (GLUT4) e captacao de glicose nos miocitos, por uma via
de sinalizagdo envolvendo a AMPK e a ativacdo da TBC1D1 (ANDREOZZI et al.,
2016; DECARA et al., 2018). A circulagéo portal faz com que o figado seja o 6rgao
gue recebe sangue com a maior concentracdo de GLP1 no organismo, e embora
ainda se discuta o efeito direto desta incretina no hepatdcitos, diversos efeitos de
seus analogos ja foram descritos (ROWLANDS et al., 2018). Entre estes efeitos
estdo o aumento na concentragdo de glicogénio e atividade da glicogénio sintase a
(REDONDO et al., 2003), inibicdo da glicogendlise estimulada pelo glucagon
(IKEZAWA et al., 2003), reducédo na expressao de enzimas da via gliconeogénica
(YANG et al.,, 2017) e melhora no quadro de esteatose pela regulacdo das vias
AMPK/mTOR (mammalian target of rapamycin) (HE et al.,, 2016). J& no tecido
adiposo agonistas do GLP1 estimulam a diferenciacdo de adipdcitos, a termogénese
e inibem a acido graxo sintase (BEIROA et al., 2014; CHEN et al., 2017). Além dos
efeitos causados diretamente nos adipocitos, o GLP1 também age em células do
sistema imune residentes no tecido adiposo como os iINKT (adipose-resident
invariant natural killer T). ApoOs estimuladas estas células liberam o fator de
crescimento de fibroblastos 21 (FGF21), que por sua vez estimula os adipdcitos

promovendo aumento na termogénese (LYNCH et al., 2016).
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Figura 4: AcOes classicas do GLP1. Resumo das ac¢des descritas do GLP1 em
tecidos periféricos. A maioria dos efeitos do GLP-1 € mediada pela interacéo direta
com GLP-1Rs em tecidos especificos. No entanto, algumas a¢des do GLP-1 podem

ocorrer por meio de mecanismos indiretos (insulina e sistema nervoso autbnomo

simpatico).

Brain

A Neuroprotection

£ v Appetite
Vi Heart Ty
A Cardioprotection
\'\ A Cardiac function
s \ Stomach
. Intestine
'Ka f
" 4 ! I v "
s . A
“GLP-1 '
= ,;( : v Gastric emptying
1 W4
'Raw
~ e
Liver
J Yn..h' \ Pancreas
Glucose production >
¥ E Insulin P
sensitivi b 1
Y i~
o**
o*® " "
&z 4 Insulin secretion
At‘i:"pose ¥ Glucagon secretion
ssue Muscle A Insulin biosynthesis

A B-cell proliferation
v B-cell apoptosis

A Glucose uptake
and storage

Fonte: BAGGIO; DRUCKER, 2007

Existem trés tipos conhecidos de tecido adiposo em mamiferos, o tecido
adiposo branco (TAB), o tecido adiposo marrom (TAM) e o tecido adiposo bege
(TABe). Embora os trés tipos possuam depositos de lipidios, suas fungdes sdo muito
diferentes (WU; COHEN; SPIEGELMAN, 2013). O TAB é considerado o principal
reservatorio energético do corpo, e possui um importante papel na regulacdo do
metabolismo intermediario (HERTZEL et al., 2008). A principal funcdo do TAM é a
geracdo de calor a partir da atividade da proteina desacopladora-1 (UCP-1)
(NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2007). Ja o tecido adiposo bege € uma
espécie de intermediario entre os outros dois tipos (WU; COHEN; SPIEGELMAN,
2013).
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O TAB é formado por diversos tipos celulares, como adipécitos maduros, pré-
adipdcitos, células endoteliais vasculares, fibroblastos, macréfagos e células tronco
mesenquimais, sendo bem inervado e vascularizado (LAPID et al., 2014). Os
adipécitos brancos possuem uma goticula de lipideos ocupando quase todo o
citoplasma, enquanto o nucleo e uma fina camada de citosol ficam na periferia da
célula (BARNEDA et al., 2013). A funcéo classica do TAB é de armazenar energia
na forma de triacilglicer6is (TAG). Os TAG sdo formados por uma molécula de
glicerol e trés acidos graxos. A regulacdo dos processos de sintese (lipogénese) e
degradacao (lipdlise) dos TAG depende de diversos estimulos, tanto hormonais
como nervosos (BARNEDA et al.,, 2013; HANSEN, F. M.; FAHMY, N.; NIELSEN,
1980).

Apoés a descoberta da leptina (ZHANG et al., 1994), o TAB passou a ser
considerado como uma importante glandula enddcrina, capaz de produzir diversas
moléculas (a maioria hormoénios) bioativas, tais como as citocinas inflamatorias (fator
de necrose tumoral a -TNFa e interleucina 6 -IL6) assim como as adipocinas ou
adipocitocinas (resistina, adiponectina), estrogenos entre outros (DE GODOY;
SWANSON, 2013; FRIED; LEE; KARASTERGIOU, 2015). A leptina atua
fisiologicamente como um agente anorexigeno, diminuindo a ingestao alimentar em
individuos saudaveis. Porém, em camundongos e humanos obesos, pode ocorrer
resisténcia a leptina e hiperleptinemia, exacerbando o desenvolvimento do tecido
adiposo (DE GODOY; SWANSON, 2013; LIN et al., 2005). Outro horménio elevado
na obesidade € a resistina, a qual aumenta a producdo de citocinas inflamatorias,
aumentando o quadro inflamatério e, muitas vezes agravando a resisténcia a
insulina (DE GODOY; SWANSON, 2013). Em contraste, a adiponectina diminui em
individuos obesos e/ou com resisténcia a insulina e o aumento na relacéao
leptina/adiponectina tem sido utilizada como indicativo de resisténcia a insulina (DE
GODOY; SWANSON, 2013; KIM; CHO; KIM, 2014).

O TAB é anatomicamente dividido em tecido adiposo subcutaneo e visceral.

Cada um deles ainda pode ser dividido em diversos depdsitos, que possuem
caracteristicas morfolégicas e funcionais proprias (FRIED; LEE; KARASTERGIOU,
2015). Por exemplo, a distribuicdo dos subtipos de receptores adrenérgicos varia
entre os depositos viscerais e subcutaneos, determinando a intensidade da acéo
lipolitica da adrenalina e da noraepinefrina (NE) (FRIED; LEE; KARASTERGIOU,
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2015). Mulheres possuem maiores depdsitos de gordura corporal do que os homens,
dos quais 80 - 90% estdo armazenadas em depdsitos subcutaneos, principalmente
na regiao gluteofemoral. Em consequéncia, o corpo adquire um formato que lembra
o de uma pera (FRIED; LEE; KARASTERGIOU, 2015; KIM; CHO; KIM, 2014). Em
contraste, os homens tendem a desenvolver obesidade central (formato de maca)

devido ao acumulo de gordura em depdsitos viscerais na regidao abdominal.

Enquanto a gordura gluteofemoral em mulheres estd associada a protecéo da
homeostase glicose - insulina, 0 acimulo de gordura na regido da cintura, em ambos
0S sexos, esta associado a um risco mais elevado para doencas metabdlicas
incluindo DM2 (FRIED; LEE; KARASTERGIOU, 2015; KIM; CHO; KIM, 2014). Em
mulheres jovens, os adipdcitos intra-abdominais e subcutaneos sdo mais sensiveis a
insulina do que os dos homens (KIM; CHO; KIM, 2014). Porém, ap0s a menopausa,
os depositos de gordura abdominal tendem a aumentar (KIM; CHO; KIM, 2014). Em
roedores, além dos depdsitos subcutaneo e retroperitoneal, a obesidade aumenta os
depdsitos de gordura renal e epididimal (machos) e parametrial (fémeas) (FRIED;
LEE; KARASTERGIOU, 2015). A comparagcao entre o transcriptomas da gordura
omental humana e a epididimal de camundongo apresentou muitas similaridades,
sugerindo que o camundongo € um modelo de estudo adequado (FRIED; LEE;
KARASTERGIOU, 2015).

Mamiferos altriciais como os roedores, possuem um pequeno depdsito de
TAM na regido interescapular ao nascer, porém este deposito aumenta ao longo da
vida e permanece ativo nos adultos. Nos mamiferos precoces, como 0os humanos e
as ovelhas, o0s recém-nascidos possuem depdsitos de TAM na regido
supraclavicular (pescoco) e ao redor dos rins (perirrenal) e do coracao (pericardial).
Porém esses depositos regridem nos adultos (HARMS; SEALE, 2013; SYMONDS;
POPE; BUDGE, 2015). Por muito tempo pensou-se que o TAM nédo estava presente
em humanos adultos, entretanto em um estudo publicado em 2007 por Nedegaard e

cols. foi demonstrado que o TAM estava presente e ativo em humanos adultos.

A principal célula do TAM é o adipécito marrom, que difere dos adipdcitos
brancos quanto a funcdo, morfologia e origem embrionaria. Os adip6citos marrons
apresentam esta coloracdo por que possuem um grande nimero de mitocéndrias no
seu citoplasma. Estas organelas sdo muito numerosas porque elas sao as

responsaveis pela formacdo de calor, a principal funcdo desses adipécitos (SAELY;
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GEIGER; DREXEL, 2011). A funcdo termogénica das mitocdndrias € atribuida a
atividade da UCP-1. Esta proteina atua como um canal permitindo o vazamento dos
prétons que sdo concentrados no espaco intermembranas, durante as reacfes da
cadeia de transporte de elétrons. Desta forma a producéo de trifosfato de adenosina
(ATP) é reduzida e a energia do gradiente de protons é transformada em calor
(SAELY; GEIGER; DREXEL, 2011). Outra caracteristica que diferencia os adipdcitos
marrons dos brancos é o tamanho e a quantidade de goticulas lipidicas. Nos
adipécitos marrons existem varias pequenas goticulas que armazenam TAG, ao
invés de uma Unica gota que ocupa a maior parte do volume celular. Esta
caracteristica torna mais facil o acesso de enzimas lipoliticas aos TAG, pois a
superficie total onde estas enzimas podem agir € maior (BARNEDA et al., 2013).

Em resposta a exposi¢ao ao frio, o hipotalamo ativa o0 mecanismo reflexo de
termorregulagdo no qual a estimulagdo do sistema nervoso simpatico induz a
liberacdo de NE nos terminais sinapticos que chegam ao TAM. Apos a ligacao aos
receptores B, a NE aumenta os niveis de AMPc (monofosfato ciclico de adenosina),
ativando a PKA (proteina cinase A). Por sua vez, a PKA atua sobre as goticulas de
gordura, estimulando a lipdlise. Os acidos graxos liberados entram nas mitocondrias
incrementando a atividade do ciclo de Krebs e da UCP1, aumentando a
termogénese. A PKA também ativa fatores de transcricdo como o Creb, Pgc-1a e
Atf2, aumentando a expressdo de genes termogénicos. Em especial o Pgc-1a é
considerado um fator de transcricdo chave na ativacdo adrenérgica da termogénese
(HARMS; SEALE, 2013).

O TABe pode ser encontrado por entre as células do TAB na regido
supraclavicular em humanos e em depdsitos subcutaneos (inguinais) e viscerais
(perigonadal) em roedores (HARMS; SEALE, 2013). Os adipécitos beges possuem a
mesma origem embrioldégica que os adipécitos brancos, e enquanto nao sao
estimulados, apresentam a mesma morfologia. Porém quando sao estimulados pelo
frio, pelo sistema nervoso simpatico, catecolaminas, ou por alguns outros
mediadores como o Ppar-y (peroxisome proliferator-activated receptor y), as células
adiposas beges passam a ter aparéncia multilocular, expressam UCP-1 e
apresentam atividade termogénica de forma semelhante ao TAM (HARMS; SEALE,
2013; KAJIMURA; SPIEGELMAN; SEALE, 2015). A principal diferenca fisiologica
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entre o TAM e TABe, esta no fato do TAM apresentar alta expressdo de UCP1
independentemente da exposi¢ao ao frio (HARMS; SEALE, 2013).

A descoberta da relacdo inversa entre ativacdo do TAM e/ou do TABe e
obesidade tem despertado grande interesse cientifico. Porém uma questao ainda
ndo respondida é se a reducdo na capacidade termogénica é causa ou
consequéncia da obesidade. Independente da resposta, 0 aumento na atividade do
TAM e/ou do TABe parece ser uma alternativa terapéutica promissora para o
tratamento da obesidade e da DM2 (HARMS; SEALE, 2013). Outra questdo em
aberto é a caracterizacdo de marcadores moleculares que possam identificar cada

tipo de adipdcito.

Além de tanto os esteroides sexuais (E2 e T) quanto o GLP1 e seus analogos
atuarem regulando os diferentes depoésitos de tecido adiposo, recentemente foi
demonstrado que estes hormdnios podem regular a liberacdo uns dos outros
(HANDGRAAF et al.,, 2018; MASKE et al.,, 2017; NAVARRO et al.,, 2016;
OUTEIRINO-IGLESIAS et al., 2015; WANG et al., 2017a). A administracio de GLP1
em ratas causou aumento na liberacdo de LH no periodo pré-ovulatorio,
influenciando as concentracdes posteriores de progesterona estradiol (OUTEIRINO-
IGLESIAS et al., 2015). Em um estudo de 2018, Handgraaf e colaboradores
demonstraram que camundongas ovariectomizadas apresentam aumento nas
concentracfes plasmaticas de glicose e de glucagon, e reducdo na concentracédo de
insulina. Quando os animais séo tratados com reposicao de E2 estas alteracfes sao
revertidas. Neste mesmo estudo foi verificado que o tratamento com E2 em animais
castradas aumenta a liberacdo de GLP1 tanto das células L (intestinais) quanto das
células a (pancreaticas). JA Navarro et al. (2016) demonstraram que a ativacdo do

AR nas células 3 estimula a liberacéo de insulina mediada pelo GLP1.

1.1 HIPOTESE

A recente descoberta do BAT em humanos tem impulsionado uma nova frente
de pesquisa com vistas ao controle da obesidade. Estudos recentes demonstraram
gue a UCP-1 esta ativa tanto no TAM quanto em areas especificas do TAB (bege)
de humanos adultos. A décadas ja se sabe que os esterdides sexuais possuem

papeis importantes na regulacdo, tanto da atividade do tecido adiposo branco,
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quanto do metabolismo intermediério. Estudos com animais castrados demonstram
que a diminuicdo nos esterdides sexuais induz a obesidade. Recentemente foi
descrita a grande influéncia que o E2 exerce na atividade do TAB, assim como a
interrelacdo dos estrégenos sexuais com o GLP1. A retirada das principais fontes
desses hormoénios (castracdo) influencia negativamente a atividade termogénica
(UCP-1) tanto de adipdcitos marrons quanto de adipdcitos beges. Em contrapartida,
recentemente foi descrito que o GLP1, além dos efeitos jA& conhecidos no
metabolismo da glicose, também estimula a termogénese no BAT. Assim, propomos
gue a terapia com liraglutida (Victoza®©) possa impedir/reverter as alteracdes no
metabolismo do tecido adiposo induzidas pela castracdo. Além do uso potencial por
mulheres em menopausa, esse tratamento também poderia ser utilizado em animais

de companhia apos a castracao.

1.2 OBJETIVOS

Pretende-se estudar se os efeitos metabodlicos da castracdo (ovariectomia e
orquiectomia) podem ser aliviados pelo tratamento com liraglutida. Para tal, seréo

avaliados como objetivos especificos:
- O ganho de massa dos animais ao longo do tratamento.
- A bioquimica plasmatica: os niveis de glicose, triglicerideos e colesterol total

- A relacdo entre o peso corporal total e o peso de diferentes depdsitos de TAB

(retroperitoneal, perirrenal e gonadal) e do TAM.

- Bioguimica e metabolismo tecidual: TAB perirrenal, retroperitoneal e gonadal:
atividade lipolitica, sintese de lipideos a partir de C'*-glicose e oxidacdo de C-

glicose.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos e fémeas, com 60

dias de idade, provenientes do Centro de Reproducédo e Experimentacédo de Animais
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de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Os animais foram separados em quatro grupos experimentais: machos controle,
fémeas controle, machos castrados e fémeas castradas. O biotério setorial do
Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude (ICBS), UFRGS, foi o local de alojamento
dos animais. Foram seguidas as condicbes padrdo de biotério, como ciclo
claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (21 + 2°C), umidade relativa do ar
de 70%, racdo e 4gua a vontade. As medidas dos caixas de polipropileno utilizadas
eram: 340 mm de largura x 410 mm de comprimento x 200 mm de altura. Foram
realizadas trés trocas de caixas por semana, com aproximadamente 03 cm de cama
de maravalha previamente autoclavada, e a lotacdo maxima de 3 animais por caixa.
Os animais receberam racado comercial para roedores (Nuvilab CR1®) durante todo
o periodo experimental. Todos os pesquisadores envolvidos no manuseio dos
animais possuem treinamento para este fim. Também estdo treinados para
identificar o desconforto/ sofrimento de animais de laboratorio pelas caracteristicas
fisicas e comportamentais e visam garantir principalmente o bem-estar animal. As
instalacdes utilizadas estdo em conformidade com a Lei Arouca n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008 e apresentam credenciamento e acompanhamento do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA). O calculo do tamanho
amostral foi efetuado utilizando-se o software G*Power 3.1.9.2 (Schleswig-Holstein,
Alemanha). No calculo do tamanho da amostra foram considerados probabilidade de
erro a = 0,05, poder do teste estatistico = 0,80. Também foram usados como base
para calculo os resultados de protocolos experimentais de nosso laboratorio. O
calculo amostral estimou um “n” total igual a 88 animais, sendo 44 fémeas (11
animais por grupo x 4 grupos) e 44 machos (11 animais por grupo x 4 grupos). O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS sob o
namero 32558.

2.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Pesquisadores treinados realizaram as cirurgias, que consistem na remocao
cirrgica dos ovérios das fémeas destinadas aos grupos ovariectomizadas, e na
retirada dos testiculos dos machos do grupo orquiectomizados. Os animais foram
anestesiadas (xilazina 5 mg/kg e cetamina 100 mg/kg) administradas por via

intraperitoneal (volume méaximo de 3ml) e os procedimentos cirdrgicos foram
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realizados segundo as técnicas descritas por IDRIS, (2012). Ap6s a cirurgia 0s
animais foram acompanhados em local aquecido, individualizados, até a total
recuperacdo da anestesia para retorno a biotério setorial. Os animais foram
medicados com paracetamol (200mg/kg v.0.). Os animais dos grupos sham também
passaram pelo processo cirargico e acompanhamento, exceto a remocao dos
ovarios/testiculos. Segundo a diretiva européia 86/609/EEC, que classifica os graus
de severidade dos procedimentos laboratoriais com animais, este procedimento é
caracterizado como moderado, pois 0s animais passarao por algum grau de dor, que
sera amenizado pela medicacdo anestésica/ analgésica, mas nao terdo prejuizo no

bem-estar.

Uma semana apds a cirurgia, iniciou-se o tratamento com administracdo
subcuténea diaria de liraglutida (Victoza®) a 4ug/kg ao anoitecer por sessenta (60)
dias (CAO et al., 2014). Assim, os animais foram sub-divididos em 4 grupos para
cada sexo (8 grupos no total): Sham tratado com salina; sham tratado com

liraglutida; castrado tratado com salina e castrado tratado com liraglutida.

2.3 MANUTENCAO E EUTANASIA

A avaliacdo semanal da massa corporal dos animais foi realizada durante os
dois meses de tratamento. Os animais foram mortos por decapitacdo em guilhotina
para roedores, sem anestesia, para obtencdo do sangue total e dos tecidos. O
método escolhido para eutanasia baseia-se no fato deste ser um método eficaz que
produz alteracdes fisioldégicas minimas nos tecidos. Considerando a necessidade de
obtencdo de sangue periférico e realizacdo de analises celulares e bioquimicas,
nenhum anestésico ou outra substancia foi injetado nos animais por ocasido da
decapitacdo. A morte dos animais sob anestesia, apesar de desejavel, é
incompativel com nossos protocolos, pois todos 0s anestésicos comumente
utilizados em estudos com animais levam a uma intensa hiperglicemia em roedores,
0 que, no nosso caso poderia se tornar um viés de estudo (BROWN et al., 2005;
SAHA et al., 2005). Apds a eutanasia, foram coletados amostras de sangue e dos
diferentes depdsitos de TAM e de TAB: TABrt (retroperitoneal), TABpr (perirrenal),
TABg (perigonadal). Apds serem pesadas, as amostras de tecidos foram utilizadas

para avaliar a oxidacdo da glicose (conversao a CO,), a lipdlise e a lipogénese.
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2.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS DO SORO

Ap6s a coleta do sangue, o soro foi separado e congelado a -20°C. Os
parametros glicose, colesterol total, triglicerideos foram avaliados conforme com a

utilizacdo de kits comerciais colorimétricos (Labtest®).

2.5 LIPOLISE BASAL E ESTIMULADA

Amostras de tecidos foram incubadas em frascos com solucéo fisioldgica
Ringer Krebs Bicarbonato (KRB), pH 7,4, contendo 1% de albumina sérica bovina
(BSA), 5mM de glicose e solucdo de adrenalina (2,5 x 10™*M) e acido ascérbico (2,5
x 10*M). Os frascos foram aerados com carbogénio (95% 02:5% CO,), fechados e
incubados por 60 minutos a 37°C. Apés a incubacdo, o meio de incubacdo foi
coletado e guardado em tubos tipo eppendorf para posterior dosagem de glicerol
(STICH et al., 1997). O ensaio de lipdlise basal foi realizado da mesma forma, porém
a adrenalina nao foi adicionada no meio de incubac&o. A concentracao de glicerol
liberado no meio de incubacdo foi determinada enzimaticamente usando um Kkit
comercial (R-Biopharm®). Os resultados foram expressos como mg de glicerol

liberado no meio/grama de tecido.

2.6 CONVERSAO DE GLICOSE EM CO;

Aproximadamente 200 mg de tecido foram colocados em frascos com tampa
de borracha contendo 1 mL de KRB 1% BSA pH 7,4, 0,10 uCi de [U-**C]-glicose (55
mCi/mmol GE-Healthcare) e 5mM glicose. As tampas de borracha foram acopladas
a vidros em formato de “J” com um poco onde foi colocado papel 3MM para a
captacdo do *CO, resultante da oxidacéo da **C-glicose. Os tecidos foram aerados
com carbogénio (O,: CO,, 95:5% v/v) por 30 segundos e as tampas, posteriormente,
fechadas e vedadas com parafime. Os tecidos foram incubados durante 120
minutos, a 37°C sob agitacdo constante em banho metabdlico. A reacdo de oxidacao
foi interrompida injetando-se nos pocos 0,25 mL de NaOH 2M e 0,25 mL de TCA
50% no meio de incubacao, através da tampa de borracha. Os tubos foram deixados

& temperatura ambiente por 24 horas para a captacédo do **CO, formado. Apés este
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periodo, foram retirados os vidros em formato de “J” e colocados em frascos de
contagem com 10 mL do liquido de cintilagdo [Tolueno - Triton X100 (2:1) — PPO
(0,4%) e POPOP (0,01%)] e levados a um contador LKB-Wallac, para determinar a
formacdo do '*CO,. Os resultados foram expressos em pg de *C-glicose
incorporados em **CO; por mg de tecido por hora (COZER et al., 2016; TORRES et
al., 2001).

2.7 CONVERSAO DE GLICOSE EM LIPIDIOS

Os tecidos foram coletados e colocados em KRB gelada. Em seguida,
transferidos para tubos com meio de incubacdo contendo 1 mL de KRB 1% BSA pH
7,4, 0,10uCi de [U-'*C]-glicose (55 mCi/mmol GE-Healthcare) e 5mM glicose. As
amostras forem aeradas com carbogénio (O2:CO,, 95:5% v/v), e os tubos fechados.
Apoés incubacédo a 37°C por uma hora, as amostras foram lavadas com KRB e
homogeneizadas em homogeneizador Potter com cloroformio: metanol na proporgcao
de 2:1. O homogeneizado foi entdo transferido para um tubo contendo solucdo de
cloroformio- metanol (2:1), e agitado no vortex para solubilizar o precipitado e em
seguida centrifugado por 10 min a 800g. Apds a centrifugacao, a fracao lipidica foi
transferida para tubos especificos para contagem de radioatividade e apds a
completa evaporacao acrescentou-se 2 mL de liquido de cintilagéo [Tolueno - Triton
X100 (2:1) — PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)]. Procedeu-se a contagem da
radioatividade incorporada no contador LKB-Wallac com 95%. Os resultados foram
expressos em pg de **C-glicose incorporados em **C-lipideos por mg de tecido por
hora (BUENO; AZZOLIN; PERRY, 1994; COZER et al.,, 2016; DOS SANTOS
FAGUNDES, 2001).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos resultados foi analisada utilizando-se o teste de Levene.
Os dados que possuiam distribuicdo normal comparados utilizando a andlise de
variancia de duas vias (ANOVA) complementada pelo pos teste de Bonferroni.
Aqueles que ndo apresentavam distribuicdo normal foram analisados pelo teste de

Kruskal-Wallis. A comparacdo entre a lipolise basal e a lipdlise estimulada por
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adrenalina foi analisada com teste t pareado. As andlises foram feitas utilizado o
programa GraphPad Prism ® versao 6.01

3 RESULTADOS
3.1 UTERO

As ratas que foram ovariectomizadas (OVR) apresentaram reducéo
significativa (p < 0,0001) na massa percentual do Utero quando comparadas as
sham. O tratamento com liraglutida ndo interferiu neste parametro (Figura 5).

Figura 5: Efeitos da ovariectomia e do tratamento com liraglutida na massa do
Utero de ratas. As colunas e as barras representam a media + o erro padrao, “n”
amostral entre 8 e 10 por grupo. Os resultados foram considerados significativos

guando p < 0,05. * representa diferenca entre castradas e sham.
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3.2 GANHO DE MASSA

As feméas castradas tiveram um ganho de massa durante o tratamento

significativamente (p < 0,0001) maior do que as sham. As ratas que receberam o
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tratamento com liraglutida tiveram um aumento de massa menor do que as controle
(p < 0,0001), sendo que o menor ganho foi observado no grupo sham lira, e o maior
no grupo OVR controle (p < 0,05) (Figura 6A).

Figura 6: Efeito da ovariectomia e do tratamento com liraglutida em fémeas. (A)
ganho de massa dos animais, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo; (B) na glicemia,
“n” amostral entre 8 e 10 por grupo; (C) na colesterolemia “n” amostral entre 8 e 10

por grupo; (D) na trigliceridemia, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo. As colunas e as

barras representam a media + o0 erro padréo. Os resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05. * representa diferenca entre castradas e sham; #
representa diferenca entre tratadas com liraglutida e as controle; as letras

representam diferenca entre 0s grupos.
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Nos machos o tratamento com liraglutida também reduziu o ganho de massa
em comparagcdo com 0s animais controle (p < 0,0001). Porém diferentemente das
feméas, a castragdo diminuiu o ganho de massa em relagéo aos animais sham (p <
0,01). Os ratos do grupo sham controle tiveram um ganho de massa
significativamente maior (p < 0,05) do que os animais dos outros grupos (Figura 7A).
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Figura 7: Efeito da orquiectomia e do tratamento com liraglutida em machos.

(A) ganho de massa dos animais,

n

amostral entre 9 e 11 por grupo; (B) na

glicemia, “n” amostral entre 9 e 11 por grupo; (C) na colesterolemia, “n” amostral

entre 9 e 11 por grupo; (D) na trigliceridemia, “n” amostral entre 9 e 11 por grupo. As

colunas e as barras representam a media * o erro padréo (resultados homogéneos).

Em “D” os dados estao expressos como mediana % intervalo interquartilico

(resultados ndo homogéneos). Os resultados foram considerados significativos

guando p < 0,05. * representa diferenca entre castrados e sham; # representa

diferenca entre tratados com liraglutida e os controle; as letras representam

diferenca entre os grupos
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3.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS DO SORO

A glicemia dos animais ndo variou de forma significativa com a castracao ou

com o tratamento, em nenhum dos sexos (Figuras 6B e 7B). Ja a concentracdo de

triglicerideos plasméaticos foi menor (p < 0,01) nos machos orquiectomizados (ORQ)
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em relagédo aos controles (sham e ORQ) (Figura 7D). Nas fémeas ovariectomizadas
(OVR) tratadas, a trigliceridemia foi menor (p < 0,05) do que nas controle sham
(Figura 6D). A concentragao de colesterol foi maior nos animais castrados (tanto
machos quanto fémeas) (p < 0,01) e ndo houve efeito do tratamento em nenhum dos

sexos (Figuras 6C e 7C).

3.4 TECIDO ADIPOSO BRANCO RETROPERITONEAL — FEMEAS

A ovariectomia aumentou de forma significativa (p < 0,001) a massa
percentual do TABrt em relagdo aos sham, enquanto os animais tratados tiveram um
ganho menor que os controles (p < 0,001). O ganho de massa dos animais do grupo
OVR controle foi maior (p < 0,01) do que dos grupos sham, tratados ou néo,
enquanto o ganho dos animais OVR lira foi igual ao dos sham, sendo diferente do
OVR controle (p < 0,01) (Figura 8A). A formac&o de *CO, foi menor (p < 0,05) nos
animais castrados do que nos sham. A oxidacdo de **C-glicose foi menor (p < 0,05)
no grupo OVR controle em relacdo aos sham, ja no grupo OVR lira ela foi igual tanto
aos sham quanto ao OVR controle (Figura 8B). A formacéo de **C-lipidios a partir de
1C-glicose foi maior (p < 0,01) nos animais tratados com liraglutida do que nos
controles, mas nao foi alterada pela castracéo. Ela foi significativamente maior (p <
0,01) no grupo sham lira do que no OVR controle (Figura 8C). A atividade lipolitica
basal do TABrt néo foi alterada pela ovariectomia nem pelo nem tratamento (Figura

8D), assim como a incubagdo com adrenalina nédo teve efeito (Tabela 1).
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Figura 8: Efeito da ovariectomia e do tratamento com liraglutida no
metabolismo do tecido adiposo branco retroperitoneal (TABrt). (A) percentual
do TABrt na massa total, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo; (B) formacéo de **CO,
a partir de U-**C-glicose, “n” amostral entre 6 e 7 por grupo; (C) incorporacéo de U-
1“C-glicose em **C-lipideos, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo; (D) glicerol liberado
para o meio de incubacéo, “n” amostral entre 5 e 6 por grupo. As colunas e as barras
representam a media + o erro padréo. Os resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05. * representa diferenca entre castradas e sham; #
representa diferenca entre tratadas com liraglutida e as controle; as letras

representam diferenca entre os grupos.
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3.5 TECIDO ADIPOSO BRANCO RETROPERITONEAL — MACHOS

A massa percentual do TABrt foi significativamente menor (p < 0,01) nos
animais tratados do que nos controles, ja a orquiectomia ndo alterou este parametro.

O percentual da massa total representado pelo TABrt foi significativamente menor (p
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< 0,01) nos ratos do grupo sham lira do que nos do grupo ORQ controle (Figura 9A).
O tratamento com liraglutida aumentou de forma significativa (p < 0,05) a formacé&o
de *CO,, em relacdo aos animais tratados. No grupo sham lira foi observado maior
(p < 0,05) formacdo de **CO, do que no grupo ORQ controle. A castracdo nao
alterou este parametro de forma significativa (Figura 9B). A formacéo de *C-lipidios
foi significativamente maior (p < 0,05) nos animais tratados com liraglutida. N&o
foram vistas alteracdes relacionadas a castracdo, nem diferencas entre 0os grupos
(Figura 9C). A lipolise basal no TABrt ndo foi significativamente alterada pelo
tratamento nem pela orquiectomia (Figura 9D), porém quando estimulado com
adrenalina, apena os tecidos dos animais tratados tiveram aumento (p < 0,05) na
liberacdo de glicerol (Tabela 2).
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Figura 9: Efeito da orquiectomia e do tratamento com liraglutida no
metabolismo do tecido adiposo branco retroperitoneal (TABrt). (A) percentual
do TABrt na massa total, “n” amostral entre 9 e 11 por grupo; (B) formacéo de **CO,
a partir de U-**C-glicose, “n” amostral entre 7 e 8 por grupo; (C) incorporacéo de U-

“n” amostral entre 8 e 11 por grupo; (D) glicerol

1C-glicose em **C-lipideos, n
liberado para o meio de incubagao, n = “n” amostral entre 5 e 7 por grupo. As

colunas e as barras representam a media * o erro padréo (resultados homogéneos).

Em “A” e “D” os dados estao expressos como mediana * intervalo interquartilico

(resultados ndo homogéneos). Os resultados foram considerados significativos

guando p < 0,05. * representa diferenca entre castrados e sham; # representa

diferenca entre tratados com liraglutida e os controle; as letras representam

diferenca entre os grupos.
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Tabela 1: Efeito da ovariectomia e do tratamento com liraglutida na lipdlise basal e estimulada por adrenalina em

diferentes depdsitos de tecido adiposo branco. Glicerol (mg/g) liberado para o meio de incubagao (“n” amostral entre 5 e 6 por

grupo). * representa diferenca significativa entre os grupos. Os resultados foram considerados significativos (teste t pareado)

guando p < 0,05.

Tecido
TABrt TABpr TABg
Tratamento Basal Adr p Basal Adr p Basal Adr p
Sham
Cont 226.16+41.85 241.3+43.20 0.437 309.37 £ 66.30 458.28 £91.36 0.072 102.4 +£23.23 198.55+29.21 0.005*
Lira 372.83+90.55 431.75+88.22 0.343 520.17+213.76  523.84+155.85 0.970 180.39+41.77 253.81+64.29 0.051
OVR
Cont 275.89+87.96 183.87+69.99 0.137 470.05+107.98 548.53+132.01 0.144 150.48 £32.42 188.11+36.99 0.218
Lira 242.00+82.32 225.40+61.00 0.714 168.31+61.2 271.35+54.34 0.003* 157.08 £+51.92 302.12+48.22 0.024*
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Tabela 2: Efeito da orquiectomia e do tratamento com liraglutida na lipdlise basal e estimulada por adrenalina em

diferentes depdsitos de tecido adiposo branco. Glicerol (mg/g) liberado para o meio de incubagao (“n” amostral entre 5 e 6 por

grupo). * representa diferenca significativa entre os grupos. Os resultados foram considerados significativos (teste t pareado)

guando p < 0,05.

Tecido
TABrt TABpr TABg
Tratamento Basal Adr p Basal Adr p Basal Adr p

Sham

Cont 121.71 +16.41  150.16 + 15.64 0.147 75.24 + 5.64 163.93 £18.74 0.004*  91.13+553  96.66+11.5 0.624

Lira 83.42 £9.08 137.92 £21.59 0.023* 33.43 £ 6.87 113.79 £12.95 0.008* 74.56 £ 7.41 98.58 £12.78 0.042*
ORQ

Cont 100.51 £12.68 294.19+99.69 0.137 122.93 £ 32.55 12587 £9.06 0.931 117.49+£9.84 106.19+9.81 0.047*

Lira 107.79£10.54 171.63+24.96 0.048* 71.8 £1.63 120.62 £+ 11.15 0.008* 123.53+15.98 102.86+11.25 0.092
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3.6 TECIDO ADIPOSO BRANCO PERIRRENAL — FEMEAS

O tratamento com liraglutida reduziu (p < 0,05) a massa do TABpr, e a
ovariectomia nao a alterou de forma significativa. Nas ratas do grupo OVR lira a
massa foi significativamente menor (p < 0,05) do que nas do grupo sham controle
(Figura 10A). A incorporacdo de *C-glicose em '*CO, ndo foi modificada pela
castracao nem pelo tratamento, e ndo houve varia¢des entre os grupos (Figura 10B).
Nos animais tratados com liraglutida houve maior (p < 0,001) formacdo de **C-
lipidios a partir de **C-glicose do que nos controles, porém a formacdo de ‘C-
lipidios né&o foi alterada pela ovariectomia. O grupo sham lira foi significamente maior
(p < 0,05) do que os dois grupos controle, enquanto o OVR lira apenas foi maior que
0 OVR controle (p < 0,05) (Figura 10C). N&o houve diferenga significativa entre os
grupos controle sham e OVR. No TABpr de fémeas tanto a castracdo quanto o
tratamento ndo modificaram a lipdlise basal (Figura 10D). Quando estimulados com
adrenalina apenas no grupo OVR lira houve aumento (p < 0,01) na liberacdo de

glicerol para o meio de incubacao (Tabela 1).
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Figura 10: Efeito da ovariectomia e do tratamento com liraglutida no
metabolismo do tecido adiposo branco perirrenal (TABpr). (A) percentual do
TABrt na massa total, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo; (B) formacéo de **CO, a
partir de U-**C-glicose, “n” amostral entre 6 e 7 por grupo; (C) incorporacéo de U-
1“C-glicose em **C-lipideos, “n” amostral entre 7 e 10 por grupo; (D) glicerol liberado
para o meio de incubacéo, “n” amostral entre 5 e 6 por grupo. As colunas e as barras
representam a media £ o erro padréo (resultados homogéneos). Em “A”, “B” e “D” os
dados estédo expressos como mediana * intervalo interquartilico (resultados nao
homogéneos). Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. *
representa diferenca entre castradas e sham; # representa diferenca entre tratadas
com liraglutida e as controle; as letras representam diferenca entre os grupos.

@B CONT
LIRA
A 0.8- B 500-
I 2 S 400 T
3 06 ab S
8
b T S 3004
E 0.4 ab e
- 2004
E L : T
= 2 | L é Z 1001 — -
0.0 . . 0 .
> & & & > <&@ & &
® » ® g ® 4 ® V)
& v.\@ N 0‘& & \\@ & 0“‘@
& ) o & ) o
2500 1500-
@ #
3 b —
® 2000 I
R ab ‘> I
= 1500 L T 5 10001
3 E
- ac 3 -
= 1000- c o
- 8 500 ==
;’ 500- ] T
c o ——
0- . ' 0 . . . .
& & K S S
& & &
& & & o
& & o

3.7 TECIDO ADIPOSO BRANCO PERIRRENAL — MACHOS

O percentual que a massa do TABpr representa nao foi alterado pela
orquiectomia, porém foi reduzido de forma significativa pelo tratamento com
40



liraglutida. Nao houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 11A). A
incorporacdo de '“C-glicose em **CO, foi reduzida (p < 0,01) pela castracdo e
aumentada pelo tratamento (p < 0,01). O grupo sham lira foi significativamente maior
(p < 0,05) do que todos os outros (Figura 11B). A formagcéo de “C-lipidios a partir de
1“C-glicose seguiu exatamente o mesmo perfil que a oxidacdo deste substrato.
Houve aumento (p < 0,01) induzido pelo tratamento, reducdo nos animais
orquiectomizados, e o grupo lira sham também foi significativamente maior (p < 0,05)
gue os demais (Figura 11C). A orquiectomia aumentou de forma significativa (p <
0,05) a liberacao de glicerol para o meio de incubagéo, enquanto o tratamento com
liraglutida diminuiu (p < 0,05) esta liberagdo (Figura 11D). De todos 0s grupos o
Unico que nao apresentou aumento (p < 0,05) na lipdlise quando incubado com

adrenalina foi o ORQ controle (Tabela 2).
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Figura 11: Efeito da orquiectomia e do tratamento com liraglutida no
metabolismo do tecido adiposo branco perirrenal (TABpr). (A) percentual do
TABrt na massa total, “n” amostral entre 9 e 11 por grupo; (B) formacéo de **CO, a
partir de U-**C-glicose, “n” amostral entre 7 e 8 por grupo; (C) incorporagéo de U-
1C-glicose em **C-lipideos, “n” amostral entre 9 e 11 por grupo; (D) glicerol liberado
para o meio de incubacéo, “n” amostral entre 5 e 6 por grupo. As colunas e as barras
representam a media £ o erro padrao (resultados homogéneos). Em “A” e “D” os
dados estédo expressos como mediana + intervalo interquartilico (resultados néao
homogéneos). Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. *
representa diferenca entre castrados e sham; # representa diferenca entre tratados
com liraglutida e os controle; as letras representam diferenca entre os grupos.
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3.8 TECIDO ADIPOSO BRANCO GONADAL — FEMEAS

Nas ratas tratadas com liraglutida a massa do TABg foi significativamente

menor (p < 0,01) do que nas controle, enquanto a castra¢cao nao induziu alteragoes.
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Os grupos controle sham e OVR foram significativamente maiores (p < 0,05) do que
o grupo OVR lira (Figura 12A). A formac&o de *CO, a partir de **C-glicose reduziu
de forma significativa (p < 0,01) nas ratas castradas em relacdo as sham, mas nao
foi modificada pelo tratamento. Entretanto, enquanto o grupo OVR controle é
significativamente menor (p < 0,01) do que o grupo sham controle, o grupo OVR lira
ndo é diferente de nenhum deles (Figura 12B). A formac&o de “*C-lipidios a partir do
mesmo substrato ndo foi modificada pela ovariectomia nem pelo tratamento, e
também néo variou entre os grupos (Figura 12C). A lipdlise basal no TABg nao foi
significativamente alterada pelo tratamento nem pela ovariectomia (Figura 12D),
porém quando estimulado com adrenalina, apena os grupos sham controle e OVR
lira tiveram aumento (p < 0,05) de liberacéo de glicerol para o meio (Tabela 1).
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Figura 12: Efeito da ovariectomia e do tratamento com liraglutida no
metabolismo do tecido adiposo branco gonadal (TABg). (A) percentual do TABrt
na massa total, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo; (B) formacao de **CO; a partir
de U-'*C-glicose, “n” amostral entre 6 e 7 por grupo; (C) incorporacédo de U-**C-
glicose em **C-lipideos, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo; (D) glicerol liberado
para o meio de incubacéo, “n” amostral entre 5 e 6 por grupo. As colunas e as barras
representam a media £ o erro padrao (resultados homogéneos). Em “B”, “C” e “D” os
dados estédo expressos como mediana * intervalo interquartilico (resultados ndo
homogéneos). Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. *
representa diferenca entre castradas e sham; # representa diferenca entre tratadas
com liraglutida e as controle; as letras representam diferenca entre os grupos.
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3.9 TECIDO ADIPOSO BRANCO GONADAL — MACHOS

A massa do TABg dos ratos castrados foi significativamente menor (p < 0,05)

do que dos sham, mas o tratamento liraglutida ndo modificou-a. Porém enquanto o
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grupo OVR controle € igual os grupos sham, o OVR lira é significativamente menor
(p < 0,05) do que o grupo sham controle (Figura 13A). Tanto a formacéo de **CO;
quanto de *C-lipidios a partir de **C-glicose ndo foi foram modificadas nem pela
orquiectomia nem pelo tratamento, assim como néo houve diferenga entre 0s grupos
(Figura 13B e 13C). A lipolise basal foi maior nos animais castrados do que nos
sham (p < 0,01) e o grupo ORQ lira foi significativamente maior (p < 0,05) do que
sham lira (Figura 13D). A incubag&o na presenca de adrenalina causou aumento
significativo (p < 0,05) na liberacdo de glicerol no grupo sham lira e redugéo (p <
0,05) no grupo ORQ controle (Tabela 2).
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Figura 13: Efeito da orquiectomia e do tratamento com liraglutida no
metabolismo do tecido adiposo branco gonadal (TABg). (A) percentual do TABrt
na massa total, “n” amostral entre 9 e 11 por grupo; (B) formacéo de **CO; a partir
de U-'*C-glicose, “n” amostral entre 7 e 8 por grupo; (C) incorporacdo de U-**C-
glicose em **C-lipideos, “n” amostral entre 9 e 11 por grupo; (D) glicerol liberado
para o meio de incubacéo, “n” amostral entre 5 e 7 por grupo. As colunas e as barras
representam a media + o erro padrdo. Os resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05. * representa diferenca entre castrados e sham; #
representa diferenca entre tratados com liraglutida e os controle; as letras
representam diferenca entre 0s grupos.
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3.10. TECIDO ADIPOSO MARROM — FEMEAS

A ovariectomia ndo alterou de forma significativa a massa percentual do TAM
nas fémeas, porém nas ratas tratadas com liraglutida houve reducdo deste

parametro (p < 0,05). A massa do TAM nos animais do grupo OVR lira foi
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significativamente menor (p < 0,05) do que no grupo sham controle (Figura 14A). A
formac&o de *CO, a partir de *C-glicose n&o foi alterada pela castracdo nem pelo
tratamento (Figura 14B). A sintese de *C-lipideos aumentou (p < 0,01) nas ratas
tratadas em relagéo as controle, embora ndo tenha sido alterada pela ovariectomia
(Figura 14C).
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Figura 14: Efeito da ovariectomia e do tratamento com liraglutida no

metabolismo do tecido adiposo marrom (TAM). (A) percentual do TAM na massa

total, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo; (B) formagao de **CO; a partir de U-**C-

glicose, “n” amostral entre 6 e 7 por grupo; (C) incorporacédo de U-**C-glicose em

1C-lipideos, “n” amostral entre 8 e 10 por grupo. As colunas e as barras

representam a media + o erro padréo. Os resultados foram considerados

significativos quando p < 0,05. * representa diferenca entre castradas e sham; #

representa diferenca entre tratadas com liraglutida e as controle; as letras

representam diferenca entre 0s grupos.
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3.11. TECIDO ADIPOSO MARROM — MACHOS

A castracdo nos machos aumentou significativamente (p < 0,05) a massa
percentual do TAM, enquanto o tratamento com liraglutida diminuiu-a (p < 0,05). O
grupo ORQ controle foi significativamente maior que o grupo sham tratado (p < 0,05)
(Figura 15A). As incorporacdes de **C-glicose em **CO, (Figura 15B) e em *C-
lipidios (Figura 15C) ndo foram afetadas pela orquiectomia, porém o tratamento fez

com que apenas a lipogénese aumentasse (p < 0,01).
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Figura 15: Efeito da orquiectomia e do tratamento com liraglutida no
metabolismo do tecido adiposo marrom (TAM). (A) percentual do TAM na massa
total, “n” amostral entre 9 e 11 por grupo; (B) formagao de **CO; a partir de U-'*C-
glicose, “n” amostral entre 7 e 8 por grupo; (C) incorporacédo de U-**C-glicose em
1“C-lipideos, “n” amostral entre 9 e 10 por grupo. As colunas e as barras
representam a media £ o erro padréo (resultados homogéneos). Em “B” os dados
estdo expressos como mediana * intervalo interquartilico (resultados ndo
homogéneos). Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. *
representa diferenca entre castrados e sham; # representa diferenca entre tratados
com liraglutida e os controle; as letras representam diferenca entre os grupos.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo foram confirmados resultados de trabalhos anteriores
demonstrando que o tratamento com analogos do GLP1 (aqui a liraglutida), reduz o
ganho de massa dos animais sem alterar a glicemia de individuos normoglicémicos
(LOCKIE et al., 2012; TOMAS et al., 2015). Estes resultados podem ser explicados
por efeitos do GLP1 que j& estdo muito bem caracterizados. Diversos estudos ja
demonstraram que a administracdo de agonistas do GLP1R (ou inibidores da
enzima que o degrada, a DPP4), causam reducdo no consumo alimentar, explicando
facilmente a reducdo no ganho de massa dos animais (GELONEZE; DE LIMA-
JUNIOR; VELLOSO, 2017; NOGUEIRAS et al., 2009; SECHER et al., 2014). E
importante ser ressaltado que este efeito pode ser obtido tanto por administracéo
intra-cérebro-ventricular, como subcutanea (NADKARNI; CHEPURNY; GEORGE G.
HOLZ, 2014; SECHER et al., 2014).

A acdo do GLP1 que esta melhor descrita, € o estimulo a liberacdo de insulina
induzida pela glicose nas células 3 pancreaticas (JONES et al.,, 2018). Nestas
células a ativacdo do GLP1R (um receptor acoplado a proteina G excitatoria)
desencadeia uma seérie de reacdes que levam ao aumento da concentragcao
intracelular de AMPc e a ativacdo da PKA. Esta por sua vez age no canal de K*
dependente de ATP (Karp) facilitando seu fechamento. Com isso promove o
aumento da concentracdo intracelular de Ca™ e a liberacdo de insulina (JONES et
al., 2018). Contudo se a concentracdo de ATP (dependente da captacdo de glicose)
for baixa, ndo ocorre o fechamento do Katp, assim o0 GLP1 depende da glicose para
estimular a liberacdo de insulina (NADKARNI; CHEPURNY; GEORGE G. HOLZ,
2014). Em funcao desta caracteristica 0 GLP1 tem efeito hipoglicemiante apenas em
individuos hiperglicémicos (NAUCK; MEIER, 2017). Isto torna-o, e seus analogos,
bastante seguros no tratamento da DM2, especialmente quando comparado a
medicamentos mais difundidos, que apresentam mais riscos, podendo causar
hipoglicemia (BODMER et al., 2008).

O efeito da castracdo nas fémeas também foi similar ao que € descrito na
literatura (LEENERS et al., 2017; XU; ANDE; MISHRA, 2018). Foi encontrada uma
reducdo muito grande na massa do uUtero de todas as ratas submetidas a
ovariectomia, o que confirma a efetividade da técnica realizada. O ganho de massa

total destes animais foi superior aos da ratas sham, o que ja era esperado (XU;
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ANDE; MISHRA, 2018). Entretanto, diferente do que normalmente é encontrado, 0s
machos castrados tiveram um ganho de massa inferior aqueles que nao foram
submetidos a orquiectomia. Este dado é bastante interessante, pois a maior parte
dos trabalhos encontrados na literatura relata o aumento na massa dos animais
castrados (LAMM; CHIDAKEL; BANSAL, 2016; XU; ANDE; MISHRA, 2018). Neste
estudo este resultado ndo apenas néo foi confirmado, como ocorreu o inverso, estes
animais tiveram um menor ganho de massa. Todavia é importante notar que embora
a massa total dos ratos tenha sido menor, ndo houve redugdo no percentual
representado pelos depodsitos de tecido adiposo avaliados, um indicio de que nao
houve aumento real de perda de gordura. Por outro lado, os andrégenos tem
notoriamente um efeito anabdlico sobre a musculatura esquelética (LAURETTA et
al., 2018). A perda destes hormbnios ap0s a castracdo pode ter influenciado de
forma relevante o desenvolvimento da musculatura dos animais, levando ao menor
ganho de massa observado. Wang et al. (2017a) em um trabalho com suinos
castrados, observaram que estes animais possuem menor concentracao sérica de
horménio do crescimento (GH). Este fato, caso também ocorra em ratos, ajudaria a

explicar o resultado encontrado neste estudo.

Em relacdo aos lipideos plasmaticos a concentracdo de colesterol total foi
maior nos animais castrados, tanto machos quanto fémeas, o que esta de acordo
com estudos anteriores (LEE; KANG; KIM, 2008; WANG; ZHU, 2017). O tratamento
com liraglutida ndo alterou a colesterolemia, assim como ja relatado anteriormente
(DECARA et al., 2016; PANJWANI et al., 2012). Ja a concentracao de triglicerideos
nao foi afetada pela castracdo, porém o tratamento reduziu a trigliceridemia nos
machos e nas fémeas. Este resultado também esta de acordo com o encontrado em
trabalhos anteriores (DECARA et al., 2016; NAUCK; MEIER, 2017). O aumento na
secrecdo de insulina induzido pelo GLP1 pode explicar esta reducdo. Entre os
efeitos descritos da insulina estdo o aumento da enzima lipase lipoproteica (LPL) no
tecido adiposo. Esta enzima hidrolisa triglicerideos de lipoproteinas circulantes,
liberando acidos graxos livres. A insulina promove também a captacdo destes acidos
graxos livres e sua estocagem no tecido adiposo (BJORNSTAD; ECKEL, 2018). O
aumento da lipogénese em animais tratados, visto em depdsitos de tecido adiposo

perirrenal e retroperitoneal neste trabalho, corrobora esta hipétese.
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Em sua revisao bibliografica sobre os diferentes depdsitos de tecido adiposo,
FRIED; LEE e KARASTERGIOU, (2015) descrevem as nhovas evidéncias
demonstrando que os depoésitos de TAB em diferentes regifes do corpo possuem
caracteristicas morfolégicas, metabdlicas e fisiologicas distintas. E que os diferentes
depositos ainda apresentam diferencas em relagdo aos sexos. A castracdo
aumentou a massa percentual do TABrt em machos e em fémeas, 0 que esti de
acordo com o esperado levando-se em conta as alteracdes no ganho de massa total
destes animais e os relatos presentes na literatura (CHEN et al., 2017; COLIN et al.,
2016). O tratamento com liraglutida diminuiu a massa de TABrt em fémeas
castradas e em machos sham, sugerindo diferencas sexuais no efeito do liraglutida.
Em camundongos, uma semana ap0s a ovariectomia, 0os niveis plasmaticos de
insulina e GLP1 diminuem enquanto os de glucagon aumentam (HANDGRAAF et
al., 2018). Nesse mesmo trabalho, a concentragéo de insulina e GLP1 aumentou e a
de glucagon diminuiu em células a e B pancreaticas. O tratamento com estradiol
(E2), reverteu esses efeitos pois aumentou a secrecado de GLP1 tanto pelas células
a pancreaticas como pelas células L intestinais (HANDGRAAF et al.,, 2018). Os
efeitos do E2 nas células L intestinais estdo relacionados aos receptores ERf
enquanto nas células B pancreaticas, os efeitos do E2 foram mediados pelos trés
tipos de ER (ERB, ERa e GPER) (HANDGRAAF et al., 2018).

A incorporacdo de glicose em CO, e em lipideos no TABrt foi inibida pela
castracdo e estimulada pelo tratamento em ambos os sexos. Considerando que a
insulina estimula a oxidacdo de glicose e a lipogénese, esses resultados podem
estar relacionados a resisténcia a insulina causada pela castracéo, ja descrita na
literatura. Assim, ao elevar os niveis de insulina, o tratamento com GLP1 parece
reverter os efeitos da castracdo sobre o metabolismo de glicose nesse tecido.
Embora uma possivel reducdo no consumo alimentar (efeito do GLP1 muito bem
caracterizado) possa explicar a reducdo de depdsitos de tecido adiposo, 0 aumento
na oxidacdo de glicose no TABrt visto neste estudo indica um provavel aumento no
consumo energético neste tecido. Este aumento ajuda a explicar a deplecdo de
reserva energeética, mesmo em uma situacdo em que a sintese de lipideos a partir
de glicose estd aumentada, sendo que, este aumento provavelmente seja devido a

maior liberacéo de insulina que possivelmente ocorreu nestes animais.

53



Apesar de a insulina ser um importante agente anti-lipolitico (CHAKRABARTI;
V. KANDROR, 2011), a lipolise basal no TABrt ndo foi alterada pela castracdo nem
pelo tratamento com liraglutida tanto em machos como em fémeas. A administracao
de adrenalina, classico agente lipolitico (COZER et al., 2016; RUOHONEN et al.,
2018), aumentou a lipdlise em machos sham e ORV tratados com liraglutida mas
ndo alterou a lipolise em fémeas, sugerindo uma interacdo entre os efeitos da
adrenalina e do liraglutida nos machos. Além da presenca de horménios que
possam estimular ou inibir a lipdlise, a populacdo de receptores hormonais,
especialmente receptores adrenérgicos, na membrana celular € fundamental para o
controle da lipélise (RUOHONEN et al., 2018). Enquanto a ativagao de receptores 3
adrenérgicos aumenta os niveis de AMPc e estimula a lipdlise, a ativagéo dos a tem
efeito oposto (RUOHONEN et al., 2018). Os diferentes depositos de tecido adiposo
apresentam diferentes populacdes de receptores adrenérgicos e nao respondem da
mesma forma ao mesmos estimulos (FRIED; LEE; KARASTERGIOU, 2015). Por
sua via de sinalizacdo culminar no aumento da concentracdo de AMPc e ativacao da
PKA é plausivel esperar-se que a ativacdo do GLP1R estimule a lipdlise, algo que
nao foi visto neste trabalho, e aparece de forma contraditoria na literatura (EL
BEKAY et al., 2016; SORHEDE WINZELL; AHREN, 2004; VENDRELL et al., 2011).
Portanto, a interacdo entre GLP1 e adrenalina parece promover um aumento mais
efetivo nos niveis de AMPc, favorecendo a lipolise. O tratamento com liraglutida e
CL316243 (agonista B3 adrenérgico) em ratos machos promoveu alteracdes tecido-

especificas favoraveis ao tratamento da obesidade (DECARA et al., 2018).

O ganho de massa do TABpr ndo variou com a castragdo em nenhum dos
sexos. O tratamento com liraglutida reduziu este ganho apenas nas fémeas. Ja a
oxidacdo de glicose ndo variou nas fémeas, porém foi reduzida pela castracdo e
estimulada pelo tratamento nos machos. A lipogénese aumentou nos animais
tratados, tanto machos quanto fémeas, enquanto a castracdo reduziu este
parametro apenas nos machos. A lipdlise basal ndo foi alterada nas fémeas, porém
nos machos ela foi menor no grupo sham lira em relacdo aos controles. O estimulo
com adrenalina causou aumento na liberacao de glicerol apenas no grupo OVR lira
nas fémeas, enquanto nos machos este aumento ocorreu em todos 0S grupos

menos no ORQ controle. Isto indica que apesar de o tratamento com liraglutida inibir
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a lipolise basal em machos sham, ele parece facilitar a resposta do tecido ao

estimulo adrenérgico, ao menos no TABpr.

Um aspecto interessante ao avaliar os resultados encontrados nos machos, é
que tanto a oxidacdo, como a lipogénese e também a lipdlise basal foram
significativamente diferentes nos animais sham tratado do que nos sham controle,
porém ndo houve diferenca entre os ORQ tratados e controle. Estes achados
confirmam resultados de um estudo anterior, de Navarro et al. (2016), onde os
autores demonstraram que a ativagado do AR nas células  aumenta a liberacdo de

insulina induzida pelo GLP1.

O ganho de massa do TABg diminuiu com o tratamento em ambos o0s sexos e
nao foi alterado pela ovariectomia ou orquiectomia. Nas fémeas castradas houve
reducdo da oxidacdo de glicose e o tratamento reverteu esta alteragcdo. Nao foram
encontradas mudancas na sintese de lipideos nem na lipdlise basal em fémeas. O
estimulo com adrenalina aumentou a liberacéo de glicose nas fémeas sham controle
e OVR lira. Nos machos ndo houveram mudancas na oxidacédo de glicose nem na
lipogénese, porém a lipolise basal foi maior nos animais castrados do que nos sham
e aumentou ainda mais nos animais castrados tratados com liraglutida. Quanto a
lipolise estimulada, houve aumento na liberacdo de glicerol no grupo sham lira,
porém no grupo ORQ controle a incubacdo com adrenalina causou reducdo na
liberacdo de glicerol. Embora a adrenalina seja considerada um hormoénio
estimulador da lipdlise, este efeito depende de que receptor (a ou B) é
predominantemente ativado (RUOHONEN et al., 2018). Diferentes estudos ja
demonstraram que a testosterona participa da regulacdo da expressdo e da
atividade destes receptores (AGRAWAL et al., 2018; GONG; JOHNSON;
PETTINGER, 1995; LOPEZ-CANALES et al., 2018), embora ainda ndo haja dados

desta participacéo no tecido adiposo.

A castracdo aumentou a massa do TAM dos machos, porém ndo teve o
mesmo efeito nas fémeas. Ja o tratamento com liraglutida reduziu a massa
percentual deste tecido em machos e fémeas controle e castrados. Em
camundongos knockout para GLP1R (Glplr-), a massa percentual do TAM
aumentou (LOCKIE et al., 2012). Portanto, € possivel que exista uma relacao
inversa entre GLP1 e massa do TAM. A castracdo diminuiu a sintese de lipideos a

partir de glicose nas fémeas, mas nao alterou a lipogénese em machos. A liraglutida
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aumentou a sintese de lipideos em animais sham e castrados machos e fémas. A
oxidagao da glicose no TAM néo foi alterada pela castracdo nem pelo tratamento
tanto em machos como em fémeas. Ja foi demonstrado que o TAM possui plena
capacidade de oxidar glicose, e que quando estimulado pelo frio, a captagédo dela
aumenta de forma expressiva (TOWNSEND; TSENG, 2014). Na membrana
plasmatica do TAM, a expressdo do GLUT1 é controlada pela estimulagcédo
adrenérgica (DALLNER et al., 2006), enquanto a expressdo e a translocac¢do do
GLUT4 é controlada pela insulina (TERUEL et al., 1996), sendo esses dois
horménios os principais reguladores da captacédo de glicose. Além do frio, o0 jejum
também pode aumentar a captacdo de glicose, porém reduz a sua oxidagcédo e a
formacdo de lipideos (SARAPIO et al., 2019). O presente estudo foi realizado em
animais alimentados e em temperatura padrédo de biotério, condicdbes em que a
sintese de triglicerideos é favorecida a fim de armazenar energia necessaria em
situacBes de jejum ou frio. Neste sentido, a C'*-glicose estaria sendo utilizada
preferencialmente para a sintese de gliceraldeido-3-P e glicerol-P, que por sua vez
seria utilizado na sintese de triglicerideos. Em ratos machos alimentados com dieta
balanceada, a administracdo de liraglutida aumentou a expresséo génica de UCP1,
sugerindo uma acéo termogénica (DECARA et al., 2018). A administracdo de GLP1,
ou de seus analogos, induz aumento da termogénese no TAM (BEIROA et al., 2014;
CHEN et al., 2017; KOOIIJMAN et al., 2015; LOCKIE et al., 2012). Entretanto, o
efeito termogénico do GLP1 é mais efetivo quando administrado via ICV do que IP,
dependendo da ativacdo da inervacao simpatica do TAM (LOCKIE et al., 2012) ou
em animais expostos ao frio (BEIROA et al., 2014). O tratamento com Liraglutida, ou
CL316243 (agonista B3-AR) ou a terapia combinada entre eles, reduziu a expressao
de genes lipogénicos (Acaca e Fasn) assim como de genes da B-oxidacéo (Cptblb e
Acoxl), sugerindo uma acao cooperativa entre a sinalizacdo de GLP1R e B3-AR no
TAM (DECARA et al., 2018). Uma possivel explicacdo para que ocorra aumento da
lipogénese e reducdo da massa do tecido mesmo sem alteracdo na oxidacdo é o
uso de *C-glicose como tracador. Mesmo estando apto a utilizar glicose, o substrato
preferencial do TAM para a producao de calor sdo os acidos graxos (TOWNSEND;
TSENG, 2014). O aumento na liberacdo de insulina estimulado pelo tratamento com
liraglutida pode causar a reducdo do conteudo plasmatico de triglicerideos,

aumentando sua degradacgédo a acidos graxos e promovendo a captacdo destes no
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TAM. Nos adipOcitos estes acidos graxos podem tanto entrar na rota lipogénica
como na oxidativa. Um possivel aumento na captacéo e oxidagédo de acidos graxos,
jA proposto por Colin et al. (2016) e por Decara et al. (2018), poderia explicar a
reducdo da massa do TAM mesmo com aumento da incorporacdo de glicose em
lipideos. Portanto, a avaliacdo da expressao génica de UCP1l assim como na
oxidacdo de C'*- &cido palmitico sédo necessarias para esclarecer a acdo do GLP1

no TAM em nosso modelo experimental.

O GLP1 atua por ao menos trés diferentes vias, agindo no hipotalamo, nas
células B do pancreas e diretamente em tecidos fundamentais para a regulacéo do
metabolismo, como o tecido adiposo, figado e musculo esquelético (ROWLANDS et
al., 2018). Isto torna bastante dificil afirmar de que forma exata o tratamento causa
cada alteracdo. Entretanto, apesar de existirem diferencas nas respostas de cada
depdsito de tecido adiposo a castracdo e ao tratamento com liraglutida, é possivel
identificar um padrao de respostas. Em diferentes depdsitos o tratamento estimulou
0 aumento da oxidacdo de glicose, a lipogénese, a lipolise basal e estimulada pela
epinefrina, sendo que, de forma geral o tratamento parece ser mais efetivo nas

fémeas do que nos machos.

Estudos recentes demonstraram que tanto os estrégenos como 0s androgenos
sdo estimulos para a sintese, liberacdo e acdo do GLP1. Handgraaf et al., (2018)
demonstraram que o E2 age tanto nas células L intestinais quanto nas células a do
pancreas estimulando a sintese e liberacdo do GLP1. Isto demonstra que ao menos
parte das alteracbes provocadas pela ovariectomia podem ser devidas a menor
concentracdo do GLP1. De forma semelhante Navarro et al., (2016) demonstraram
que na auséncia de T as células B liberam menos insulina em resposta ao estimulo
do GLP1. Ainda que as alteracdes decorrentes da perda dos esteroides sexuais
envolvam mais do que a perda do estimulo ao GLP1, a administracdo de um

analogo deste hormbnio reverteu a maioria efeitos da castracéo

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho concluimos que a
administracao de liraglutida foi benéfica para animais castrados. Embora nem todas

alteracdes causadas pela gonadectomia tenham sido revertidas, o tratamento foi
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capaz de reverter a grande maioria delas sem causar alteragbes extras que fossem
prejudiciais ao individuo. Também encontramos resultados que apontam para uma
provavel interacdo entre o GLP1 e os esteroides sexuais, confirmando o que

recentemente vem sendo descrito por outros grupos.

Novos estudos serdo necessarios para elucidar por completo a forma como o
GLP1 (ou seus analogos) agem em diferentes tecidos. Assim ser& possivel entender
gue parte dos efeitos da sua administracdo se deve a acdo no SNC, na liberacéo de
insulina e no préprio tecido adiposo. Embora ainda existam questdes em aberto, 0s
resultados encontrados até agora indicam a administracdo de analogos do GLP1
como um promissor tratamento para individuos com alteracdes metabdlicas

decorrentes de baixas concentracdes de esteroides sexuais.
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