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RESUMO

A perda de peso por individuos obesos seguida de reganho de peso ou simplesmente o “efeito
sanfona” contribui para disfungdes metabdlicas e inflamatdrias, além de interferir com o
remodelamento do tecido adiposo (TA). Este trabalho objetivou caracterizar o modelo
experimental de ciclos de perda/reganho de peso (CPRP) em camundongos e avaliar os efeitos
da estabilizacdo de mastocitos e da inativagdo de metaloproteinases (MMPS) sobre as
alteracdes de matriz extracelular e inflamacado no TA, bem como as alteracbes metabdlicas
sistémicas durante CPRP. Camundongos Swiss foram alimentados com dieta hiperlipidica (DH)
durante 8 semanas, submetidos ou ndo a perda de peso com restricdo calérica por 8 semanas
(RC) e, reintroduzidos em DH por 8 semanas para o reganho de peso (RC/RDH). O tratamento
com cromoglicato de sddio, um estabilizador de mastocitos (CG) (25mg/kg/dia; via i.p.) foi
realizado durante a perda e reganho de peso (RC+CG; RC/RDH+CG) ou com GM6001, um
inibidor n&o especifico de MMPs (100mg/kg/dia; via i.p.) foi realizado durante a perda de peso
(RC+GM). Peso corporal, adiposidade, parametros metabdlicos foram avaliados. Bidpsias de
TA foram empregadas na avaliagéo de citocinas e do infiltrado de leucdcitos. Metaloproteinases
de matriz foram quantificadas e sua atividade avaliada por Zimografia. O tamanho dos
adipdcitos foi avaliado bem como a presenca de fibrose foi avaliada por Picro-Sirius Red. A RC
melhorou parcialmente a resisténcia a insulina, lipidemia e a inflamagdo, mas a atividade das
MMPs estava aumentada no TA. Apés RC/RDH as alteracdes metabdlicas e inflamatorias
estavam semelhantes ao DH. A estabilizacdo de mastécitos com CG ap6s RC/RDH resultou em
alterac@es no infiltrado de leucocitos e macrofagos no TA visceral, mas ndo no perfil de MMPs,
citocinas inflamatorias ou nos parametros metabdlicos. J4 a inativacdo das MMPs apoés
RC/RDH foi capaz de melhorar a resisténcia a insulina e lipidemia, aumentar adiponectina e IL-
10, reduzir IL-6, TNF-a e MMP-12, além de interferir com o tamanho dos adipécitos e reduzir a
fibrose, sem alterar o infiltrado de leucécitos e macrofagos no TA. Desta forma, podemos
concluir que mastdcitos participam da modulacéo da migracdo de macréfagos no TA durante os
CPRP. A atividade das MMPs é mais intensa na perda do que no reganho de peso e pode estar
relacionada a atividade inflamatodria. E a inibicdo das MMPs interfere no tamanho dos adipdcitos
e na inflamag@o no TA durante o reganho de peso, resultando em melhora nos parametros
metabdlicos associados aos CPRP.

Palavras-chave: TECIDO ADIPOSO. MATRIZ EXTRACELULAR. METALOPROTEINASES DE
MATRIZ. CROMOGLICATO DE SODIO. INIBIDOR DE METALOPROTEINASE DE MATRIZ.
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ABSTRACT

Weight loss by obese individuals followed by weight regain or "weight cycling" contributes to
metabolic and inflammatory dysfunctions, as well as to interfere with white adipose tissue (WAT)
remodeling. This study aimed to characterize the experimental model of weight cycling (WC) in
mice and to evaluate the effects of mast cell stabilization and inactivation of metalloproteinases
(MMPs) on extracellular matrix changes and inflammation in WAT, as well as systemic metabolic
changes during WC. Swiss mice were fed a high-fat diet (HFD) for 8 weeks and underwent or
not to caloric restriction for 8 weeks, resulting in weight loss (WL). After, they were reintroduced
in HFD for 8 weeks for weight regain (WL/WR). Treatment with sodium cromoglycate, a mast
cell stabilizer (CG) (25 mg/kg/day, via ip) was performed during weight loss and weight regain
(WL + CG, WL/WR + CG) or with GM6001, a non-specific matrix metalloproteinases inhibitor
(100 mg/kg/day; ip) was performed during weight loss (WL + GM). Body weight, adiposity,
metabolic parameters were evaluated. Adipokines and leukocyte infiltration were assessed in
WAT biopsies. Matrix metalloproteinases were quantified and their activity was evaluated by
Zymography assay. Adipocyte size were measured and the fibrosis evaluated by Picro-Sirius
Red. WL partially improved insulin resistance, lipidemia, and inflammation, but MMP activity
was increased in WAT. After WL/WR, metabolic and inflammatory changes were similar to HFD.
Stabilization of mast cells with GC after WL/WR resulted in changes in leukocyte and
macrophages infiltration in visceral WAT, but not in the profile of MMPs, inflammatory cytokines
or metabolic parameters. On the other hand, the inactivation of MMPs after WL/WR was able to
improve insulin resistance and lipidemia, increase adiponectin and IL-10, reduce MMP-12, TNF-
a and IL-6, besides interfering with adipocyte size and reducing fibrosis, without altering the
leukocyte and macrophage infiltration in the WAT. In this way, we can conclude that mast cells
participate in the modulation of the macrophage migration in WAT during WL/WR. The activity of
the MMPs is intense during the weight loss period and can be related to the inflammatory
activity. The inhibition of MMPs interferes with adipocyte size and inflammation in WAT during
weight regain, resulting in improved metabolic parameters associated with WC.

Keywords: WEIGHT CYCLING, ADIPOSE TISSUE, EXTRACELLULAR MATRIX, MATRIX
METALLOPROTEINASES, CROMOLYN SODIUM, MATRIX METALLOPROTEINASES
INHIBITOR.
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FIGURA 25: Acdo do cromoglicato de sédio e do GM6001 sobre as alteracdes
metabdlicas, inflamatorias e no perfil de MMPs durante os ciclos de perda e reganho
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade, “efeito sanfona” e remodelamento tecidual

A obesidade é definida como uma doenca caracterizada pela expansdo excessiva do
tecido adiposo e que pode estar associada ao estabelecimento de uma inflamacéo sistémica e
cronica de baixo grau. Esta implicada no desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes
mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares (BOUTENS; STIENSTRA, 2016), bem como no
desenvolvimento de fibrose no tecido adiposo (CHABOT et al., 2016).

Dietas restritivas que levam a perda de peso tém sido utilizadas por individuos obesos,
apesar do limitado sucesso a longo prazo (KROEGER; HODDY; VARADY, 2014; OCHNER et
al., 2013). As dietas restritivas geralmente resultam em periodos de perda de peso seguidos de
periodos de reganho, um fendmeno conhecido como “efeito sanfona” ou “weight cycling”
(BLACKBURN et al., 1989). A cirurgia bariatrica tem se mostrado efetiva na redugédo do peso
em pacientes com obesidade grau 3, das co-morbidades associadas a obesidade, bem como
no aumento da expectativa de vida. No entanto, uma parcela significativa (estimada em 10-
20%) volta a ganhar peso apés a cirurgia (KARMALI et al., 2013). Dentre os motivos que levam
pacientes recidivarem apds a cirurgia bariatrica podemos citar os de ordem psiquiatrica, a falta
de atividade fisica, altera¢cbes enddcrinas/metabdlicas como o aumento dos niveis de grelina,

ndo adesédo as dietas além de motivos relacionados a falhas cirdrgicas (KARMALI et al., 2013).

A celularidade do tecido adiposo esta entre os fatores que podem contribuir para o
reganho de peso que se segue da perda de peso induzida por dietas restritivas (OCHNER et al.,
2013). A expanséo inicial do tecido adiposo é resultante do aumento do seu tamanho
(hipertrofia), seguido pelo aumento do numero de adipdcitos a partir de células precursoras
(hiperplasia) governado pelo processo de adipogénese, que reflete o balango entre lipolise e
lipogénese. Individuos com hipertrofia no tecido adiposo, quando comparados aos individuos
com hiperplasia mas que possuem o mesmo indice de massa corporal e adiposidade,
apresentam insulina de jejum mais alta e resisténcia periférica a insulina (ERIKSSON-
HOGLING et al., 2015). Com a perda de peso, a reducédo do tamanho dos adipdcitos resulta em
um ganho maior em termos de reducédo da insulinemia e da melhora da sensibilidade a insulina
(ERIKSSON-HOGLING et al., 2015), porém, durante a perda de peso ocorre uma redugao
significativa na hipertrofia dos adipdcitos, a hiperplasia permanece provavelmente pela falta de
uma programacéo adequada para a morte celular (OCHNER et al., 2013). Embora estudos mais

antigos sugiram que adipocitos menores possam facilitar o reganho de peso, ndo h4a um
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consenso sobre este tépico (OCHNER et al., 2013). Durante o reganho de peso, os adipécitos
oferecem alta flexibilidade no armazenamento de energia, faciltando a recarga e o

armazenamento de energia ingerida (MACLEAN et al., 2015).

Os estoques de tecido adiposo estdo localizados em regides distintas e também
apresentam funcdes especificas dependendo da condi¢cdo em que se encontram, e desta forma,
podem ser classificados em tecido adiposo branco (visceral e subcutaneo) e tecido adiposo
marrom. O tecido adiposo branco possui capacidade de armazenar o excesso de lipideos em
até 90% de seu volume total em uma Unica gota citoplasmatica de gordura unilocular, sendo
essencial para periodos de jejum (AZHAR et al., 2016). No entanto, durante o estabelecimento
da obesidade, o armazenamento excessivo de energia ingerida pelos adipécitos é
acompanhado pelo aumento da secrecdo de adipocinas pro-inflamatorias e redugdo das anti-
inflamatorias e, consequentemente pelo recrutamento e infiltragdo de células imunoldgicas, tais
como mondécitos/macréfagos, linfocitos e células dendriticas para o tecido adiposo branco
(KANG et al., 2016; LAUTERBACH; WUNDERLICH, 2017), gerando um nivel moderado de
inflamacéo local e sistémica, que influencia no comportamento das vias metabdlicas (AZHAR et
al.,, 2016). Ja o tecido adiposo marrom, apresenta varias pequenas goticulas lipidicas
multiloculares localizadas no citoplasma e a presenca de muitas mitocéndrias, sendo capaz de
catabolizar rapidamente grandes quantidades de acidos graxos, apresentando atividade
termogénica. As perturbacdes na atividade do tecido adiposo marrom, como a dissipacdo de
energia, também contribuem para conducdo do estado obeso (AZHAR et al., 2016). Estudos
recentes tém identificado um tecido adiposo branco intermediario, ou seja, quando este é
estimulado pela necessidade de gerar calor, pela pratica de exercicios fisicos ou pela acao de
agentes termogénicos, apresenta a capacidade de conversdo de tecido adiposo branco em
tecido adiposo marrom, processo chamado de “browning”, também conhecido como tecido
adiposo bege (AZHAR et al., 2016; FU et al., 2016).

Em resposta as alteragbes no numero e/ou tamanho dos adipdcitos, além da tenséo
mecanica imposta aos adipdcitos, o tecido adiposo é rapidamente e dinamicamente remodelado
durante sua expanséo e regressdo (CHOE et al., 2016). Este remodelamento é caracterizado
pela superproducdo dos componentes da matriz extracelular, tais como colageno, laminina e
fibronectina (SUGANAMI; OGAWA, 2010), e se faz importante na modulacdo de varios
processos biolégicos, incluindo a adipogénese, a migracdo e reparacao celular (WILLIAMS;
KANG; WASSERMAN, 2015). A matriz extracelular pode ser dividida em componentes

fibrilares, componentes néo fibrilares e microfibrilas que séo secretados localmente e formam
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uma rede organizada, em estreita associacdo com a superficie celular que os produz
(ALBERTS et al., 2006). Além de sua funcao estrutural, a matriz extracelular também apresenta
funcdo instrucional como ja citado, afetando a diferenciagdo e fungéo celular, também atua
como um reservatorio de fatores de crescimento (HUANG; GREENSPAN, 2012).

Os colagenos sao os componentes estruturais mais abundantes da matriz extracelular,
ndo sé suportam a arquitetura dos tecidos, mas também as fungbes celulares, incluindo a
adesédo celular, a migracdo, a diferenciacdo, a morfogénese e a cicatrizacdo de feridas (LIN;
CHUN; KANG, 2016). Exitem mais de 24 tipos de colagenos conhecidos, os colagenos fibrilares
(tipos |, II, lll, V e XI) os que apresentam cadeias denominadas a que se associam de tal forma
a constituirem uma tripla hélice, sendo que suas extremidades ndo assumem a configuragéo
helicoidal e favorecem a interacdo entre os colagenos e outros elementos que compdem a
matriz extracelular. O coldgeno nao fibrilar (tipo 1V), reline-se em uma rede plana e é o principal
componente de todas as laminas basais maduras. Outros componentes como a elastina por
exemplo, formam uma extensa rede entrelacada de fibras e camadas e, podem ser estendidas
e retraidas, concedendo elasticidade a matriz. Ja a fibronectina e a laminina séo glicoproteinas
de matriz com mudltiplos dominios que permitem a aderéncia da célula a matriz (ALBERTS et
al., 2006). A interacéo fisiol6gica entre os adipdcitos e as diversas proteinas que compdem a
matriz extracelular estdo associados as consequéncias metabdlicas da obesidade. O excesso
de deposicao de colagenos causa dano tecidual crénico sob condi¢des patoldgicas e € definido
como uma condicao fibrética. Ao contrario da existéncia de fibrose na pele, pulmdes, figado ou
rins, a fibrose no tecido adiposo ainda ndo esta totalmente elucidada, mas esta associada a
infiltracdo de células inflamatdrias no tecido lesionado, apresentando assim, impacto patolégico

sobre o metabolismo durante o estabelecimento da obesidade (CHUN, 2012).

Durante os processos de expansdo e regressdo do tecido adiposo, alteracdes de
celularidade e de matriz extracelular sdo continuos e necessarios para manutencao do tecido
(DRANSE et al., 2016; LEE; WU; FRIED, 2010). Este remodelamento é mediado pelos
sistemas fibrinolitico plasminogénio e plasmina, pelas metaloproteinases de matriz (MMPs),
desintegrina e metaloproteinases (ADAMSs) e pelos inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs). As MMPs sdo sintetizadas como pro-enzimas ou zimogénios, estruturalmente
compostas de um prodominio NH2-terminal e um dominio catalitico contendo um sitio de
ligacdo Zn**, ligado a trés residuos de histidina na sequéncia AHEXGHXXGXXH. Para que se
tornem ativas, se faz necessério a remogdo entre o prodominio NH2-terminal na sequéncia

PRCGXPD e a regido catalitica. Desta forma, o sitio de ligacdo Zn** pode se ligar a substratos
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especificos, inibidores enddgenos e receptores de superficie celular (GEURTS; OPDENAKKER,;
VAN DEN STEEN, 2012) (FIGURA 1). Com base na sua estrutura primaria e especificidade ao
substrato, as MMPs séo classificadas em colagenases (MMP1, MMP8 e MMP13), gelatinases
(MMP2 e MMP9), estromalisinas (MMP3, MMP7, MMP10, MMP1l1 e MMP26),
metaloproteinases de membrana (MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24 e MMP25), entre
outras MMPs (HOPPS; CAIMI, 2012).
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FIGURA 1: Representacdo esquematica da organizacdo dos dominios de MMPs, ADAMs e
ADAM-TS. (GEURTS; OPDENAKKER; VAN DEN STEEN, 2012).



24

Varios mecanismos atuam para assegurar que a degradacdo dos componentes da
matriz pelas MMPs sejam precisamente controlados; os principais sdo: ativagédo local,
confinamento por receptores de superficie celular e secre¢do de inibidores, incluindo os
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Os TIMPs agem bloqueando o sitio ativo
das MMPs, impedindo assim, o acesso das MMPs ao substrato (GEURTS; OPDENAKKER,;
VAN DEN STEEN, 2012) FIGURA 2. Ha quatro tipos mais conhecidos de TIMPs: 1, 2,3 e 4
(JAOUDE; KOH, 2016). Portanto, ha sempre uma degradacdo controlada e re-sintese
(turnover) dos componentes da matriz extracelular, que juntamente com vascularizacédo
adequada garantem uma expansdo saudavel do tecido adiposo (SUN; KUSMINSKI;
SCHERER, 2011). No entanto, ha relatos que na obesidade ocorre desequilibrio entre a
ativacdo de MMPs/TIMPs, promovendo degradagéo e rigidez excessiva da matriz extracelular,
0 que poderia limitar a hipertrofia do adip6cito (VAN HUL; LIJNEN, 2008). Além disso, a
expansao da vasculatura é limitada, ou seja, ndo € proporcional a hipertrofia rapida e
excessiva dos adipdécitos, gerando hipoxia e estresse metabdlico, recrutamento e ativacao de
células inflamatérias (LEE; WU; FRIED, 2010).

A

79, e

MMP Inhibition

FIGURA 2: Interacao entre MMP/TIMP. (A) TIMP, proteina de aminoacidos com um dominio N-terminal
(L1, L2 e L3) e um dominio C-terminal (L4, L5 e L6), (B) TIMP se liga na regido catalitica da MMP de
modo semelhante a um substrato (MACCOLL; KHALIL, 2015).
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A interacdo entre os diversos tipos de células do sistema imunoldgico esta envolvida no
desenvolvimento da inflamacédo no tecido adiposo (OUCHI et al.,, 2011). A infiltracdo de
leucocitos se encontra elevada no tecido adiposo de camundongos alimentados durante 3 dias
com dieta hiperlipidica e estes tem sido apontados como responsaveis pelas alteracdes que
aparecem precocemente na obesidade (TALUKDAR et al.,, 2012). Os macréfagos do tecido
adiposo tem recebido uma atencéo especial. Classicamente macréfagos sao caracterizados de
acordo com o perfil de marcadores de superficie e de citocinas secretadas, como macréfagos
do tipo M1 (apresentam como caracteristica a producdo de citocinas pré-inflamatérias) e
macrofagos do tipo M2 (produzem citocinas anti-inflamatérias e marcadores de superficies que
o caracterizam) (BOUCKENOOGHE et al., 2014). O tecido adiposo apresenta macroéfagos com
caracteristicas fenotipicas mistas durante a obesidade (M1 e M2), com grande capacidade de
producdo de mediadores pro-inflamatérios como o TNF-a (ZEYDA; STULNIG, 2007).

Embora uma grande atencdo seja dada ao infiltrado de macréfagos no tecido adiposo
associada a obesidade, mastocitos podem também regular a inflamagéo do tecido adiposo na
obesidade e o numero de destas células esta aumentada no tecido adiposo de pacientes e
camundongos obesos (LIU et al., 2009). Além disso, camundongos C57BL/6-KitVS"W-sh
deficientes de mastdcitos séo resistentes a obesidade induzida por dieta hiperlipidica e mostram
uma reducdo de respostas inflamatorias e resisténcia a insulina (ZHANG et al., 2014). Outros
tipos celulares, como células T reguladoras, células T efetoras CD8+, Células T CD4+ (Thl e
Th2), células T natural killer (NKT), células B, células dendriticas e eosindéfilos também s&o
encontrados no tecido adiposo e tém sido implicados na patogénese da resisténcia a insulina
relacionada a obesidade (SUGANAMI; OGAWA, 2010).

Alguns relatos de literatura tem correlacionado a inflamag&o com o remodelamento no
tecido adiposo durante a obesidade. Mediadores inflamatérios secretados por macréfagos
parecem estimular em pré-adipécitos a sintese excessiva de componentes da matriz
extracelular, como colagenos, reduzindo a plasticidade do tecido adiposo e gerando fibrose
(KEOPHIPHATH et al., 2009). Tenascina C, é uma glicoproteina de matriz extracelular, mas
também é superexpressa por pré-adipdcitos apds estimulagdo com fatores liberados de
macrofagos ativados, apresenta efeitos pro-inflamatérios através da inducdo da secregéo de
citocinas pré-inflamatorias e de MMPs (CATALAN et al., 2012).

No entanto, em pacientes obesos submetidos a cirurgia bariatrica e significativa perda de
peso, a expressdo de genes relacionados a elementos da matriz extracelular, tais como as
integrinas (ITGAV, ITGM, ITGB1, ITGB2 e ITGB5), colagenos (COL4A1, COL5A2 e COL12A1),



26

laminina (LAMB1), além de desintegrina e metaloproteinases (ADAM12 e ADAM9) se
mantiveram elevados enquanto que a expressdo de genes relacionados a ativacdo de
macrofagos (CCL18, CD163, ITGAV e Mac-1) e citocinas inflamatorias (IL1, ILAR1 e IL15)
foram reduzidos (HENEGAR et al., 2008). Adicionalmente, a fibrose intersticial também néo se
modificou apbés 3 meses da cirurgia bariatrica, sugerindo um certo grau de irreversibilidade nas
alteracbes de matriz extracelular e uma falta de correlagdo com a inflamacgéo local (HENEGAR
et al., 2008). Trabalhos utilizando animais de experimentacao, dietas hipercaloricas e ciclos de
restricdo alimentar também tém mostrado que nem todas as alteracdes induzidas pela
obesidade sdo revertidas durante o periodo de emagrecimento. Camundongos mantidos em
dieta hiperlipidica e submetidos a perda de peso, apresentaram concentragdes séricas elevadas
de alanina aminotransferase (ALT) sugerindo que alteragbes hepaticas demandem de um
tempo maior para serem restabelecidas (BARBOSA-DA-SILVA et al, 2013), niveis
hipotalamicos elevados de NPY e AgRP, peptideos orexigenos, enquanto os niveis de
peptideos anorexigenos (POMC e CART) ndo se alteraram, o que sugere um aumento de
apetite como consequéncia da perda de peso (YU; DENG; HUANG, 2009). Por outro lado,
camundongos obesos submetidos a um ciclo de perda e um ciclo de reganho de peso,
apresentaram a mesma composicao corporal (peso, adiposidade) e status metabdlico
(colesterol, triglicerideos, resposta glicémica) que os controles que se mantiveram obesos
durante o mesmo periodo (BARBOSA-DA-SILVA et al., 2012). Quanto ao remodelamento do
tecido adiposo nos animais submetidos ao reganho de peso, o nimero de adipdcitos estava
aumentado (hiperplasia) (BARBOSA-DA-SILVA et al., 2012). A avaliagdo do infiltrado de células
inflamatdrias no tecido adiposo revelou que os ciclos de perda e reganho ndo alteraram a
presenca ou fenotipo de macréfagos, mas aumentaram a presencga de linfécitos T e de suas
citocinas (ANDERSON et al.,, 2013). Ciclos curtos de dieta hipercal6ria/restricdo alimentar
aplicados em camundongos resultaram novamente em uma maior adiposidade, altera¢cdes no
remodelamento do tecido adiposo (maior nimero de adipdcitos), na eficiéncia energética e na
expressao de genes relacionados ao ritmo circadiano (DANKEL et al., 2013). N&o ha relatos
adicionais sobre alteragbes de matriz extracelular durante os ciclos de perda e reganho de peso
em animais experimentais. Como vimos, o tecido adiposo responde de forma dindmica ao
excesso de nutrientes provenientes da dieta, através da hipertrofia e/ou hiperplasia dos
adipdcitos, seguido pelo aumento da producgéo de adipocinas pré-inflamatorias, da infiltragéo de
células imunoldgicas inflamatorias, processos que sdo dependentes do remodelamento tecidual
(WILLIAMS; KANG; WASSERMAN, 2015).
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1.2 Mastocitos e remodelamento tecidual

E bem conhecido o papel dos mastocitos em reacbes alérgicas (BUECHLER;
KRAUTBAUER; EISINGER, 2015). Mas essas células também liberam substancias com
atividades bioldgicas responsaveis pela modulagcdo das respostas inflamatorias e imunolégicas,
assim como em processos de angiogénese e remodelamento tecidual (SISMANOPOULQOS et
al., 2013). Mastocitos possuem granulos citoplasmaticos ricos em proteoglicanas, proteases e
outras substancias. Quando ativadas, estas células realizam o processo de desgranulacéo, por
meio do qual, diversas substancias pré-formadas sao liberadas no espaco extracelular. Em
adicdo ao conteudo dos granulos pré-formados, os mastdcitos ativados podem realizar a
neosintese de mediadores, além de serem uma fonte importante de secrecdo de heparina e de
enzimas proteoliticas como triptase e cimase, que participam na degradacdo do tecido
conjuntivo (MCNEIL, 1996).

Em érgdos como figado e pulmao, os mastécitos encontrados em regides de fibrose,
promovem proliferacéo de fibroblastos e sintese de colageno por secretarem varios mediadores
(DIVOUX et al., 2012). Como vimos, o aumento do nimero de mastocitos tém sido relacionado
positivamente com o desenvolvimento da obesidade que é acompanhada pelo estabelecimento
de fibrose, pelo aumento da sintese de colageno IV (HIRAI et al., 2013) bem como pelo
acumulo de macréfagos (BUECHLER; KRAUTBAUER; EISINGER, 2015). In vitro, mastécitos
derivados de medula 6ssea de camundongos foram capazes de aumentar a transcricdo de
genes relacionadas a sintese de colageno em fibroblastos por um mecanismo dependente da
secrecdo de protease de mastdcito-6 (MCP-6) (HIRAI et al., 2013). Em humanos, mastdcitos
foram localizados em éareas de fibrose no tecido adiposo subcutaneo ou visceral de obesos e
foram capazes de secretar mais IL-6, IL-16, 1L-183, IL-1ra, MIP-1a, GROa, GCSF e PAI-1 que
mastocitos isolados dos controles magros (DIVOUX et al., 2012). Mastdcitos também foram
apontados como capazes de induzir adipogénese através da liberagdo de 15-deoxi-delta-PGJ2
(TANAKA et al., 2011).

A deficiéncia genética ou inativacdo de mastocitos a partir de estabilizadores
farmacologicos reduzem o peso corporal em camundongos, reduzem a expressdo de
citocinas, quimiocinas e proteases, melhorando a homeostase de glicose (LIU et al., 2009)
(WANG, J.; SHI, 2011). O cromoglicato de sédio, também conhecido como cromolin, é um
farmaco denominado estabilizador das membranas celulares dos mastécitos, o que resulta na
inibicAo dos mediadores inflamatérios (WANG, G. L. et al.,, 2008). A administracdo de

cromoglicato foi capaz de reduzir a expressao de IL-6, TNF-a, IFN-y e MCP-1, além da
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expressao de MMP-9 no soro e no tecido adiposo em camundongos obesos (LIU et al., 2009).
Em modelo de camundongos com aterosclerose, o cromoglicato reduziu as lesdes e o
infiltrado de macréfagos e células T nas placas de ateroma (WANG, G. L. et al., 2008). Em
ratos com lesdo aguda nos tenddes patelares, o cromoglicato regulou negativamente varios
genes associados com a fibrose de tenddo, além de aumentar a organizacéo do colageno e
atenuar o desenvolvimento de hipercelularidade e espessamento do tenddo pos-leséo
(SHARMA et al., 2011).

1.3 Metaloproteinases de matriz (MMPs) e remodelamento tecidual

As MMPs desempenham um papel importante sobre o remodelamento do tecido adiposo
(LIN; CHUN; KANG, 2016). A matriz extracelular de pré-adip6citos € composta principalmente
de colagenos fibrilares tipo | e Ill e, fibronectina. Apds a diferenciagdo destes, estas proteinas
sdo reguladas negativamente dando lugar a uma estrutura de membrana basal laminar
composta por colageno 1V, entactina e laminina. MMPs, TIMPs e receptores de adesado da

familia das integrinas sao capazes de influenciar a adipogénese (GAGNON et al., 2012).

Na obesidade, a expressdo de MMPs esta aumentada o que potencializa a degradacgéo
dos componentes da matriz extracelular (VAN HUL; LIJNEN, 2008). A MMP-1 é uma protease
capaz de degradar varios tipos de colagenos (I-Ill, VII, VIII, e X), estimulando o remodelamento
tecidual durante a expansdo do tecido adiposo (JAOUDE; KOH, 2016). As concentracbes
plasmaticas das gelatinases (MMP-2 e -9), principais MMPs circulantes, se encontram
aumentadas em individuos obesos (LIN; CHUN; KANG, 2016). No entanto, em camundongos
obesos geneticamente ou alimentados com dieta hiperlipidica, a expressao génica de MMP-2
esta aumentada, mas de MMP-9 reduzida no tecido adiposo (JAOUDE; KOH, 2016). Essas
gelatinases degradam laminina e colageno IV, elementos que compdem a lamina basal dos
tecidos (NABESHIMA et al., 2002), mas a deposicao de elementos da matriz extracelular em
excesso gera fibrose no tecido adiposo, afetando diretamente a capacidade dos adipécitos de
se expandirem (KHAN et al., 2009). A MMP-12, conhecida como elastase de macrofagos esta
associada a infiltracdo de macréfagos durante a expanséo do tecido adiposo (BAUTERS; VAN
HUL; LIINEN, 2013). Macréfagos residentes no tecido adiposo de camundongos obesos,
especificamente os CD11c (tipo M1) expressam niveis elevados de MMP-12 (LIN; CHUN;
KANG, 2016). A MMP-12 é a principal MMP responséavel pela degradacdo de elastina (LIN;
CHUN; KANG, 2016), mas também pode degradar outros componentes da matriz extracelular,

tais como colageno 1V, fibronectina e laminina (JAOUDE; KOH, 2016). Outras MMPs também
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podem estar aumentadas na obesidade, porém os resultados sao contraditérios e as interacdes
funcionais entre as MMPs e o remodelamento tecidual ndo estédo totalmente esclarecidos. Por
outro lado, a ativacdo dos TIMPs regula a degradacéo excessiva dos componentes da matriz
extracelular pelas MMPs (LIN; CHUN; KANG, 2016). Enquanto o TIMP-1 inibe MMP-1, -3, -7 e -
9; TIMP-2 inibe especificamente MMP-2; TIMP-3 pode inibir MMP-2 e -9; e TIMP-4 inibe MT-1
MMP e MMP-2 (HOPPS; CAIMI, 2012). Dentre as principais fun¢gbes dos TIMPs, tais como a
regulacdo da proliferagdo, migracdo e invasdo celular, anti-angiogénese e apoptose sao
decorrentes da inibicdo das MMPs (HOPPS; CAIMI, 2012).

Inibidores sintéticos de MMPs tém sido utilizados como estratégia para intervir com a
atividade nao controlada das MMPs. A maioria desses compostos sdo quelantes de zinco, e
portanto, sdo capazes de bloquear o sitio catalitico das MMPs, levando a um rearranjo
conformacional entre MMP/inibidor, que resulta na perda da atividade enzimatica dessas
proteases (GEURTS; OPDENAKKER; VAN DEN STEEN, 2012).

Alguns estudos experimentais mostraram resultados interessantes dos inibidores
sintéticos de MMPs sobre o remodelamento tecidual associado a expanséo do tecido adiposo.
O GM6001, também conhecido como galardin ou ilomastat, € um inibidor de amplo espectro,
sendo capaz de inibir gelatinases, colagenases, entre outras MMPs. O tratamento de
camundongos da linhagem C567BL com o GM6001 durante o estabelecimento da obesidade foi
capaz de inibir a atividade de MMP-2 e MMP-9 em tecido adiposo subcutdneo e gonadal,
gerando uma maior quantidade de colageno total e limitando a expansao do tecido adiposo
(LIJNEN et al., 2002). O RO 28-2653, inibiu parcialmente a atividade gelatinolitica, com reducéo
de peso corporal, do diametro dos adipécitos e aumento do teor de colageno fibrilar em
camundongos obesos (DEMEULEMEESTER; COLLEN; LIJNEN, 2005). O CP-544439, um
inibidor seletivo para MMP-13, reduziu a adiposidade, melhorou os parametros glicémicos e
também reteve a expansédo do tecido adiposo em camundongos obesos (SHIH; AJUWON,
2015). Na linhagem de pré-adipécitos 3T3-L1, inibidores de MMPs reduziram a diferenciagéo
em adipdcitos, com dimuinuicdo dos niveis de triglicerideos e liberacdo de glicerol
(BOULOUMIE et al., 2001); (SHIH; AJUWON, 2015). A perda de triglicerideos em 3T3-L1
diminui o volume da célula, mas gera instabilidade a matriz extracelular, como consequéncia
entre a tensdo mecanica imposta sobre a regressdo do adipécito e a rigidez da matriz
extracelular, e desta forma, a perda de gordura dos adipdcitos, ndo atinge sua totalidade
(MARIMAN; WANG, 2010).
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Esta claro que nem todas as alterag6es induzidas pela obesidade séo revertidas durante
o periodo de emagrecimento no tecido adiposo e podem potencialmente contribuir para o
agravamento do quadro deletério associado ao processo de reengorda que € muito comum em
pacientes que passaram por dietas restritivas ou cirurgia bariatrica. Desta forma, se faz
importante estudar como os ciclos de perda e reganho de peso intereferem com o
remodelamento do tecido adiposo visceral, visto que os componenetes da matriz extracelular
podem interferir com o processo inflamatério e a celularidade (tamanho dos adipdcitos e
infiltrado celular). Como os mastdcitos sao células que participam de processos inflamatérios e
de remodelamento em outros tecidos e doencas, a estabilizacdo destas células com o
cromoglicato de sédio durante o periodo de emagrecimento e reengorda poderia auxiliar na
compreensédo da fungdo dos mastocitos sobre as alteracdes de matriz extracelular também no
tecido adiposo. Ainda, o uso de um inibidor de MMPs, o GM6001, no processo de
emagrecimento poderia agregar conhecimento sobre o papel das MMPs no processo de
regressdo do tecido adiposo e se esta inibicdo poderia melhorar ou reverter as alteracdes

inflamatérias no tecido adiposo neste periodo e interferir durante o periodo de reganho de peso.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar as alteragces de matriz extracelular no tecido adiposo durante os ciclos de
perda e reganho de peso em camundongos obesos correlacionando com a inflamacéo local,

bem como o papel de mastdcitos e de MMPs neste processo.

2.2  Objetivos Especificos

e Caracterizar o modelo experimental de ciclos de perda e reganho de peso em
camundongos obesos quanto as alteracbes de matriz extracelular e inflamagdo no tecido
adiposo e, alteragBes metabolicas e inflamatodrias sistémicas.

e Avaliar se modificagbes na atividade de mastdcitos, utilizando um estabilizador
farmacologico (Cromoglicato de sodio), altera o remodelamento e a inflamagdo no tecido
adiposo, bem como as altera¢des metabdlicas sistémicas durante os ciclos de perda e reganho
de peso.

e Avaliar se a inibicdo de MMPs, utilizando um inibidor ndo seletivo (GM 6001), altera o
remodelamento e a inflamacdo no tecido adiposo, bem como as alteragcbes metabdlicas

sistémicas durante os ciclos de perda e reganho de peso.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo de obesidade — Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss (n=110) com 5 semanas de idade
adquiridos do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP). Os animais foram acondicionados em isoladores individuais e mantidos no
Biotério da Central da USF, com ciclos artificiais de 12 horas claro e escuro e temperatura
controlada. Os animais foram pesados semanalmente e tiveram a ingestdo de racédo
monitorada. Os animais se serviram ad libitum de agua e dieta hiperlipidica, e os animais que
foram submetidos a restricdo calorica tiveram a ingestdo de dieta controlada. Os protocolos

foram aprovados previamente pelo CEUA/USF sob Protocolo 001.05.2014 (Anexo |).

3.2 Protocolos experimentais de ciclos de peso

Ao completarem 5 semanas de idade, os animais foram divididos inicialmente em dois
grupos: grupo dieta padrdo (DP) que recebeu dieta padrdo AIN-93M peletizada para
camundongos fabricada pela Rhoster (Aracoiaba da Serra, SP, Brasil) e grupo dieta
hiperlipidica (DH) que recebeu dieta hiperlipidica/hipercalérica preparada em nosso laboratorio
conforme TABELA 1.

Apés 8 semanas, 5 animais dos grupos DP e DH foram empregados para uma
avaliagcdo metabdlica (glicemia de jejum e teste de tolerancia a insulina conforme descricao a

seguir).
Os animais do grupo DP e DH foram divididos como se segue:

- grupo DP: os animais foram mantidos em dieta padrdo AIN-93M por 8 (n=5) ou 16

(n=5) semanas adicionais e submetidos a eutanésia apos 16 e 24 semanas respectivamente;

- grupo DH: os animais foram mantidos em dieta hiperlipidica por 8 (n=5) ou 16 (n=5)

semanas adicionais e submetidos a eutanasia apds 16 e 24 semanas respectivamente;

- grupo RC: os animais ja obesos foram submetidos a restricdo caldrica controlada
substituindo-se a dieta hiperlipidica por dieta padrédo AIN-93M por 8 semanas e submetidos a

eutanasia apés 16 semanas (n=5);

- grupo RC/RDH: os animais obesos foram submetidos & restricdo calérica controlada

com dieta padrao AIN-93M por 8 semanas, e apdés 0 emagrecimento, foram submetidos ao
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reganho de peso com a re-introducdo da dieta hiperlipidica por 8 semanas adicionais e
submetidos a eutanéasia apds 24 semanas (n=5).

Ao final obtivemos os protocolos de 16 semanas com o ciclo de perda de peso e um
protocolo de 24 semanas com o ciclo de reganho de peso conforme FIGURA 3, sendo o total de

30 animais utilizados na caracterizacdo deste modelo experimental.

GRUPOS DP
(16 e 24 semanas)

GRUPOS DH
(16 e 24 semanas)

GRUPOS CICLOS DE PESO
RC: 16 semanas
RC/RDH: 24 semanas

>
0 8 %‘6 24 semanas
EUTANASIA EUTANASIA

FIGURA 3. Grupos e tempos experimentais. Camundongos foram divididos em grupo DP (alimentados
com AIN-93M); e grupo DH (alimentados com dieta hiperlipidica) a partir da semana 0, apds a 8% semana
0s animais alimentados com dieta hiperlipidica foram divididos em grupo DH e grupo RC (submetido a
restricdo caldrica) durante 8-16 semanas. Neste protocolo temos os grupos DP (n=5), DH (n=5) e RC
(n=5) e os animais foram sacrificados na 162 a partir da semana 0. Novamente, camundongos foram
divididos nos grupos DP e DH, e outro grupo submetido a restricdo calorica, o grupo RC/RDH foi
reintroduzido em dieta hiperlipidica durante 16-24 semanas. Neste protocolo temos os grupos DP (n=5),
DH (n=5) e RC/RDH (n=5) e os animais foram sacrificados na 242 semana a partir da semana O.
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TABELA 1. Composicdo de macronutrientes da dieta padrédo (AIN-93M) e dieta hiperlipidica.

AIN-93M (Rhoster) Dieta Hiperlipidica
a/kg Kcal/kg a/kg Kcal/kg
Amido de milho 397,5 1590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Maltodextrina 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 528
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 Tratamento dos animais com Cromoglicato ou GM6001

A partir da cararacterizacdo do modelo experimetal de ciclos de perda e reganho de
peso, utilizamos 40 animais nos protocolos em que tratamos 0s animais com o cromoglicato de
s6dio (estabilizador de mastocitos) e outros 40 animais para 0s protocolos em que tratamos 0s
animais com o0 GM6001 (inibidor de MMPs).

Assim, obtivemos os grupos DP (n=5), DH (n=5) e RC (n=5) no protocolo de 16
semanas (como descrito no item 3.2), além de um grupo que recebeu o cromoglicato de sddio
(10 mg/kg/dia, ip) durante o periodo de emagrecimento, chamado de grupo RC+CG (n=5) e no
protocolo de 24 semanas, obtivemos os grupos DP (n=5), DH (n=5) e RC/RDH (n=5) (como
descrito no item 3.2), e o grupo RC/RDH+CG, em que 0s animais que passaram pelos ciclos de

perda e reganho de peso também receberam o cromoglicato de sédio (n=5) (FIGURA 4).

Novamente, obtivemos os grupos DP (n=5), DH (n=5) e RC (n=5) no protocolo de 16
semanas (como descrito no item 3.2), além de um grupo que recebeu o GM6001 (100
mg/kg/dia, ip) durante o periodo de emagrecimento, chamado de grupo RC+GM (n=5) e no

protocolo de 24 semanas, obtivemos os grupos DP (n=5), DH (n=5) e RC/RDH (n=5) (como
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descrito no item 3.2), e o grupo RC+GM/RDH, em que os animais que foram tratados com o GM

durante o periodo de emagrecimento foram reintroduzidos com a dieta hiperlipidica (n=5)
(FIGURA 5).

GRUPOS CICLOS DE PESO
RC+CG: 16 semanas
RC/RDH+CG: 24 semanas

* Eutanasia

v

0 8 16* 24* semanas

\ )
|

CROMOGLICATO (CG) — 10mg/kg/dia, ip

FIGURA 4. Esquema do tratamento com cromoglicato de sddio durante os protocolos de 16 e 24
semanas. Animais obesos que foram submetidos a restricdo caldrica e receberam o cromoglicato de
sédio durante 8-16 semanas receberam o nome de grupo RC+CG no protocolo de 16 semanas, e 0s que
recebram o cromoglicato durante 8-24 semanas, ou seja, durante a perda e reganho de peso,
RC/RDH+CG no protocolo de 24 semanas.

GRUPOS CICLOS DE PESO
RC+GM: 16 semanas
RC+GM/RDH: 24 semanas

AIN-93 DH

* Eutanasia

0 8 16* 24* semanas

!
GM6001 (GM) — 100mg/kg/dia, ip

FIGURA 5. Esquema do tratamento com GM6001 durante os protocolos de 16 e 24 semanas.
Animais obesos que foram submetidos a restri¢éo calérica e receberam o0 GM6001 durante 8-16 semanas
receberam o nome de grupo RC+GM no protocolo de 16 semanas, e os que foram reintroduzidos em
dieta hiperlipidica recebram o nome de RC+GM/RDH no protocolo de 24 semanas. O tratamento com o
GM6001 foi realizado apenas durante a perda de peso.
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3.4 Glicemia basal e Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

Os animais foram mantidos em jejum por 6 horas e, entdo foi realizada uma pequena
incisdo na cauda de cada animal para coleta de uma gota de sangue para determinacdo da
glicemia basal utilizando-se o 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, 20 e 30 minutos. Os valores
glicémicos foram ajustados em um modelo linear e o coeficiente angular da curva foi obtido no
programa GraphPadinstat (KITT). O ITT foi sempre realizado na semana que antecedeu a

eutanasia.

3.5 Anélise do gasto energético

Calorimetria indireta foi avaliada utilizando o sistema Oxylet/Physiocage (Panlab,
Barcelona, Espanha), em que os animais foram colocados individualmente em camaras
respiratorias (temperatura: 22-23° C, umidade: 45-55%, ciclo claro escuro 12/12 hs) com fluxo
de ar de 0,5 L/min. Durante as 24 hs de analise, O, (%) e CO, (%) foram medidos a cada 9

0.75

minutos. O consumo de O,, de CO, e o gasto energético (kCal/h/kg™ ") foram calculados pelo

Software Metabolism (Panlab).

3.6 Eutanasia dos animais e coleta de materiais

Os animais foram mantidos em jejum por 6 horas e, entdo foram anestesiados com uma
mistura 1:1 v/v de cetamina 100mg/ml e xilasina 2% no volume de 0,3 uL para cada 100g de
peso corporeo, visando uma anestesia profunda. O sangue foi coletado utilizando seringa sem
anticoagulante e utilizado na dosagem de colesterol e triglicérides por meio fitas teste
(Accutrend® Plus, Roche, Manhelm, Alemanha) e, posteriormente centrifugado a 2000 rpm por

15 minutos. O soro foi guardado em temperatura de -20°C para utilizagdo posterior.

O animal foi eutanasiado pela retirada do coragdo sob efeito do anestésico. Apos a
eutanasia, estoques de tecido adiposo (epididimal, subcutaneo, perirenal e mesentérico), figado
e 0 musculo gastrocnémio foram retirados, pesados e 0s valores expressos como porcentagem
do peso corporal. Biopsias de tecido adiposo epididimal foram coletados e armazenados a -

80°C para posterior utilizago.
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3.7 Obtencdo e analise da fracdo estromal vascular a partir do tecido adiposo
epididimal

Biopsias de tecido adiposo epididimal foram fragmentadas em solucdo contendo
colagenase (Img/ml — Collagenase from clostridium histolyticum/Sigma) e incubados sob
agitacdo constante (velocidade 100 rpm) em banho-maria a 37°C, durante 45 min. A suspenséo
celular foi centrifugada a 1200rpm, 20°C, durante 10 minutos, e o precipitado coletado e filtrado
em malhas de 150 um e posteriormente em 37um. As células obtidas foram utilizadas nos

ensaios de citometria de fluxo.

Para a andlise do infiltrado de células inflamatérias do tecido adiposo epididimal, as
células obtidas na etapa descrita anteriormente foram contadas e a suspensao celular ajustada
para conter 1x10° células/mL. A suspensdo celular foi aliquotada em tubos plasticos e
incubadas com 2,5 uL de anticorpo conjugado com fluorocromos conforme TABELA 2, por 30
minutos, a 4°C, ao abrigo da luz. Ap0s a incubacado as células foram lavadas e ressuspensas
em PBS para leitura imediata. A expressdo de marcadores de superficie celular foi avaliada
utilizando um Citbmetro Capilar (Guava easyCyte 5HT - Millipore, Hayward, CA, USA). Foram
adquiridos 10.000 eventos de cada tubo. O software utilizado na leitura e analise foi o InCyte

(Millipore).

TABELA 2. Marcacéo celular para andlise por citometria do infiltrado de células inflamatérias no tecido
adiposo epididimal

Nome do tubo Contetdo

Branco Somente suspensao celular

Leucdcito CD45+ (PerCP)

Macréfago CD14+ (FITC) F4/80+ (PE) CD11b+ (PerCP)

3.8 Extracdo de proteina e determinacdo da producdo de citocinas, adipocinas e
MMPs no tecido adiposo epididimal

Biopsias de tecido adiposo epididimal foram coletadas e homogeneizadas em tampéo de
solubilizacdo contendo Tris 100 mM (pH 7.6), Triton X-100 1%, NaCl150 mM, aprotinina 0.1 mg,
35 mg PMSF/ml, NazVO410 mM, NaF100 mM, NasP,0O; 10 mM e EDTA 4 mM. Os extratos
foram centrifugados a 15000 rpm a 4°C, 45 min. O extrato foi coletado e utilizado na dosagem

de proteinas totais e, posteriormente nos kits comerciais Milliplex Mouse MMP3MAG-79K
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(Merck Millipore, MA, USA), Mouse Adipocyte MADCYMAG-72K (Merck Millipore) e Kkit
comercial Quantikine ELISA Mouse IL-10 (R&D Systems, MN, USA) seguindo as instru¢cdes do
fabricante. O resultado da dosagem de proteinas foi utilizado na correcdo da quantidade de
cada analito quantificado.

3.9 Determinacédo dos niveis séricos de insulina, HDL e LDL

A determinacéo de insulina no soro coletado dos camundongos foi realizada utilizando
kit comercial Mouse Adipokine MADKMAG-71K (Merck Millipore) e a determinacéo os niveis de
HDL e LDL por kits comerciais (Laborlab).

3.10 Avaliacdo da atividade das MMPs

A atividade das MMPs foi determinada por zimografia. Bidpsias de tecido adiposo
epididimal foram coletadas e homogeneizadas em tampé&o de extracdo contendo 50mM de Tris-
HCI10 (pH 7,4), 2 M de NaCl, 0,1% de Triton X-100, 10mM de CacCl, e aprotinina (2ul/100ml) a
4° C. Os extratos celulares foram misturados com tampé&o de amostra (5 mM Tris-HCI - pH 6,8,
10% de glicerol, e 0,5% azul de bromofenol). A eletroforese foi realizada a 100 V em 8% SDS—
géis de poliacrilamida contendo 0,1% de gelatina. Apos a eletroforese, os géis foram incubados
em 0,1% de Triton X-100 durante 30 min, depois com 50mM Tris-HCI (pH 8,4) por mais 10 min
a temperatura ambiente. Os géis foram incubados em tamp&o de incubacéo overnight (50 mM
Tris-HCIl — pH 7,4, 5 mM de CaCl,, e 1u4M de ZnCl,) a 37° C. Os géis foram corados com 0,25%
de azul brilhante de Coomassie R-250 e descorado com acido acético 10% em metanol a 40%.
Os géis foram fotografados em Fotodocumentador (Gel DOC ™ XR *Bio Rad — CA, USA).

3.11 Andlise de componentes da matriz extracelular por Western Blot

Ao sobrenadante coletado ap0s a extracdo de proteinas descrita no item 3.8 foi
adicionado tampdao de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; fosfato de sédio 1 M, pH 7,0; glicerol
50%; SDS - dodecil sulfato de sodio — 10%) contendo DTT 100 mM e as amostras foram
fervidas a 100° C por 5 min., aplicadas em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) e separadas por
eletroforese. Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose. As membranas de nitrocelulose foram incubadas com anticorpos anti-collgen I,

anti-collgen 1V, anti-fibronectin e anti-laminin (Abcam Inc - MA, USA) overnight a 4°C antes de
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serem reveladas com Kits comerciais de quimioluminescéncia (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
UK).

3.12 Andlise histolégica do tecido adiposo

Fragmentos de tecido adiposo epididimal foram acondicionados em formalina
tamponada a 10%. Posteriormente, os fragmentos foram processados e emblocados em
parafina. Cortes histolégicos de 5uM foram desparafinizados com banhos de xilol, hidratados
em banhos de alcool (100, 95, 80 e 70%) e em agua, e entdo, foram corados com Hematoxilina
e Eosina (HE) ou Picro-Sirius Red (PSR) (0,5 g de Sirius red F3B em 500ml de solugéo
saturada de 4cido picrico) para determinagédo do tamanho dos adipécitos e da concentragédo do
conteudo de colageno fibrilar total, respectivamente. As laminas coradas com HE foram
desidratadas em banhos de alcool (70, 80, 95 e 100%) e fixadas em xilol, enquanto as laminas
coradas com PSR foram colocadas em solugdo aquosa de acido acétido antes de serem
desidratadas em alcool 100% e fixadas em xilol. As imagens de HE foram capturadas em um
aumento de 40x com microscopio acoplado a um sistema de deteccdo. A mensuracdo do
tamanho dos adipdcitos foi realizada a partir da andlise de 500 células por grupo com auxilio do
software ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) (imagens ndo mostradas). As imagens da coloragéao
com PSR foram obtidas em microscopia de fluorescéncia (excitacdo 605/70 e emissao 545/25)
e a porcentagem de fibrose foi expressa como a proporcdo de areas vermelhas pelo total da

area do tecido adiposo em 4 campos para cada animal.

3.13 Anadlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média acompanhada do respectivo erro padrao da
média (EPM). Diferengas estatisticamente significantes foram determinadas utilizando-se
andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnett para compara¢des mdultiplas. Anélise
das populagtes celulares foram realizadas utilizando o Teste de Qui Quadrado (x2). Valores de

p<0,05 foram considerados significantes.
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4, RESULTADOS

Os resultados seréo divididos em trés partes, sendo que na primeira serdo apresentados
os dados obtidos durante a padronizacdo do modelo experimental de ciclo de perda e de
reganho de peso (protocolos de 16 e 24 semanas). Na segunda parte, os dados sobre os
efeitos do tratamento com o estabilizador de mastocitos — cromoglicato de sodio. E, na terceira
parte, os dados sobre os efeitos do tratamento com o inibidor de MMPs — GM6001.

4.1 Caracterizacdo do modelo experimental: ciclo de perda e reganho de peso em
camundongos (Parte I)

4.1.1 Estabelecimento da obesidade

Apo6s 8 semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica, os camundongos do grupo DH
apresentaram uma alteragao significativa no peso corpéreo (p<0,05) a partir da 32 semana

quando comparado aos animais do grupo DP (FIGURA 6).

Os niveis glicémicos estavam aumentados no grupo DH (FIGURA 7A) e o teste de
tolerancia a insulina resultou em uma menor reducéo dos niveis glicémicos quando comparada
ao grupo DP, indica a presenca de resisténcia a insulina no grupo DH ap6s 8 semanas de
ingestao de dieta hiperlipidica (FIGURA 7B).
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FIGURA 6. Peso corporal dos animais mantidos em dieta padréo (DP) e em dieta hiperlipidica (DH)
durante 8 semanas. n=10/ 5 animais por grupo.
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FIGURA 7. Niveis glicémicos (A) e teste de tolerancia a insulina (B) dos animais mantidos em dieta
padrdo (DP) e mantidos em dieta hiperlipidica (DH) durante 8 semanas. Os valores estdo apresentados
na forma de média e erro padrdoda média (EPM) de 5 animais por grupo. °p<0,05 quando comparado ao
grupo DP.
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4.1.2 Ciclo de Perda de Peso

41.2.1 Parametros antropométricos e metabdlicos

Camundongos obesos submetidos a restricao caldrica (RC) apresentam uma redugéo
significativa do peso corpéreo (p<0,05) a partir da 112 semana (FIGURA 8) e de adiposidade
(FIGURA 9) quando comparados aos animais obesos (DH).

Os niveis glicémicos estavam aumentados no grupo obeso como ja& mostrado, e
reduzidos nos animais do grupo RC embora ndo sejam semelhantes ao grupo DP (FIGURA
10A) e o teste de tolerdncia a insulina mostrou que camundongos obesos apresentam

sensibilidade a insulina e apds a perda de peso esta sensibilidade é recuperada (FIGURA 10B).
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FIGURA 8. Peso corporal dos animais mantidos em dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e
submetidos a restricdo calérica (RC) no protocolo de 16 semanas; (n=5).
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FIGURA 9. Avaliacdo dos estoques de tecido adiposo epididimal (TAE), subcuténeo (TAS), perirenal
(TAP), mesentérico (TAM) e figado (FIG) dos animais DP, DH e RC no protocolo de 16 semanas. Os
valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 5 animais. °p<0,05
quando comparado ao DP e bp<0,05 guando comparado ao grupo DH.
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FIGURA 10. Niveis glicémicos (A) e teste de tolerancia a insulina (B) dos animais DP, DH e RC no
protocolo de 16 semanas. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média
(EPM) de 5 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao grupo DP e bp<O,05 guando comparado ao
grupo DH.
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4.1.3 Ciclo de Reganho de Peso

41.3.1 Parametros antropométricos e metabdlicos

Camundongos submetidos a restricao calorica foram reintroduzidos a dieta hiperlipidica
por 8 semanas adicionais. Ao final de 24 semanas, os animais do grupo de reganho de peso
(RC/RDH) mantiveram o peso corpéreo (FIGURA 11), adiposidade (FIGURA 12), niveis
glicémicos (FIGURA 13A), e resisténcia a insulina (FIGURA 13B) iguais aos animais obesos.
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FIGURA 11. Peso corporal dos animais mantidos em dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e
submetidos a restricdo caldria e reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH) no protocolo de 24
semanas. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 5 animais
por grupo.
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FIGURA 12. Avaliacdo dos estoques de tecido adiposo epididimal (TAE), subcutaneo (TAS), perirenal
(TAP), mesentérico (TAM) e figado (FIG) dos animais DP, DH e RDH no protocolo de 24 semanas. Os
valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 5 animais. °p<0,05
quando comparado ao grupo DP.
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FIGURA 13. Niveis glicEmicos (A) e teste de tolerancia a insulina (B) dos animais DP, DH e RC/RDH no
protocolo de 24 semanas. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média
(EPM) de 5 animais por grupo. ®p<0,05 quando comparado ao grupo DP.
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4.2 Efeitos do tratamento com CG durante os ciclos de perda e reganho de peso
(Parte II)

4.2.1 Ciclo de Perda de Peso

4211 Parametros antropométricos e metabdlicos

Camundongos tratados com CG durante o periodo de emagrecimento, apresentaram o
mesmo peso corporal (FIGURA 14) e adiposidade (TABELA 3), além de glicemia basal e
sensibilidade a insulina semelhante aos néo tratados (TABELA 3).
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FIGURA 14. Peso corporal dos animais mantidos dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e
submetidos a restricdo calérica com (RC+CG) ou sem (RC) tratamento simultaneo com cromoglicato de
sédio no protocolo de 16 semanas; n=5.
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TABELA 3. Parametros clinicos e metabdlicos de animais mantidos dieta padrdo (DP), em dieta
hiperlipidica (DH) e submetidos a restricdo calérica com (RC+CG) ou sem (RC) tratamento simultdneo
com cromoglicato de sédio no protocolo de 16 semanas.

DP DH RC RC+CG
Peso corporal inicial (g) 26+1,7 24+0,5 25+0,9 25+0,5
Peso corporal final (g) 37+0,9 63+2,3% 40 +1,5° 41+0,9°
Tecido adiposo edipidimal* 26+0,1 4+02° 2,8+0,2" 24+0,3"
Figado® 3,8+0,2 55+0,2° 39+0,2° 4+0,1°
Glicose basal (mg/dL) 98 +5 250 + 212 125 + 82" 130 + 142"
KITT 4,7+0,3 1,3+0,22 4+0,1%° 43+0,9%°

T Expresso em % do peso corporal. Os valores estdo expressos em médias (n=5) seguido do erro padréo
da média (EPM). ?p<0,05 comparado ao DP e bp<0,05 comparado ao DH.
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4.2.1.2 Avaliacdo da producdao de adipocinas/citocinas no tecido adiposo epididimal

Animais obesos avaliados apds 16 semanas apresentaram aumento do infiltrado
leucocitos (CD45+) e de macrofagos (CD14+/F4/80+/CD11b) na fracdo estromal vascular. Apos
o periodo de restricdo caldrica este infiltrado estava aumentado quando comparado ao grupo
DH e no grupo tratado com cromoglicato observamos reducao da infiltracdo de leucdcitos e de
macréfagos quando comparado ao RC (TABELA 4).

by

Quanto a expressdo de leptina, IL-6, MCP-1 e PAI-1 no tecido adiposo estavam

semelhantes aos animais que emagreceram sem tratamento (TABELA 4).

TABELA 4. Contagem de células na fragdo estromal vascular e expressdo de citocinas/adipocinas no
tecido adiposo dos animais mantidos dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e submetidos a
restricdo calérica com (RC+CG) ou sem (RC) tratamento simultineo com cromoglicato de sédio no
protocolo de 16 semanas.

DP DH RC RC+CG
CD45+" 8,9+0,4 14,2+2,4° 19+0,6%° 10,9+24°
CD14+CD11b+F4/80+ " 79+0,3 12,8+2,3% 17,3+ 05" 9,8+2,1°
Leptina (ng/mg) 0,5+0,1 1,8+0,1° 0,4+0,0° 04+0,1°
IL-6 (pg/mg) 21+2 74 £ 52 21+4 23+3
MCP-1 (pg/mg) 18+3 31+8 9,1+2 172
PAI-1 (pg/mg) 58+ 14 165 + 68 86+7 82+ 13

1 (10° cellg tecido)
Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 4 animais. °p<0,05
quando comparado ao grupo DP; bp<0,05 quando comparado ao grupo DH e °p<0,05 comparado ao RC.
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4.2.1.3 Avaliacao da producado de MMPs no tecido adiposo epididimal

Apoés a restricao caldrica, observamos uma reducdo da expressao de MMP-12 no grupo
tratado com cromoglicato. Nao observamos diferencas significativas nas expressdes de MMP-2,
-3, -8 e pro-9 entre os grupos tratados ou ndo com o cromoglicato (TABELA 5).

TABELA 5. Expresséo proteica de metaloproteinases de matriz (MMPSs) no tecido adiposo epididimal de
animais mantidos dieta padrao (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e submetidos a restrigdo caldrica com
(RC+CG) ou sem (RC) tratamento simultaneo com cromoglicato de sédio no protocolo de 16 semanas.

DP DH RC RC+CG

MMP2 (pg/mg) 108 + 10 173+24° 172 + 49 149 + 37
MMP3 (pg/mg) 365 + 85 1351 + 406 ° 617 + 255 483 + 202
MMPS8 (pg/mg) 41 +11 28+6 17+5 165 + 73
Pro MMP9 (pg/mg) 77 +52 26+ 2 30+6 581 + 373
MMP12 (pg/mg) 56 + 17 1121 +291° 404 + 542° 262 75

Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 4 animais. °p<0,05
quando comparado ao grupo DP; bp<0,05 comparado ao DH.
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4.2.2 Ciclo de Reganho de Peso

4221 Parametros antropomeétricos e metabdlicos

Quando submetemos os animais ao reganho de peso, observamos uma reducdo de
ganho de peso na 242 semana (p<0,05) dos animais tratados com CG (FIGURA 15),
acompanhado de uma reducao do peso do figado (TABELA 6). Quanto aos niveis de glicemia
basal e o kITT se mantiveram alterados no grupo tratado com CG de maneira semelhante ao

grupo sem tratamento (TABELA 6).
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FIGURA 15. Peso corporal dos animais mantidos em dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH),
submetidos a restricdo caltdrica e depois reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH) e tratados
simultineamente com cromoglicato de sédio (RC/RDH+CG) no protocolo de 24 semanas; n=>5.
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TABELA 6. Parametros clinicos e metabdlicos de animais mantidos em dieta padrdo (DP), em dieta
hiperlipidica (DH), submetidos a restricdo cal6rica e depois reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH)

e tratados simultaneamente com cromoglicato de sédio (RC/RDH+CG) no protocolo de 24 semanas.

DP DH RC/RDH RC/RDH+CG
Peso corporal inicial (g) 24+0,9 25+1 25+0,4 25+0,7
Peso corporal final (g) 45+0,3 70+£3,7° 72+6° 61+2,7°
Tecido adiposo edipidimal* 3,3+£0,2 35+0,4 4+0,5 42+0,1
Figado® 31+0,1 44+0,32 49+0,5 3,1+0,18"
Glicose basal (mg/dL) 98+5 195 +18° 234 + 28 196 + 17
Kitt 6,6 0,5 33+04° 21+0,3 3,0£0,5

TExpresso em % do peso corporal
Os valores estdo expressos em médias (n=5) seguido do erro padrdo da média (EPM). °p<0,05 e
comparado ao DP bp<0,05 comparado ao RDH.
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4222 Avaliacdo da infiltracdo de células e da producdo de adipocinas/citocinas no

tecido adiposo epididimal

O infiltrado de leucdcitos (CD45+) e de macréfagos (CD14+/F4/80+/CD11b+) na fragéo
estromal vascular de animais obesos estava aumentada ap6s 24 semanas no grupo DH quando
comparado ao DP. Ap6s um ciclo de perda e um ciclo de reganho de peso, o infiltrado de
leucocitos estava aumentado quando comparado ao DH, mas o infiltrado de macrofagos
permaneceu idéntica aos obesos. J4 0s animais que receberam cromoglicato durante os ciclos
de peso tiveram aumento de leucécitos e macréfagos quando comparados ao grupo RC/RDH
(TABELA 7). Em 24 semanas ndo observamos diferencas estatisticamente significantes na
expressao de leptina, IL-6, MCP-1 e PAI-1 entre animais com ou sem tratamento com
cromoglicato (TABELA 7).

TABELA 7. Contagem de células na fragdo estromal vascular e expressdo de citocinas/adipocinas no
tecido adiposo dos animais mantidos dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH), submetidos a
restricdo calérica e depois reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH) e tratados simultdneamente com
cromoglicato de sédio (RC/RDH+CG) no protocolo de 24 semanas.

DP DH RC/RDH RC/RDH+CG
CD45+ ! 7,3+0,1 8,4+0.2° 10,9 0,1 %" 27,9 #0,2%"¢
CD14+CD11b+F4/80+* 1,2+0,1 2,6+04° 29+0,3? 5,1+0,4%"°
Leptina (ng/mg) 0,4+0,1 3,9+0,0° 35+0,1% 35+0,2%
IL-6 (pg/mg) 22+2 14 +2° 26 +4° 17+3
MCP-1 (pg/mg) 19+3 19+3 308 19+0
PAI-1 (pg/mg) 62 + 12 71+ 15 144 + 49 87 +15

' (10° cel/g tecido)
Os valores estédo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 4 animais. °p<0,05
quando comparado ao grupo DP, bp<0,05 quando comparado ao grupo DH e °p<0,05 quando comparado
ao grupo RC/RDH.
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4.2.2.3 Avaliacdo da producao de MMPs no tecido adiposo epididimal

Em 24 semanas ndo observamos diferencas estatisticamente significantes na expressao
das MMPs (-2, -3, -8, pro-9 e -12) no tecido adiposo entre animais com ou sem tratamento
(TABELA 8).

TABELA 8. Expresséo proteica de metaloproteinases de matriz (MMPs) no tecido adiposo dos animais
mantidos em dieta controle (DP), em dieta hiperlipidica (DH), submetidos a restricdo calorica e depois
reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH) e tratados simultdneamente com cromoglicato de sddio
(RC/RDH+CG) no protocolo de 24 semanas.

DP DH RC/RDH RC/RDH+CG
MMP2 (pg/mg) 85 + 24 179 + 21° 237 £36° 262 £52°
MMP3 (pg/mg) 310 + 48 2339 + 457 3199 +937 2 1439 + 496 °
MMPS8 (pg/mg) 13+3 25+ 10 356 + 335 556 + 350
Pro MMP9 (pg/mg) 53 + 38 57 + 40 1539 + 1487 2394 + 1311
MMP12 (pg/mg) 42 +6 994 + 289° 2242+1038° 2929 + 1092 °

Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 4 animais. °p<0,05
quando comparado ao grupo DP.
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4.3 Efeitos do tratamento com GM6001 durante os ciclos de perda e reganho de peso

(Parte IlI)

4.3.1 Ciclo de Perda de Peso

43.1.1 Parametros antropométricos e metabdlicos

O tratamento com 0 GM6001 durante o periodo de emagrecimento resultou no mesmo
peso corporal final (FIGURA 16) e adiposidade (TABELA 9) dos animais nao tratados. Os niveis
glicémicos e o teste de tolerancia a insulina mostraram que os valores ainda sao diferentes dos
animais controles (TABELA 9) no grupo que emagreceu com ou sem tratamento com GM6001.
Os niveis de colesterol total, LDL, triglicérides e de insulina basal sérica estavam reduzidos nos
animais que emagreceram quando comparados aos obesos, mas ainda se mantendo maiores
gue os controles magros. Somente a insulina foi reduzida adicionalmente com o tratamento com
o0 GM6001 (TABELA 9).

A calorimetria indireta indicou que os animais obesos apresentam uma reducdo do gasto
energético. O emagrecimento ndo reverte esta redugdo e o tratamento com o GM6001 reduz

adicionalmente este pardmetro (TABELA 9).
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FIGURA 16. Peso corporal dos animais mantidos dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e
submetidos a restricdo calérica com (RC+GM) ou sem (RC) tratamento simultineo com GM 6001
(RC+GM) no protocolo de 16 semanas; n=>5.
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TABELA 9. Parametros clinicos e metabdlicos de animais mantidos em dieta padrdo (DP), dieta
hiperlipidica (DH) e submetidos a restricdo calérica com (RC+GM) ou sem (RC) tratamento simultédneo

com GM6001 no protocolo de 16 semanas.

DP DH RC RC+GM
Peso corporal final (g) 44+1,6 65+1,6 % 44+0,7° 43+1,1°
Tecido adiposo edipidimal* 3,4+0,06 4+0,05 * 3,4+0,14° 3,3+0,16 "
Figado* 4,1+0,12 6,4+0,45 * 4,2+0,12° 4,2+0,15°
Glicemia basal (mg/dL) 116+9 255+32° 147+4 *° 145+12 *°
Insulina (ng/mL) 1,28+0,16 11,28+1,80° 4,29+2,75° 1,13+0,6°°
Kitt 5+0,5 0,9+0,2° 3,240,4 &P 3,5+0,6 *°
Colesterol total (mg/dL) 161+14 28522 20616 P 198+18 °
HDL (mg/dL) 52+0,7 55+3,3 50+1,1 49+0,9
LDL (mg/dL) 2846 110+14°2 51+9 2P 58+112°
Triglicérides (mg/dL) 15349 258+7? 189+3 *° 175420 °
EE (kcal/day/kg"0,75)? 168+12 137+6% 135+9% 107+8*"°

" Expresso em % do peso corporal; ° Energy expenditure ou gasto energético
Os valores estéo expressos em médias (n=5) seguido do erro padrdo da média (EPM). ®p<0,05 quando
comparado ao DP, bp<0,05 quando comparado ao DH e °p<0,05 quando comparado ao RC.
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4.3.1.2 Atividade e expressao proteica de MMPs no tecido adiposo epididimal

O emagrecimento proporcionou intensa atividade de MMP-9 e -2 e o tratamento
simultdneo com o GM6001 inibiu esta atividade (FIGURA 17). Quanto a expressao proteica das
MMPs no tecido adiposo epididimal dos animais do grupo DH observamos aumento de MMP-2,
MMP-3 e MMP-12 quando comparado com o grupo DP. ApGs o emagrecimento observamos
reducdo de MMP-2, porém a expressdo de MMP-3 e MMP-12 se mantiveram elevadas
independente do tratamento com o GM6001 (TABELA 10).

A B
DP_ DH RC RC+GM DP DH RC RC+GM

PRO-MMP9
MMP-9

MMP-2

FIGURA 17. Deteccao da atividade gelatinolitica no tecido adiposo epididimal de animais mantidos dieta
padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e submetidos a restrigdo calérica com (RC+GM) ou sem (RC)
tratamento simultdneo com GM6001. Imagem representativa de dois experimentos realizados (A e B) no
protocolo de 16 semanas; n=2.
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TABELA 10. Expresséo proteica de metaloproteinases de matriz (MMPSs) no tecido adiposo epididimal de
animais mantidos dieta padrao (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e submetidos a restricdo calérica com
(RC+GM) ou sem (RC) tratamento simultaneo com GM6001 no protocolo de 16 semanas.

DP DH RC RC+GM
MMP2 (pg/mg) 114 + 19 512 +16° 334 + 45°P 322 £69°°
MMP3 (pg/mg) 23+ 4 137 £39° 57 +12 85 + 16
MMP8 (pg/mg) 6+1 61+19° 40 12 25+ 10
Pro MMP9 (pg/mg) 8+2 120+51° 97 + 50 36+ 11
MMP12 (pg/mg) 22+ 4 551 + 742 338 +69° 293 + 45°

Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 4 animais. °p<0,05
quando comparado ao grupo DP, bp<0,05 quando comparado ao grupo DH
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4.3.1.3 Avaliacdo dos componentes da matriz extracelular no tecido adiposo
epididimal

O grupo obeso apresentou um aumento de laminina quando comparado com grupo DP.

Os animais tratados com o GM6001 tiveram a expressao de colageno IV e laminina aumentado

(FIGURA 18). Quanto a quantificacao de colageno total pela técnica de Sirius Red observamos
reducdo deste contelido no grupo tratado com o0 GM6001 (FIGURA 19).
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FIGURA 18. Expressdo de componentes da matriz extracelular por Western Blot (colageno I, colageno
IV, fibronectina e laminina) no tecido adiposo epididimal de animais mantidos dieta padrdo (DP), em dieta
hiperlipidica (DH) e submetidos a restrigdo caldrica com (RC+GM) ou sem (RC) tratamento simultaneo
com GM6001 no protocolo de 16 semanas. (n=4) ?p<0,05 quando comparado ao DP e °p<0,05 quando
comparado ao RC.
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FIGURA 19. Quantificacdo de colageno total (I e Ill) pela técnica de Sirius Red no tecido adiposo
epididimal nos animais mantidos em dieta padrao (A), em dieta hiperlipidica (B) e submetidos a restrigdo
caldrica (C) e com tratamento simultdneo com GM6001 (D). Analise quantitativa de fibrose nos diferentes
grupos experimentais (E) no protocolo de 16 semanas. (n=4). °p<0,05 quando comparado ao DP e
bp<0,05 quando comparado ao DH. Nas figuras a barra € indicativa de 20um; 40X aumento.
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4.3.1.4  Avaliacdo do tamanho dos adip6citos

O tecido adiposo epididimal dos animais tratados com GM6001 apresentou uma fracdo
maior de células com tamanho reduzido comparado aos outros grupos, e uma pequena fragao

de células de menor tamanho (>1000 pm?) quando comparado ao grupo RC (FIGURA 20).

100+
O3 <2500 um?
2500-5000 um?
5000-10000 pm?
Bl 10000 umz
754
% 50-
25+
0

DP DH RC RC+GM

FIGURA 20. Distribuicdo dos adipdcitos com diferentes areas no tecido adiposo epididimal de animais
mantidos em dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e submetidos a restricdo cal6rica com
(RC+GM) ou sem (RC) tratamento simultdneo com GM6001 no protocolo de 16 semanas; (n=4).
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4.3.1.5 Avaliacéo do infiltrado inflamatério no tecido adiposo epididimal

A fracdo estromal vascular obtida por grama de tecido adiposo epididimal dos animais
tratados com GM6001 apresentou um numero maior de leucocitos (CD45+) infiltrados, porém o
namero de macrofagos (CD14+/F4/80+/CD11b) estava reduzido quando comparado aos
animais obesos (TABELA 11).

O emagrecimento reduz a expressao de leptina e MCP-1 no tecido adiposo epididimal. O
tratamento com o GM6001 reduz ainda mais a expressdo de MCP-1 no tecido adiposo
epididimal (TABELA 11).

TABELA 11. Contagem de células na fragdo estromal vascular e expresséo de citocinas/adipocinas no
tecido adiposo dos animais mantidos dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH), submetidos a
restricdo calérica com (RC+GM) ou sem (RC) tratamento simultdneo com GM6001 no protocolo de 16
semanas.

DP DH RC RC+GM
CD45+ 6,4+1.4 11,9+1.8° 11,0+3.4 16,7+0.5 *P°
CD14+CD11b+F4/80+ * 1,1+0.3 110,6+15.52 82,7+16.1° 73,3+11.4 2"
Adiponectina (ng/mg) 1,8+0,2 1,3+0,1° 1,3+0,1° 1,2+0,3°
Leptina (ng/mg) 0,4+0,0 1,3+0,2° 04+0,2" 05+0,1"
IL-10 (pg/mag) 0,6+0,3 0,4+0,0 0,8+0,4 0,4+0,1
IL-6 (pg/mg) 86+1,7 12+24 75+18 77+26
MCP-1 (pg/mg) 6,9+1,8 30+16° 95+1,9°" 4,7+0,5"°

1 (10 cel/g tecido); * (10" cel/g tecido)

Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 4 animais. °p<0,05
quando comparado ao grupo DP, bp<0,05 quando comparado ao grupo DH e °p<0,05 quando comparado
ao grupo RC/RDH.
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4.3.2 Ciclo de Reganho de Peso

4.3.2.1 Parametros antropométricos e metabdlicos

Apoés a reintroducdo de dieta hiperlipidica, observamos ganho de peso nos animais que
emagreceram com ou sem tratamento com o GM6001 (FIGURA 21). Quanto & avaliacdo da
composicao corporal observamos uma reducao significativa do peso do figado quando corrigido
pelo peso corporal nos animais que emagreceram com o tratamento com o GM quando

comparado aos nao-tratados (TABELA 12).

Os animais que emagreceram tratados com o GM apresentaram melhora da glicemia de
jejum e sensibilidade a insulina, embora as concentracdes séricas de insulina apresentaram-se
elevadas quando comparadas aos controles, mas menores que 0S obesos néo-tratados
(TABELA 12). Os niveis séricos de colesterol total, LDL e triglicérides do grupo que reengordou
apos ter emagrecido com tratamento com GM apresentaram valores semelhantes aos animais
do grupo DP (TABELA 12).

Quanto ao gasto energético ndo observamos diferengas significativas entre os grupos

experiment
ais.
- DP
= DH
-~ RC/RDH
- RC+GM/RDH
704
60+

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (semanas)

FIGURA 21. Peso corporal dos animais mantidos em dieta padrao (DP), em dieta hiperlipidica (DH),
submetidos a restricdo calérica e depois reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH) e tratados
simultaneamente com GM6001 durante a restricdo calérica e depois reintroduzidos a dieta hiperlipidica
(RC+GM/RDH) no protocolo de 24 semanas; n=5.
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TABELA 12. Parametros clinicos e metabodlicos de animais mantidos em dieta padrdo (DP), em dieta
hiperlipidica (DH), submetidos a restricao calorica e depois reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH)
e, submetidos a restricdo calérica com tratamento simultdneo com GM6001 e reintroduzidos a dieta
hiperlipidica (RC+GM/RDH) no protocolo de 24 semanas.

DP DH RC/RDH RC+GM/RDH
Peso corporal final (g) 49+3/1 70+25° 70+1,8°% 67+2,1
Tecido adiposo edipidimal* 2,7+0,3 3,6+0,3° 41+0,42 33+0,1
Figadol 3,804 55+0,3% 54+0,3% 4,2+0,3°
Glicemia basal (mg/dL) 151 + 10 201+10° 204 +16° 168 + 14
Insulina (ng/mL) 1,2+0,7 3,4+ 0,7 9,2+3,2% 6,5+3,12
KITT 2,7+0,6 05+0,2° 05+0,2% 1,7 +0,3°¢
Colesterol total (mg/dL) 205+11 243 +11° 212 +16 205+15°
HDL (mg/dL) 49+0,2 53+1,1° 54+27 53+1°2
LDL (mg/dL) 60 + 11 118 + 82 110 +19° 76+ 14°
Triglicérides (mg/dL) 92+5 155+ 13° 143 +18° 88 +5"°°
EE (kcal/day/kg0,75) 125+ 1 136 + 4 133+ 6 131+3

" Expresso em % do peso corporal; ° Energy expenditure ou gasto energético
Os valores estéo expressos em médias (n=5) seguido do erro padrdo da média (EPM). ®p<0,05 quando
comparado ao DP, bp<0,05 quando comparado ao DH e °p<0,05 quando comparado ao RC/RDH.
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4.3.2.2 Atividade e expressdo de mataloproteinases (MMPs) no tecido adiposo
epididimal

Apés um periodo de perda e outro de reganho de peso ndo observamos diferencas na

atividade de gelatinases entre os animais tratados ou ndo com o GM6001 (FIGURA 22). J4 a

expressao de MMP-2, 3 e 12 no tecido adiposo visceral permanece alta nos animais obesos. A

expressao de MMP-2, 8, pro-9 e 12 foi ainda maior nos animais submetidos ao emagrecimento

e 0s que emagreceram com o GM apresentaram niveis menores de MMP-2 e MMP-12 quando

comparado aos nao-tratados (TABELA 13).

A

RC+GM/ B RC+GM/

DP DH RC/RDH RDH DP DH RC/RDH RDH

PRO-MMP9
MMP-9

MMP-2

FIGURA 22. Deteccao da atividade gelatinolitica no tecido adiposo epididimal de animais mantidos dieta
padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e submetidos a restricdo calorica e depois reintroduzidos a dieta
hiperlipidica (RC/RDH) e, submetidos a restricdo cal6rica com tratamento simultdneo com GM6001 e
reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC+GM/RDH) no protocolo de 24 semanas. Imagem representativa
de dois experimentos realizados (A e B); n=2.
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TABELA 13. Expresséo proteica de MMPs no tecido adiposo epididimal dos animais mantidos dieta
padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e submetidos a restricdo calorica e depois reintroduzidos a dieta
hiperlipidica (RC/RDH) e, submetidos a restricdo caldrica com tratamento simultdneo com GM6001 e
reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC+GM/RDH) no protocolo de 24 semanas.

DP DH RC/RDH RC+GM/RDH
MMP2 (pg/mag) 152 + 18 252 £ 40° 499 + 45%° 388 +81°
MMP3 (pg/mag) 17 +1,7 62+8,5°2 68 + 102 81+29°%
MMP8 (pg/mag) 6,9+0,2 13+25 59 + 182" 32+23
Pro MMP9 (pg/mg) 7+0,4 14+7,9 116 + 522° 419 +410%°
MMP12 (pg/mg) 34+13 145 + 38° 292 + 682" 132 +342°

Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 4 animais. °p<0,05
quando comparado ao grupo DP, bp<0,05 quando comparado ao grupo DH, °p<0,05 quando comparado
ao grupo RC/RDH.
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4.3.2.3 Quantificacdo de coldgeno total no tecido adiposo epididimal

Animais mantidos 24 semanas em dieta hiperlipidica apresentaram aumento do
contetdo de colageno fibrilar total, enquanto que os animais que passaram pelos ciclos de peso
com ou sem o tratamento com GM apresentaram redugdo deste conteddo quando comparado
ao grupo DH (FIGURA 23).
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FIGURA 23. Quantificacdo de colageno total (I e Ill) pela técnica de Sirius Red no tecido adiposo
epididimal nos animais mantidos em dieta padrédo (A), em dieta hiperlipidica (B) e submetidos a restricdo
caldrica e depois reintroduzidos a dieta hiperlipidica (C) e, submetidos a restricdo cal6rica com tratamento
simultaneo com GM6001 e reintroduzidos a dieta hiperlipidica (D) no protocolo de 24 semanas. Andlise
quantitativa de fibrose nos diferentes grupos experimentais (E). (n=4). °p<0,05 quando comparado ao DP
e bp<0,05 guando comparado ao DH. Nas figuras a barra é indicativa de 20um; 40X aumento.
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4.3.2.4  Avaliacdo do tamanho dos adip6citos

Os animais que passaram pelos ciclos de peso apresentaram uma fracdo maior de
adipdcitos de menor area, mas também de maior 4rea quando comparados aos obesos, mas

sem variagdes entre animais emagrecidos tratados ou ndo com o GM (FIGURA 24).
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FIGURA 24. Distribuicdo dos adipdcitos com diferentes areas no tecido adiposo epididimal de animais
mantidos em dieta padrdo (DP), em dieta hiperlipidica (DH) e submetidos a restricdo calérica e depois
reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH) e, submetidos a restricdo caldérica com tratamento
simultineo com GM6001 e reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC+GM/RDH) no protocolo de 24
semanas; (n=4).
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4.3.2.5 Avaliacéo do infiltrado inflamatério no tecido adiposo epididimal

Observamos aumento de leucécitos (CD45+) e de macrofagos (CD14+/F4/80+/CD11b)
nos animais que passaram pelos ciclos de peso. No entanto, o tratamento com o GM resultou
em maior propor¢cdo de leucécitos mas ndo de macréfagos do que os nao tratados (TABELA
14).

Quanto a expressdo de citocinas no tecido adiposo, observamos um aumento de
adiponectina e de leptina nos animais submetidos a um ciclo de perda e tratamento simultaneo
com GM6001 seguidos de um ciclo de reganho de peso. A expressédo de IL-10 também foi

significativamente maior neste grupo, enquantoa expressao de IL-6 foi reduzida (TABELA 14).

TABELA 14. Contagem de células na fragdo estromal vascular expressdo de citocinas/adipocinas no
tecido adiposo dos animais mantidos dieta padréo (DP), em dieta hiperlipidica (DH), e submetidos a
restricdo caldrica e depois reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC/RDH) e, submetidos a restricao
caldrica com tratamento simultdineo com GM6001 e reintroduzidos a dieta hiperlipidica (RC+GM/RDH) no
protocolo de 24 semanas .

DP DH RC/RDH RC+GM/RDH
CD45+ " 7,340,1 8,4+0,2 11,0+0,1 2° 14,7+0,0 °°
CD14+CD11b+F4/80+ ° 4,4+1,1 13,8+1,2 2 58,045,5 *° 48,4465 *°
Adiponectina (ng/mg) 345+5,1 19,6 +3,9° 235+1,1% 29,1+28°
Leptina (ng/mg) 1,7+0,3 34+09? 25+0,5 45+04°
IL-10 (pg/mg) 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 05+0,1°
IL-6 (pg/mg) 2,7+0,3 43+1,7 41+03 26+0,8°
MCP-1 (pg/mg) 22+04 2,6+04 54+1,9 6,9+24

1 (10 cel/g tecido); * (10" cel/g tecido)

Os valores estfo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 4 animais. ®p<0,05
quando comparado ao grupo DP, bp<0,05 quando comparado ao grupo DH e °p<0,05 quando comparado
ao grupo RC/RDH.
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5. DISCUSSAO

A perda de peso € 0 objetivo dos pacientes que comeg¢am a apresentar alteracfes
metabdlicas decorrentes da obesidade. Mas, na maioria das vezes além da dificuldade de
perder peso, a manutencdo do peso magro ndo € conseguida e os pacientes voltam a ganhar
peso (KARMALI et al., 2013). Compreender os mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos nesse
processo de perda e reganho de peso pode potencialmente auxiliar os pacientes obesos. Neste
trabalho, 8 semanas de dieta hiperlipidica foram suficientes para o estabelecimento de um
gquadro da obesidade em camundongos Swiss, caracterizado pelo aumento de peso corpoéreo,
associado a hiperglicemia de jejum e resisténcia a acao periférica da insulina. Partindo deste
quadro de obesidade experimental foi possivel investigar os mecanismos envolvidos durante os
ciclos de perda e reganho de peso, reproduzindo experimentalmente o fenbmeno conhecido

como “efeito sanfona”.

Camundongos obesos submetidos & restricdo caldrica controlada por 8 semanas,
apresentaram reducdo de peso corporal e adiposidade, reducdo da glicemia basal e a
recuperacdo da sensibilidade periférica a insulina, quando comparados aos animais que se
mantiveram obesos durante 0 mesmo periodo, como descrito previamente por outros autores
(ANDERSON et al., 2013); (BARBOSA-DA-SILVA et al., 2012; LIST et al., 2013).

Durante o estabelecimento da obesidade, ocorre aumento da expressao de quimiocinas.
Essas substancias atraem neutrofilos, linfocitos, macréfagos e outras células inflamatérias para
o tecido adiposo que passam a secretar inUmeras citocinas proé-inflamatérias (YU; DENG;
HUANG, 2009). A expressdo de MCP-1 no tecido adiposo é proporcional a massa adiposa e
contribui para a infiltracdo de macrofagos e para a resisténcia a insulina associada com a
obesidade (OHMAN; EITZMAN, 2009). A leptina é uma citocina que apresenta um papel
importante no metabolismo dos lipideos e da glicose, bem como na regulacdo inflamatéria
(KADOWAKI et al., 2006). Seus teores circulantes apresentam-se elevados em animais obesos
(HALAAS et al., 1995) e reduzidos ap0s a perda de peso (ROSENBAUM et al., 1997). Outra
citocina pro-inflamatéria que também esta aumentada em individuos obesos é a IL-6. Além de
sua funcdo no metabolismo dos lipidios e da glicose, € um marcador de resisténcia a insulina,
pois se correlaciona positivamente com niveis de insulina em jejum (NIETO-VAZQUEZ et al.,
2008). O TNF-a apresenta um efeito quimiotatico sobre os leucdcitos, influenciando na
producdo e secrecdo de outras citocinas, contribuindo assim para a resisténcia a insulina

(CHOE et al., 2016). Ja o PAI-1 é uma citocina anti-fibrinolitica produzida pelo figado, mas
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também pelo tecido adiposo, que é a sua principal fonte na obesidade, aumentando o risco de
formacao de trombos e consequentemente aumentando o risco de acidentes cardiovasculares
(ATHYROS et al.,, 2010), (PIYA; MCTERNAN; KUMAR, 2013). Além disso, sob condicfes
fisiolégicas normais, o PAI-1 controla as atividades proteoliticas de uPA, tPA, plasmina e MMP
dependente de plasmina, desempenhando um papel importante no controle da coagulacéo
sanguinea, na cicatrizacdo de feridas, na atividade das MMPs, bem como no remodelamento da
matriz extracelular (GHOSH; VAUGHAN, 2012).

Desta forma, avaliamos a expresséo proteica de marcadores inflamatérios no tecido
adiposo ap6s o periodo de emagrecimento. Apesar da expresséao de leptina, IL-6 e PAI-1 terem
reduzido, o infiltrado de macréfagos, bem como a expressdo de MCP-1 e de TNF-a se
mantiveram elevadas mesmo apos apoés a perda de peso. Além disso, a adiponectina produzida
pelos adipécitos que é reduzida durante a obesidade nao foi restaurada com a perda de peso.
Em estudo recente, camundongos obesos que foram submetidos a perda de peso pela
interrupcdo de dieta hiperlipidica por 8 semanas, também apresentaram um perfil pro-
inflamatério no tecido adiposo com expressao aumentada de IFNy, TNF-a e IL-18 (ZAMARRON
et al, 2017), mostrando que a perda de peso ndo reverte as alteragdes inflamatodrias

estabelecidas pela obesidade no tecido adiposo.

Além da disfuncdo dos adipdcitos e das alteracdes inflamatdrias, as alteracdes de matriz
extracelular também acompanham os processos de expansao e regressao do tecido adiposo.
Metaloproteinases de matriz tém sua expressdo aumentada na obesidade resultando em
aumento da degradacéao de alguns componentes da matriz extracelular (CHAVEY et al., 2003;
VAN HUL; LIJNEN, 2008), e um maior acumulo na deposi¢éo de colagenos, gerando fibrose no
tecido adiposo de obesos (CHUN, 2012). Em pacientes ex-obesos submetidos a cirurgia
bariatrica e significativa perda de peso, a acumulacdo de colageno no tecido adiposo foi
persistente, e foi relacionado a fatores preditivos adicionais, tais como idade, diabetes e
expressao de IL-6. Em pacientes com céncer e caquexia, a redugdo abrupta do tamanho dos
adipdcitos também foi acompanhada de fibrose no tecido adiposo (BATISTA et al., 2016). Em
nosso trabalho, a perda de peso nédo foi capaz de reduzir a atividade de MMPs no tecido
adiposo, além disso, a acumulacdo de colageno estava persistente neste tecido, sugerindo um
certo grau de irreversibilidade as alteracdes inflamatorias e de matriz extracelular no tecido

adiposo ap6s o emagrecimento.

Apos a reintroducgdo de dieta hiperlipidica, ndo observamos alteracdes significativas no

peso corporeo, adiposidade e na resposta glicémica dos animais quando comparados aos
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animais que se mantiveram obesos durante o mesmo periodo. Nossos resultados estdo em
acordo com relatos anteriores de literatura que mostraram que o peso corporeo final dos
animais que se mantiveram obesos néo diferia dos animais submetidos aos ciclos de perda e
reganho de peso (BARBOSA-DA-SILVA et al.,, 2012). No entanto, este trabalho relata que
animais submetidos a ciclos de perda e reganho de peso apresentam alteracées na composicao
corporal com reducéo final do estoque de tecido adiposo subcutaneo (BARBOSA-DA-SILVA et
al., 2012), o que néo foi observado em nossos resultados. A avaliacdo da homeostase glicémica
também mostra que ndao ha diferencas entre a glicemia de jejum ou a resposta ao teste de
toler&ncia a insulina entre 0os animais obesos e aqueles que passaram pelos ciclos de perda e
reganho de peso. Ou seja, 0 emagrecimento seguido de reengorda nado traz maleficios
adicionais aqueles induzidos pela obesidade quanto a homeostase glicémica, pelo menos,

experimentalmente.

Adipocinas e citocinas no tecido adiposo visceral ndao diferiram estatisticamente em
relagdo ao grupo obeso, apesar do aumento do infiltrado de leucdcitos totais e de macrofagos,
exceto pela expresséo de IL-6 que se encontra mais alta nos animais submetidos aos ciclos de
perda e reganho de peso. Em um estudo anterior com camundongos que também foram
submetidos a um ciclo de perda e um ciclo de reganho de peso, ndo apresentaram alteracdes
de peso, adiposidade e resposta glicémica, no entanto houve aumento da expressao de IL-6 e
leptina, enquanto os niveis de adiponectina se encontraram reduzidos nos animais submetidos
aos ciclos (BARBOSA-DA-SILVA et al., 2012). Quanto ao remodelamento do tecido adiposo,
algumas MMPs como a MMP-2, MMP-8, pr6-MMP-9 e MMP-12 foram detectadas em niveis
mais elevados nos animais submetidos aos ciclos quando comparadas aos obesos, mas a
atividade das gelatinases ndo estava aumentada e a fibrose estava reduzida nos animais que
passaram pelos ciclos de peso, sugerindo que a fibrose ndo esta estritamente relacionada a
inflamacao no tecido adiposo e que um periodo de regressao deste tecido pode interferir com o

perfil inflamatério e de MMPs em um periodo de nova expansao.

Como os mastécitos podem potencialmente interferir com o remodelamento do tecido
adiposo, investigamos se o tratamento com um estabilizador de mastécitos, o cromoglicato de
sédio, modificaria as alteracdes observadas na matriz extracelular, na inflamacdo no tecido
adiposo e nas alteracbes metabdlicas sistémicas durante o ciclo de perda e reganho de peso.
Em nossos resultados notamos que o cromoglicato durante o emagrecimento ndo acelera a
perda de peso, embora sua manutencdo durante o periodo de reganho de peso realmente

resulte em um menor ganho, conforme descrito anteriormente na literatura (LIU et al., 2009). Os
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animais avaliados ap6s as 16 semanas, tendo sido tratados com cromoglicato durante o
periodo de emagrecimento, apresentam as mesmas caracteristicas dos ndo-tratados ou seja, a
melhora metabdlica (glicemia basal e kITT), a expressédo de leptina, IL-6, MCP-1 e PAI-1 no
tecido adiposo sdo idénticas aos animais que emagreceram sem tratamento. No entanto, o
infiltrado de leucdcitos e macrofagos na fracdo estromal vascular foi reduzido nos animais
tratados com o cromoglicato. Em estudo prévio, o uso do cromoglicato de sédio, foi relatado
como capaz de controlar o ganho de peso em camundongos, reduzir a adiposidade, melhorar
metabolicamente, controlar a inflamagé&o do tecido adiposo (reduzindo leptina, IL-6, TNF-co, IFN-
v, MCP-1), reduzir MMP-9, bem como reduzir o nUmero de mastocitos proXimos a microvasos
no tecido adiposo. Estas agOes parecem estar relacionadas a alteracdes no remodelamento
tecidual e na influéncia que mastocitos possam ter na formacao de microvasos e em processos

de apoptose nos adipdcitos (LIU et al., 2009).

Em nosso trabalho observamos uma reducdo da MMP-12 que como relatado
anteriormente se manteve elevada apds a perda de peso, sugerindo que mastocitos possam
interferir com o remodelamento tecidual durante o periodo de perda de peso. A MMP-12 é
denominada elastase de macréfagos e é expressa no tecido adiposo tanto nos adipdcitos como
no estroma vascular (BAUTERS; VAN HUL; LIJNEN, 2013; MAQUOI et al., 2002). Sabe-se que
a MMP-12 esta fortemente associada com o infiltrado de macréfagos em situacdes
inflamatoérias. Desta forma, podemos associar a reducao da populacdo de macréfagos com a
reducdo da expressdo de MMP-12 e, ainda, podemos sugerir a modulagdo da migragdo de
macrofagos pelos mastécitos durante o emagrecimento, pois camundongos obesos tratados
com cromoglicato apresentam uma reducdo do numero de macrofagos no tecido adiposo, sem
modificagdes no niumero de mastocitos (LIU et al., 2009). No entanto, quando os animais foram
submetidos ao processo de reengorda, a fracao estromal vascular do tecido adiposo visceral de
animais tratados com cromoglicato apresentou um ndmero maior de leucdcitos e macréfagos,

novamente ndo corroborando os dados de literatura (LIU et al., 2009).

A avaliagdo dos animais que reengordaram sob efeito do tratamento com o cromoglicato
revelou peso corporal reduzido em comparacéo aos animais que reengordaram sem tratamento
e, mostrou que a diferenca entre os estoques de tecido adiposo ndo atinge diferencas
estatisticamente significativas, exceto para o peso do figado, que foi menor no grupo tratado.
Estes animais também ndo apresentaram valores de glicemia de jejum e a constante do teste

de tolerancia a insulina diferentes estatisticamente dos animais ndo tratados. Desta forma,
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nossos resultados ndo reproduzem o Unico relato de literatura de que o cromoglicato teria um

efeito benéfico na obesidade (in vivo) (LIU et al., 2009).

Um trabalho com células CD117+ isoladas de tecido adiposo mostrou que estas eram
capazes de produzir mais mediadores inflamatérios quando obtidas de individuos obesos
(DIVOUX et al., 2012) e que células cultivadas em matriz de colageno eram mais responsivas
que células cultivadas em Matrigel, sugerindo que um ambiente fibrético seja importante na
ativacdo destas (DIVOUX et al.,, 2012). A producgdo de citocinas, adipocinas e MMPs pelo
tecido adiposo visceral de animais tratados com cromoglicato ndo diferiu daquela registrada
para animais nao tratados, sugerindo que mastdcitos nao participem diretamente do processo

de remodelamento do tecido adiposo.

Nossa abordagem adicional visando compreender as alteragcbes de matriz extracelular
decorrentes da obesidade e dos ciclos de peso, incluiu o uso de um inibidor de MMPs - o
GM6001. O GM6001 é um potente inibidor de colagenases como a MMP-1 e MMP-8 e de
gelatinases como a MMP-2 e MMP-9 (GALARDY et al., 1994). Novamente, animais tratados
com o GM6001 durante o periodo de emagrecimento foram estudados em relagdo ao
remodelamento tecidual, a inflamag&o no tecido adiposo, bem como as alteragdes metabdlicas
sistémicas durante os ciclos de perda e reganho de peso. Como relatado no presente estudo, a
restricdo caldrica moderada leva a perda de peso nos animais que se tornaram obesos pela
manutencédo da dieta hiperlipidica durante 8 semanas. O tratamento simultaneo com o0 GM6001,
ndo modifica a perda de peso, nem a adiposidade (avaliada pela pesagem dos estoques de
tecido adiposo) ou composi¢cdo corporal apdés o emagrecimento. A avaliacdo da homeostase
glicémica indica que os animais que emagreceram apresentaram uma reversdao parcial da
resisténcia periférica a insulina, pois apresentam valores glicémicos basais e o decaimento da
curva glicémica frente a administragdo de insulina diferentes dos obesos, mas também
diferentes dos animais magros. Neste caso, novamente, o tratamento com o GM ndo modifica
esta resposta, mas foi capaz de resultar em niveis mais baixos de insulina basal sérica. Os
niveis seéricos de colesterol total, LDL e triglicérides encontram-se reduzidos com o
emagrecimento, mas ainda diferentes do observado nos animais magros. O tratamento com o
GM foi capaz de reduzir os niveis de colesterol total e triglicérides tornando-os indiferentes dos

animais magros sugerindo um efeito benéfico do GM durante o ciclo de perda de peso.

O gasto energético, avaliado por calorimetria indireta, indica que 0s animais obesos
possuem uma reducdo do gasto energético e que ndo € revertido com o emagrecimento.

Curiosamente, o tratamento com o GM reduz ainda mais este parametro. Os ciclos de peso, a
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perda e ganho de peso corporal, sdo caracterizados pela adaptacdo metabdlica a perda de
peso, contribuindo para a capacidade de sobrevivéncia de organismo aos periodos de falta de
alimento. No entanto, na sociedade moderna, estes efeitos acabam sendo deletérios para
aqueles individuos que fazem dietas restritivas e voltam a ganhar peso, conhecidos como
individuos “i6-i6” (BOSY-WESTPHAL et al., 2015). Nestes, observa-se um aumento de risco
metabdlico associado a obesidade e o reganho de peso. Ciclos de peso geram alteracdes na
distribuicdo corporal em humanos, alterando as relacdes entre a propor¢cdo de massa magra e
massa gorda, a proporcdo entre a massa de érgaos e a muscular, diferencas entre estoques de
tecido adiposo e deposicéo ectdpica de gordura e no nivel molecular da composicdo corporal
(glicogénio, proteina, agua e gordura), alterando assim o padrdo de gasto energético (BOSY-
WESTPHAL et al.,, 2015). Um estudo recente com jovens obesos submetidos a regimes
restritivos para a perda de peso e que ganharam peso espontaneamente, mostrou que o
reganho de peso nao alterou a distribuicdo ou a composicdo da massa magra, mas quando
comparado a voluntario que mantiveram seu peso estavel, observou-se uma redug¢éo no gasto
caldrico basal com a perda de peso (resting energy expenditure — REE; (BOSY-WESTPHAL et
al., 2013)), o que dificulta a perda de peso principalmente em mulheres e aumenta a propensao
ao reganho. Desta forma, sugerimos que a reducdo do gasto energético dos animais tratados
com o GM pode ser decorrente da uma baixa oferta de substancias energéticas durante o
periodo de emagrecimento pois estes animais também apresentaram reducdo de glicemia,

colesterol e triglicerides.

A expressdo das MMP-2, 3, 8 pr6-MMP-9 e MMP-12 se encontra aumentada no tecido
adiposo de animais obesos e a expressdao de MMP-2 e 12 ndo é restaurada aos niveis
observados nos animais magros apés a perda de peso. A realizacdo da zimografia, ensaio em
gue um gel é preparado com gelatina sendo capaz de detectar a acdo de gelatinases, mostrou
uma intensa atividade de MMP-2 e 9 nos animais que passaram pelo processo de
emagrecimento e, como ja esperado, o tratado com o GM mostrou a inibicdo destas MMPs,
acompanhado de um aumento da expressao de colageno IV e laminina detectado por Western
blot em extratos proteicos obtidos do tecido adiposo. O coldgeno IV e a laminina compéem a
lamina basal de tecidos. A laminina d4 ancoragem a superficie celular e entdo, permite o
acumulo de coladgeno IV e outros componentes da lamina basal (YURCHENCO, 2011). Dentre
as principais fungbes da MMP-2 e 9, podemos destacar a degradacdo de laminina e de
colageno IV (NABESHIMA et al., 2002), e ainda, a MMP-2 desempenha um papel importante no

agrupamento de adipdcitos (BROWN et al, 1997). A organizagdo dos adipécitos em
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aglomerados esféricos requer acumulagcao no espacgo extracelular de componentes suficientes
para gerar uma lamina basal circundante (ZANGANI et al., 1999). A acdo destas MMPs pode
gerar descontinuidade ou a perda de estrutura da lamina basal, favorecendo a formacéo de
‘canais” que permitem a migracdo celular (ALEXANDROVA, 2008). Nossos dados séao
consistentes com um estudo anterior, em que o GM6001 foi capaz de inibir a atividade de MMP-
2 e MMP-9 em tecido adiposo subcutédneo e gonadal de camundongos obesos, gerando uma
maior quantidade de coldgeno e contendo a expanséo do tecido adiposo (LIJNEN et al., 2002).
Por outro lado, quando avaliamos o conteudo de colageno pelo método de Sirius Red, o
tratamento com o GM6001 foi capaz de reduzir o contetdo de colageno fibrilar total no tecido
adiposo ap6s o emagrecimento. Os componentes da matriz extracelular sdo sintetizados e
degradados durante a diferenciacdo celular e que esta diferenciacdo em adipdcitos, esta
associada com um aumento da secre¢cdo de componentes da membrana basal, tais como
laminina, proteoglicanos e colageno tipo IV e a diminuicdo da secrecao de colageno fibrilar tipo |
(LIJNEN et al., 2002). O tratamento com o GM6001 tem sido associado a reducgéo de fibrose em
outros modelos experimentais (WANG, G. L. et al., 2008).0 acumulo excessivo de colageno
gera rigidez da matriz extracelular e esta condigdo fibrética se da como consequéncia da
inflamacdo segundo alguns relatos, prejudicando a expansédo do tecido adiposo (SUN et al.,
2013). Um estudo recente avaliou o tecido adiposo subcutdneo de pacientes eutréficos e
pacientes com cancer sem ou com cachexia e importante perda de peso e, demonstrou que a
perda de peso resulta em um intenso remodelamento no tecido adiposo (BATISTA et al., 2016).
Neste trabalho, os autores ainda mostraram a presenca de adipdcitos pequenos, atrofia do
tecido adiposo e um quadro de fibrose, com presenca aumentada de colageno ao redor dos
adipécitos (BATISTA et al., 2016). O tecido adiposo visceral dos animais tratados com GM
apresentou uma fragcdo maior de células com tamanho reduzido. A expressdo de C/EPBa
parece estar aumentada em individuos apds um ciclo de restricdo calérica (AUBIN et al., 2004),
sendo que este fator é considerado um estimulante de adipogénese mas que nao permite o
crescimento das células (WANG, G. L. et al.,, 2008), o que poderia justificar a presenca de
adipdcitos de menor tamanho nos animais que emagreceram e que o bloqueio de MMPs

poderia estar intensificando estas respostas.

O tratamento com GM6001 foi capaz de reduzir a expressao de TNF-a e MCP-1 no
tecido adiposo apds a perda de peso. Como j& dissemos, a expressdao de MCP-1 ocorre em
varios tipos celulares e é regulada por diversos fatores, sendo aumentada a expressao em

adipdcitos, principalmente de estoques viscerais, durante a inflamacdo local associada a
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obesidade e apontada como responsavel pelo recrutamento de macrofagos (PANEE, 2012).
Entretanto, a administracdo de MCP-1 a camundongos foi capaz de induzir resisténcia a
insulina e a administracdo de um antagonista de CCR2 (receptor da MCP-1) foi capaz de
reverter este efeito, mas sem afetar a migragdo de macréfagos para o tecido adiposo, sugerindo
que esta quimiocina possa ter acdes que interferem com a resisténcia a insulina ndo
relacionadas ao recrutamento de macrofagos (TATEYA et al., 2010). Nossos resultados
mostraram que embora a fracdo estroma vascular obtida por grama de tecido adiposo visceral
dos animais tratados com GM6001 tenha sido maior sugerindo uma grande alteracdo da
celularidade, bem como o numero de leucécitos foi maior, o numero de macréfagos é
relativamente menor neste infiltrado, indicando que a menor producdo de MCP-1 possa estar

interferindo nas caracteristicas do infiltrado inflamatorio.

Parte dos animais tratados com o inibidor de MMPs durante o periodo de
emagrecimento foi submetido ao reganho de peso com a reintroducdo da dieta hiperlipidica ad
libitum. Nota-se que apds 8 semanas, 0s animais estdo novamente obesos, chegando ao peso
dos animais que se mantiveram durante 24 semanas em dieta hiperlipidica. O ganho de peso
nao foi diferente estatisticamente nos animais que emagreceram com ou sem tratamento com
GM. No entanto, a avaliacdo da composi¢cédo corporal mostra uma reducao significativa do peso
do figado e uma tendéncia a reducao do tecido adiposo epididimal quando corrigido pelo peso
corporal nos animais que emagreceram com o tratamento com o0 GM quando comparado aos
nao-tratados. O nivel glicémico de jejum estava significativamente melhor nos animais que
emagreceram tratados com o GM, bem como o decaimento da curva glicémica frente a
administracdo de insulina foi melhor nestes animais, embora 0s niveis séricos de insulina
estejam altas e muito variaveis. Os niveis séricos de triglicérides e de LDL estavam com valores
semelhantes aos animais que sempre foram magros neste grupo que reengordou apés ter
emagrecido com tratamento com GM. Esta melhora no controle glicémico e na lipidemia ndo
parece ser decorrente de alteracdes no gasto energético, que mostra valores semelhantes para
todos os grupos avaliados. Sabe-se que 0s niveis séricos de colesterol sdo regulados pela
absorcéo enteral, secre¢éo biliar e sintese hepatica. Colesterol na forma livre € mais facilmente
incorporado aos acidos biliares para absorcdo no intestino delgado, enquanto os ésteres de
colesterol precisam ser convertidos a colesterol para que possam ser incorporados as micelas
de sais biliares (DUAN et al., 2006). Nao ha relatos prévios se a inibicdo de MMPs poderia
alterar processos absortivos de lipides no intestino, mas a permeabilidade intestinal € bastante

alterada pela acdo das MMPs (ALTSHULER et al., 2014). Desta forma, comeg¢amos a
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considerar que vias de absorcdo, metabolismo e excrecdo de colesterol pudessem ter sido
alteradas a longo prazo e poderiam justificar o efeito hipolipemiante do GM mesmo apos o
periodo de reganho de peso.

Trabalhos recentes demonstraram que o mesilato de imatinib, um inibidor seletivo de
tirosina quinase utilizado no tratamento de doencas proliferativas como a leucemia mieldide
crdnica, apresenta a capacidade de reduzir os niveis séricos de colesterol em pacientes com
hiperlipidemia (GOLOGAN et al., 2009; LASSILA et al., 2004). Adicionalmente, o imatinib reduz
a atividade de MMP-2 no figado (NEEF et al., 2006) e atividade e secrecdo de MMP-2 e MMP-9
em macréfagos (GACIC et al., 2016). O efeito do imatinib parece estar relacionado a uma agéo
pds-traducional, pois a expressao de varios genes nao foi alterada neste estudo (GACIC et al.,
2016) bem como no envolvimento da inibi¢cdo da fosforilagéo de residuos de tirosina no receptor
do fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGFR) que afetaria processos como a
degradagdo de proteases e o metabolismo de colesterol. Adicionalmente, o imatinib parece
aumentar os niveis séricos de adiponectina, o que também poderia contribuir para a melhora da
resisténcia a insulina em pacientes com leucemia mieldide crénica (FITTER et al., 2010). As
estatinas sdo drogas de baixo peso molecular que inibem a enzima HMG-CoA e aprovadas
como drogas hipolipemiantes. Curiosamente, entre os efeitos pleiotropicos das estatinas, ou
seja, seus efeitos biolégicos nao-relacionados ao colesterol, também figura a capacidade de
inibir MMPs (MANNELLO; TONTI, 2009) e outras a¢fes anti-inflamatérias. Ou seja, num
primeiro momento, nossa hip6tese foi que o controle dos niveis séricos de colesterol e
triglicérides pudesse ser uma ag¢do do GM6001 nédo relacionada a sua atividade inibidora de
MMPs. No entanto, ndo descartamos que as MMPs de alguma forma controlam a
biodisponibilidade de colesterol por mecanismos ainda ndo compreendidos, pois curiosamente
h& outros exemplos de farmacos citados (imatinib e estatinas) que guardam ambas as
atividades (MANNELLO; TONTI, 2009). A restricdo calérica associada a um menor aporte de
lipideos biodisponiveis estaria resultando na reducéo adicional do metabolismo energético dos

animais, como um mecanismo adaptativo e protetor.

Neste trabalho, a expressdo de MMP-2, 3 e 12 no tecido adiposo visceral permanece
alta nos animais obesos. A expressdo de MMP-2, 8, pro-9 e 12 foi ainda maior nos animais
submetidos ao reganho de peso e os que reengordaram com o GM apresentaram reducéao de
MMP-2 e MMP-12 quando comparado aos nao-tratados. No entanto, a realizacdo do ensaio de
zimografia n&o evidenciou diferencas na atividade de gelatinases e o0 ensaio de Sirius Red

revelou reducéo do conteudo de colageno fibrilar total com o reganho de peso, independente do
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tratamento com o GM. Além disso, 0s animais que foram tratados com o GM6001 (durante o
periodo de emagrecimento) e reengordaram com dieta hiperlipidica tiveram redugédo da
expressao de IL-6 e TNF-a, que sédo considerados marcadores de macréfagos com fenotipo M1,
e aumento de adiponectina e IL-10, marcadores de macréfagos com fenétipo M2, justificando a
melhora metabdlica observada e, sugerindo assim, que a producgdo de citocinas pelo tecido
adiposo pode estar associada ao remodelamento da matriz extracelular durante a ciclagem de
peso.

A distribuicdo dos adipdcitos em funcédo de sua area mostra diferencas entre os animais
obesos e magros e, os que passaram pelos ciclos de peso apresentam uma fracdo maior de
adipécitos de menor area, mas também de maior drea quando comparados aos obesos, mas
sem variagbes entre animais emagrecidos tratados ou ndo com o GM como ja citado
anteriormente. Um trabalho prévio com voluntarios humanos que foram submetidos a ciclos de
perda e reganho de peso e passaram por uma avaliacdo de expressédo génica ao fim do periodo
de perda e também do periodo de reganho, mostrou que ap6s o reganho de peso, a expressao
de C/EBPa € inibida. E este fator é considerado um estimulante de adipogénese mas inibidor
do crescimento de adipdcitos, enquanto a expressdo de PPAR-y estava aumentada, sendo este
considerado um estimulante de adipogénese mas também estimulante da captacéo de lipideos,
indicando que o reganho de peso poderia permitir um maior acumulo de lipideos nos adipdcitos
facilitando a aquisicdo de massa gorda (LAGERPUSCH et al., 2013). Isso poderia explicar a
presenca de uma fracdo de adipécitos com area pequena (fruto de adipogénese recente), mas

também adipdcitos grandes que estariam incorporando lipideos.

Considerando que os animais foram tratados com o GM6001 somente durante o periodo
de perda de peso e, desta forma o inicio do periodo de reganho de peso ocorreu hum ambiente
modificado (com reducdo do tamanho dos adipécitos, de fibrose e inflamacdo no tecido
adiposo), o que consequentemente contribuiu para melhora glicémica e lipidémica que estéo
classicamente alterados durante a obesidade, podemos sugerir que o remodelamento da matriz
extracelular se faz importante na compreensdo dos mecanismos envolvidos ao efeito sanfona,
mas a partir de nossos resultados ndo podemos afirmar se o GM6001 reduziu a inflamacéo e
consequentemente contribuiu para reducdo da fibrose ou se 0 GM6001 teve uma acado direta

sobre a fibrose, 0 que reduziria a inflamacéao no tecido adiposo.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos por meio deste trabalho conclui-se que (FIGURA 25):

o A perda de peso em camundongos ndo restaura as alteragfes metabolicas e a
inflamacado no tecido adiposo induzidos pela obesidade sendo este periodo caracterizado por
uma intensa atividade de remodelamento da matriz extracelular. O reganho de peso néo
acrescenta efeitos deletérios aos ja observados pela manutencdo da obesidade. O sequencia
de inducéo da obesidade, restricdo caldrica e reintroducao da dieta hiperlipidica mostrou-se um
modelo eficiente para estudos de ciclagem de peso.

o A estabilizacdo de mastécitos com o cromoglicato de sédio durante a perda/reganho de
peso causa alteragdes no infiltrado de leucdcitos e macrofagos no tecido adiposo visceral, mas
nao no perfil de MMPs, citocinas inflamatérias ou nos parametros metabdlicos. Desta forma
podemos sugerir que mastécitos possam modular o infiltrado de macr6fagos no tecido adiposo
visceral durante a ciclagem de peso, mas nao interferem com o processo inflamatério ou com a
matriz extracelular.

o A inativacdo das MMPs com o GM6001 durante a perda de peso resultou em melhoras
metabdlicas e inflamatérias no tecido adiposo visceral mesmo apdés o reganho de peso, além de
interferir com o tamanho dos adipdcitos, que ao final do periodo de reganho de peso
apresentaram uma quantidade menor de adipdcitos com tamanho aumentado. Assim, podemos
sugerir que a inativacdo das MMPs interferem com o remodelamento da matriz extracelular
durante a expansao/regresséo do tecido adiposo e que esta inativacdo poderia contribuir para

melhora dos efeitos deletérios associados ao “efeito sanfona”.



(A)
RC
s ( ‘ ,L’» qh\
—
o \ RC+§‘>
( ) /
T MMPs/Fibrose (©)
C+®
T Citocinas inflamatérias

Qesisténcia ainsulina J

FIGURA 25: Acdo do cromoglicato de sédio e do GM6001 sobre as alteracbes metabdlicas,
inflamatérias e no perfil de MMPs durante os ciclos de perda e reganho de peso. (A) A atividade das
MMPs é mais intensa na perda do que no reganho de peso, e esta associada ao aumento de fibrose e a
atividade inflamatéria que ndo é restabelecida apds a perda de peso. (B) A estabilizagdo de mastdcitos
com o cromoglicato de sdédio nao altera o perfil de MMPs, citocinas e parametros metabdlicos, mas causa
alteracdes no infiltrado de leucocitos e macréfagos, sugerindo que mastécitos possam modular o
infiltrado de macréfagos no tecido adiposo visceral durante a ciclagem de peso. (C) A inativacdo das
MMPs com o GM6001 durante a perda de peso interfere com o remodelamento do tecido adiposo e com
a resposta inflamatoria, resultando em melhora metabdlica mesmo apo6s o reganho de peso. A acéo do
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GM6001 pode ser decorrente da reducéo da inflamacéo, o que reduziria a fibrose, ou vice-versa.
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8. ANEXO

8.1 Aprovacéo Comité de Etica

T
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COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAL EM PESQUISA - CEUA

Braganga Paulista, 29 de Maio de 2014

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Ciclos de perda e reganho de pressdo e camundongos:Avaliagao do
infiltrado de mastécitos,alteragdes vasculares, remodelamento tecidual e mediadores de
resolugéo do processo inflamatorio

AREA DE CONHECIMENTO: Saude e Biologicas
Autor(es): Profa. Dra. Alessandra Gambero
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Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

O Comité de Etica em Pesquisa com Uso de Animais de Pesquisa— CEUA. da
Universidade Sao Francisco, analisou em reunido ordinaria no dia 29/05/2014 o projeto de
pesquisa supracitado, sob a responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité. acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: Aprovado

Michelle Darrieux Sampaio Bertoncini
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animal em Pesquisa
Universidade S3o Francisco
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