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RESUMO

A obesidade é definida pelo excesso de gordura corporal, decorrente da
interacdo de fatores genéticos, dietéticos, metabdlicos, psicolégicos e do nivel de
atividade fisica, que acarreta repercussdes a saude com perda de qualidade de vida.
Atualmente, acredita-se que o0 excesso de peso esteja associado a um quadro de
inflamacédo sistémica originando possiveis doencas como diabetes tipo I,
hipertensdo, doenca coronariana e cérebro-vascular. O tecido adiposo sintetiza e
secreta mediadores classicos do processo inflamatério, como o Fator de Necrose
Tumoral (TNF)-a e a Interleucina (IL)-6, que contribuem para o estabelecimento do
quadro de inflamacao sistémica. Desse modo, este trabalho visa avaliar o efeito do
tratamento com um farmaco imunossupressor e anti-TNF-a, a talidomida, nas
alteracoes hepaticas e sistémicas em camundongos com obesidade induzida por
dieta hiperlipidica.

Camundongos Swiss, num total de 45 animais (N= 45), foram divididos em
trés grupos, no qual o primeiro recebeu dieta normal para a espécie denominado
grupo controle (CT), o segundo grupo experimental recebeu dieta hiperlipidica
durante 12 semanas, denominado grupo mantido com dieta hiperlipidica (DH) e o
terceiro e ultimo grupo, recebeu dieta hiperlipidica e fez uso de talidomida (100
mg/kg/dia) nos ultimos 10 dias (DH+T). O grupo DH apresentou maior peso corporal,
glicemia basal, niveis séricos de TNF-a e resisténcia perfiérica a insulina apés 12
semanas de dieta hiperlipidica quando comparados com o grupo CT. O tratamento
com talidomida DH + T foi capaz de reverter tais alteragcbes quando comparados

com o grupo DH. A melhora dos parametros sistémicos foi acompanhada por uma



reducao significativa da area de esteatose hepatica nos animais tratados com
talidomida (DH + T).

Assim, o0 uso de um farmaco com atividade imunossupressora e que inclui
como alvo a inibicao da producdo de TNF-ao em animais com obesidade
experimental resulta em melhora de varios parametros sistémicos e hepaticos
alterados pela obesidade, sugerindo que farmacos com esse perfil de atividade
farmacolégica possam ser uteis no tratamento do diabetes tipo 2 e da doenca

gordurosa do figado.



ABSTRACT

Obesity is characterized by an adiposity excess due genetic, dietetic,
metabolic, psychological factors and physical activity level which reduce the life
quality. Development of obesity is associated with a low-chronic inflammatory status
and it is associated with the genesis of development of various disease, including
type 2 diabetes, hypertension, coronary heart disease and cerebral vascular
diseases. White adipose tissue produces and releases classical inflammatory
mediator, such as Tumoral Necrosis Factor (TNF)-a and Interleukin (IL)-6 which
contribute to low-grade inflammatory status. So, we herein study the effects of an
immunosuppressant and anti-TNF-o drug, thalidomide, upon systemic and hepatic
modifications induced by high-fat diet in mice.

Swiss mice were feed with high-fat diet for 12 weeks (DH) and received
thalidomide (100 mg.kg-1.day) in the last 10 days (DHT). Control animals were
maintained with standard diet (CT). We found an increase on body weight, basal
glucose blood level, serum TNF-o and insulin resistance after 12 weeks of DH.
Thalidomide treatment was able to reduce all parameters. The improvement of
systemic parameters was correlated with a significant reduction of hepatic steatosis
area.

We concluded that immunosuppressant drugs that target TNF-o restore
systemic and hepatic alterations provide by experimental obesity, suggesting that
drugs with this profile could be useful in type 2 diabetes and non-alcoholic fatty liver

disease treatment.



1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade, inflamacao e resisténcia a insulina.

A obesidade é uma condicdo crbnica, definida pelo excesso de gordura
corporal, decorrente da interagcdo de fatores genéticos, dietéticos, metabdlicos,
psicolégicos e do nivel de atividade fisica que acarreta repercussfes a saude com
perda de qualidade e na quantidade de vida (Ramos et al,, 2003). Atualmente, a
obesidade é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma
epidemia global, com mais de um bilhdo de adultos com excesso de peso e pelo
menos trezentos milhdes com obesidade (World Health Organization, 2003). Nos
Estados Unidos, o epicentro dessa epidemia, 64% da populacdo adulta acima de 20
anos apresenta excesso de peso e 30% dessa populacdo apresenta algum grau de
obesidade (Ramos et al., 2003).

No Brasil, a prevaléncia da populagdo adulta chega a 15% de sobrepesos e
obesos, isso varia de regidao para regiao, porém a obesidade € considerada um
problema de saude publica tanto nacional, quanto mundial (World Health
Organization, 2006). Segundo dados do DATASUS a obesidade infantil vem
crescendo no Brasil e no mundo, estimasse que a obesidade infantil brasileira ja
chega a 2% (Ramos et al., 2003).

O tratamento da obesidade esta indicado somente quando o paciente
apresentar o indice de Massa Corporal (IMC) maior que 30 ou quando apresenta
patologias associadas ao excesso de peso com IMC superior a 25 (Mancini e
Halpern, 2002). O IMC € um indicador simples e preciso do estado nutricional,

calculado através do peso em kilogramas, dividido pela altura em metros ao



quadrado. O estado nutricional, segundo o IMC, pode ser classificado conforme

mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacao do Estado Nutricional

Classificacao

IMC (Kg/m?)
<16 Magreza grau lll
16-16,9 Magreza grau |l
17-18,4 Magreza grau |
18,5-24,9 Eutrofia
25-29,9 Sobrepeso
30-34,9 Obesidade grau |
35-39,9 Obesidade grau |l
240 Obesidade grau lll

(Organizagao Mundial de Saude, 2002)

A intervencdo cirirgica vem sendo aplicada com boa aceitagdo no
tratamento da reducdo de peso e das co-morbidades da obesidade grau Ill. A
intervencao farmacoldgica também tem sido utilizada empregando drogas como
orlistat, um inibidor de lipase pancreatica que diminui a absorcdo de gorduras no
intestino e sibutramina, um inibidor seletivo da recaptacdo neuronal de serotonina e
noradrenalina, que diminui a ingestdo de alimentos e aumenta a termogénese,
contribuindo para a perda de peso (Blackburn e Walthman, 2005). O farmaco
rimonabante também esta sendo utilizado no Brasil. Trata-se de um inibidor seletivo
de receptor canabindide-1 e, quando associado a dieta, induz a perda de peso e
reducao da adiposidade visceral (Blackburn e Walthman, 2005).

Atualmente, acredita-se que 0 excesso de peso esteja associado a um

quadro de inflamacéao sistémica originando possiveis doencas como diabetes tipo |l,



dislipidemias, hipertensdo, doenga coronariana e cérebro-vascular, colelitiase,
osteoartrite, insuficiéncia cardiaca, sindrome da apnéia do sono, alteracdes
menstruais e psicolégicas. A obesidade gera prejuizos no estado normal do
organismo, modificando algumas funcdes vitais como a cardiaca, pulmonar,
hepatica, enddcrina e imune (Kopelman, 2000).

A associacao entre obesidade e inflamacéo tem sido muito discutida nos
ultimos anos e acredita-se que o tecido adiposo seja o responsavel por essa. Esse
tecido sintetiza e secreta mediadores classicos do processo inflamatério, como o
Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a e a Interleucina (IL)-6, sendo que o grau de
elevacao na producdo e secrecdo desses mediadores corresponde diretamente ao
grau de obesidade. O aumento da expressao do RNA mensageiro de TNF-a em
gordura abdominal subcutdnea ocorre em roedores obesos e em humanos (De
Taeye et al., 2007). Similarmente, a expressdo da IL-6 estda elevada no tecido
adiposo humano (Ramos et al., 2003). Adicionalmente, o tecido adiposo também
produz e secreta outras citocinas, conhecidas coletivamente como adipocitocinas
(Senello et al., 2005). Estas influenciam varios processos fisiolégicos, como por
exemplo, o controle da ingestdo alimentar, a homeostase energética, protecao
vascular, a sensibilidade a insulina, a angiogénese, regulacéo da pressao arterial, da
coagulacao sanguinea, além de atuar como moduladores nas fungdes imunoldgicas
(Guimaraes et al., 2007).

A hipertrofia ou hiperplasia dos adip6citos causa alteragdes na secregcéao de
adipocitocinas, podendo gerar uma situacdo relacionada a origem do processo
fisiopatolégico da obesidade e suas complicagdes (Guimaraes et al., 2007).

Dentre as adipocitocinas podemos citar a resistina, leptina e adiponectina. A

resistina pertence a uma familia de proteinas ricas em cisteina com padrées de



expressdo e atividades bioldgicas distintas (Rabe et al., 2008). E sintetizada pelo
tecido adiposo branco e sua secrecao esta fortemente relacionada a resisténcia a
insulina, visto que a resistina administrada intraperitonealmente eleva os niveis de
glicose plasmatica e induz a uma resisténcia insulinica hepatica. Os anticorpos anti-
resistina diminuem a glicemia e melhoram a sensibilidade a insulina em
camundongos obesos (Chen et al., 2002). Alguns estudos mostram aumento das
concentragdes de resistina em modelos animais de obesidade e diabetes, embora
existam resultados controversos (Rabe et al., 2008). Estudos em humanos também
apresentaram resultados controversos, pois a expressao génica da resistina pelo
tecido adiposo nao foi encontrada em individuos magros, porém nao foi possivel
estabelecer uma correlacdo entre sua expressdo, massa corporal, adiposidade e
resisténcia insulinica em individuos obesos (Janke et al., 2002). Em nivel celular, a
resistina exerce potente efeito pro-inflamatério levando ao aumento da producédo de
citocinas pré-inflamatérias e moléculas de adesao (Rabe et al., 2008).

A leptina é uma proteina produzida no tecido adiposo branco que demonstra
similaridade estrutural com familia de citocinas como, por exemplo, a resistina
(Fantuzzi, 2008). Ela atua nos receptores expressos no hipotalamo para promover a
sensacao de saciedade e equilibrar o balanco energético. Em situagdes fisiol6gicas
a insulina promove uma melhora na sensibilidade a insulina (hepética e no musculo
esquelético) além de modular a fungcédo das células B pancreaticas (Fantuzzi, 2008).
Estudos mostram que criangas obesas portadoras de deficiéncias congénitas de
leptina tratadas com essa proteina reverteram o quadro de obesidade (Guimaraes et
al., 2007). Tanto a deficiéncia como a resisténcia a leptina podem causar o aumento
e o desenvolvimento da obesidade, sendo assim, observou-se que em individuos

obesos é possivel encontrar niveis normais de receptores, niveis adequados de



leptina circulante, mas que nao se traduzem em acodes benéficas, provavelmente
pela presenca de resisténcia a leptina nestss (Rabe, 2008). Adicionalmente, a
leptina parece desempenhar funcées imunolédgicas diretas, modulando a ativacao,
proliferacdo e maturacdo de células do sistema imunolégico, como linfocitos, NK,
monocitos/macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e eosindfilo, conferindo o
status de molécula pro-inflamatéria (Lam e Lu, 2007).

A adiponectina é uma proteina sintetizada exclusivamente no tecido adiposo,
e ao contrario de outras proteinas que sao secretadas pelos adipdcitos, sua
expressao diminui a medida que o tecido adiposo aumenta (Maynadier et al., 2008).
Sua concentragdo se encontra diminuida em humanos e camundongos obesos ou
portadores de resisténcia insulinica. Conforme descreve Guimaraes et al., 2007
individuos que apresentam altas concentracdes de adiponectina estdo menos
sujeitos a desenvolver diabetes tipo |l quando comparados a individuos com
concentracdes de adiponectina baixas. Essa adipocitocina é capaz de inibir a
adesdo de monocitos ao endotélio vascular, a transformacdo de macréfagos em
células espumosas (foam cells) e a expressado de moléculas de adesao (Goldstein et
al., 2004). A concentragéo plasmatica diminuida de adiponectina também se associa
com risco de doencas cardiovasculares em humanos. A adiponectina tem a funcao
de proteger o endotélio vascular contra a maioria dos processos envolvidos na
etiopatogenia da aterosclerose. Também foi sugerido, por Maeda e Funahashi
(2004), a existéncia de associacado entre a baixa concentragdo de adiponectina e o
estabelecimento da sindrome metabdlica e aumento do risco de cancer de mama.
Alguns tratamentos nutricionais e terapéuticos que melhoram a sensibilidade a

insulina, como por exemplo, a restricdo energética, perda de peso e tratamento com



tiazolidinodionas (TZDs), aumentam a expressao génica de adiponectina e sua
quantidade circulante (Maynadier et al. 2008).

Estudos demonstraram que os adipécitos sdao capazes de expressar uma
classica citocina pré-inflamatoria, o TNF-a, que a expressao desse nos adipdcitos de
animais e humanos obesos estava aumentada e relacionada a resisténcia a insulina
(Hotamisligil et al., 1999). Adicionalmente, animais que ndo expressam essa citocina
ou os receptores para TNF-a sdo protegidos da inducdo da obesidade quando
submetidos a dietas experimentais (Uysal et al.,, 1997 e Hotamisligil et al., 2006). A
neutralizacdo do TNF-o. com o0 uso de um anticorpo monoclonal anti-TNF, também
leva a diminuicdo da resisténcia insulinica em animais submetidos a dieta
hiperlipidica (Araujo et al., 2007). A relacdo entre a produgdo de TNF-o e a
resisténcia a insulina reside no fato de que a ativagao celular induzida pela insulina
inclui a fosforilacdo em tirosina dos substratos do receptor de insulina (IRSs), como
sera detalhado a diante e observa-se que na presenca de TNF-a, esses substratos
encontram-se fosforilados em serina, sugerindo que insulina e TNF-o. compitam
pelos mesmos substratos durante a sinalizagéo intracelular (Hotamisligil., 1996).

O processo de sinalizagdo da insulina inicia-se com a ligagao do hormdnio
insulina ao seu receptor. O receptor de insulina pertence a familia dos receptores de
membrana que possuem capacidade tirosina-quinase intrinseca. Ele é composto de
duas sub-unidades a extra-celulares e duas sub-unidades B transmembrana, ligadas
por ponte dissulfeto (Saad., 1996). A insulina liga-se a sub-unidade o do receptor,
provocando uma mudanga conformacional na sub-unidade B, que leva a sua auto-
fosforilacdo em tirosina e ativa sua capacidade tirosina-quinase. Uma vez ativado, o
receptor de insulina é capaz de fosforilar diversos substratos intracelulares, entre

eles os substratos do receptor de insulina (IRS-1-4), Shc (Src homology collagen) e



JAK-2 (Satiel et al., 2001; Veloso et al., 1998 e Saad et al., 1996). Essas proteinas,
uma vez fosforiladas, recrutam e ativam diversos efetores intracelulares, com
diversas funcdes celulares diferentes (Satiel et al., 2001). A via da ERK esta
principalmente envolvida no controle do crescimento e da mitogénese, enquanto a
ativacao da PI-3 quinase ou AKT pelo IRS-1 esta preferencialmente ligada as acdes
metabdlicas da insulina (Satiel et al., 2001 e Araujo et al., 2007). As respostas
metabdlicas finais também diferem em relagcdo ao tecido-alvo. A insulina inibe a
producéao e liberacédo de glicose no figado através do bloqueio da gliconeogénese e
glicogendlise. A insulina estimula o acumulo de glicogénio através do aumento do
transporte de glicose no musculo e sintese de glicogénio em figado e musculo. Esse
ultimo efeito é obtido via desfosforilagdo da glicogéniosintetase. Ap6s estimulo com
insulina a Akt fosforila e inativa a GSK-3, o que diminui a taxa de fosforilacdo da
glicogénio-sintetase aumentando sua atividade (Mothe et al., 1996).. Em adip6citos a
insulina reduz a lipélise através da inibicao da lipase horménio sensivel (Zou et al.,
1996). Essa enzima é ativada pela PKA (proteina quinase A). A insulina inibe a
atividade da PKA, ativando a fosfodiesterase AMP ciclico especifica (PDE3B), que
reduz os niveis de AMP ciclico nos adipécitos (Zeng et al., 2000). A ativacdo da
PDES3B é dependente e distal a ativacao da Pl 3-quinase e Akt pela insulina.
Adicionalmente, Individuos obesos tém quantidades aumentadas de
macréfagos acumulados no tecido adiposo e sugere-se que essas células também
contribuam para a producédo de TNF-a pelo tecido adiposo (Zeyda e Stulnig, 2007).
Os pré-adipocitos também podem se converter em macréfagos sobre certas
condi¢cdes da obesidade. Um estudo realizado com camundongos obesos analisou
as atividades inflamatérias dos macréfagos no tecido adiposo e verificou que o TNF-

o poderia ativar pré-adipocitos, aumentando a expressdo de mediadores da



inflamacéo (Zeyda e Stulnig, 2007). E provavel que pelo recrutamento de mondcitos
circulantes e ativacdo de macréfagos residentes, eventos caracteristicos do
processo inflamatério, e pela combinacao da presenca de pré-adipocitos convertidos
em macrofagos localmente, temos como resultado a producdo aumentada de
citocinas como TNF-q, IL-1B, IL-6 e MCP-1, que atraem outros macréfagos além de

ativar respostas imunes mediadas por linfocitos (Salemi et al., 2003).

1.2 Obesidade e Esteatose Hepatica

O acumulo de gordura no interior dos hepatécitos € um mecanismo natural
utilizado para estocar energia. A quantidade de energia acumulada na gordura é
muito maior que na glicose e na proteina, podendo fornecer ao animal grande
quantidade de energia nos momentos de necessidade. O figado mantém dois
grandes estoques de energia: a gordura e o glicogénio. Quando permanecemos em
jejum e o nivel de agucar no sangue diminui, a insulina envia estimulos ao figado
para transformar o glicogénio em glicose e manter o organismo funcionando. Se a
falta de comida persistir, a gordura comeca a ser utilizada, mas esse processo é
mais demorado. Alem disso, estudos sugerem que as células esteladas (Stellate
cells) do figado tentam controlar os niveis de colesterol no sangue transportando o
colesterol para dentro do figado. Os coelhos, por exemplo, que nao tém células
esteladas, sofrem muito mais com o excesso de colesterol (Browning e Horton,
2004).

O diagndstico da doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (Nonalcoholic fatty
liver disease - NAFLD) é feito pela demonstracdo de acumulo de gordura no figado
em pacientes com consumo de alcool insuficiente para levar a esse tipo de

alteracao. Esse nivel é considerado na maioria dos estudos como inferior a 20



gramas de alcool por semana. Assim, a doenca hepatica gordurosa esta relacionada
a obesidade afetando grande contingente de adultos e criancas (Wieckowska et al.,
2007).

A resisténcia a insulina resulta no acumulo excessivo de triglicérides nos
hepatécitos e é considerado o primeiro passo na patogénese da NAFLD. O estresse
oxidativo resultante da oxidacdo de acidos graxos na mitocOndria, a expressao
hepatica de citocinas inflamatérias por mecanismos dependentes de NF-KB e os
niveis de resistina e lepitina elevados sao considerados fatores envolvidos na injuria
dos hepatdcitos que pode progredir a um quadro de inflamacao (hepatite) e fibrose
levando a perda funcional do figado (Browning e Horton, 2004). Um desequilibrio na
producédo de citocinas, em particular, TNF-o/adiponectina parece desempenhar uma
fungéo importante no desenvolvimento da NAFLD (Wieckowska et al., 2007).
Atualmente, o Unico tratamento utilizado de rotina para a NAFLD é o controle dos
fatores que levaram ao seu aparecimento. Um estudo experimental recente, no
entanto, utilizando um anticorpo monoclonal que bloqueia as agdes do TNF-a, o
infliximab, apresentou resultados interessantes, como melhora histolégica do figado,
melhora da via de sinalizacdo da insulina no figado e diminuicdo de peso dos
animais estudados que apresentavam esteatose hepatica (Barbuio et al., 2007).

Apesar de algumas raras pessoas apresentarem esteatose (acumulo de
gordura no citoplasma celular) sem uso de &lcool, ou outras substancias, ou a
presenca de obesidade, todos 0s que apresentam esteatose tém realmente algum
grau de resisténcia a insulina. Vale ressaltar que podemos caracterizar situacées de
esteatose "simples" e a esteatose com inflamacédo associada. A elevacdo das
aminotransferases como o aspartato aminostrasferase (AST) e alanina

aminostrasferase (ALT), na auséncia de outras causas (como a hepatite C) tende a



cursar com o aparecimento de uma esteatose e, geralmente, indica a presenca de
inflamacédo, confirmada sempre pelo diagnoético obtido com bidpsia hepatica
(Wieckowska et al., 2007). Os mecanismos que desencadeiam a hepatite e a cirrose
em um paciente com esteatose simples ndo sdo conhecidos, mas estudos recentes
ja tém mostrado que os mecanismos inflamatérios contribuem para a formacgéao de

fibrose.

1.3 Talidomida e seu mecanismo de acao

A industria farmacéutica apresentou o farmaco talidomida em meados da
década de 50 (Dredge et al., 2002). Esse farmaco comecou a ser utilizado com o
propésito sedativo e antiemético em gestantes, obtendo 6étima aceitacdo no
tratamento de enj6os matinais provocados pela gravidez (Chong et al.,, 2006). No
final da década de 50, uma das empresas que comercializavam a talidomida
comecgou a receber notificacbes de neuropatia periférica traduzida por intensas
caimbras, fraqueza muscular e perda da coordenacdao motora pelos individuos que
haviam utilizado o farmaco, porém, mesmo assim o farmaco continuou no mercado
(Dredge et al., 2002). Na década de 60, a talidomida comecou a ser investigada e
associada a neuropatias e mais tarde em ser responsavel por causar ma-formacao
em criancas recém-nascidas sendo retirada do mercado em 1961 (Boreges et al.,
2003).

Atualmente, a talidomida ressurge com um novo propésito devido a sua
atividade antiinflamatéria e imunomoduladora como novas perspectivas para o
tratamento de uma variedade de condicdes, incluindo o tratamento de eritema
nodoso, das complicacbes inflamatérias associadas a hanseniase e nas

complicacdes associadas a infec¢cdo por HIV. A talidomida esta sendo associada a



outros farmacos no tratamento de algumas neoplasias por suas propriedades anti-
angiogénicas, como imunossupressor no tratamento de pacientes submetidos a
transplantes renais e de medula e, no tratamento de artrite reumatoide, tuberculose
cronica e doenca de Crohn (Boreges et al., 2003).

No Brasil, a Talidomida esta sendo utilizada em trés programas do Governo
Federal (DST/AIDS, Tuberculose/TB e Hanseniase), fazendo parte dos insumos do
Ministério da Saude, porém o seu uso é extremamente restrito e controlado, devido a
Portaria Numero 354 de 15 de dezembro de 1997. Essa Portaria restringe esse
farmaco quanto a seu registro, producao, fabricacdo, comercializacdo exposicao a
venda, prescricao e dispensacao dos produtos a base de talidomida (SVS/MS.,
1997).

O mecanismo exato de acao da talidomida ainda nao é conhecido, porém sua
utilizacdo resulta em uma diminuicdo dos niveis de TNF-a provavelmente por
aumentar a degradacao de seu mRNA. Ha relatos que a talidomida tem um papel na
regulacao dos linfécitos auxiliares (Th2). Essa regulacdo aumentaria a producéo de
citocinas Th2, IL-4 e IL-5 e inibiria a producéo dos linfocitos inflamatérios (Th1) e da
citocina interferon (IFN)-y em células periféricas de sangue, estimuladas por
antigenos e mitdbgenos (Dredges et al., 2002). O mecanismo de acao da talidomida
no tratamento de alguns tipos de cancer, como o mieloma, parece estar relacionado
a suas propriedades anti-angiogénicas, provavelmente por bloquear a acao de
potentes fatores angiogénicos como o fator de crescimento fibroblastico (bFGF) e o
fator de crescimento endotelial vascular (Boreges et al., 2003).

A talidomida (N-alfa-ftalimido-glutarimida) é um derivado sintético do &cido

glutdmico e sua estrutura quimica esta demonstrada na Figura 1.



Figura | - Estrutura quimica da talidomida

Ftalimida Glutarimida

Considerando o exposto de que a talidomida atua como um potente inibidor
da producao de TNF-a e, que varias alteracoes hepaticas e sistémicas associadas a
obesidade contam com a participacéao do sistema imunolégico (inflamagao) e estao
relacionadas a producdao aumentada de TNF-a, este trabalho teve como objetivo
avaliar se o blogueio da producao de TNF-q, utilizando o farmaco talidomida como
ferramenta farmacolégica para essa finalidade, modifica as alteracdes sistémicas e

hepaticas induzidas por obesidade em camundongos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Avaliar os efeitos do bloqueio da producao de TNF-a, obtido com a administracédo
de talidomida sobre as alteracGes hepéticas e sistémicas em camundongos com

obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

2.1. Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos do bloqueio da producédo de TNF-a, obtido com a administracao
de talidomida sobre a glicemia de jejum, resisténcia periférica a insulina, sinalizacao
da insulina no figado e estabelecimento da esteatose hepatica em camundongos

mantidos em dieta hiperlipidica.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss com seis (6) semanas de
idade, pesando 10-15 g, livres de patdgenos especificos, adquiridos do Centro
Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica da Universidade Estadual de Campinas.
Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas, individuais € mantidos no
Biotério da Universidade Sao Francisco (USF), com ciclos artificiais de 12 horas

claro e escuro e se serviram ad libitum de agua e ragao.

3.2 Inducéo da obesidade e tratamento dos animais

Os camundongos receberam, durante 12 semanas, uma dieta especialmente
preparada conforme Tabela 2 e, essa amostra foi considerada como o grupo
mantido com dieta hiperlipidica (DH). Parte dos camundongos também recebeu pelo
mesmo periodo racdo padrdo (dieta padrao) esse grupo de camundongos foi
denominado grupo controle (CT), conforme a tabela 2. A dieta hiperlipidica foi
preparada usando, predominantemente, como fonte de lipideos, a gordura suina,
rica em gordura saturada (Pauli et al., 2008). Essa dieta foi oferecida ao grupo DH e
também ao grupo que foi mantido com essa dieta hiperlipidica e, posteriormente,
tratados com talidomida (DH+T)

Os animais foram pesados individualmente e semanalmente durante a
vigéncia da dieta e no periodo do tratamento com talidomida foram pesados no

inicio, no quinto dia e no décimo dia (dia do sacrificio).



A metade dos camundongos em DH (N = 15) recebeu, por via intraperitoneal,
100 mg/kg de talidomida, diariamente, durante os 10 dias que antecederam o

sacrificio dos mesmos.

Tabela 2. Composi¢dao de macronutrientes da dieta.

Dieta Padrao Dieta Hiperlipidica

o/kg Kcal/kg o/kg Kcal/kg

Amido de Milho (Q.S.P.) 397,5 1590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Maltodextrina 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 2808
Oleo de Soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -
Mix de Minerais 35 - 35 -
Mix de Vitaminas 10 - 10 -
L-Cistina 3 - 3 -
Colina 2,5 - 2,5 -

Total 1000 3948 1000 5358




3.3 Determinacao dos niveis glicémicos e KITT

Os animais foram mantidos em jejum por 6 horas e anestesiados com uma
mistura 1:1 de cetamina 100 mg/ml e xilasina a 2% no volume de 0,1 ml para cada
100 g de peso corporeo. Apds o procedimento anestésico foi feita uma pequena
incisdo na cauda de cada animal para a coleta de uma pequena gota de sangue e
determinacdo da glicemia basal utilizando glicosimetro. Insulina (1,5 U/kg) foi
injetada intraperitonealmente e novas amostras de sangue periférico foram coletadas
apos 10, 15, 20 e 30 minutos para determinacdo da glicemia. A taxa de
desaparecimento da glicose (KITT) foi calculada baseando-se na inclinagao de cada

curva glicémica (Bonora et al. 1987).

3.4 Determinacao da atividade de AST, ALT

Apébs anestesia como descrito no item anterior, a cavidade toracica foi aberta
para coleta de sangue por puncdo cardiaca. Ap6s a puncdo, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Do sangue coletado obteve-se o soro e
esse foi utilizado para determinar os niveis séricos enzimaticos de ALT e AST

(Cobas-Mira System - Roche Diagnostics.

3.5 Determinacao dos niveis séricos de TNF-a e IL-6

Apos anestesia como descrito no item anterior, a cavidade toracica foi aberta

para coleta de sangue por puncao cardiaca. Ap6s a puncdo, os animais foram

sacrificados por deslocamento cervical. Do sangue coletado obteve-se o0 soro e



esse foi utilizado para determinar os niveis séricos de TNF-a e IL- 6 usando kit

comercial de EIA (GE Healthcare, UK).

3.6 Extracao de proteinas e Western blot

Apbs anestesia como descrito no item anterior, os animais receberam
através da veia porta hepéatica 0,5 ml de salina contendo ou ndo 10° M de insulina e
tiveram bidpsias de figado coletadas apds 30 s desse procedimento para analise de
proteinas por Western blot. As bidpsias do tecido hepatico foram imediatamente
homogeneizadas em tampéao de extracao (Triton X-100 1%, Tris-HCL 100 mM (pH
7.4), Pirofosfato de So6dio 100 mM, Fluoreto de Sédio 100 mM, EDTA 10 mM,
Ortovanadato de Soédio 10 mM. PMSF 2,0 mM e 0,1 mg/ml de aprontinina) e
centrifugadas (20 minutos, 12000 rpm, 4° C). A concentracdo de proteinas presente
no sobrenadante foi determinada pelo método de Biureto (Gornall et al, 1949), no
qual 20 um do sobrenadante foram adicionados a 1 ml de reagente de Biureto
(Labtest). Apdés 30 minutos, a absorbancia das amostras foi lida em
espectrofotometro (modelo Hitachi U-2001) em 595 nm. As amostras receberam
Tampao de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; fosfato de sddio 1 M, pH 7,0; glicerol
50%; SDS — dodecil sulfato de sddio — 10%) contendo DTT (dithiotheritol) 100 mM
foram aquecidas em banho-maria por 5 minutos e estocadas a —70°C.

Nos ensaios de Western Blot, aliquotas contendo 0,2 mg de proteina foram
aplicadas em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) e separadas por
eletroforese (Bio-Rad). Ap6s separacdo, as amostras foram transferidas para

membranas de nitrocelulose e incubadas com solugdo contendo anticorpo anti-IRS-



1, anti-fosfo-IRS, anti-AKT e anti-fosfo-AKT (Santa Cruz Biotechnology Inc.CA, USA)
overnighta 4°C.

As membranas foram reveladas utlizando Kit comercial de
quimioluminescéncia (GE Healthcare, UK). A intensidade das bandas foi quantificada
por densitometria Otica utilizando o programa Scion Image Softaware (ScionCorp,

Frederick, MD).

3.7 Analise histoldgica

Os fragmentos do figado foram armazenados em formalina tamponada e
posteriormente processados para a obtencdo de cortes histolégicos. Os cortes
histolégicos foram feitos com sessdes de 4 um de espessura, colocados em laminas

de vidro e corados pela com Hematoxilina e Eosina (HE).

3.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média, acompanhado do respectivo erro
padrao da média (EPM) de n experimentos. Diferencas estatisticamente significantes
foram determinadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA), seguido de pés-
teste Dunnett para comparacées mdltiplas. Valores de p<0,05 foram considerados

significantes.



4. RESULTADOS

4.1 Ganho de peso corporal

Na Figura 2 podemos observar que os animais alimentados com a dieta
hiperlipidica (DH) apresentaram um ganho maior de peso corpéreo quando
comparado aos animais que foram mantidos com a dieta padrao (CT). A diferenca
de peso corporal entre 0os grupos tornou-se significativa depois de 3 semanas (total
de 10 semanas). Ap6s o tratamento com a talidomida (DH +T), observou-se uma
reducao significativa no peso corporal dos animais quando comparados com 0 grupo

mantido com dieta hiperlipidica (DH) (Figura 3).

4.2 Glicemia de jejum e Sensibilidade periférica a insulina

Na figura 4 podemos observar a glicemia de jejum nos camundongos que
receberam dieta padrao (CT), nos animais que receberam dieta hiperlipidica (DH) e
nos animais tratados com Talidomida (DH +T), e constatar que houve o
estabelecimento de um quadro de hiperglicemia nos animas com dieta hiperlipidica
(DH) e uma melhora nos niveis glicémicos dos animais que tiveram tratamento com
Talidomida (DH + T) por 10 dias, aproximando aos valores dos animais mantidos
com dieta padrao. Administracdo de insulina in vivo resulta em queda progressiva
dos valores glicémicos em funcdo do tempo, resultando em curvas glicémicas. A
inclinacdo dessas curvas reflete a sensibilidade dos tecidos a insulina (Kirr). Os

animais controle apresentaram valores de inclinagdo das curvas de 3,02+0,78,



enquanto que os animais em DH apresentaram valores de 0,58+0,57 (p<0,05
comparado ao grupo C). A queda nos valores de inclinagcao das curvas glicémicas
reflete a resisténcia periférica a insulina. O grupo DH+T apresentou valores de
inclinacao das curvas glicémicas de 1,22+0,58 (p<0,05 quando comparado ao grupo
DH), ou seja, houve uma melhora significativa na redugdo da glicemia apoés a
administragdo de insulina nesses animais, refletindo uma melhora na sensibilidade

periférica a insulina.
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Figura 2. Ganho de peso corporal nos camundongos que receberam a dieta
hiperlipidica (DH) e nos animais com dieta padrao (CT) durante 10 semanas. Os
resultados estdo expressos como média acompanhada do respectivo erro padrao da

média (n=6). *p<0,05 quando comparado com o grupo CT.
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Figura 3. Ganho de peso corporal nos camundongos tratados com talidomida
(DH+T; 100 mg/kg; 10 dias conforme protocolo) e que receberam a dieta
hiperlipidica (DH), onde a pesagem foi realizada no primeiro, quinto e décimo dia de
tratamento. Os resultados estdo expressos como média acompanhada do respectivo

erro padrao da média (n=6). *p<0,05 quando comparado com o grupo DH.
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Figura 4. Glicemia de jejum nos camundongos tratados com talidomida (DH+T; 100
mg/kg; 10 dias), que receberam a dieta hiperlipidica (DH) e nos animais controle
(CT). Os resultados estdo expressos como média acompanhada do respectivo erro
padrdao da média (n=6). *p<0,05 quando comparado com o grupo CT. # p<0,05

quando comparado com o grupo DH.



4.3 Analise molecular da sinalizacao da insulina no figado

Na figura 5 podemos observar a fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina (IRS-1) em tirosina, desencadeada pela administragdo de insulina i.v. aos
animais controle. Nos animais obesos o0 mesmo nao pode ser observado e, apds o
tratamento com talidomida, voltamos observar a fosforilacdo do substrato do
receptor de insulina em tirosina, confirmando molecularmente os resultados obtidos
com o teste de tolerancia a insulina. Também foi realizada a analise do nivel de

fosforilacdo da AKT e resultados semelhantes foram observados (Figura 6).

4.4 Niveis séricos de TNF-ae IL-6

A determinagdo dos niveis de TNF-a presentes no soro dos animais revelou
que a manutencdo da dieta hiperlipidica resulta em aumento desses niveis
(388,3+96,4 pg/ml nos animais com DH e 58,8+x17,3 pg/ml nos animais controle,
n=15; p<0,01). Apds o tratamento com talidomida os animais apresentaram uma
reducao significativa dos niveis séricos de TNF-a (80,0+13,9 pg/ml, n=15, p<0,05).

A determinacao dos niveis sericos de IL-6 nos animais também foi realizada.
Observamos que o grupo controle apresentou niveis ndao detectaveis desta citocina.
O grupo DH apresentou valores de 30,1+6,4 pg/ml e o grupo DH tratado com
talidomida apresentou valores de 33,0+4,8 pg/ml. Ou seja, os grupo DH e DH + T

apresentaram valores semelhantes de IL-6 sérica.



4.5 Niveis séricos das enzimas hepaticas

Na tabela 3 podemos observar que nao houve alteracao nos niveis séricos de
Aspartato  Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotrasferese (ALT) entre os

diferentes grupos.
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Figura 5. Niveis de fosforilagdo em tirosina do Substrato do Receptor de Insulina
(IRS)-1 antes e apo6s a administracao de Insulina in vivo aos animais dos grupos
controle (CT), dieta hiperlipidica (DH) e nos animais tratados por talidomida (DH+T).
A e B — Imagem representativa de um experimento. C - Resultados expressos como
média acompanhada do respectivo erro padrdo da média (n=4). *p<0,05 quando

comparado ao nivel de fosforilacao observado na auséncia de insulina.
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Figura 6. Niveis de fosforilacdo da AKT antes e apds a administracdo de insulina in
vivo aos animais dos grupos controle (CT), dieta hiperlipidica (DH) e nos animais
tratados por talidomida (DH+T). A e B — Imagem representativa de um experimento.
C - Resultados expressos como média acompanhada do respectivo erro padrao da
média (n=4). *p<0,05 quando comparado ao nivel de fosforilagdo observado na

auséncia de insulina.



Tabela 3. Analise sérica de Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina
Aminotrasferese (ALT) nos camundongos que receberam dieta padrao (CT), dieta

hiperlipidica (DH) e tratados com talidomida (DH + T).

Grupo AST (mg/DL) ALT (mg/DL)
Controle (n = 15) 180,5 £ 12,7 35,3 + 3,1
Dieta Hiperlipidica (n = 15) 180,3 £ 6,9 40,7 £ 3,9

Talidomida (n = 15) 161,8 £18,2 34,3 + 3,1




4.5 Analise histoldgica do figado

Na figura 7 podemos observar cortes histoldégicos de tecido hepatico dos
camundongos que receberam dieta padrao (CT, painel A) dos animais que
receberam dieta hiperlipidica (DH, painel B) e dos animais tratados com talidomida
por 10 dias (DH + T, painel C). Podemos observar no painel B a presenca de
esteatose, caracterizada pelo acumulo de gordura nos hepatocitos. Ja no painel C

houve uma reducao das areas de esteatose.



Figura 7. Corte histolégico do figado dos camundongos controle (CT, painel A), apos
10 semanas de tratamento com dieta hiperlipidica (DH, Painel B) e apds 10 dias de
tratamento com Talidomida (DH + T, painel C). Hematoxilina e Eosina com corte de

4.0 uM de tecido hepatico, 400X.



5. DISCUSSAO

A talidomida é um farmaco atualmente utilizado no tratamento de patologias
linfoproliferativas, de diversos canceres e na hanseniase. Sabe-se que esse farmaco
apresenta acao antiinflamatéria, anti-angiogénica e imunosupressora (Boreges e
Froehlich, 2003). Dentre os mecanismos descritos para a talidomida, estd a
capacidade de inibir a producdo de TNF-a (Calabrese e Fleischer, 2000), uma
citocina pré-inflamatéria secretada pelo tecido adiposo em maiores quantidades no
individuo obeso e, atualmente, associada a inducdo da resisténcia a insulina
(Maynadier et al., 2008). Por esse motivo, a talidomida foi utilizada neste estudo,
como uma ferramenta farmacoldgica, que apresenta a capacidade de inibir a
producédo de TNF-o (Calabrese e Fleischer, 2000).

Camundongos mantidos com uma dieta rica em gordura saturada
desenvolvem alteracbes glicémicas, resisténcia periférica a insulina, alteracdes
hepaticas e aumento da adiposidade, sendo considerado um bom modelo de
obesidade para o estudo de caracteristicas fisiopatoldgicas e intervencdes
farmacolégicas (Carvalho et al., 2007 e Flowers et al., 2007).

Em nossos experimentos mostramos que apos 12 semanas de dieta
hiperlipidica os animais apresentavam um peso corporal maior que 0s animais que
permaneceram com a ragcdo comercial, bem como apresentavam altos valores de
glicemia de jejum e, a administragdo de insulina i.v. ndo era capaz de reduzir de
maneira adequada a glicemia, caracterizando a resisténcia a insulina. A
administracdo de talidomida durante os ultimos 10 dias do protocolo utilizado (12
semanas) foi capaz de reduzir o peso corporal, melhorar a glicemia de jejum, bem

como restaurar a capacidade da insulina reduzir a glicemia nos animais que



permaneciam em dieta hiperlipidica. Em um estudo experimental descrito na
literatura em que ratos Wistar foram também alimentados com dieta hiperlipidica e,
posteriormente, tratados com infliximab, um anticorpo monoclonal anti-TNF-a,
observou-se também uma redugdo do peso corporal, da glicemia de jejum e da
sensibilidade periférica a insulina (Araujo et al., 2007).

A analise molecular da via de sinalizacao da insulina no figado, através da
quantificacdo da forma fosforilada do substrato do receptor de insulina (IRS)-1,
mostrou que o tratamento com talidomida foi capaz de restaurar a fosforilacdo do
IRS-1 em tirosina apdés a administragdo da insulina, nos animais obesos. A
fosforilacdo da AKT também foi analisada e seguiu o padrao de resposta observado
para o IRS-1. Nossos resultados estdao de acordo com o descrito por Barbuio et al.
(2007), que demonstrou que o tratamento com infliximab também foi capaz de
restabelecer a sinalizacdo hepatica da insulina via receptor de insulina
(IR)/IRS/Akt/FOXO1 em ratos com obesidade experimental (Barbuio et al., 2007).

Os niveis séricos de TNF-a foram mensurados e verificou-se que eram
maiores nos animais obesos e reduzidos nos animais tratados com talidomida,
confirmando a capacidade da talidomida em inibir a produc¢do de TNF-a e sugerindo
que essa inibicdo possa ser em parte responsavel pela melhora dos parametros
metabdlicos e da sinalizagcdo da insulina observada. Em um estudo com seres
humanos portadores de diabetes tipo 2, que utilizaram talidomida por via oral, ndo
houve relato de melhora dos niveis glicémicos (Igbal et al., 2000). Nesse estudo, 0s
autores utilizaram a talidomida na dose de 150 mg, porém ndo demonstraram se
esta dose foi suficiente para induzir uma reducdo da producdo de TNF-a nesses
pacientes. A capacidade da talidomida em inibir a produgéo de TNF-a é controversa

e acredita-se que seja dependente da dosagem do farmaco e do tipo de célula a ser



estudada (Calabrese e Fleischer, 2000). Ja os niveis de IL-6 nao foram alterados
pelo tratamento com talidomida. Pacientes com cancer também nao mostraram
reduc@o nos niveis séricos de IL-6 apds o tratamento com talidomida, somente os
niveis de TNF-a foram reduzidos (Stebbing et al., 2001).

Estudos demonstram que pacientes que apresentam resisténcia a insulina
podem evoluir para esteatose hepatica pelo acumulo de triglicerideos no figado. A
resisténcia a insulina aumenta a liberacdo de acidos graxos pelos adipécitos
resultando em niveis elevados desses no plasma. A taxa de captacédo desses pelo
figado é proporcional 0 que acaba resultando na esteatose (Browining e Horton,
2004). A melhora da capacidade de sinalizacdo da insulina poderia ser util na
reducdo da formacao da esteatose. Em modelo experimental prévio de obesidade
Barbuio et al (2007) demonstraram que o bloqueio de TNF-a, com o uso de
infliximab, resultou em melhora da esteatose. Neste relato, os niveis de AST e ALT
nao apresentaram alteragcdes, o que determina que a funcdo hepatica estava
preservada (Barbuio et al, 2007). No nosso experimento, os niveis séricos de AST e
ALT também nao diferiram entre os animais que receberam a dieta hiperlipidica e os
animais do grupo controle (CT). Os animais com dieta hiperlipidica apresentaram
alteracdes histolégicas caracterizadas pela presenca de esteatose. Porém, apds
tratamento com talidomida foi possivel observar uma reducdo das areas de
esteatose.

A talidomida também apresenta uma acado hepatoprotetora em outros
modelos experimentais, como o de cirrose induzida por CCls, reduzindo a
mortalidade, restaurando os niveis normais de AST/ALT e a arquitetura morfolégica
do figado (Muriel e col., 2003). A acdo hepatoprotetora da talidomida também foi

atribuida a sua capacidade de bloquear a sintese de TNF-a, pois o mesmo



desempenha um papel central na necrose celular, apoptose, faléncia do 6érgao, dano
tecidual, inflamacéo e fibrose, processos que podem levar ao estabelecimento da
cirrose (Chong e col., 2006).

Assim, a inibicdo da producdo de TNF-a nos animais obesos parece estar
relacionada a uma melhora nas condicbes sistémicas e hepaticas observadas,
sugerindo que drogas que blogueiam a producdo de TNF-o devam ser exploradas
visando a terapéutica da obesidade. A talidomida, em particular, € um farmaco
potencialmente perigoso por seu conhecido efeito teratogénico e foi utilizada neste
estudo somente como uma ferramenta farmacolédgica capaz de inibir a producéo de

TNF-o.



6. CONCLUSAO

O bloqueio da producao de TNF-a obtido neste trabalho pelo tratamento com
talidomida resulta em reducéo do peso corporal, na glicemia de jejum, em melhora
na resposta sistémica e hepatica a insulina, contribuindo para a redugdo da
esteatose hepatica. Essas respostas corroboram os achados anteriores que
sugerem que o TNF-a participe no desenvolvimento de acdes deletérias associadas
a obesidade. O desenvolvimento e uso de drogas que inibem a sintese de TNF-a
podem abrir novas fronteiras no tratamento das doencas associadas a obesidade

como a resisténcia a insulina e a doenga do figado gorduroso.
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