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RESUMO

O browning é conhecido como a capacidade do tecido adiposo branco (WAT) apresentar
um fendtipo semelhante a gordura marrom quando estimulado, levando ao aumento da
termogénese. O estudo tem por objetivo verificar se a suplementacdo com cumarina (4-
metildinafetina) em associacdo a atividade fisica voluntaria, tem efeito de induzir browning no
tecido adiposo de camundongos e analisar a presenca de esteatose hepatica. Foram utilizados 32
camundongos (C57BL6) machos, com cerca de 8 semanas, mantidos em ciclo claro/escuro de 12-
12 horas, em gaiolas com ou sem rodas de atividade livre. Foi feita aclimatacdo por um periodo
de 7 dias e logo ap0s, os animais foram separados em quatro grupos (n:8): atividade fisica
voluntaria com administracdo de cumarina (AFC), atividade fisica voluntaria veiculo (AFV),
sedentario com administracdo de cumarina (SC) e sedentério veiculo (SV). Os animais receberam
uma concentracdo de 30 mg/kg/animal de 4-Metildafenetina para os grupos AFC e SC, e salina
0,9%; Carboxilmetilcelulose (CMC) 0,3%; e Tween 1% com a mesma dose para 0s grupos AFV
e SV durante 28 dias, atraves de gavagem. Ao final do experimento os animais foram
eutanasiados e realizada a extracdo e armazenamento do figado e tecidos adiposos das regifes
inguinal, epididimal e interescapular. Posteriormente, foram realizadas analises do tempo de
corrida em roda e histoldgicas com coloracdo de hematoxilina e eosina e acido periddico- schiff.
Para verificar a normalidade dos dados e homogeneidade de variancias foi utilizado os testes de
Shapiro-Wilk e Levene. Para as comparacfes entre os grupos foi adotado os testes de ANOVA
one-way e two-way e teste t de student para amostras independentes. Para todos os dados foi
adotado um nivel de significancia de p<0,05. N&o obtivemos diferencas significativas entre o
nimero de voltas. Para o tecido adiposo inguinal tanto no grupo sedentario quanto no grupo
atividade fisica os animais que receberam a 4-metildinafetina tiveram uma maior area, 0 mesmo
aconteceu para o tecido adiposo epididimal com a diferenca que a atividade fisica teve um efeito
protetor em relagdo a 4-metildinafetina. Conclui-se que a cumarina 4-metildinafetina ndo gerou
browning, ndo alterou o volume de atividade fisica voluntaria e nem provocou esteatose hepatica.
Entretanto, com excessao do grupo AFC do tecido adiposo epididimal, a ingestdo dessa cumarina
por 4 semanas provoca um aumento do adipécito no tecido adiposo branco epididimal e inguinal
de camundongos C57BL/6.

Palavras-chave: Tecido adiposo. Suplementacdo. Tecido Adiposo Marrom. Atividade fisica.



ABSTRACT

Browning is known as the ability of white adipose tissue (WAT) to present a phenotype similar to
brown fat when stimulated, leading to an increase in thermogenesis. The study aims to verify
whether supplementation with coumarin (4-methyldinafetine) in association with voluntary
physical activity, has the effect of inducing browning in the adipose tissue of mice and analyzing
the presence of hepatic steatosis. 32 male mice (C57BL6) were used, with about 8 weeks, kept in
light / dark cycle of 12-12 hours, in cages with or without free activity wheels. The animals were
acclimatized for a period of 7 days and immediately afterwards, the animals were separated into
four groups (n: 8): voluntary physical activity with coumarin administration (AFC), voluntary
physical activity vehicle (AFV), sedentary with coumarin administration (SC) and sedentary
vehicle (SV). The animals received a concentration of 30 mg / kg / animal of 4-
Methyldaphenethine for the AFC and SC groups, and 0.9% saline; Carboxylmethylcellulose
(CMC) 0.3%; and Tween 1% with the same dose for the AFV and SV groups for 28 days, via
gavage. At the end of the experiment the animals were euthanized and the liver and adipose
tissues were extracted and stored in the inguinal, epididymal and interscapular regions.
Subsequently, running time and histological analyzes were performed with hematoxylin and
eosin and periodic acid-schiff staining. To verify data normality and homogeneity of variances,
the Shapiro-Wilk and Levene tests were used. For comparisons between groups, one-way and
two-way ANOVA tests and Student's t test for independent samples were adopted. For all data, a
significance level of p <0.05 was adopted. We did not obtain any significant differences between
the number of laps. For the inguinal adipose tissue in both the sedentary group and the physical
activity group, the animals that received 4-methyldinephetine had a larger area, the same
happened for the epididymal adipose tissue with the difference that physical activity had a
protective effect in relation to 4 -methyldinefetine. It was concluded that coumarin 4-
methyldinefetine did not generate browning, did not alter the volume of voluntary physical
activity and did not cause hepatic steatosis. However, with the exception of the AFC group of
epididymal adipose tissue, ingestion of this coumarin for 4 weeks causes an increase in adipocyte
in the epididymal and inguinal white adipose tissue of C57BL / 6 mice.

Keywords: Adipose tissue; Supplementation; Brown adipose tissue; Physical activity.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Em camundongos existem trés tipos de tecidos adiposos onde cada um é responsavel por
desenvolver uma funcdo dentro do organismo. O tecido adiposo branco (WAT) é responsavel
basicamente por manter um estoque energético (NADAL et al., 2017). O tecido adiposo marrom
(BAT) e responsavel por manter a estabilidade térmica através da termogénese adaptativa
(CAROBBIO et al.,, 2019) e o tecido adiposo bege, que é um tipo de tecido que tém
caracteristicas tanto do WAT quanto do BAT, ou seja, ele atua tanto na termogénese adaptativa
guanto como estoque energético, com isso ele tem sido alvo de varios estudos (JUNIOR, 2018;
CAROBBIO et al., 2019; HARMS; SEALE, 2013).

O tecido adiposo bege tem sido alvo de varios estudos, devido a um fenémeno chamado
Browning, que é a capacidade do WAT apresentar um fenotipo semelhante a gordura marrom
quando estimulado, levando ao aumento do nimero de mitocondrias e consequente elevacao do
gasto energético e da termogénese, ou seja, transformar-se em tecido adiposo bege (CAROBBIO
et al., 2019; BARGUT et al., 2017; WU et al., 2012). Este fendbmeno é mais provavel que ocorra
em depositos de gordura subcutanea (CAROBBIO et al., 2019; BARGUT et al., 2017).

A expressao da Proteina desacopladora 1 (UCP1) e dominio PR contendo a proteina 16
(PRDM16) ¢é utilizada para identificar a presenca de adipécitos bege em WAT. Dentre o0s
estimulos capazes de induzir o Browning ja foram descritos em animais, estimulos adrenérgicos,
baixas temperaturas ambientais e principalmente a atividade fisica (DE JONG et al., 2015; WU;
COHEN; SPIEGELMAN, 2013).

A atividade fisica voluntaria (ATV) ou discricionaria é definida como uma atividade que
ndo é intimamente necessaria para sobrevivéncia ou para a manutencdo da homeostase, e que nao
sofre influéncia de fatores externos (GARLAND et al., 2011). A mesma pode ser medida em
roedores por meio de uma roda livre de atividade fisica voluntaria (GARLAND et al., 2011).

Em situacdo de laboratorio a motivacao para tal atividade pode estar relacionada ao trago
de personalidade (JONAS et al., 2010), pois corridas em roda sdo altamente recompensadoras
(SHERWIN, 1998) e viciantes para roedores (BRENE et al., 2007; DE CHIARA et al., 2010;
KANAREK et al., 2010).

A atividade fisica tem um papel importante diminuindo/prevenindo fatores como

resisténcia a insulina, pressao arterial e frequéncia cardiaca (RATTANAVICHIT et al., 2018;
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WALDMAN et al., 2017). Quanto a reducdo da gordura corporal ja € sabido que a ATV diminui
a mesma (NEHRENBERG et al., 2009; SWALLOW et al., 2001), mas quando comparamos a
frequéncia da atividade, entre roedores que sdo geneticamente alterados (GA) para apresentar
uma maior ATV com néo alterados, vemos que em ambos ha diminui¢do da massa adiposa, mas
apesar da maior atividade de roda dos GA, eles demonstraram uma menor diminui¢cdo de massa
adiposa. Isso sugere que esses animais apresentam uma maior capacidade de conservar massa
adiposa diante do desafio energético (HIRAMATSU; GARLAND, 2018).

As cumarinas sdo benzopironas que podem ter sua origem natural ou sintética (DETSI;
KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; KATSORI; HADJIPAVLOU-LITINA,
2014), podendo ser classificada como ndo condensadas, furocumarinas, cumarinas diméricas,
cumarinas C-preniladas, piranocumarinas (DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-
LITINA, 2017). Na atualidade temos uma grande variedade de analogos cumarinicos, que
constituem uma classe de substancias encontradas em vérias plantas, mais de 1300 foram
encontrados como metabdlitos das mesmas e tambem de bactérias e fungos (BOURGAUD et al.,
2006; DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; HOULT; PAYA, 1996).

Em animais e humanos suplementados com dietas ricas em gorduras associadas a
diabetes, obesidade e esteatose hepatica, foi visto que a cumarina diminui os lipidios séricos,
estoques de triglicerideos, &cidos graxos e tamanho de células adiposas (NAOWABOOT et al.,
2015; NUKITRANGSAN et al., 2012; UM et al., 2013). Assim demonstrando que a cumarina
tem um papel importante no metabolismo lipidico e pode ser um possivel estimulo a provocar
browning do WAT (BARGUT et al., 2017).

Diante do exposto o estudo tem como objetivo avaliar se a suplementacdo com cumarina
(4-metildinafetina) em associacdo a atividade fisica voluntaria, tem efeito de induzir browning no

tecido adiposo branco da regido inguinal e epididimal de camundongos.

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Verificar se a suplementagdo com cumarina (4-metildinafetina) em associagéo a atividade

fisica voluntéria, tem efeito de induzir browning no tecido adiposo de camundongos e analisar a

presenca de esteatose hepatica.

2.2 Objetivos especificos
(1) Avaliar a media das massas dos grupos entre 0 1° e 28° dia;
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(2) Avaliar a glicemia entre os grupos;

(3) Avaliar o numero total de voltas na roda de atividade fisica voluntaria por ciclo, entre
0s grupos atividade fisica;

(4) Avaliar o numero total de voltas na roda de atividade fisica voluntaria entre os grupos
atividade fisica;

(5) Avaliar area dos adip6citos da regido inguinal e epididimal entre os grupos;
(6) Avaliar a densidade dos adipdcitos da regido interescapular entre 0s grupos;

(7) Analisar a presenca de esteatose hepatica entre grupos;

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Diferencas entre os tecidos adiposos
Em camundongos ha trés tipos de tecidos adiposos (fig. 3) o WAT- White adipose tissue

ou tecido adiposo branco, BAT- Brown adipose tissue ou tecido adiposo marrom e o Bege/Brite

tecido adiposo bege (WIEDMANN; STEFANIDIS; OLDIFIELD, 2018).

Figura 3. Tipos de Tecidos Adiposos
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Os adip6citos brancos possuem grandes gotas lipidicas, circundados por pequeno citoplasma e
nacleo descentralizado. Os adipdcitos marrons (Brown) possuem pequenas e multiplas gotas
lipidicas e um ndcleo centralizado circundado por um citoplasma claro. Os adipdcitos bege
(Brite) localizam-se no tecido adiposo branco que sob certos estimulos adquirem um fendtipo
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parecido com gordura marrom (tecidos de camundongos C57BL/6: microscopia de luz com
hematoxilina e eosina). Mesma ampliagéo, calibracdo de barra = 50 um (BARGUT et al., 2017).
Fonte: Bargut et al., (2017)

O WAT anatomicamente estd presente em vérias partes do animal, principalmente em
regido subcutanea abdominal e glateo femoral que armazenam mais de 80% da gordura corporal
total (GUGLIELMI; SBRACCIA, 2018; DE JONG et al., 2015).

A funcdo do WAT € basicamente atuar como um 6rgéo de estoque energético (NADAL et
al., 2017), acumulando energia em forma de triglicérides, com o objetivo de formar uma reserva
energética, que possa liberar uma gama de &cidos graxos para serem utilizados como substrato
energético em condigdes de jejum (TRAYHUR; BEATTIE, 2001) e rapidamente ser mobilizado
para suprir as demandas funcionais de 6rgdos ndo adiposos (CAROBBIO et al., 2019). Ele
também exerce um papel regulador mediado pela secrecdo de leptina, resistina e adiponectina
com intuito de regular a homeostase energética (PIERCE; CAROBBIO; VIDAL-PUIG, 2014,
GUGLIELMI; SBRACCIA, 2018; CAROBBIO et al., 2019) e atuam como uma barreira
protetora contra 0 estresse mecanico externo, processos inflamatdrios dérmicos e dispersdo de
calor (GUGLIELMI; SBRACCIA, 2018).

Morfologicamente ele é formado por uma unica goticula lipidica (unilocular), tem baixa
quantidade de mitocéndria e baixo conteudo citoplasmatico (De PAUW et al., 2009; CAROBBIO
etal., 2019).

O BAT tem uma cor amarelo-marrom devido a sua grande quantidade de mitocondrias
(VARGAS-CASTILLO et al., 2017), é classificado morfologicamente como multilocular ou seja
enriquecido com pequenas goticulas lipidicas (CAROBBIO et al., 2019). Ele esta presente em
algumas partes do animal como a regido cervical, perirenal, mediastinal, peri-aortica e
interescapular que é definida como classica para o estudo do referido tecido (DE JONG et al.,
2015).

Ele é derivado de uma populacdo de células localizada no dermomiotomo da camada
mesodérmica, que realiza a expressdo do fator miogénico cinco (MYF5+) e a caixa pareada 7
(PAXT+). Essas células tém a capacidade de se diferenciar e dar origem a células musculares ou a

células do BAT. O destino de se formar o BAT é impulsionada por fatores de transcrigdo
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especificos, o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPARY), histona lisina
metiltransferase 1 (EHMT1), dominio PR contendo 16 (PRDM16), fator B de células B primérias
(EBF2) Proteina de dedo de zinco 516 (ZFP516) e CCAAT / proteina beta de ligagéo (C / EBPp)
(INAGAKI; SAKAI; KAJIMURA, 2016; WANG; SEALE, 2017; VARGAS-CASTILLO et al.,
2017) (Figura 4).

Figura 4. Formacdo do BAT
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Diferenciacdo do tecido adiposo marrom classico. Os adipocitos marrons surgem durante a fase
pré-natal a partir das células localizadas no dermomiotomo que expressam MYF5 + e PAX7 +
(VARGAS-CASTILLO etal., 2017).
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Fonte: Vargas-Castillo et al., (2017)

O BAT tem a funcdo de contribuir para estabilidade térmica através da termogénese
adaptativa ou seja promovendo gasto energético (NADAL et al., 2017; DEMPERSMIER; SUL,
2015). Que se dé& atraves da transformacdo de energia quimica em térmica durante 0s processos
metabdlicos (ROLFE, 1997), gracas a proteina desacopladora mitocondrial 1 (UCP1) para
desacoplar a oxidacdo do substrato da producédo de ATP (CAROBBIO et al., 2019).

Suas mitocdndrias sdo diferentes dos outros tecidos, ao invés de sintetizar o ATP, ela
dispara o potencial de membrana acumulado na cadeia transportadora de elétrons na forma de

calor resultando em um aumento do gasto energético (JUNIOR, 2018).

E por fim temos o tecido adiposo bege que tem caracteristicas tanto do BAT quanto do
WAT, ou seja, ele funciona tanto na termogénese adaptativa expressando UCP1, quanto no
estoque de lipidios (JUNIOR, 2018; CAROBBIO et al., 2019; HARMS; SEALE, 2013). Porém
guando ndo sdo estimulados as caracteristicas do WAT sobressaem exibindo respiracao
desacoplada limitada e consumo de oxigénio in vitro, j& quando estimuladas como durante a
atividade fisica ou exposi¢do ao frio (DEMPERSMIER; SUL, 2015), aumentam a resposta
termogénica, com maior indutibilidade da expressdo da UCP1 e respiracdo proporcionalmente
desacoplada quando comparados as células marrons canénicas (CAROBBIO et al., 2019). Sua
distribuicdo é mais disseminada do que a forma constitutiva da gordura marrom classica
(WIEDMANN; STEFANIDIS; OLDIFIELD, 2018) e sédo encontrados em meio ao WAT nas
regides interescapular e inguinal (DE JONG et al., 2015).

3.2 Browning do tecido adiposo

O fendmeno Browning, britening ou beiging € conhecido como a capacidade do WAT
apresentar um fenotipo semelhante a gordura marrom quando estimulado, levando ao aumento da
termogénese, devido a expressdo de UCP1 (VARGAS-CASTILLO et al., 2017; SHABALINA et
al., 2013), e PRDM16 que atua como um fator de regulacéo que se liga a0 PGC1-a ou ao PPARYy
(VARGAS-CASTILLO et al., 2017), assim mantendo o fenétipo do adipécito bege (HARMS et

al., 2014). Ele é mais provavel de ocorrer em depositos de gordura subcutanea (CAROBBIO et
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al., 2019; BARGUT et al., 2017; WU et al., 2012), pois os adipdcitos subcutaneos sdo menores e
tem um potencial maior para diferenciacdo (BARGUT et al., 2017).

Ha basicamente duas hipdteses de diferenciacdo de células progenitoras residentes e
transdiferenciacdo (células maduras). A primeira comega com o comprometimento das células
progenitoras em fendtipo de pré- adipdcito bege. Temos descritos trés tipos de células
progenitoras que contem marcadores especificos, células da musculatura lisa (MYH11 +, SMA
+), células progenitoras Sca-1 + (ScaPCs, Sca-1 + / CD45- / Macl-) e células mural (PDGFRp +,
SMA +) (LONG et al., 2014; VISHVANATH et al., 2016; SCHULZ et al.,2011) (figura 5).

A estimulacdo adipogénica desencadeia BMP7 e EBF2 (fig. 5), que séo fatores criticos
para 0 comprometimento das células progenitoras em pré-adipécitos bege. Diversos estimulos
desencadeiam o browning como o frio, compostos nutricionais, farmacos e etc (VARGAS-
CASTILLO etal., 2017).

Como resultado dos estimulos, a maquinaria transcricional do browning ativa a expressao
de genes chave caracteristicos da termogénese como UCP1, PRDM16 E ZFP516 (VARGAS-
CASTILLO et al., 2017), além disso a PGCla, que estd envolvida na biogénese mitocondrial que
sera mais bem descrito abaixo, levando a um feno6tipo bege (VARGAS-CASTILLO et al., 2017;
BARGUT et al., 2017) (figura 5).

A segunda hipotese, propde que células maduras sdo as produtoras de browning, isto foi
comprovado com a observacdo de que no frio se ganha um fendtipo bege, mas apo6s cinco
semanas de adaptacdo ao ambiente quente este fenétipo € revertido (VARGAS-CASTILLO et al.,
2017). Essas células sdo denominadas adipdcitos de "células adormecidas"”, e quando elas estdo
ativadas, elas sdo "desmascaradas" novamente em um fendtipo bege (KAJIMURA;
SPIEGELMAN; SEALE, 2015; VARGAS-CASTILLO et al., 2017) (figura 5).
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Figura 5. Diferenciacdo do adipocito bege
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Duas hipéteses de diferenciacdo do adipdcito bege (VARGAS-CASTILLO et al., 2017).
Fonte: Vargas-Castillo et al., (2017)

A UCP1 ¢ a proteina que realiza a termogénese (SHABALINA et al., 2013), e 0 PRDM16
é 0 gene responsavel pela manutencdo do fendtipo do adipécito bege. Mesmo o PRDM16 sendo
um gene comum do BAT e os adipécitos marrons podem realizar a termogénese com baixa
expressdao do mesmo, se os adipdcitos bege ficarem com baixa expressdo de PRDM16 eles
podem se transformar novamente em WAT (HARMS et al., 2014), assim pode-se ver que 0

browning é um fenémeno reversivel e que o0 PRDM16 é um gene chave em seu processo
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(BARGUT et al., 2017). Ha relatos experimentais que colocam que a estimulagdo adrenérgica
sustentada é crucial para desencadear a via da termogénese (MIBOLOOKI et al., 2014). Uma
inervacdo abundante ja era atribuida ao BAT, mas o WAT também é significativamente afetado

por este estimulo, principalmente o subcutaneo e visceral (BARGUT et al., 2017).

O receptor beta-3 adrenérgico (B-3AR) é o principal receptor envolvido na via da
termogénese (MIRBOLOOKI et al.,, 2014; CAROBBIO et al.,, 2019), principalmente na
transformacéo durante exposicao ao frio (DEMPERSMIER; SUL, 2015). A p38 MAPK estimula
o0 fator de transcrigdo de ativacdo 2 (ATF2), que faz a condugéo do co-ativador proliferador de
peroxissoma ativado por receptor gama (PGC1l-a) (ROBIDOUX, 2005). PGCl-a tem efeitos
significativos e adjuvantes realizando a promoc¢do da biogénese mitocondrial e ativacdo de
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR gamma e alpha). PGC1-a ativa o
fator respiratdrio nuclear 1 (NRF1), que comunica o nlcleo com a mitocondria e desencadeia
replicacdo mitocondrial através da ativacdo do fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM)
(BARGUT et al., 2017).

O PPAR-y medeia a transcrigdo da UCP-1 durante a diferenciacdo de adipdcitos bege
(VILLARROYA; IGLESIAS; GIRALT, 2007). Apos a diferenciacdo, o PPAR-a realiza o
controle dos niveis de UCP-1 nos adipocitos bege (BARGUT et al., 2017). Mesmo o PPAR-y
desempenhando um papel no browning, o PPAR-a parece ser indispensavel na ativagdo da
transcricdo de genes relacionados a oxidacgdo lipidica da carnitinapalmitoiltransferase 1 (CPT1),
que desencadeia a B-oxidacdo e permite que um adipdcito presente no WAT se transforme em
BEGE (BARGUT et al., 2017).

A irisina é uma miocina recém descrita, que também desempenha um papel durante o
browning do WAT, ela expressa o co-estimulador CD137, uma proteina seletiva de linhagem
bege. A estimulacdo com PPAR-a é acompanhada por uma alto nivel de expressdo génica da
irisina (BARGUT et al., 2017), além disso a irisina também atua na via PGC1-a com o intuito de
aumentar a expressao de UCP-1, que também € uma proteina alvo do PPAR-a, maximizando a
termogénese (ROCA-RIVADA et al., 2013). O crosstalk entre diferentes vias controladas pelo
PPAR-a sugere que o mesmo tem grande potencial para desencadear o browning, embora o
caminho ainda néo tenha sido desvendado (BARGUT et al., 2017).
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Além das vias moleculares, temos alguns fatores externos que produzem browning,
muitos agentes farmacologicos tém sido associados com a producdo do fenétipo bege pelos
adipdcitos brancos (MERLIN et al., 2016). O tratamento cronico com agonista de -3AR causa a
inducdo de UCP-1 no WAT, juntamente com um aumento da quantidade de mitocondrias. Em
consequéncia hd uma diminuicdo da massa corporal uma vez que ocorreu browning do WAT
(HUANG et al., 2012). A ativacéo seletiva do PPAR-a pelo composto fenofibrato também causa
browning do WAT em um modelo de obesidade induzida por dieta (RACHID, 2015), como
consequéncia sua utilizacdo causa reducdo da massa corporal e esteatose hepatica, implicando
que a termogénese pode metabolizar os excessivos acidos graxos livres da lipdlise, mitigando sua

deposicdo como goticulas de gordura no figado.

As proteinas morfogenéticas Osseas (BMP) desempenham diferentes papeis na
diferenciacéo e fisiologia dos adipdcitos, a BMP-7 esta relacionada ao aumento da expressdo de
UCP-1, aumento do acumulo de lipidios e aumento da densidade mitocondrial em BAT (TSENG
et al., 2008) e ao escurecimento do WAT de roedores e humanos (ELSEN et al., 2014), ela
também estimula o0 PRDM16, que induz o PGCl-a e seus efeitos adjuvantes relacionados a
atividade da UCP1 e a biogénese mitocondrial (RICHARD et al., 2010).

Ja a BMP-8 age para intensificar a sinalizacdo adrenérgica (BARGUT et al., 2017), um
importante estimulo para a ocorréncia tanto do browning, quanto da termogénese. Foram
encontrados em ratos obesos tratados com agonista de PPAR-a niveis aumentados do gene de
BMP-8, e 0 aumento do mesmo foi proporcional ao aumento de f-3AR e UCP-1 (RACHID et al.,
2015), ja camundongos sem a expressdo de BMP-8 tem maior suscetibilidade a obesidade
induzida por dieta (WHITTLE et al., 2012).

Outro fator que provoca browning é o exercicio fisico (BOSTROM et al., 2012;
JEDRYCHOWSKI et al., 2015), esse fato acontece pois o exercicio estimula a secrecdo de irisina
pelo tecido muscular através da sinalizacdo de ERK e p38 MAPK (ROCA-RIVADA et al., 2013)
e assim promovendo aumento da biogénese mitocondrial, expressdo de UCP1 e melhorando o
perfil de miocinas (CAROBBIO et al., 2019) em roedores.

Compostos nutricionais também tém grande efeito no browning do WAT (BARGUT et
al., 2017), a capsaicina € um deles, ingrediente presente na pimenta, é reconhecida como
tratamento para obesidade e adipogénese, pois ela atua se ligando aos neurdnios ativadores de
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proteina do canal catibnico potencial receptor transiente V membro 1 (TRPV1) e assim
aumentando a secrecdo de catecolaminas e a termogénese (BASKARAN et al., 2016).
Experimentos demonstraram que a capsaicina provocou em ratos alimentados com uma dieta rica
em gordura uma expressao maior de RNAmM de UCP1 no WAT, promovendo browning e
neutralizando a obesidade em camundongos (BASKARAN et al., 2016; JOO et al., 2010).

Outro composto nutricional é a metionina sua restricdo induz o aumento da expressédo de
UCP1 no WAT e o gasto energético (JAA et al., 2014; HASEK et al., 2010), através do aumento
da estimulagéo do tecido adiposo pelo sistema nervoso (PAISANCE et al., 2010). A flucoxantina
presente em algas comestiveis, também pode regular a expressao de UCP1 no WAT, e esse efeito
parece estar ligado ao aumento da expressao de B-3AR (MAEDA et al., 2009).

Durante a obesidade de camundongos induzida por dieta e suplementados com luteolina,
foi visto um gasto energético aumentado, isso se deu pela regulacdo positiva de genes
termogénicos (UCP1, PGC1-a, PPAR-a....) em WAT, esses efeitos sao mediados pela sinalizacdo
da Proteina quinase ativada por AMP (AMPK) / PGC1-0, uma vez que ha inibi¢do da AMPK 0s
efeitos sdo removidos (ZHANG et al., 2016). Outro nutriente promissor € o aminoacido citrulina,
0 tratamento com 0 mesmo em camundongos com inducdo de obesidade por dieta foi capaz de
aumentar UCP1, PPAR-a e PGC1-a no WAT, resultando em uma termogénese aumentada e uma
massa adiposa reduzida (JOFFIN et al., 2015).

Outro indutor do browning é o Resveratrol, um polifenol presente nas uvas e alguns
outros alimentos. Experimentos in vitro demonstraram que ele aumenta as expressdes génicas e
proteicas de marcadores de BAT, incluindo UCP1, PRDM16 e PGC1-a nos adipdcitos (WANG
et al., 2015). Também demonstrou browning do WAT com regulagdo positiva da UCP1 e
aumento da regulacdo de acidos graxos, provavelmente pela ativacdo de AMPK (WANG et al.,
2015).

Alguns acidos graxos também s&o capazes de induzir o browning como o &cido
eicosapentaenoico (ZHAO; CHEN, 2014), acido linoleico conjugado (WENDEL et al., 2019), e
também o precursor da vitamina A o &cido retindico (MURHOLM et al., 2013) eles atuam
principalmente aumentando a expressdo de UCP1 no WAT (PETERS et al., 2001; MURHOLM

etal., 2013; BARGUT et al., 2016), ha ainda, o acido all- trans- retindico que atua aumentando 0s
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adipdcitos multiloculares no WAT inguinal, aumentando juntamente a expressao de RNAm da
UCP1, PPAR-a, PGC1-0, CPT-1 (MERCADER et al., 2006).

3.3 Marcadores da termogénese

Abaixo uma tabela adaptada de Vargas-Castillo et al. (2017) contendo os marcadores

descritos na literatura utilizados para WAT, BAT e Bege e sua funcgéo biologica:

Tabela 1. Marcadores de Adipocitos

Tipo de Adipécito Gene Nome completo Funcéo Bioldgica
expresso
Adipdcito marrom e bege | UCP1 Proteina desacopladora | Separar a fosforilagdo oxidativa da sintese de ATP com
cléssico 1 energia dissipada como calor, também conhecida como
vazamento de prétons mitocondriais
Pgclo co-ativador gama 1-alfa | Coativador transcricional envolvido na regulagdo de
do receptor ativado por | genes relacionados ao metabolismo energético
proliferador de
peroxissomo
PRMD16 Dominio PR contendo a | Co-ativador transcricional envolvido na diferenciagéo
proteina 16 de adipdcitos marrom e bege
Cidea Efetor A do tipo DFFA | Ativador de apoptose por fragmentagdo de DNA;
indutor de morte celular | desempenha um papel na termogénese e lipolise
Dio2 A desiodinase Conversio de tiroxina (T4) em 3,3, 5-triiodotironina
iodotironina do tipo 1l (T3)
Epstill Interacdo epitelial- Interage com a valosina que contém o produto génico
estromal 1 proteico, resultando na translocacgéo nuclear do produto
génico da subunidade 1 do fator nuclear kappa e
ativagdo dos genes alvo
Seletivo para adipécito Zicl Membro da familia Zicl | Fator de transcrigdo multifuncional para o indicador de
marrom classico zinco tipo C2H2
Eval Antigeno epitelial tipo Participacdo nas fases iniciais da organogénese do timo
\Y/
Ebf3 Fator 3 de células B Envolvido na diferenciagdo de células B,
precoces desenvolvimento Gsseo e neurogénese
Lhx8 LIM homeobox 1 Fator de transcri¢do para indicador com zinco duplo
rico em cestina
Mir-206 MicroRNA 206 Inibicdo dos fatores de transcri¢do muscular miogenina
e MyoD em adipdcitos marrons
Mir-133b MicroRNA 133b miRNA-206
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Seletivo para adipécito Thx1 Thox-1 Fator de transcri¢do associado a caixa T, envolvido na
bege regulacéo de processos de desenvolvimento
Tmem26 Proteina Desconhecido
transmembranar 26
Cd137 Superfamilia de Expansao clonal, sobrevivéncia e desenvolvimento de
receptores de fator de células T, proliferagdo de mondcitos, indugdo de um
necrose tumoral, perfil Thl
membro 9
Citedl Transativador com Coativador transcricional e pode desempenhar um
interacdo Cbp / p300, papel na pigmentacéo de melanécitos
com dominio carboxi-
terminal rico em
Glu/Asp, 1
Shox2 Homeobox de baixa Fator de transcri¢do de ligacdo ao DNA contendo
estatura 2 homeodominio, envolvido na formac&o de padrdes nas
espécies de invertebrados e vertebrados
Hoxc9 Homeobox C9 A proteina de ligacdo ao DNA contendo homeodominio
desempenha um papel importante na morfogénese em
todos os organismos multicelulares
Adipdcito branco Lep Leptina Hormdnio que regula a ingestdo de alimentos e o gasto
de energia
Hoxc8 Homeobox C8 Veja Hoxc9
Tcf21 Fator de transcrigéo 21 Envolvidos em interacdes epiteliais-mesenquimais na
morfogénese renal e pulmonar

Fonte: Adaptada de Vargas-Castillo et al. (2017)

3.4 Cumarinas
As cumarinas sdo benzopironas que podem ter sua origem natural ou sintética (DETSI;

KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; KATSORI; HADJIPAVLOU-LITINA,
2014), ainda podem ser classificadas como ndo condensadas, furocumarinas, cumarinas
C-preniladas, (DETSI;  KONTOGIORGIS;
HADJIPAVLOU-LITINA, 2017). Sabe-se que uma grande quantidade de analogos cumarinicos

diméricas, cumarinas piranocumarinas
constituem uma classe de substancias encontradas em varias plantas, mais de 1300 foram
encontrados como metabolitos das mesmas e também de bactérias e fungos (BOURGAUD et al.,
2006; DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; HOULT; PAYA, 1996).
Muitas outras estdo sendo estruturadas a partir de sua base que é composta por um anel aromatico
fundido a um anel de lactona condensada (LAKE, 1999), onde pode-se obter seis tipos diferentes

de rearranjos estruturais (LAKE, 1999; KAUR et al., 2015)(Figura 1).
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Figura 1. Base estrutural da Cumarina (2H-1-benzopiran-2-ona)
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Fonte: DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA,(2017).

As cumarinas tém recebido grande notoriedade por sua bioatividade. Algumas cumarinas
naturais estdo sendo utilizadas como opcdes terapéuticas, enquanto as 4-hidroxicumarinas
representam uma das estruturas sobre as quais medicamentos mais novos € promissores com
menor toxicidade e maior eficécia estdo sendo desenvolvidos, um grande exemplo sdo alguns
anticoagulantes como a varfarina (BOURGAUD et al., 2006; MUELLER, 2004).

Estudos de revisdo como os de Detsi; Kontogiorgis; Hadjipavlou-litina, (2017); Hoult;
Paya, (1996); Katsori; Hadjipavlou-litina, (2014); Mueller, (2004); kaur et al., (2015), vém
demonstrando efeitos de medicamentos derivados de cumarinas (in vivo e in vitro) no tratamento
de varias doencas como Alzheimer, Cancer, diabetes, trombose, HIV entre outras, onde
descrevem seus efeitos como substancias que tém uma menor toxicidade, atividade antioxidante
(4-methylesculetina), anti-inflamatéria (4-methylesculetina) (HEMSHEKHAR et al., 2013),

antimicrobiana, cardioprotetora e antiplaguetaria (SANDHU et a., 2014).

A absorcdo das cumarinas pelo organismo apds sua administracdo acontece de forma
rapida pelo trato gastrointestinal e é distribuida por todo corpo (COHEN, 1979; FENTEM,;
FRYE, 1993). Na maior parte dos seres humanos estudados a cumarina é metabolizada
extensivamente pelo Citocromo P450 2A6 (CYP2A6) hepatica a 7-HC (7-hidroxicumarina). A
7-hidroxilagéo é a principal via para 0 metabolismo das cumarinas e a isoforma do citocromo
P450 responsavel pela hidroxilacdo € o P450 2A6, podendo ser metabolizadas em todos 0s seis
rearranjos estruturais da cumarina (YUN; SHIMADA; GUENGERICH, 1991). Grandes
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quantidades de 7-HC sdo formadas por seres humanos apds o tratamento com doses baixas (2mg/
individuo) ou altas (200mg/individuo) de cumarina (LAKE, 1999).

A meia vida para eliminacdo da cumarina pelo organismo foi estudada em varias espécies,
sendo que para humanos ocorre em torno de 1 a 2 horas, J& para camundongos, ratos, hamster
siberiano, coelho e macaco ocorre em torno de 2 a 4 horas (LAKE, 1999).

3.4.1 Efeito das Cumarinas sobre o Metabolismo de Lipidios

Estudos relacionando as cumarinas com o metabolismos de lipidios (ML) sdo escassos,
principalmente quando ligamos os efeitos delas sobre o ML em individuos sem sobrepeso ou
qualquer comorbidade associada a sindrome metabolica. O que existe na literatura sdo estudos
relacionando as cumarinas com o ML e diabetes, obesidade e esteatose hepatica. Como o estudo
de Naowaboot et al. (2015) que avaliou o efeito da Umbeliferona (UMB) que é uma 7-
hidroxicumarina (SARKER; NAHAR, 2017) a uma dose de 10 e 30 mg/kg/dia sobre a resisténcia
a insulina e na regulagdo do metabolismo de glicose e lipidios.Foram utilizados ratos diabéticos
com uma dieta rica em gordura e observado que ap6s 8 semanas de tratamento com UMB, 0s
lipidios séricos, estoques de triglicerideos (TAG) e acidos graxos nao esterificados no tecido
hepatico foram reduzidos. Além, disso as goticulas lipidicas no tecido hepatico e o tamanho dos

adipdcitos foram menores nos ratos diabéticos tratados com UMB.

Ja o estudo de Nukitrangsan et al. (2012) avaliou se a suplementacdo com 20% de
cumarina Peucedanum japonicum (PJ) em camundongos alimentados com uma dieta rica em
gordura e relatou diminuicdo da obesidade. Foi visto que o tratamento diminuiu o acumulo de
lipidios, tamanho dos adipdcitos, e reduziu as concentracGes séricas e hepéaticas de TAG.
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Um et al., (2013) quando avaliou a
capacidade de 0,50% da cumarina (1,2-benzopirona) associada a uma dieta rica em gordura, em
proteger contra a esteatose hepatica. O mesmo evidenciou que ap0os 8 semanas de tratamento com
cumarina os camundongos reduziram o ganho de peso e a massa adiposa abdominal. No figado a
cumarina reduziu significativamente os lipidios totais, TAG, colesterol e 0 nimero e tamanho de

goticulas lipidicas.
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3.5 Atividade Fisica Voluntéaria (ATV)

A atividade fisica voluntaria ou discricionaria é definida como uma atividade que ndo é
intimamente necessaria para sobrevivéncia ou para a manutencdo da homeostase e que ndo sofre
influéncia de fatores externos. A mesma pode ser medida em roedores através de uma roda livre
de atividade fisica voluntéria (Figura 2) (GARLAND et al., 2011). Foi demonstrado por Robison
et al. (2018) que quanto maior o tempo que o0 roedor é exposto a roda de atividade, maior é a
ingestdo alimentar e maior o tempo de corrida em roda, onde também relataram que a exposicao

varidvel a roda de atividade causa grande variabilidade entre volume e intensidade do exercicio.

Ja a AFE é a atividade associada a vida cotidiana, ela pode ser definida como termogénese
da atividade sem exercicio (NEAT), geralmente é medida em roedores através de filmagem e
quantificacdo de quanto ele coca o focinho e deambula na caixa (GARLAND et al., 2011;
PEREZ-LEIGHTON et al., 2014).

Figura 2. Roda de atividade fisica voluntaria
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Fonte: Do autor
Alguns estudos vém analisando quais areas do encéfalo e quais substancias podem induzir
a ATV, demonstram que tal atividade é provocada por neurénios dopaminérgicos, mediadas por
receptores D1 no cortex pre-frontal medial (CPFM) e no nucleus accumbens (GRIGSBY et al.,
2018; SAIKI et al., 2018), pois estas areas estdo envolvidas com 0s mecanismos de recompensa
(ROUTTENBERG; MALSBURY, 1969). O estudo de Saiki et al. (2018) demonstrou que a
substancia dissulfeto de tiamina (vitamina B1) pode induzir a ATV de modo dependente da dose,

pois a mesma promove a liberacdo de dopamina no CPFM.

Ja héa estudos gue estdo analisando os efeitos da ATV em algumas condicBes patoldgicas
como o estudo de Rattanavichit et al. (2018), relataram que o exercicio voluntario previne de
forma eficaz a resisténcia a insulina da atividade de transporte de glicose na musculatura
esquelética, induzida pela ingestdo de frutose. Também promove a restauracdo da acao insulinica
e funcionalidade dos sinalizadores nas vias da Proteina-quinases ativadas por mitégenos (MAP
quinase) e insulina. Mostram também que a progressao da hipertensao e desregulacdo da glicose
a niveis sistémicos em roedores com dieta rica em frutose liquida pode ser protegida por
exercicios voluntarios. O estudo de Waldman et al. (2017) também demonstra uma diminuicédo da
pressdo arterial, e coloca que é devido a ATV diminuir os niveis plasmaticos de angiotensina Il e

aldosterona em roedores hipertensos.

4. CONCLUSAO
Conclui-se que a cumarina 4-metildinafetina ndo gerou browning, ndo alterou o volume

de atividade fisica voluntaria e nem provocou esteatose hepatica. Entretanto, com excessdo do
grupo AFC do tecido adiposo epididimal, a ingestdo dessa cumarina por 4 semanas provoca um

aumento do adipdcito no tecido adiposo branco epididimal e inguinal de camundongos C57BL/6.
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RESUMO

O estudo tem por objetivo verificar se a suplementagdo com cumarina (4-metildinafetina) em
associacdo a atividade fisica voluntéria, tem efeito de induzir browning no tecido adiposo branco da regido
inguinal e epididimal de camundongos. Foram utilizado 32 camundongos (C57BL6) machos, com
cerca de 8 semanas, mantidos em ciclo claro/escuro de 12-12 horas, em gaiolas com ou sem rodas
de atividade livre. Foi feita aclimatacdo por um periodo de 7 dias, apds o referido periodo, 0s
animais foram separados em quatro grupos (n:8): atividade fisica voluntaria com administracao
de cumarina (AFC), atividade fisica voluntaria veiculo (AFV), sedentario com administracdo de
cumarina (SC) e sedentario veiculo (SV). Os animais receberam uma concentracdo de 30
mg/kg/animal de 4-Metildafenetina para os grupos AFC e SC, e salina 0,9%;
Carboxilmetilcelulose (CMC) 0,3%; e Tween 1% com a mesma concentracdo para 0S grupos
AFV e SC durante 28 dias, por meio de gavagem. Ao final do experimento os animais foram
eutanasiados e foi realizada a extracdo e armazenamento dos tecidos adiposos das regides
inguinal, epididimal e interescapular e do figado. Posteriormente foram realizadas andlises de
quantificacdo da massa dos animais, tempo de corrida em roda e histoldgicas com coloracéo de
hematoxilina e eosina e Acido periodico- schiff. Para verificar a normalidade dos dados e
homogeneidade de varidncias foi utilizado os testes de Shapiro-Wilk e Leveane. Para as
comparacg0es entre os grupos foram adotados os testes de ANOVA one-way e two-way e teste t de
student para amostras independentes. Para todos os dados foram adotados um nivel de
significancia de p<0,05. N&o obtivemos browning no tecido adiposo branco e diferencas
significativas entre o nimero de voltas. Para o adip6cito do tecido adiposo inguinal tanto no
grupo sedentério quanto no grupo atividade fisica os animais que receberam a 4-metildinafetina
tiveram uma maior area, 0 mesmo aconteceu para o tecido adiposo epididimal porém, que a atividade
fisica impediu os mesmos efeitos em relacdo a 4-metildinafetina. Conclui-se que a cumarina 4-
metildinafetina ndo gerou browning, ndo alterou o volume de atividade fisica voluntaria e nem
provocou esteatose hepatica. Entretanto, com excessdo do grupo AFC do tecido adiposo
epididimal, a ingestdo dessa cumarina por 4 semanas provoca um aumento do adipdcito no tecido

adiposo branco epididimal e inguinal de camundongos C57BL/6.

Palavras-chave: Tecido adiposo; Suplementacéo; Tecido Adiposo Marrom; Atividade fisica.
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2 INTRODUCAO
Em camundongos temos trés tipos de tecidos adiposos, em que cada um € responsavel por

desenvolver uma funcdo dentro do organismo. O tecido adiposo branco (WAT) é responsavel
basicamente por manter um estoque energético (NADAL et al., 2017). O tecido adiposo marrom
(BAT) e responsavel por manter a estabilidade térmica através da termogénese adaptativa
(CAROBBIO et al., 2019) e temos o tecido adiposo bege, que é um tipo de tecido que tém
caracteristicas tanto do WAT quanto do BAT, ou seja ele atua tanto na termogénese adaptativa
qguanto como estoque energético (JUNIOR, 2018; CAROBBIO et al., 2019; HARMS; SEALE,
2013).

O tecido adiposo bege tem sido alvo de varios estudos, devido a um fenémeno chamado
Browning, que é a capacidade do WAT apresentar um fen6tipo semelhante a gordura marrom
qguando estimulado, levando ao aumento do gasto energético e da termogénese, ou seja
transformar-se em tecido adiposo bege (CAROBBIO et al., 2019; BARGUT et al., 2017; WU et
al., 2012). Este fenbmeno é mais provavel que ocorra em depdsitos de gordura subcutdnea
(CAROBBIO et al., 2019; BARGUT et al., 2017).

Temos varios estimulos capazes de induzir o Browning, como a atividade fisica e varios
outros que ainda estdo em discussdo, mas tem se um consenso de que a expressao de Proteina
desacopladora 1 (UCP1) e do dominio PR contendo a proteina 16 (PRDM16) é suficiente para
identificar a presenca de adipdcitos bege em WAT (DE JONG et al., 2015; WU; COHEN;
SPIEGELMAN, 2013).

A atividade fisica voluntaria (ATV) ou discricionada é definida como uma atividade que
ndo é intimamente necessaria para sobrevivéncia ou para a manutencdo da homeostase, e que nao
sofre influéncia de fatores externos (GARLAND et al., 2011). A mesma pode ser medida em
roedores por meio de uma roda livre de atividade fisica voluntaria (GARLAND et al., 2011).

Em situacdo de laboratorio, a motivacéo para tal atividade pode estar relacionada ao traco
de personalidade (JONAS et al., 2010), pois corridas em roda sdo altamente recompensadoras
(SHERWIN, 1998) e viciantes para roedores (BRENE et al., 2007; DE CHIARA et al., 2010;
KANAREK et al., 2010).

As cumarinas sdo benzopironas que podem ter sua origem natural ou sintética (DETSI,
KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; KATSORI; HADJIPAVLOU-LITINA,

2014), podendo ser classificadas como ndo condensadas, furocumarinas, cumarinas diméricas,
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cumarinas C-preniladas e piranocumarinas (DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-
LITINA, 2017). Na atualidade, existe uma grande variedade de analogos cumarinicos, que
contituem uma classe de substancias encontradas em vaérias plantas, mais de 1300 foram
encontrados como metabdlitos das mesmas e também de bactérias e fungos (BOURGAUD et al.,
2006; DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017; HOULT; PAYA, 1996).

Quando tentamos associar as cumarinas com o metabolismo de lipidios, encontramos na
literatura apenas estudos relacionados com animais e humanos suplementados com dietas ricas
em gorduras associadas a diabetes, obesidade e esteatose hepatica, onde foi visto que a cumarina
diminui os lipidios séricos, estoques de triglicerideos, acidos graxos e tamanho de ceélulas
adiposas (NAOWABOQT et al., 2015; NUKITRANGSAN et al., 2012; UM et al., 2013), assim
demonstrando que a cumarina tem um papel importante no metabolismo lipidico e pode ser um
possivel precursor a provocar browning do WAT (BARGUT et al., 2017).

A atividade fisica tem um papel importante diminuindo/prevenindo fatores como
resisténcia a insulina, pressdo arterial e frequéncia cardiaca (RATTANAVICHIT et al., 2018;
WALDMAN et al., 2017). Quanto a reducdo da gordura corporal ja é sabido que a AFV diminui
a mesma (NEHRENBERG et al., 2009; SWALLOW et al., 2001), mas quando comparamos a
frequéncia da atividade, entre roedores que sédo geneticamente alterados (GA) para desenvolver
uma maior ATV com ndo alterados, vemos que em ambos ha diminuicdo da massa adiposa, mas
apesar da maior atividade de roda dos GA, eles demonstraram uma menor diminui¢cdo de massa
adiposa, sugerindo que os mesmos tende uma maior capacidade de conservar massa adiposa
diante do desafio energético (HIRAMATSU; GARLAND, 2018).

Diante do exposto o estudo tem como objetivo verificar se a suplementacdo com cumarina
(4-metildinafetina) em associacdo a atividade fisica voluntaria, tem efeito de induzir browning no

tecido adiposo de camundongos e analisar a presenca de esteatose hepatica.
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3 MATERIAIL E METODOS

3.1 Amostra
O estudo foi aprovado pelo comité de Bioética da Universidade Federal de Lavras

(UFLA) sob o protocolo: 078/2017. A amostra foi composta por 32 camundongos (C57BL6)
machos, com cerca de 8 semanas, pesando aproximadamente 30g. Os animais foram mantidos em
ciclo claro/escuro de 12-12 horas (h) (momento claro 06:00 as 18:00h) a uma temperatura de
aproximadamente 22+2 °C. Foram acomodados individualmente em caixas de polipropileno
medindo 30x20x13cm especificas para camundongos, onde 0s grupos atividade fisica voluntaria
foram alojados em uma caixa com acesso a roda de atividade (Columbus Instruments ®). Os
animais receberam racdo comercial padrdo comercial e agua filtrada ad libitum durante todo o
periodo do experimento. A agua foi obtida do préprio biotério e foi trocada diariamente. A
maravalha utilizada para forrar as gaiolas, foi padrdo comercial, onde 0s niveis das mesmas
foram mantidos confortaveis para os animais, e foram substituidas a cada dois dias durante a

higienizacdo das caixas.

3.2 Sintese da Cumarina 4-Metildafenetina
A sintese da 4-metildinafetina foi realizada em parceria com o Departamento de Quimica

da UFLA, a partir de técnicas ambientalmente favoraveis (Quimica Verde), no método conhecido
como Método Pechmann, cujo o principio é a manipulacdo da estrutura central da cumarina sem
a necessidade do uso de solventes. A cumarina alvo para a sintese é a 4-metildafenetina e foi
realizada segundo método descrito por Sharma; Kumar e Makrandi (2011). Para a reacdo foram
utilizados o pirogolol e o acetoacetato de etila, representando o componente fenol e o
componente [-ceto-éster, respectivamente. Como catalizador, foi utilizado o é&cido p-
toulenesulfonico (p-TSA) (Figura 4). Todos os reagentes utilizados foram adquiridos junto a
Sigma-Aldrich®.

Em um pildo, foi adicionado o pirogolol (1 mmol), acetoacetato de etila (Immol) e &cido
tolueno-4-sulfonico (Immol) e processada manualmente por aproximadamente 10 minutos,
quando ocorreu uma reacéo inicial e mudanca de cor. Ap0s esse processo, a mistura foi mantida
em temperatura ambiente durante 50 minutos para a conclusdo da reagdo. Apos a conclusdo da
reacdo, foi adicionada &gua gelada com a formagdo de um precipitado sélido, que foi filtrado a
vacuo, lavado com agua e recristalizado a partir de etanol, dando origem a 4-metildafenetina pura

e em alto rendimento.
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Figura 1. Sintese da 4-metildafenetina
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3.3 Desenho experimental

Os animais foram alocados em caixas de polipropileno individuais por um periodo de 7
dias para aclimatacdo. Apos o referido periodo, foi quantificada a massa de cada animal através
de uma balanca (Balanca Eletronica Semi-Analitica 510g X 0,001) e pelo processo de
distribuicdo em Z foram divididos em quatro grupos (n:8): Atividade fisica voluntaria com
administracdo de cumarina (AFC), Atividade fisica voluntaria veiculo (AFV), Sedentario com

administracdo de cumarina (SC) e sedentario veiculo (SV).

Ap0s alocacdo dos animais em suas respectivas gaiolas foi iniciada a administracdo diaria
de uma solucdo de 4-Metildafenetina a uma concentracdo de 30 mg/kg/animal para os grupos
AFC e SC e salina com a mesma concentracdo para 0s grupos AFV e SV durante 28 dias, atraves
do método de gavagem. Ao final do experimento os animais foram eutanasiados e foi feita a
extracdo dos tecidos adiposos inguinal, epididimal, interescapular e figado.
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Figura 2 - Desenho do experimento.
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3.4 Administracdo da Cumarina/Salina
A administracdo das substancias foi realizada diretamente no aparelho digestorio através

de um tubo esofagico (gavagem). A administracdo ocorreu diariamente (15:00h) durante os 28
dias do experimento. Os grupos veiculo receberam uma solugdo de salina 0,9%;
Carboxilmetilcelulose (CMC) 0,3%; e Tween 1% com uma dose de 30 mg/kg/animal com um
volume médio de 0,25ml. Ja os grupos tratados receberam uma solucdo de 4-Metildafenetina
(cumarina) com uma concentracdo de 30 mg/kg/animal com um volume médio de 0,25ml. Antes
da administracdo cada por¢do de 40mg de cumarina foi diluida em 1ml de Tween 20%, 60mg de
CMC e mais 10ml de salina. A quantidade de cumarina foi definida através de doses medias
encontradas na literatura com evidéncias de efeitos fisiologicos (MARTIN-ARAGON; VILLAR;
BENEDI, 2016a; SUN et al., 2013).

3.5 Roda de atividade fisica Voluntaria
Roda de atividade fisica voluntaria, confeccionada em policarbonato com diametro

interno 9.2 cm e externo de 10.16 cm, largura de 5 cm. Possui um sensor de rotacdo conectado a
uma interface e registro das rotacfes atraves de um computador com software especifico do
fabricante (Columbus Instruments®) sendo instalada nas gaiolas dos grupos exercitados. No final
do experimento o total de voltas realizadas foi quantificado e estratificado dentro dos periodos

claro e escuro para mensuragdo da quantidade de atividade que foi realizada. A utilizacdo da roda
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de atividade voluntéria ndo acarreta em estresse ao animal e pode inclusive ser considerada como
um enriquecimento ambiental (FUNCHAL; DANI, 2014). Por outro lado, para evitar possiveis
influéncias da alteracdo ambiental nos parametros analisados, cada gaiola dos animais sedentarios

permaneceu com um tubo de pvc com as mesmas dimensdes da roda de atividade.

3.6 Glicose sanguinea
Para aferi¢do da glicose sanguinea, foi utilizado o sistema Accutrend Plus®. Consiste em

coletar amostras de sangue através da puncdo da veia caudal dos animais, onde se coletava uma
gota de sangue através de uma tira de glicose Accutrend Plus®, a mesma era encaixada no

glicosimetro onde tinhamos o valor da glicemia sanguinea.

3.7 Eutanasia e Extracdo dos tecidos adiposos
O protocolo utilizado para eutanasia foi baseado em anestesia prévia com uma mistura de

ketamina (45mg/kg) e xilazina (5mg/kg), seguido por decapitacdo através de guilhotinamento. A
extracdo dos tecidos adiposos inguinal, epididimal e figado foi feita a partir da abertura da regido
retroperitoneal dos camundongos. O BAT foi retirado através da abertura da parte dorsal e
retirado da regido interescapular. Os tecidos foram divididos, metade foram congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a uma temperatura de -70°C e a outra metade foram fixados,
para analises posteriores.

3.8 Analise Histologica

As fracdes de figado e tecido adiposo epididimal, inguinal e interescapular foram fixadas
por imersdao em formaldeido 4%, com tampédo fosfato 0,1M, pH 7,2, por 24h. Entdo foram
clivados, desidratados, fixados e por fim, incluidos em parafina. Dez sec¢des seriadas de 4um de
espessura foram obtidas e coradas com hematoxilina- eosina para os tecidos adiposos e figado e
Acido periddico- schiff para figado, para posterior analise morfométrica. As imagens (20x para
WAT e 40x para BAT e figado) digitais foram obtidas por meio de um sistema de captura e
analise de imagens, constituido por microscépio trilocular Olympus CX31 (Olympus Optical do
Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP) e camera (SC30Color CMOS Céamera para Microscopia de Luz,
Olympus OpticalLtd. Brasil, Sdo Paulo, SP).

Foram analisados 100 adipdcitos por animal aleatoriamente (WATANABE et al., 2015)

no software ImageJ (NIH). Os seguintes parametros foram avaliados (1) area (WAT), a partir de
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sua delimitagdo, (2) densidade (BAT), utilizando um quadrado de &rea conhecida sobreposto a
campos das imagens capturadas. Para a analise do nimero de adipécitos por unidade de &rea de
tecido (NA), duas bordas do quadrado foram consideradas. Assim os adipdcitos eram contados
inteiramente dentro dos quadrados, ou sobreposto por pelo menos uma de suas bordas. Foram
avaliadas 15 areas do BAT para cada camundongo ¢ o calculo de NA seguiu a formula NA=Y N
(adipocitos): [a.Y P (tecido)] (HOWARD; REED, 1998), onde N (adipdcitos) é o nimero total de
adipdcitos contados em todos os campos examinados, a ¢ a area do quadrado usado e P (tecido) ¢

0 nimero de campos analisados.
No figado, foram analisados qualitativamente, presenca ou auséncia de esteatose hepatica.

3.9 Analise estatistica
Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e Levene

para verificar se as amostras seguem uma distribuicdo normal e homogeneidade de variancias. As
comparacgOes entre as areas de tecido adiposo inguinal e epididmal, densidade do tecido adiposo
marrom dos grupos, glicemia e numero de voltas por ciclo foram realizadas através dos testes de
ANOVA Two-way e ANOVA one-way, e utilizou-se Test t de Student para amostras independentes
para comparacao da massa dos animais e nimero total de voltas. Em todas as analises o nivel de
significancia (o) adotado foi de p < 0,05 e as mesmas foram realizadas no software SPSS®

versao 21.

4 RESULTADOS
Como mostrado na figura 3, a massa dos animais nao apresentou diferencas entre o

primeiro e Gltimo dia do experimento nos grupos SC (p=0,158); AFV (p=0,565); AFC (p=0,477),
mas no grupo SV apresentou (p=0,044).



Figura 3—Massa dos animais no 1° e 28° dia.
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AFC: Atividade fisica cumarina; AFV: Atividade fisica veiculo; SC: Sedentario Cumarina; SV:
Sedentario veiculo, anélise feita com ANOVA one-way.

Como mostrado na figura 4, a glicemia dos animais ndo apresentou diferencas entre 0s grupos
(p=0,158)

Figura 4 — glicemia no ultimo dia do experimento.
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AFC: Atividade fisica cumarina; AFV: Atividade fisica veiculo; SC: Sedentario Cumarina; SV:
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Sedentario veiculo, analise feita com ANOVA one-way.

Como mostrado na figura 5, a &rea do adipdcito inguinal apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos SV e SC**); AFC e SV&***): AFV e SCH**) ¢

AFV e AFC***) onde os grupos AFC e SC apresentaram uma maior area.

Figura 5 - Analise morfométrica do tecido adiposo inguinal.

Area adipo6cito

5000 A

- Veiculo

4000 - [ 4-metildinafetina

~ 30004

pm

2000 A

1000 A




50

100 pm

a: diferente do grupo SC; b: diferente do grupo AFC, p<0.05. 100um (AFV, AFC, SC, SV), analise feita
com ANOVA Two-way.

Como mostrado na figura 6, a area do adipécito epididimal apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos SC e AFV; SV; AFC™****) onde o grupo SC teve

uma maior area.

Figura 6 - Analise morfométrica do tecido adiposo epididimal.
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a: diferente do grupo Sedentéario C, p<0.05. 100um (AFV, AFC, SC, SV), anélise feita c
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Como mostrado na figura 7, a densidade do BAT apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos AFC e AFV***; AFC e SV***; AFV e SC***; SC
e SV***,

Figura 7 - Densidade do tecido adiposo interescapular a partir de uma distancia conhecida de
3.000pm2.
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a: diferente do grupo AFV; b: diferente do grupo SV, p<0.05; AFC: Atividade fisica cumarina; AFV:
Atividade fisica veiculo; SC: Sedentario Cumarina; SV: Sedentéario veiculo, analise feita com ANOVA
one-way.
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Como mostrado na figura 8 ndo houve esteatose hepatica no figado em nenhum dos
grupos.

Figura 8 — Analise de esteatose hepética (Coloragcdo Hematoxilina e Eosina).

100 m

AFV- Atividade fisica veiculo; AFC- Atividade fisica cumarina; SC- Sedentario Cumarina; SV-
Sedentario veiculo. 100um (AFV, SV, SC; AFC).
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Como mostrado na figura 9 ndo houve esteatose hepatica no figado em nenhum dos
grupos.

Figura 9 — Analise de esteatose hepatica (Coloracio Acido Periddico + reativo de Schiff (PAS)).

S e P o L oSN EI L ;
AFV- Atividade fisica veiculo; AFC- Atividade fisica cumarina; SC- Sedentario Cumarina; SV-
Sedentério veiculo. 100um (AFV, AFC, SC, SV).
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Como mostrado na figura 10, o nimero de voltas apresentou diferenca entre os ciclos

claro/escuro***, porém n&o houve diferenca entre os grupos e nem interacéo.

Figura 10 - Quantidade de voltas acumuladas na roda de atividade, por periodo/grupo.
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AFV: Atividade fisica veiculo; AFC: Atividade fisica cumarina; andlise feita com ANOVA Two-way.

Como mostrado na figura 11, o nimero de voltas totais ndo apresentou diferenca entre 0s
grupos p=0,8630.

Figura 11 - Quantidade de voltas totais acumuladas na roda de atividade por grupo.
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AFV: Atividade fisica veiculo; AFC: Atividade fisica cumarina, analise feita com Test t de Student para

amostras independentes.
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5 DISCUSSAO
O estudo teve por objetivo verificar se a suplementagdo com 30 mg/kg/dia cumarina (4-

metildinafetina) em associacdo a atividade fisica voluntaria, tem efeito de induzir browning no
tecido adiposo branco da regido inguinal e epididimal de camundongos. Vale ressaltar que este é
0 primeiro estudo até o momento que propde analisar a cumarina (4-metildinafetina) em vivo e

relaciona-la com tecido adiposo e atividade fisica voluntéria.

Quando analisamos o padréo de atividade fisica verificamos que o volume total por ciclos
foi maior no periodo noturno nos grupos AFV e AFC (fig. 10), mas isto ja era esperado uma vez
que o periodo de vigilia dos camundongos € noturno. Quando verificamos diferencas entre 0s
grupos e ciclos (fig. 10) e voltas totais (fig. 11), ndo obtivemos resultados significativos. Isto
permite inferir que uma dose de 30 mg/kg/dia da cumarina (4-metildinafetina) nao influéncia no
estimulo para realizacdo da atividade fisica voluntaria em camundongos C57BL/ 6, mas também

ndo gerou alteracdes que pudessem interferir deficitariamente nesse aspecto.

Até o momento, ndo foram encontrados estudos que investigassem os efeitos da
suplementacdo de cumarinas sobre a atividade fisica voluntéria. Embora tenham sido controlados
os fatores que mais comuns de interferéncia no volume da atividade fisica sdo a luz, temperatura,
comportamento de repouso, niveis de estresse e ansiedade do animal (BEERSMA; GORDIIN,
2007; DEVALLANCE et al., 2017)

Através de analise morfometrica dos tecidos adiposos foi possivel inferir que o tecido
inguinal ndo apresentou caracteristicas de tecido bege e de modo supreendente, demonstrou uma
maior area nos grupos SC e AFC (fig. 5) revelando que a 4-metildinafetina tem capacidade de
causar hipertrofia nos adip6citos. O mesmo resultado foi encontrado no tecido adiposo epididimal
no grupo SC. Porém, o grupo AFC apresentou area diminuida dos adipdcitos, desse modo
podemos inferir que a atividade fisica voluntaria apresentou um efeito modulador dos efeitos da
cumarina neste tecido (fig. 6). Ja a densidade dos tecidos adiposos marrom encontramos

resultados parecidos onde o grupo cumaria teve uma maior densidade (fig. 7).

Na literatura encontramos resultados com outras cumarinas que vao em OpoSi¢ao ao
encontrado em nosso estudo. Kim et al. (2017), que analisou a suplementagdo de Phyllodulcin
com um volume de 20 e 40 mg/kg de peso/dia em camundongos C57BL/6 obesos durante 5
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semanas, e encontrou que ela aumenta a expressdo de UCP1 e PRDM16 que sdo proteinas
marcadoras de Browning e adipogénese, ou seja ela é capaz de transformar WAT em bege.

O estudo de Sim et al. (2014) relatou que a uma suplementacdo com umbelliferone e 4-
methylumbelliferone (0,29/ kg de peso/dia) durante 12 semanas em camundongos C57BL/6
obesos é capaz de reduzir a &rea dos adipdcitos e inibir a esteatose hepatica. O mesmo foi
encontrado com a suplementacao (0,50%) durante 8 semanas com a cumarina 1,2-benzopirona
em camundongos C57BL/6 obesos (UM et al., 2013)

O estudo de Naowaboot et al. (2015) encontrou que a suplementagcdo com Umbelliferone
(10 e 30 mg/ kg de peso/dia) durante 8 semanas em uma amostra de ratos obesos diminui a area
dos adipdcitos e inibi a esteatose hepatica dos animais. O estudo de Nukitrangsan et al. (2012)
obteve 0 mesmo resultado com Peucedanumjaponicum (20%) em camundongos C57BL/6
obesos. Foi visto que o tratamento diminuiu o acimulo de lipidios e o tamanho dos adipécitos, e
reduziu as concentracOes sericas e hepaticas de TAG. A pesquisa de Leelavinothan et al. (2014)
obteve um resultado parecido com uma cumarina (100mg/ kg de peso/dia) ndo especificada, em
ratos wistar diabéticos, ele encontrou que a suplementacdo com essa cumarina diminuiu

significativamente os lipidios.

Diante dos estudos apresentados acima podemos dizer que a 4-metildinafetina teve um
efeito contrario, mas isso pode ter se dado pela quantidade em semanas de suplementacdo onde
nos estudos supracitados o tempo era maior. No estudo de Um et al. (2013) a cumarina reduziu
significativamente os niveis séricos de leptina que foram aumentados pelo HFD. Estes resultados
sugerem que a suplementacdo de cumarina pode inibir o ganho de peso corporal e 0 acimulo de
gordura. A cumarina 4-metildinafetina pode ter causado um efeito contrario assim resultando em

uma hipertrofia dos adipécitos.

Outra Possibilidade é que a 4-metildinafetina aumentou a expressdo de Fatty acid
synthase (FAS) que fez com que aumentassem a lipogénese nos adipocitos (LAFONTAN, 2014).
Assim como nos estudos de Um et al. (2013); Nukitrangsan et al. (2012) que investigaram
suplementacdo com cumarinas em camundongos obesos e encontraram que a cumarina fez com
que a expressdo da FAS fosse diminuida no grupo cumarina, um efeito possivelmente contrario

ao da 4-metildinafetina.
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Avaliamos se como consequéncia da alteracdo na area dos adipdcitos também seria
observado maior deposi¢do de lipidios no figado. Porém, ndo houve diferenca entre os grupos, ou

seja, ndo houve esteatose hepatica.

6 CONCLUSAO
Conclui-se que a cumarina 4-metildinafetina ndo gerou browning, néo alterou o volume

de atividade fisica voluntaria e nem provocou esteatose hepética. Entretanto, com excessdo do
grupo AFC do tecido adiposo epididimal, a ingestdo dessa cumarina por 4 semanas provoca um

aumento do adipdcito no tecido adiposo branco epididimal e inguinal de camundongos C57BL/6.
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