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RESUMO

A obesidade est4d associada a um quadro de inflamacdo sistémica,
envolvendo a producao de adipocitocinas como o TNF- a e migragdo de macréfagos
para o tecido adiposo. O Metotrexato (MTX) é uma droga com acdes anti-TNF-a
dentre outras que pode contribuir para a reducédo destas alteracbes. Este trabalho
tem por objetivo avaliar o papel do MTX nas altera¢cdes inflamatdrias associadas a
obesidade.

Foram utilizados camundongos mantidos em racdo comercial ou dieta
hiperlipidica e tratados com MTX 1 mg/kg durante 8 semanas (MTX 1mg) ou MTX 2
ou 4 mg/kg nas duas ultimas semanas de vigéncia da dieta (MTX 2mg e MTX 4mg).
Peso corporal, ingestdo de racao, niveis glicémicos e teste de tolerancia a insulina
(ITT) foram avaliados. Estoques de tecido adiposo foram dissecados e biopsias
utilizadas para andlise da expressdo protéica por Western blot e da producdo de
adipocitocinas por ELISA (sobrenadante de culturas de curto-prazo). In vitro, em
culturas isoladas ou em sistema de co-cultura a acdo do metotrexato também foi
avaliada.

Ndo houve reducdo do peso corpéreo, da ingestdo de racdo ou de
adiposidade nos animais apo0s tratamento com MTX. Ndo houve alteracdes de
glicemia e sensibilidade a insulina no grupo MTX 1mg. Mas os niveis glicémicos
estavam reduzidos e a sensibilidade a insulina estava aumentada nos grupos MTX
2mg e 4mg. Ex vivo, observamos em cultura de tecido adiposo a reducao da lipdlise,
da liberacdo de leptina e aumento da liberacdo de adiponectina e IL-10. O MTX
reduziu a expressao protéica de F4/80, MCP-1 e iNOS no tecido adiposo, além de
reduzir o nivel de fosforilagdo da JNK. In vitro observamos que a acao antilipolitica
do MTX é dependente da acdo da adenosina, pois foi revertida com a utilizacdo de
um antagonista de receptor Al. Ainda in vitro, também confirmamos a capacidade do
MTX modificar a producdo de citocinas pro-inflamatérias em co-culturas estimuladas
com LPS.

Nossos resultados sugerem que o MTX melhora o controle glicémico e a
sinalizacdo da insulina por reduzir no tecido adiposo a producdo de
adipocitocitocinas pré-inflamatérias e o infiltrado de macrofagos e, aumentar a
producdo de citocinas antiinflamatorias. Apresenta também efeito antilipolitico
através da liberacdo de adenosina, o que contribui para o controle glicémico
observado, sugerindo que farmacos com agdo imunossupressora e/ou antilipolitica
podem ser ferramentas Uteis no controle das alteragfes associadas a obesidade.

Palavras-chave: imunossupresséao; inflamacgao; obesidade; adipocinas, metotrexato.
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ABSTRACT

Obesity is associated to a systemic inflammatory process which presents
proinflammatory cytokine productin, i.e. TNF-a and adipose tissue macrophage
infiltration. Methotrexate (MTX) has anti-TNF-a action and it could be a role to reduce
the inflammation associated to obesity. Thus, the aim of this project was to evaluate
MTX effects in inflammatory alterations induced by obesity.

Swiss mice were feed with commercial chow (CN) or high fat diet (HFD) and
treated with MTX 1 mg/kg/week during 8 weeks (MTX1) or MTX 2 or 4 mg/ kg/weed
in the last two weeks of HFD (MTX2 and MTX4, respectively). Body weight, food
intake, glucose blood levels and insulin tolerance test (ITT) were evaluated. Adipose
tissue depots were quantified and biopsies were obtained for protein expression
analysis by Western blot, adipocytokines production and basal lipolysis. In vitro
assays, the MTX action was evaluated in isolated adipocyte cultures or
macrophage/adipocytes co-cultures.

There was no reduction in body weight, food intake or adiposity in animals
after treatment with MTX. No changes in glucose blood levels and insulin sensibility
were observed in MTX1 mice. However, glucose blood levels were reduced and
insulin sensitivity was increased in MTX2 and MTX4. Ex vivo, the basal lipolysis and
leptin production were reduced while adiponectin and IL-10 were improved in
adipose tissue from MTX4 mice The MTX treatment also reduced the protein
expression of INOS, MCP-1 and F4/80 (a macrophage marker). The level of
phosphorylation of JNK was also reduced in the MTX4. In vitro, MTX promotes
lypolisis inhibition by adenosine signaling through adenosine receptor A1. We were
also able to confirm MTX ability to modify proinflammatory cytokine production in
LPS-stimulated co-cultures, in vitro.

Our results demonstrate that methotrexate improves glycemic control and
insulin resistance in obese mice. This improvement seems to be associated with a
reduced production of proinflammatory and macrophage infiltration and increased
production of anti-inflammatory adipocytokines by adipose tissue. The effect anti-
lypolisis through adenosine release could also contribute to glucose homeostasis,
suggesting that drugs with immunossupressant and/or inhibitory lypolisis action could
be a tool for controlling obesity associated alterations.

Key words: immunosuppression; inflammation; obesity; adipokines, methotrexate.
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1. INTRODUCAO

1.1.OBESIDADE E INFLAMACAO

A obesidade é caracterizada pelo aumento de tecido adiposo, decorrente de
hipertrofia e hiperplasia e, pode ser resultante da ingestdo persistente de energia em
quantidade superior & gasta (Otto e Lane, 2005). E um distirbio do equilibrio
energético no organismo, pois quando a energia vinda do consumo de alimentos
excede o gasto de energia, as calorias excedentes sdo estocadas no tecido adiposo
na forma de triglicerideos. As células adiposas (adipécitos) podem aumentar ou
diminuir de tamanho de acordo com o equilibrio energético do organismo, quando
ocorre aumento observamos a hipertrofia. Novos adipécitos podem se formar a partir
de células precursoras também em resposta ao equilibrio energético positivo
persistente caracterizando a hiperplasia. A obesidade € um importante fator de risco
para o desenvolvimento da diabetes tipo 2, doenca cardiovascular e hipertenséo
(White e Stephens, 2010). Alteracdes no tamanho e no nimero de adipdcitos podem
estar relacionadas a inabilidade do tecido adiposo em funcionar corretamente, o que
pode contribuir para o aparecimento de problemas relacionados a obesidade, como
dislipidemia, resisténcia a insulina e risco cardio-metabdlico (Godoy-Matos, 2006).
Acredita-se que estas patologias sejam decorrentes de um estado de inflamacao
sistémica associado ao aumento da adiposidade e deste modo tem crescido o
interesse no estudo da biologia do tecido adiposo (Godoy-Matos, 2006).

A inflamacédo sistémica que se estabelece com a adiposidade parece ser
decorrente do fato do tecido adiposo secretar uma grande variedade de fatores que
participam diretamente do processo inflamatério ou regulam outras funcbes
imunologicas, como o fator de necrose tumoral (TNF)-q, interleucina (IL)-6 e leptina,
coletivamente denominadas adipocitocinas ou adipocinas (Hotamisligil et al., 1993;
Bastard et al., 2000).

O tecido adiposo também contribui produzindo substancias com atividade
antiinflamatdéria como a adiponectina, IL-10 e cortisol (Tomlinson et al., 2004), mas
em situacdes relacionadas ao aumento da adiposidade, 0 que se observa é um
desequilibrio entre a producéo de fatores pro- e antiinflamatérios, que contribuiriam

para a manutencdo de um nivel moderado de inflamacgé&o sistémica.
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O tecido adiposo ndo é composto somente por adipécitos em diferentes
estagios de maturagdo, mas também pela chamada fragdo estromal, composta por
células endoteliais, leucdcitos infiltrados e células progenitoras (Bastos et al., 2009).

O estabelecimento da obesidade coincide com um aumento significativo da
infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo e estes por sua vez, podem modificar a
funcdo dos adipdcitos e atuar como um fator importante para a reducdo da
sensibilidade tecidual a insulina (Zeyda e Stulnig, 2007).

O numero de macréfagos no tecido adiposo branco estd diretamente
correlacionado com a adiposidade e com o tamanho dos adip6citos em humanos e
em ratos, sem apresentar diferencas significativas entre o tecido adiposo subcutaneo
e visceral (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003; Curat et al., 2004). Tem sido
sugerido que fagocitos séo recrutados ao tecido adiposo em decorréncia de morte
celular dos adipdcitos semelhante a necrose, decorrente da hipertrofia celular (Cinti
et al., 2005). Acredita-se também que este recrutamento possa ser dependente de
uma producdo de quimiocinas, como a proteina quimioatrativa de mondcitos-1
(MCP-1), a proteina quimioatrativa de mondcitos-2 (MCP-2) e a substancia Regulada
sob ativacdo, expressa e secretada por células T normais (RANTES), pois estudos
com camundongos deficientes para estas quimiocinas ou para receptores MCP-1
apresentam reducdo do recrutamento de macréfagos para o tecido adiposo e
melhora das alteracbes metabdlicas quando submetidos a dieta hiperlipidica
(Christiansen et al., 2004; Kanda et al., 2006; Weisberg et al., 2006). A compreensao
dos mecanismos que induzem a migracao de macrofagos para o tecido adiposo bem
como a capacidade de modificar este evento podem ser alvos promissores na

prevencao e tratamento da resisténcia a insulina (Zeyda e Stulnig, 2007).

1.2. Adipocitocinas antiinflamatorias

As adipocitocinas influenciam uma variedade de processos fisiologicos, entre
eles, o controle da ingestdo alimentar, a homeostase energética, a sensibilidade a
insulina, a angiogénese, a protecao vascular, a regulacdo da pressao arterial e a
coagulacdo sanguinea. Como ja citado, alteracbes na secrecdo de adipocitocinas,

decorrentes da hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos, poderiam constituir situacéo



relacionada a génese do processo fisiopatoldgico da obesidade e suas complicacdes
(Havel, 2004).

A adiponectina foi descrita primeiramente em 1995, é considerada como a
proteina mais abundante produzida pelo tecido adiposo (Fonseca-Alanis et al.,
2007). A descoberta da adiponectina ocorreu quase que simultaneamente a da
leptina, mas esta ndo recebeu maior atencdo até que a comunidade cientifica
iniciasse os relatos sobre seus efeitos protetores nas alteracfes induzidas pela
obesidade (Koerner et al., 2005). A ela séo atribuidos varios efeitos, como a inibi¢cao
da producdo TNF-a, aumento da sensibilidade a insulina e efeitos moduladores de
NFxB (Fonseca-Alanis et al., 2007). Os mecanismos pelos quais ha melhora da
sensibilidade a insulina pela adiponectina ndo sédo bem conhecidos, mas séo citados
alguns como a reducdo dos acidos graxos circulantes e capacidade de estimulagéo
direta para a captacao de glicose no musculo e adipdcitos pela ativagcdo da AMPK
(Fruebis et al., 2001; Yamauchi et al., 2002). Os niveis de adiponectina estdo
reduzidos na obesidade e em diabetes melito tipo 2 (Weyer et al., 2001).

Acredita-se que a adiponectina seja capaz de suprimir a proliferacdo e ativacao
de células do sistema imunolégico e a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias
(Fantuzzi, 2005). Por outro lado, a adiponectina reduz a producéo e a atividade de
TNF-a (Masaki et al., 2004). As atividades antiinflamatérias da adiponectina podem
inibir a producdo de IL-6, acompanhados por inducéo de citocinas antiinflamatorias
IL-10 e do antagonista de receptor de IL-1 (Kumada et al., 2004; Wolf et al., 2004 e
Wulster-Radcliff et al., 2004). A inibicdo do fator nuclear kB (NF-kB) pela
adiponectina poderia explicar, pelo menos em parte, esses efeitos (Wulster-Radcliff
et al., 2004).

Outra citocina considerada antiinflamatoria produzida pelo tecido adiposo €
interleucina-10 (IL-10). Em 1989, Fiorentino descreveu uma substancia que estava
presente no sobrenadante de cultivos celulares de linfécitos Th2, e que era capaz de
inibir a producdo de citocinas produzidas por células Thl, denominando esta
substancia de Fator Inibidor da Sintese de Citocinas, que mais tarde passou a ser
chamada de Interleucina-10 (Moore et al., 1990). A IL-10 também pode ser
produzida por linfocitos Th2, linfocitos ThO, células B, queratindcitos e células
dendriticas (Eskdale et al., 1998; Mocellin et al., 2003; Blackburn e Wherry, 2007). E

capaz de inibir a producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e outras

3



citocinas secretadas por macréfagos, como IL-6 e IL-8 e, confere protecdo vascular
(Herfarth e Scholmerich, 2002). Esta interleucina também pode inibir a producao de
citocinas por neutrofilos e inibir algumas atividades das células apresentadoras de
antigenos (Corso, 2003). Trabalho recente mostrou que adolescentes com
sobrepeso apresentam niveis seéricos de IL-10 aumentados quando comparados
com adolescentes de peso normal (Tam et al., 2010). Niveis circulantes de IL-10
também estdo aumentados em adultos obesos e correlacionados com o aumento no
indice de massa corporal (Bassols et al., 2010), o que sugere que a expansao do
tecido adiposo também possa produzir fatores antiinflamatérios, com objetivo de
feed back negativo.

1.3. Adipocitocinas pro-inflamatérias

O TNF-a foi descoberto por Carswell em 1975 e foi descrito como um fator que
induzia a necrose de células tumorais apés infec¢cdo aguda por bactérias (Carswell
et al., 1975). A associacao positiva entre a producdo de TNF-a e o tamanho do
adipdcito tem sido descrito em varios modelos de obesidade. Em humanos, o tecido
adiposo de obesos secreta duas vezes mais TNF-a quando comparado a individuos
nao obesos (Bahceci et al., 2007, Skurk et al., 2007). Em modelos experimentais de
obesidade induzida por dieta, niveis de TNF-a no tecido adiposo aumentam
proporcionalmente a adiposidade (Boucher et al., 2005). Niveis elevados de TNF-a
parecem estar associados ao desenvolvimento de complicacbes metabolicas
secundéarias em individuos obesos, como na promog¢do da resisténcia a insulina
(Hotamisligil et al., 1994). A funcdo do TNF-a no desenvolvimento da resisténcia a
insulina foi descrita por sua capacidade de regular para baixo a expressdo do
transportador de glicose glut-4 no tecido adiposo, por mecanismos que envolvem a
reducdo da fosforilagdo do substrato 1 dos receptores de insulina (IRS-1) e
fosforilacdo especifica do receptor da insulina (Moller, 2000). A utilizac&o terapéutica
de anticorpos anti-receptor de TNF-a melhora a sensibilidade a insulina in vivo e
restaura a auto-fosforilacdo estimulada pela insulina do receptor e do substrato do
receptor da insulina (Moller, 2000). Entretanto, a dele¢cdo do gene de TNF-a
promove somente uma modesta redugéo do peso corpéreo e dos estoques de tecido



adiposo, sugerindo que esta citocina ndo tenha um papel principal no controle de
peso corporeo (Uysal et al., 1997; Ventre et al., 1997). Adicionalmente, ha relatos de
que in vitro, o TNF-a. atue como um inibidor da diferenciacdo de adipécitos por
mecanismos que envolvem a inibicdo de fatores de proliferacdo como o peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma (PPAR-y) e CCAAT/enhancer binding protein-
alpha (C/EBP-a; Cawthorn et al., 2007), além de atuar como um indutor de apoptose
em adipdcitos (Nishimura et al., 2006). Ha ainda referéncias de que triacilglicerdis e
acidos graxos livres exercam forte influéncia na inducdo da expressdo de TNF-a.
Roedores tratados com dieta hiperlipidica apresentaram aumento significativo da
expressdo de TNF-a e alteracdo da via de sinalizacéo insulinica in vivo (Morin et al.,
1997). Anticorpos anti TNF-a melhoram a sensibilidade a insulina em animais
obesos, enquanto que animais deficientes de TNF-a, mesmo quando submetidos a
dieta hiperlipidica, apresentam-se protegidos em relacdo ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina associada a obesidade (Guimardes et al., e 2007). E,
finalmente, o préprio TNF-a atua como um indutor de lipdlise in vitro e in vivo (Costa
e Duarte, 2006).

A leptina € uma proteina com estrutura similar a familia de citocinas e é
principalmente produzida pelos adipécitos, embora outros tecidos, como o musculo
esquelético, placenta, ovarios, estbmago e figado também expressem mRNA para
leptina (Muoio e Lynis, 2002). A leptina foi descoberta por Friedman em 1994 e
interage com diferentes sistemas neuroendocrinos centrais, envolvidos no controle
da ingestdo de alimentos, incluindo, por exemplo, o neuropeptidio Y (NPY),
sintetizado no nucleo arqueado do hipotalamo, que constitui um potente estimulador
da ingestdo de alimentos. Tanto deficiéncia como resisténcia a leptina causam
superexpressdao de NPY hipotalamico, implicado na hiperfagia da obesidade
(Schwartz et al.,, 1996). Deste modo, a leptina age como um sinal aferente de
saciedade, atuando sobre o hipotalamo e, regulando o apetite e o peso em humanos
e animais (Koerner et al.,, 2005). Camundongos com mutacdo no gene da leptina
(camundongo ob/ob) ou no receptor da leptina (camundongo db/db), assim como em
humanos com as mesmas mutacbes nos mesmo genes, sdo obesos (Elmquist,
2001). Adicionalmente, os receptores de leptina estdo presentes no pulméo,
intestino, rins, figado, pele, estbmago, coracdo, baco, dentre outros Orgaos,

sugerindo um efeito pleiotrépico deste hormodnio (Dal Farra et al.,, 2000). Esta
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citocina desempenha um papel importante na linfopoiese e hematopoiese,
estimulando a proliferacdo e aumentando a producdo de citocinas por linfécitos T,
mondcitos/macrofagos e células dendriticas (Lam et al., 2006). A leptina protege 0s
linfécitos T de apoptose e regula a proliferacdo e ativacdo das células T (Fantuzzi,
2005).

A IL-6 € uma citocina imuno-moduladora com acdo proé-inflamatéria e
enddcrina. O tecido adiposo (preferencialmente a gordura visceral) € a principal fonte
de IL-6 circulante nos estados nao inflamatérios (Prins, 2002; Fantuzzi, 2005).
Também ocorre secrecdo de IL-6 hipotalamica onde se pensa que desempenha um
papel na regulacdo do apetite e no gasto energético. Como o TNF-a, também é
atribuido um papel no metabolismo dos lipidos e da glicose, pois é capaz de inibir a
lipoproteina lipase, aumenta a liberacdo de acidos graxos livres e glicerol (Mattison e
Jesen, 2003). H& indicios recentes de que a IL-6 exerca acdo direta sobre a
sensibilidade a insulina, alterando a sinalizacdo em hepatdcitos, mediante a inibi¢cao
da fosforilacdo do substrato do receptor de insulina e PKB/AKT, associado ao
aumento da expressdo do supressor da sinalizacdo de citocinas (SOCS)-3
promovendo, desse modo, resisténcia a acdo do horménio no figado (Senn et al.,
2003). Os seus niveis estdo aumentados na obesidade (tanto os séricos como os do
tecido adiposo) e diminuem com a perda de peso (Costa e Duarte, 2006). A IL-6 é
secretada por macrofagos e adipdcitos e sua expressao pode ser estimulada pelas
catecolaminas via receptores adrenérgicos 2 e B3 do tecido adiposo branco,
guando em concentracdes elevadas (Fonseca-Alaniz et al., 2007). O aumento da
expressao de IL-6 nos depositos de tecido adiposo pode ser de extrema importancia
no estabelecimento de patologias associadas a obesidade (Nonogaki et al.,1995).
Por exemplo, foi sugerido que a IL-6 participe do processo de ateroesclerose pela
associacdo negativa entre IL-6 e HDL-c e a associagao positiva intensa entre essa

adipocitocina e outros mediadores inflamatérios, como TNF-a (Haddy et al., 2003).
1.4. Inflamacgédo associada a obesidade e imunomodulagéo
A hipétese de que a obesidade esta associada a um quadro inflamatoério

sistétmico envolvendo a producdo aumentada de citocinas pro-inflamatorias e o

recrutamento de leucécitos para o tecido adiposo, tem guiado alguns estudos



experimentais e avaliagbes clinicas utlizando drogas antiinflamatérias e
imunossupressoras. Estudos utilizando-se anticorpos anti-TNF-o tém apresentado
resultados conflitantes. O tratamento de pacientes com risco cardio-metabdlico com
Etanercept, um anticorpo anti-TNF-a, resultou em reducdo dos marcadores
inflamatorios (proteina C-reativa), aumento da producdo de adiponectina, mas nao
houve melhora na capacidade de sinalizacdo da insulina, sugerindo que este evento
seja mais complexo (Bernstein et al., 2006).

Por outro lado, pacientes em tratamento para artrite ou psoriase com Infliximab,
um anticorpo monoclonal anti-TNF-a, apresentam melhora na sinalizagédo da insulina
e no controle glicémico (Yazdani-Biuki et al., 2004; Gonzalez-Gay et al., 2006). O
tratamento de camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica com
Infliximab também resulta em melhora da capacidade de sinalizacdo da insulina no
musculo esquelético e no figado (Araujo et al., 2007). Um trabalho recente sugere
que outra droga imunossupressora e com acdes anti-TNF-a, a Talidomida, possa
contribuir na reducdo dos marcadores inflamatérios que estdo associados a
obesidade revertendo as alteracdes inflamatorias hepaticas observadas na
obesidade e que possa ser uma opc¢ao terapéutica para o tratamento da doenca do
figado gorduroso (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) e diabetes tipo 2 (Pinto
et al., 2010).

1.5. Metotrexato

O Metotrexato é um antagonista de folato, inicialmente desenvolvido para o
tratamento de cancer e posteriormente utilizado no tratamento de patologias nao-
neoplasicas, como uma droga antiinflamatoéria e imunossupressora (Genestier et al.,
2000). Além de sua atividade antineoplasica, o Metotrexato também tem sido
utilizado com resultados benéficos na terapia da psoriase, uma doenca cutédnea
comum (McDonald, 1981). Além disso, o Metotrexato inibe as reagbes imunes
celulares e €& empregado como agente imunossupressor, por exemplo, no
transplante de 6rgdos e de medula 6ssea alogénica, bem como no tratamento da
dermatomiosite, artrite reumatdide, granulomatose de Wegener e da doenca de
Crohn (Feagan et al., 1995). Quando usado em altas doses (maiores que 50 mg por

semana) o0 Metotrexato tem atividade predominantemente antineoplasica e, a
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exemplo da maioria dos antimetabdlicos, o Metotrexato € apenas parcialmente
seletivo para células tumorais e toxico para todas as células normais em répida
divisdo, como as do epitélio intestinal e da medula 6ssea. Os antagonistas do folato
induzem apoptose das células durante a fase S do ciclo celular e sdo mais eficazes
quando as células encontram-se na fase logaritmica de crescimento (Goodman e
Gilman, 2005).

Em doses baixas (de 5 a 25 mg por semana) apresenta acao antiinflamatoria, o
gue pode explicar o seu efeito no tratamento da artrite reumatoéide, psoriase e asma
(Fabbri et al, 1991). O mecanismo de ac¢éo antiinflamatério do Metotrexato ainda nao
€ bem compreendido. Na asma seu efeito pode estar relacionado a sua acao
inibitéria na infiltracdo de linfécitos e eosindfilos nas vias aéreas (Gonokami et al.,
1995). Acredita-se que o Metotrexato atue como antiinflamatério por mecanismos
relacionados a liberacdo de adenosina e a efeitos diretos sobre a proliferacdo de
células T (Tian et al., 2007). As concentracdes de adenosina que inibem a funcéo
das células inflamatérias sdo similares aqueles observadas in vivo e sugerem que a
adenosina tenha um papel na modulacédo da inflamacéo. De fato, estudos recentes
indicam que o0s agonistas de receptores de adenosina sdo potentes agentes
antiinflamatérios. Alguns estudos indicam que o Metotrexato diminui a inflamacéo,
aumentando a liberacdo de adenosina em locais inflamados (Cronstein, 1994).

Adicionalmente, o tecido adiposo apresenta alta expressdo de receptores de
adenosina Al (A1AdoR) gue medeiam reducdo da formacdo de AMP ciclico e
inibicdo da lipdlise (Fatholahi et al., 2006). A reducéo da lipdlise nos adipdcitos pode
atuar como um beneficio no tratamento de dislipidemias, diabetes tipo 2 e risco
cardio-metabdlico (Fatholahi et al., 2006).

O Metotrexato também atua como uma droga anti-TNF-a que também poderia
contribuir para a melhora no quadro de resisténcia a insulina relacionada a
obesidade (Gerards et al., 2003). A a¢do imunossupressora deste farmaco pode
modular a migracdo de macréfagos ao tecido adiposo, atuando sobre mais um
parametro do componente inflamatorio relacionado a obesidade. Adicionalmente,
como a adenosina apresenta um efeito anti-lipolitico descrito e o Metotrexato
também modifica a liberacdo de adenosina em sistemas biologicos, estas acoes

poderiam se traduzir em beneficios ao quadro metabdlico de camundongos obesos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

- Avaliar o papel do Metotrexato nas alteragbes sistémicas e do tecido adiposo

associadas a obesidade.

2.2. Objetivos Especificos

Estudar o possivel efeito do tratamento com Metotrexato em camundongos com

obesidade induzida por dieta hiperlipidica, avaliando:

0 peso corporeo, glicemia e sensibilidade periférica a insulina;

as alteracdes dos estoques de tecido adiposo (epididimal e perirenal);

o infiltrado de macréfagos no tecido adiposo (expresséao de F4/80 e MCP-1)

a producéo de adipocitocinas e outros marcadores pro-inflamatorios no tecido
adiposo (TNF-q, IL-6, leptina, INOS, JNK)

a producédo de adipocitocinas antiinflamatérias (adiponectina, IL-10)

a atividade lipolitica

Estudar o efeito in vitro do Metotrexato em culturas de adipdcitos e em co-culturas

de adipdcitos/macrofagos quanto:

a producédo de adipocitocinas;

a atividade lipolitica.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss com 6 semanas de idade adquiridos do
Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP). Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas
individuais e mantidos no Biotério da UNIFAG, com ciclos artificiais de 12 horas claro
e escuro e temperatura controlada. Os animais se serviram ad libitum de agua e
ragcdo. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Animal - USF
Protocolo 1/2008 (Anexo).

3.2. Obesidade induzida por dieta e tratamento dos animais

Ao completarem 6 semanas de idade, os animais foram inicialmente divididos
em dois grupos, onde um recebeu racdo comercial para roedores (Labina®,
Agribrands-Purina, Paulinia, SP, Brasil) e o outro recebeu uma dieta preparada em
nosso laboratorio conforme Tabela 1. Dois protocolos distintos de tratamento foram
utilizados:

1) os animais foram tratados com Metotrexato (Sigma Aldric, Co. — Saint Louis,
Missouri, USA) 1 mg/kg, via intraperitonial semanalmente durante as 8 semanas em
que foram mantidos com dieta hiperlipidica e este grupo foi denominado MTX 1mg.

2) os animais foram tratados nas duas Ultimas semanas das 12 semanas em
gue foram mantidos com dieta hiperlipidica com 2 ou 4 mg/kg/semana de
Metotrexato e foram denominados grupo MTX 2mg e grupo MTX 4mg. A divisdo dos

grupos experimentais esta ilustrada na Figura 1.
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Tabela 1. Composicdo de macronutrientes da dieta (Pauli et al., 2008).

Dieta Padréo Dieta Hiperlipidica
g/kg Kcallkg o/kg Kcallkg
Amido de Milho (Q.S.P.) 397,5 1590 1155 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
A qa
Controle }
=11
Camundongos Swiss (n=11) (( DH )
=34 (n=11
Dieta Hiperlipidica (DH) < -
(n=23) 4
L 1mg/kg Metotrexato
(MTX 1mg)
(n=12)
L\
B s
Controle } e N
Camundongos Swiss (n=11) DH
(n=44) - L (n=11)
Dieta Hiperlipidica (DH)
L (n=33) < 2mg/kg
Metotrexato
(MTX 2mg)

g A

4mg/kg Metotrexato

(MTX 4mg)
(n=11)

L\

Figura 1: Divisdo dos animais nos grupos experimentais. A) Protocolo de 8 semanas

e B) protocolo de 12 semanas.

11



3.3. Glicemia basal e Teste de tolerancia a Insulina (ITT)

Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas e foram anestesiados com
uma mistura 1:1 de cetamina 100 mg/ml e xilasina a 2% no volume de 0,1 ul para
cada 100 g de peso corpéreo. Apdés 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. Para o ITT, os
animais receberam via i.p. 1,5 U/kg de insulina e os niveis glicémicos foram
avaliados apés 5, 10, 15 e 30 minutos. Os valores glicémicos foram plotados e a
inclinacdo das curvas avaliada usando o programa GraphPad Instat (Kitt). O ITT foi

realizado na semana anterior ao sacrificio dos animais.

3.4. Determinacgdo do peso corpoéreo e avaliacdo dos estoques de tecido adiposo

Os animais foram pesados semanalmente durante a vigéncia da dieta e ao final
do experimento tiveram seus estoques de tecido adiposo (epididimal e perirenal)

dissecados e pesados.

3.5. Cultura de curto-prazo de tecido adiposo e determinacdo da producdo de

adipocitocinas da lipdlise

Bidpsias do tecido adiposo foram fragmentadas e incubadas por 3 h em Meio
199 (GIBCO Life Technologies, Grand Island, NY), contendo Albumina de Soro
Bovino (BSA) 1% (Sigma Aldric, Co. — Saint Louis, Missouri, USA), a 37°C em
atmosfera contendo 5% CO2 e 95% O2. ApOs a incubacdo o meio foi coletado e
estocado a -70°C para posterior determinagcéao de TNF-qa, IL-6, leptina, adiponectina
e IL-10. A quantificagdo dos niveis de citocinas e adipocinas foi feita utilizando kit de
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). A atividade lipolitica foi avaliada pela
quantificacdo de glicerol nas mesmas amostras utilizando kit comercial (LABORLAB,
Guarulhos - SP, Brasil)
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3.6. Extracdo de proteina e analise por Western blot

Os animais foram anestesiados, a cavidade abdominal aberta e o tecido
adiposo epididimal coletado e homogeneizado em tampéao de solubilizacdo contendo
Tris 100 mM (pH 7.6), Triton X-100 1%, NaCl 150 mM, aprotinin 0.1 mg, 35 mg
PMSF/ml, NazVO,4 10 mM, NaF 100 mM, NasP,0710 mM e EDTA 4 mM. Os extratos
foram centrifugados a 15000 rpm a 4°C, 45 min. Ao sobrenadante coletado foi
adicionado tampéo de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; fosfato de sodio 1 M, pH
7,0; glicerol 50%; SDS — dodecil sulfato de sédio — 10%) contendo DTT 100 mM e as
amostras foram aquecidas em &gua fervente por 5 min., aplicadas em géis de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e separadas por eletroforese. Apos a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas de
nitrocelulose foram incubadas com anticorpos anti-F4/80, anti-MCP-1, anti-iNOS,
anti-JNK, anti-fosfo-JNK e anti-B-Actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc. — Santa
Cruz, Califérnia, USA) overnight a 4°C antes de serem reveladas com Kits

comerciais de quimioluminescéncia (GE Healthcare Bio-Sciences AB, UK).

3.7. Cultura e Co-Cultura de células

Foram utilizadas as linhagens de macrofagos RAW 264.7 e de adipdcitos 3T3-
L1 adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro e da ATCC (USA),
respectivamente e, estabelecidas em nosso laboratério. A linhagem RAW 264.7 foi
cultivada em Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) suplementada com 10%
de soro fetal bovino, 10 ml/L de penicilina/estreptomicina (Gibco BRL, NY, USA), a
37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO.. A linhagem de pré-adipécitos 3T3-L1 foi
cultivada em meio basal de DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10
ml/L de penicilina/estreptomicina, a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO,. Apés
48 horas de atingirem a confluéncia, as células foram incubadas com o meio de
diferenciacao (0,25 yM de dexametasona, 10 pg/ml de insulina e 0,5 mM 1IBMX em

meio basal). Apos 96 horas, as células foram expostas ao meio de maturacdo (5
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pg/ml de insulina em meio basal). Os adipdcitos foram utilizados em ensaios de co-
cultura ou de lipdlise basal ap6s 10 dias de manutencdo em meio de maturacao.

As co-culturas de adipécitos e macrofagos foram realizadas utilizando
"transwell inserts” com poros de 0,4 um (Millipore, CO, Cork, Ireland) para separar
os dois tipos celulares. Foram pipetados, na parte superior do insert, os estimulos:
Metotrexato na concentracdo de 3,0 ug/ml e em outro poco, DPCPX em duas
concentracdes 0,1 e 1,0 uM juntamente com metotrexato. Apos 48 hs de cultura, o
sobrenadante foi coletado para ensaio de lipdlise basal. Outra co-cultura foi
realizada para a quantificacdo da presenca das seguintes citocinas: IL-6 e IL-10,
utilizando-se Kit comercial de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Os
estimulos utilizados foram: Metotrexato 3,0 ug/ml; LPS 100 ng/ml e outro poco
recebia LPS e Metotrexato.

As culturas de adipécitos foram estimuladas com Metotrexato nas seguintes
concentragcbes: 0,3; 1,0 e 3,0 ug/ml, uma outra cultura foi estimulada com
Metrotrexato 3,0 ug/ml, e em outros pocos foram pipetados o DPCPX em duas
concentracfes diferentes 0,1 e 1,0 uM juntamente com MTX, ap6s 48 horas de

cultura em estufa, o sobrenadante foi coletado para ensaio de lipdlise basal.

3.8. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média, acompanhado do respectivo erro
padrao da meédia (EPM). Diferencas estatisticamente significante foram
determinadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de
Dunnett para comparagbes multiplas. Valores de p<0,05 foram considerados

significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacao do peso corpéreo

Durante a vigéncia da dieta hiperlipidica, os animais do grupo DH
apresentaram uma alteracao significativa no peso corpéreo quando comparados aos
animais controle (Figura 2A). No entanto, observou-se que ndo houve reducédo do
peso corporeo dos animais tratados com Metotrexato 1mg/Kg quando comparados
ao grupo DH. O mesmo foi observado nos animais tratados com 2mg/kg e 4mg/kg
de Metotrexato (Figura 2B) quando comparados ao grupo DH. Vale ressaltar que
guando comparamos o grupo DH ao Controle do segundo protocolo experimental,

ha também um aumento significativo do peso corpéreo (Figura 2B).

4.2. Avaliagéo dos estoques de tecido adiposo epididimal e perirenal

A avaliacao dos estoques de tecido adiposo epididimal e perirenal mostrou que
ndo ha reducbes na adiposidade ap6s o tratamento com as trés doses de
Metotrexato (Figura 3A e 3B).

4.3. Controle de ingesta de alimento

A quantidade de dieta ingerida foi monitorada durante o tratamento dos dois
grupos experimentais. Nota-se uma diminuicdo de ingesta nos DH quando
comparado aos grupos Controle (Figura 4A e 4B), mas o mesmo néo foi observado
entre os animais tratados com 1, 2 e 4mg/kg de Metotrexato (Figura 4A e 4B)

guando comparados aos DH.
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Figura 2. Peso corpéreo dos animais Controle, DH e MTX 1mg durante 8 semanas
(Painel A) e dos animais Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg durante os 14 dias de
tratamento (Painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média e erro
padrao (EPM) de 10 animais. **p<0,01 quando comparado ao grupo DH.
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Figura 3. Avaliacdo dos estoques de tecido adiposo epididimal e perirenal dos
animais Controle, DH e MTX 1mg (Painel A) e dos animais Controle, DH, MTX 2mg
e MTX 4mg (Painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média e erro

padrédo (EPM) de 10 animais. * p<0,05 quando comparado ao Controle
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Figura 4. Controle de ingestdo de dieta dos animais Controle, DH e MTX 1mg (Painel
A) e dos animais Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg (Painel B). Os valores estéo
apresentados na forma de média e erro padrao (EPM) de 16 animais. *p<0,05 e
**p<0,01 quando comparado ao grupo controle.
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4.4. Avaliagéo dos niveis glicémicos

Os niveis glicémicos foram avaliados ao final do tratamento e ndo estavam
modificados nos animais tratados com MTX 1 mg quando comparados aos DH,
somente no DH quando comparado ao Controle (Figura 5A). Entretanto, observou-se
uma reducdo da glicemia basal nos animais tratados com MTX 2 e 4mg quando

comparado ao grupo DH (Figura 5B).

4.5. Teste de tolerancia a insulina

A administracdo de insulina aos animais em dieta hiperlipidica (DH) resulta em
uma queda moderada nos niveis glicémicos quando comparada ao grupo controle,
sugerindo a presenca de resisténcia a insulina (Figura 6A e 6B). O tratamento com
MTX 1mg néo foi capaz de alterar de maneira significativa o resultado observado
com o teste de tolerancia a insulina (Figura 6A).

Nos grupos tratados com MTX 2 e 4mg pudemos observar que 0s animais
recuperaram a capacidade de reduzir sua glicemia em resposta a insulina, sugerindo
que estes possam estar mais sensiveis a sinalizacdo periférica da insulina quando

comparados ao DH (Figura 6B).

19



3001

~ 2501

[a) — —

S 200+

E

@ 1501

§ 100

S ]

O 50

0 T
Controle DH MTX 1mg

B

3504
. 3001 —
-
Q 250- # #
o
£ 200 —=
8
= 150+
(]
© 100+
© 5o

C T L]
Controle DH MTX2mg MTX4mg

Figura 5. Niveis glicémicos dos animais Controle, DH e MTX 1mg (Painel A) e dos
animais Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg (Painel B). Os valores estéao
apresentados na forma de média e erro padrdo (EPM) de 10 animais. **p<0,01 e

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle e #p<0,05 quando comparado ao
grupo DH (n=10).
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Figura 6. Teste de tolerancia a insulina dos animais Controle, DH e MTX 1mg (Painel
A) e dos animais Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg (Painel B). Os valores estéo
apresentados na forma de média e erro padrao (EPM) de 7 animais. *p<0,05 quando

comparado ao grupo controle, # p<0,05 e ## p<0,01 quando comparado ao DH.
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4.6. Avaliacéo ex-vivo da producao de adipocitocinas antiinflamatorias

Os niveis de adiponectina avaliados ap06s a cultura de curto-prazo do tecido
adiposo epididimal dos camundongos mantidos durante 12 semanas com dieta
hiperlipidica mostram que nos obesos o tecido adiposo epididimal libera quantidades
reduzidas de adiponectina, quando comparado ao controle (Figura 7). Nos grupos
tratados com Metotrexato 2mg e 4 mg observou-se grande variacdo e ha diferencas
estatisticamente significativas somente entre o grupo experimental tratado com 2mg

guando comparado ao grupo DH (Figura 7).

Ao avaliamos os niveis de IL-10 durante a cultura pudemos observar que o
tecido adiposo dos animais que receberam Metotrexato na dose de 4mg liberou
guantidades significativamente maiores desta citocina quando comparado ao grupo

DH, mas o mesmo nao ocorreu na dose de 2mg (Figura 8).

4.7. Avaliacdo ex-vivo da producao de adipocitocinas pré-inflamatérias

Ao avaliarmos os niveis de leptina liberados ex-vivo nas culturas de curto-prazo
realizadas com tecido adiposo epididimal de animais do grupo DH observamos que
houve um aumento significativo quando comparado aos animais do grupo Controle
e, também pudemos observar uma reducéo significativa no grupo tratado com 4mg

de Metotrexato quando comparada ao DH (Figura 9).

Quando avaliamos os niveis de TNF-a. nas mesmas culturas observamos um
aumento significativo destes no grupo DH quando comparados ao controle, mas o
tratamento com Metotrexato 2mg e 4 mg nao foi capaz de promover alteracdes

estatisticamente significativas (Figura 10).

Os niveis de IL-6 liberados durante a cultura de curto-prazo mostram que
houve uma reducdo destes somente no grupo de animais que recebeu 4mg de

Metotrexato quando comparados ao DH (Figura 11).
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Figura 7. Adiponectina liberada ex-vivo pelo tecido adiposo epididimal dos animais
Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg. Os valores estao apresentados na forma de
média e erro padrdo (EPM) de 6 animais. *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle e # p<0,05 quando comparado ao DH.
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Figura 8. IL-10 liberada ex-vivo pelo tecido adiposo epididimal dos animais do grupo
Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg. Os valores estdo apresentados na forma de

meédia e erro padrao (EPM) de 6 animais. # p<0,05 quando comparado ao grupo DH.
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Figura 9. Leptina liberada ex-vivo pelo tecido adiposo epididimal dos animais
Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg. Os valores estao apresentados na forma de
média e erro padrdo (EPM) de 6 animais. **p<0,01 quando comparado ao grupo
controle, # p<0,05 quando comparado ao DH.
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Figura 10. TNF-a liberado ex-vivo pelo tecido adiposo epididimal dos animais
Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg. Os valores estao apresentados na forma de
média e erro padrdao (EPM) de 6 animais. *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle.
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Figura 11. IL-6 liberada ex-vivo pelo tecido adiposo epididimal dos animais Controle,
DH, MTX 2mg e MTX 4mg. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro

padrao (EPM) de 6 animais. #p<0,05 quando comparado ao grupo DH.
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4.8. Avaliacao do infiltrado de macréfagos no tecido adiposo

A expressdo da proteina F4/80, um marcador de macrofagos ativados, foi
avaliada por Western blot em extratos protéicos de tecido adiposo epididimal e
observou-se um aumento significativo da expressdo desta no grupo DH quando
comparado ao grupo Controle (Figura 12). No tecido adiposo obtido dos animais
tratados com 2mg e 4mg observamos uma reduc¢ao significativa desta expressao,
sugerindo uma reducgdo do infiltrado de macrofagos no tecido adiposo epididimal
decorrente da obesidade (Figura 12).

Ao avaliarmos a expressdo da proteina MCP-1, observamos novamente um
aumento de sua expressao no tecido adiposo mesentérico dos animais do grupo DH
e uma reducéo significativa desta expressao apos o tratamento com Metotrexato em

ambas doses empregadas (Figura 13).

4.9. Avaliacdo de outros marcadores inflamatoérios no tecido adiposo

Podemos observar na Figura 14, a presenca aumentada de JNK fosforilada
no tecido adiposo epididimal dos animais DH quando comparado aos animais
controles. Porém, no tecido adiposo dos animais tratados com 4mg de Metotrexato,
observamos uma reducado da fosforilacdo da JNK, embora o mesmo néo tenha sido

observado com a dose de 2mg de Metotrexato.

A expressdo de iINOS foi também avaliada no tecido adiposo epididimal dos
animais Controle, DH, MTX 2mg e 4mg. Um aumento da expressao protéica de
INOS foi observado no grupo DH, quando comparado ao Controle. J& nos grupos
tratados com 2mg e 4mg de Metotrexato observamos uma reducao desta expressao

guando comparado ao grupo DH (Figura 15).
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Figura 12. Expressédo da proteina F4/80 no tecido adiposo epididimal dos animais
Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg (A e B representam um experimento). C. As barras
mostram a média e erro padrdo da média (EPM) de 5 experimentos da quantificacéo
de F4/80 corrigida pela expressdo de B-actina. * p<0,05 quando comparado ao

controle e # p<0,05 quando comparado ao grupo DH.
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Figura 13. Expressado da proteina MCP-1 no tecido adiposo epididimal dos animais
Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg (A e B representam um experimento). C. As barras
mostram a média e erro padréo da média (EPM) de 5 experimentos da quantificacéo
de MCP-1 corrigida pela expressao de B-actina. * p<0,05 quando comparado ao
controle e # p<0,05 quando comparado ao grupo DH.
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Figura 14. Niveis de fosforilagdo da c-Jun NH2- terminal kinase (JNK) no tecido
adiposo epididimal de animais Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg (A e B
representam um experimento). C. As barras mostram a quantificacdo de fosfo-JNK
normalizados pela quantificacdo da JNK nativa apresentados na forma de média e
erro padrdo da média (EPM) de 5 experimentos. * p<0,05 quando comparado ao

controle e # p<0,05 quando comparado ao grupo DH.
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Figura 15. Expressado da proteina iNOS no tecido adiposo epididimal dos animais
Controle, DH, MTX 2mg e MTX 4mg (A e B representam um experimento). C. As barras
mostram a média e erro padréo da meédia (EPM) de 5 experimentos da quantificacao
de INOS corrigida pela expressdo de B-actina. *p<0,05 quando comparado ao

controle e # p<0,05 quando comparado ao grupo DH.
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4.10. Avaliacao da atividade lipolitica in vivo e in vitro

Como podemos observar na Figura 16, a avaliacdo da atividade lipolitica
basal obtida ex-vivo mostrou que o tecido adiposo epididimal dos animais mantidos
em DH apresentava-se aumentada em relacdo ao Controle. Mas o tratamento com
Metotrexato 4 mg foi capaz de reduzir a lipélise basal quando comparado ao grupo
DH.

In vitro, o Metotrexato também foi capaz de inibir a lipolise basal em culturas
de adipécitos 3T3-L1 na concentracdo de 3 ug/mL, sugerindo a presenca de uma
atividade antilipolitica do imunossupressor (Figura 17). Este efeito inibitério ndo esta
associado a toxicidade do Metotrexato, visto que o ensaio de MTT ndo mostrou
alteracdes na respiragéo celular frente a incubagéo com diferentes concentragdes do
Metotrexato (dados ndo mostrados). A avaliacdo in vitro permitiu que pudéssemos
avaliar o mecanismo envolvido nesta acdo. O emprego de um antagonista de
receptor de adenosina Al foi capaz de reverter a acéo antilipolitica observada para o
Metotrexato in vitro (Figura 18). O mesmo pode ser observado no sistema de co-
cultura adipécitos/macréfagos murinos que simula in vitro a interacdo entre
adipécitos e macrofagos infiltrados no tecido adiposo que ocorre durante a
obesidade. Nestes experimentos, novamente o Metotrexato mostrou sua atividade
antilipolitica e a capacidade do antagonista de adenosina em reverter tal acéo
(Figura 19).
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Figura 16. Lipdlise basal no tecido adiposo epididimal dos animais Controle, DH,
MTX 2mg e MTX 4mg. As barras mostram a média e erro padréo da média (EPM) de
5 experimentos da quantificacdo de glicerol no sobrenadante das culturas de curto

prazo. *p<0,05 quando comparado ao controle e # p<0,05 quando comparado ao
grupo DH.
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Figura 17. Lipolise basal em cultura de 3T3-L1 na auséncia (controle) e presenca de
Metotrexato. As barras mostram a média e erro padrdao da média (EPM) de 3
experimentos da quantificacdo de glicerol no sobrenadante das culturas. **p<0,01

guando comparado ao controle.
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Figura 18. Lipdlise basal em cultura de 3T3-L1 na presenca de Metotrexato 3 ug/ml e
DPCPX 0,1 e 1,0 ug/ml. As barras mostram a média e erro padrdo da média (EPM)
de 3 experimentos da quantificacdo de glicerol no sobrenadante das culturas.
**p<0,01 quando comparado ao Metotrexato 3 ug/ml.
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Figura 19. Lipolise basal em cultura isolada de 3T3-L1, co-cultura de 3T3-L1 e RAW
267.4 na auséncia (C-C) e presenca de Metotrexato 3 ug/ml e DPCPX 0,1 e 1,0
ug/ml. As barras mostram a média e erro padrao da média (EPM) de 3 experimentos
da quantificacdo de glicerol no sobrenadante das culturas. ++ p<0,01 quando
comparado a 3T3-L1 isolada, ** p<0,01 quando comparado a auséncia de
Metotrexato e ##p<0,01 quando comparado ao Metotrexato 3 ug/ml.
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4.11. Avaliagéo da atividade imunossupressora em sistema de co-cultura

Como podemos observar em um ensaio preliminar realizado, a co-cultura de
adipdcitos e macréfagos estimula a producdo de citocinas pro-inflamatérias e
antiinflamatorias, como a IL-6 e IL-10, respectivamente. Este sistema de co-cultura
também permite o uso de estimulos, como o LPS respondendo com uma producéo
também aumentada de citocinas proé-inflamatérias e antiinflamatoérias. Tem sido
sugerido que este modelo in vitro pode ser utii no estudo das alteracdes
inflamatoérias associadas a obesidade. In vitro, 0 Metotrexato também foi capaz de
inibir a producéo de IL-6 e IL-10 quando a co-cultura foi estimulada com LPS (Figura
20 e 21).
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Figura 20. IL-6 no sobrenadante de cultura isolada de 3T3-L1 (Painel A), de RAW
267.4 (Painel B) e de co-cultura de 3T3-L1 e RAW 267.4 (Painel C). A barra Controle
refere-se a cultura ndo-estimulada, MTX3 a cultura ndo estimulada na presenca de

Metotrexato 3 ug/ml, LPS a cultura estimulada com LPS e LPS+MTX3 a cultura

estimulada com LPS na presenca de Metotrexato 3 ug/ml. Resultados expressos

como média e erro padrao da média (EPM) de 3 experimentos (Painel C) e de um

anico experimento (Painel A e B). ** p<0,01 quando comparado ao controle e ##

p<0,01 quando comparado ao LPS.
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Figura 21. IL-10 no sobrenadante de cultura isolada de 3T3-L1 (Painel A), de RAW
267.4 (Painel B) e de co-cultura de 3T3-L1 e RAW 267.4 (Painel C). A barra Controle
refere-se a cultura ndo-estimulada, MTX3 a cultura ndo estimulada na presenca de
Metotrexato 3 ug/ml, LPS a cultura estimulada com LPS e LPS+MTX3 a cultura
estimulada com LPS na presenca de Metotrexato 3 ug/ml. Resultados expressos
como média e erro padrao da média (EPM) de 3 experimentos (Painel C) e de um
anico experimento (Painel A e B). ** p<0,01 quando comparado ao controle e ##

p<0,01 quando comparado ao LPS.
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5. DISCUSSAO

A obesidade, caracterizada pela expansdo do tecido adiposo, tem sido
correlacionada a um quadro de inflamacgédo sistémica, envolvendo a producdo de
adipocitocinas pro-inflamatorias e a resisténcia a insulina. Evidencias sugerem uma
relagdo entre obesidade, risco cardio-metabdlico, doencas cardiovasculares e
diabetes tipo 2 (Lakka et al., 2002; McNeill et al., 2005).

Camundongos mantidos em dieta hiperlipidica apresentam um aumento de
tecido adiposo, resisténcia periférica a insulina e glicemia alterada, mostrando-se um
modelo eficiente de obesidade onde é possivel estudar a acdo de farmacos que
possam modificar estas alteracdes maléficas associadas a obesidade (De Souza et
al., 2005). De fato, os experimentos mostraram que ap0s 8 ou 12 semanas de dieta
hiperlipidica foi possivel observar a inducdo da obesidade em nossos animais,
caracterizada pelo aumento do peso corporal e da adiposidade. Este aumento de
adiposidade foi acompanhado de alteragbes metabdlicas caracterizadas pelo
aumento da glicemia basal e reducdo da sensibilidade periférica a insulina,
demonstrado pela reducdo das inclinacbes das curvas glicémicas apls a
administracdo da insulina (Kitt). Em nossos resultados podemos observar que a
manutencao de baixas doses de Metotrexato durante a inducdo da obesidade nao
foi capaz de modificar o peso corporeo final e adiposidade, bem como parametros
glicémicos e de sensibilidade a insulina. No entanto, doses maiores (2 e 4 mg) ao
final do periodo experimental, ou seja, quando a obesidade j4 estd instalada,
resultou em uma melhora na homeostase glicémica e na captacdo de glicose pelos
tecidos, embora n&o haja redugdo do peso corporal ou adiposidade. Deste modo,
prosseguimos apenas com este protocolo avaliando quais mecanismos estariam
envolvidos na melhoras observadas.

Sabemos atualmente, que o tecido adiposo possui a capacidade de producao
de adipocitocinas, substancias que participam da resposta inflamatoria. Estas
adipocitocinas podem apresentar agées pro- ou antiinflamatorias, como o TNF-q, IL-
6 e leptina e, adiponectina e IL-10, respectivamente. Estas adipocitocinas podem
modificar a funcdo dos adipdcitos e atuar como um fator importante para a reducao
da sensibilidade tecidual a insulina e contribuir para a expansao do proprio tecido
adiposo (Zeyda e Stulnig, 2007).
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Como mencionado, o TNF-a produzido pelo tecido adiposo € capaz de induzir
resisténcia a insulina por competir pela mesma via de sinalizacdo da insulina
(Hotamisligil et al., 1993; Shoelson et al., 2003). Estudos demonstraram que animais
com obesidade induzida por dieta hiperlipidica, tratados com Infliximab, um anticorpo
anti-TNF-a apresentaram uma reducédo significativa dos niveis de TNF-a e leptina
apos 2 semanas de tratamento, e paralelamente a inibicdo destas citocinas,
observou-se melhora da capacidade de sinalizacdo da insulina no musculo
esquelético e no figado, contribuindo para a homeostasia glicEmica (Araujo et al.,
2007). Nossos experimentos mostram que apos 12 semanas de dieta hiperlipidica,
0S animais apresentaram um aumento da producdo de TNF-qa, IL-6 e leptina, mas
gue apos duas semanas de tratamento com a dose de 4 mg de Metotrexato, houve
uma reducdo dos niveis de leptina e IL-6, que podem estar relacionadas a melhora
observada na resisténcia a insulina e a glicemia basal. Mas curiosamente, nao
observamos uma reducdo dos niveis de TNF-a nos animais tratados com
Metotrexato. O Metotrexato € um antagonista do acido félico, que tem como sitio de
acdo primario a enzima dihidrofolato-redutase. A inibicdo dessa enzima leva a
efeitos toxicos, através da deplecdo parcial de cofatores tetrahidrofolato, que sao
necessarios para a sintese de purinas e timidilato, precursores do DNA e do RNA.
Sendo a sintese de DNA e RNA interrompida e a replicacdo celular bloqueada, o
Metotrexato pode ser empregado no tratamento de cancer, como inicialmente era
utilizado, e subsequentemente, utilizado no tratamento de patologias nao-
neoplasicas, como uma droga antiinflamatoéria e imunossupressora (Genestier et al.,
2000). Observa-se um efeito antiinflamatdrio e imunossupressor associado ao uso
do Metotrexato, pois este é capaz de reduzir a producdo de citocinas pro-
inflamatérias como o TNF-a e IL-6 e, induzir apoptose de linfocitos ativados (Fraser
et al., 2002).

A melhora observada nos camundongos obesos também pode estar associada
ao fato do Metotrexato ter revertido reducédo na producdo de adipocitocinas
antiinflamatadrias, como a adiponectina e a IL-10 (Hu et al., 1996; Hotta et al., 2001).

O tecido adiposo secreta varias substancias com atividade quimiotaxica que
tem como funcédo atrair mondcitos da circulagcédo periférica que se diferenciardo em
macréfagos no tecido adiposo e passardo a contribuir com a producdo de mais

adipocitocinas e substancias quimiotaxias para atracdo de novos mondcitos. Foi
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demonstrado que o tecido adiposo de obesos possui um aumento da expressao de
MCP-1 (ou CCL2), um fator chave no recrutamento de macréfagos (Kanda et al.,
2006). Quando avaliamos esta expressao em nN0OSS0S experimentos, observamos
que o tratamento com Metotrexato foi capaz de reduzir a expressdo de MCP-1
condizente com a reducdo da expressdo do marcador celular de macrofagos F4/80
observada (Weisberg et al., 2003).

Ou seja, o imunossupressor reduz o infiltrado de macréfagos e duas
possibilidades podem ser responsaveis e até co-existirem para explicar esta acao
observada: a migracdo de mondcitos ao tecido adiposo pode estar sendo inibida de
maneira direta pelo Metotrexato via inibicdo da expressédo de moléculas de adesao
(Vivasnathan et al., 2007) ou o Metotrexato pode estar atuando sobre o tecido
adiposo inibindo a producédo de MCP-1 e se observaria uma reducédo da migracéo de
monaocitos para este local (Ho et al., 2003).

A c-Jun amino-terminal quinase (JNKs) pode interferir com a acéo da insulina
em células cultivadas e sdo ativadas por citocinas inflamatérias e acidos graxos
livres, moléculas que tém sido implicados no desenvolvimento da diabetes tipo 2
(Hirosumi et al., 2002). Em modelos animais de obesidade induzida por dieta ocorre
maior ativacdo de JNK no figado e musculo (Prada et al.,, 2004). Observamos a
presenca aumentada de JNK fosforilada no tecido adiposo epididimal dos animais
DH quando comparado aos animais controles. Porém, no tecido adiposo dos animais
tratados com 4mg de Metotrexato, observamos uma reducéo da expressao de JNK
fosforilada.

Outro marcador inflamatério avaliado foi a expressao da enzima Oxido nitrico
sintase induzida, a iINOS, no tecido adiposo epididimal. A INOS e a SOCS, cujos
genes sdo alvos das vias da JNK e IkK, também estdo implicadas na resisténcia a
insulina promovida pelo TNF-a (Emanuelli et al.,, 2001). A expressdo de iNOS é
estimulada pelo TNF-a e esta elevada na obesidade; camundongos com mutagdes
no gene da INOS desenvolvem menos resisténcia a insulina, associada a obesidade
do que seus controles com gene intacto da iINOS (Rui et al., 2002). Observamos em
NOsSSOS experimentos que 0s animais mantidos em dieta hiperlipidica por 12
semanas apresentam um aumento da expressao iNOS, e que o tratamento com as
duas doses (2 e 4 mg) resultou na reducdo dessa expressao, sugerindo que a
inibicdo da INOS também possa contribuir para os eventos observados.
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A reducéo da lipolise em patologias como diabetes, dislipidemias e risco cardio-
metabdlico € benéfica, visto que, em situacdes patoldgicas como essas existem um
aumento de acidos graxos livres na circulacéo (lipdlise acentuada). Para o diabetes,
por exemplo, ocasiona resisténcia a insulina e hiperglicemia, jA em casos de risco
cardio-metabdlico em que temos um aumento da lipGlise devido a prépria doenca,
estes &cidos graxos livres podem levar ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, visto que estes podem oxidar-se na circulacéo e levar a formacao
de placas de ateroma — aterosclerose, trombose entre outras, além de dislipidemia
(Kirk e Klein, 2009). Como citado, a estimulagdo de receptores de adenosina Al
(A1AdoR) estd associada a uma acdo antilipolitica e, como parte dos efeitos
farmacoldgicos do Metotrexato parecem ser decorrentes de sua capacidade de
liberar adenosina, avaliamos a capacidade deste farmaco de modificar a lipdlise
basal ex vivo e in vitro.

Trabalhos recentes sugerem que a reducdo da acao da adenosina por sua
decomposicdo ou por bloqueio do receptor de adenosina A1 em animais obesos nao
modifica o peso corporal e a adiposidade, mas resulta em melhora da tolerancia a
glicose e reduz os niveis de insulina (Xu et al., 1998). In vitro, a utilizacdo do
antagonista DPCPX aumenta a lipolise basal e a induzida pela adrenalina em
adipdcitos. Acredita-se que o proprio adipdcito libere adenosina e o bloqueio da acéo
desta explicaria 0 aumento da lipdlise observada (Szkudelski et al., 2009). Em
Nossos experimentos, a atividade lipolitica basal obtida ex-vivo mostrou que o tecido
adiposo epididimal dos animais mantidos em DH apresentava-se aumentada em
relacdo ao Controle. Quando tratados com Metotrexato, a lipolise basal foi reduzida
guando comparado ao grupo DH. In vitro, o Metotrexato também foi capaz de inibir a
lipdlise basal em culturas de adipocitos 3T3-L1 na concentracdo de 3 ug/mL,
sugerindo a presenca de uma atividade antilipolitica do imunossupressor mediada
pela liberacdo de adenosina, visto que in vitro, a utilizacdo do antagonista de
receptor de adenosina Al, o DPCPX, foi capaz de reverter a acdo antilipolitica
observada para o Metotrexato. O mesmo pode ser observado no sistema de co-
cultura adipdcitos/macréfagos murinos que simula in vitro a interacdo entre
adipécitos e macrofagos infiltrados no tecido adiposo que ocorre durante a

obesidade. Nesta situacdo a lipdlise também € estimulada e mais uma vez o

38



Metotrexato foi capaz de inibir a lipélise por mecanismos mediados por ativagdo do
receptor de adenosina.

Ao avaliarmos a producéo de citocinas pro-inflamatérias e antiinflamatoérias no
sistema de co-cultura, observamos que também ha modificacbes na producédo
destas quando adipdécitos entram em contato com macréfagos. Nesta situacdo, a
estimulacdo de receptores do tipo toll-4 (TLR-4) pelo lipopolissacarideo (LPS) atua
potenciando a producdo de mediadores pro-inflamatorios. Evidencias sugerem que
acidos graxos saturados liberados pelos adipdcitos durante a lipolise servem como
ligantes naturais que estimulam os TLR-4 induzindo a ativagdo da resposta
inflamatoria nos macréfagos infiltrados no tecido adiposo (Suganami et al., 2009).
Deste modo, o sistema de co-cultura macréfagos/adipocitos com a estimulacédo de
TLR-4 pode servir como um modelo in vitro adequado ao estudo da inflamacéo no
tecido adiposo durante a obesidade. Os efeitos antiinflamatorios exercidos pelo
Metotrexato também foram observados in vitro pela inibicdo da producéo de IL-6. No
entanto, o Metotrexato in vitro também foi capaz de inibir a producéo de IL-10, uma
citocina considerada antiinflamatéria, sugerindo que in vivo, outros mecanismos

imunomoduladores possam estar presentes.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o imunossupressor metotrexato melhora o
controle glicémico e a sinalizagdo da insulina em camundongos obesos, apesar de
nao reduzir a adiposidade, por reduzir o infiltrado de macrofagos e a producdo de
adipocitocinas pré-inflamatérias e, aumentar a producdo das adipocitocinas
antiinflamatdrias no tecido adiposo.

Adicionalmente, o metotrexato atua como agente antilipolitico via liberacao de
adenosina e acdo desta em receptor A1 o que também pode contribuir para a

reversao da resisténcia a insulina observada na obesidade.
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resultado:
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