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RESUMO

EFEITO DA MISTURA DE TRITERPENOS ALFA E BETA-AMIRINA, ISOLADA
DE Protium heptaphyllum, SOBRE A ADIPOGENESE IN VITRO

A obesidade ¢ definida pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) como o acumulo anormal
e excessivo de gordura corporal, que causa prejuizos a satde. Esta condigdo esta associada a
diversas comorbidades, tais como diabetes mellitus tipo 2, problemas cardiovasculares,
dislipidemias e cancer. A epidemia global da obesidade tem levado a diversos estudos sobre a
sua fisiologia e a busca de novos tratamentos para esta doenga. A linhagem celular
fibroblastica 3T3-L1 ¢ bastante utilizada para o estudo da diferenciacdo dos adipocitos in
vitro, por constituir uma cultura de células estavel e que se assemelha ao proprio tecido
adiposo. Estudos com esta linhagem mostraram que diversos triterpenos possuem capacidade
de inibir a diferenciagdo destas células, tais como o acido ursolico e o acido oleandlico. A
mistura de triterpenos o,B-amirina ¢ o principal constituinte da resina de Protium
heptaphyllum (almecegueira). Assim como a resina de P. heptaphyllum, a mistura de o,f3-
amirina mostrou agdo antiobesidade em camundongos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de a,B-amirina sobre a adipogénese das células 3T3-L1, por meio de coloragdo com Oil
Red O e andlise da expressao protéica (Western Blot) e génica (QPCR) de importantes fatores
de transcri¢ao envolvidos neste processo. O ensaio do MTT mostrou que a o,p-amirina nao
causa reducao da viabilidade celular nas concentragdes de 3,125; 6,25; 12.,5; 25; 50 ¢ 100
pg/mL sobre as células indiferenciadas; contudo, causa reducdo na viabilidade em 61,5% e
87% nas concentragdes de 200 e 400 pg/mL, respectivamente. Ja sobre as células
diferenciadas, as concentragdes de 100, 200 e 400 pg/mL causaram reducao na viabilidade
celular em 21,9; 83,2 e 94,7%, respectivamente. Os resultados de Oil Red O mostram que a
a,B-amirina nas concentragdes de 6,25; 12.,5; 25 e 50 ug/mL reduziu em 34, 44, 68 ¢ 75%,
respectivamente, o acimulo de lipideo nas células 3T3-L1 quando comparada ao grupo
controle (p<0,05). As concentragdes de 12,5; 25 e 50 ug/mL foram escolhidas para os demais
experimentos. As concentragdes de 25 e 50 pg/mL de o,f-amirina reduziram
significativamente (p<0,05) a expressdo protéica de PPARy em 54 e 54,8%, respectivamente.
As concentragdes de 12,5; 25 e 50 pg/mL reduziram (p<0,05) a expressdo proteica de C/EBPa
em 50,9; 50,1 e 62%, respectivamente, ¢ a concentracdo de 50 pg/mL reduziu em 41,1% a
expressao de SREBP-1. A o,B-amirina ndo modifica a expressdo proteica de C/EBPP e nado
participa da fosforilagdo de AMPKa em nenhuma das concentragdes testadas. A a,-amirina

nas concentragdes 12,5; 25 e 50 pg/mL reduz significativamente (p<0,05) a expressdo génica



de PPARY2 em 1,7, 1,3 e 1,9 vezes, respectivamente. A expressdo génica de C/EBPa foi
reduzida (p<0,05) em 1,9; 2,1 e 7,3 vezes nas concentragdes testadas e ndo houve altera¢do na
expressao génica de C/EBPJ e C/EBPoS. Assim, a o,B-amirina reduz a diferenciacdo de células
3T3-L1 regulando negativamente a expressdo de fatores de transcricdo chaves da
adipogénese. Através destes resultados, essa mistura de triterpenos torna-se uma possivel

candidata para o desenvolvimento de novas substancias para o controle da adipogénese.

Palavras-chave: Adipocitos. Obesidade. 3T3-L1. Produtos Naturais.



ABSTRACT

EFFECT OF THE MIXTURE OF TRITERPENES ALPHA AND BETA- AMYRIN
ISOLATED FROM Protium heptaphyllum ON ADIPOGENESIS IN VITRO

The obesity is defined by World Health Organization as the abnormal and excessive
accumulation of body fat, which causes health damage. This condition is associated with
several comorbidities, such as type 2 diabetes mellitus, cardiovascular diseases, dyslipidemias
and cancer. The global epidemic of obesity has led to several studies on its physiology and the
search for new treatments for this disease. The 3T3-L1 fibroblast cell line is widely used for
the study of adipocyte differentiation in vitro, since it is a stable cell culture that resembles
adipose tissue itself. Studies with this lineage have shown that several triterpenes could inhibit
the differentiation of these cells, such as ursolic acid and oleanolic acid. The mixture of a,3-
amyrin triterpenes is the main constituent from resin of Protium heptaphyllum
(“almecegueira”). Like P. heptaphyllum resin, the a,B-amyrin mixture showed antiobesity
action in mice. The aim of this work was to evaluate the effect of o,f-amyrin on the
adipogenesis of 3T3-L1 cells by staining with Oil Red O and analysis of protein expression
(Western Blot) and gene expression (qPCR) of important transcription factors involved in this
process. MTT assay showed that a,B-amyrin didn’t cause cell viability reduction at
concentrations of 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50 and 100 pg/mL on undifferentiated cells; however,
it causes viability reduction in 61.5% and 87% in concentrations of 200 and 400 pg/mL,
respectively. On differentiated cells, concentrations of 100, 200 and 400 pg/mL caused a
reduction in cell viability in 21.9; 83.2 and 94.7%, respectively. Results of Oil Red O show
that a,3-amyrin at concentrations of 6.25; 12.5; 25 and 50 pg/mL reduced the accumulation of
lipid in 3T3-L1 cells in 34, 44, 68 and 75%, respectively, when compared to the control group
(p<0.05). Concentrations of 12.5; 25 and 50 pg/mL were chosen for the other experiments.
Concentrations of 25 and 50 pg/mL a,B-amyrin significantly reduced (p<0.05) the protein
expression of PPARy in 54 and 54.8%, respectively. Concentrations of 12.5; 25 and 50 pg/
mL reduced (p<0.05) the protein expression of C/EBPa in 50.9; 50.1 and 62%, respectively,
and the concentration of 50 pg/mL reduced the expression of SREBP-1 in 41.1%. The a,f-
amyrin doesn’t modify C/EBPP protein expression and it doesn’t participate in AMPKa
phosphorylation at any of the concentrations tested. The a,-amyrin at concentrations 12.5; 25
and 50 pg/mL significantly reduced (p<0.05) the PPARY2 gene expression by 1.7, 1.3 and
1.9-fold, respectively. Gene expression of C/EBPa was reduced (p<0.05) in 1.9; 2.1 and 7.3-
fold at the concentrations tested and there was no change in the C/EBPJ and C/EBPS gene



expression. Thus, a,f-amyrin reduces the differentiation of 3T3-L1 cells by down-regulation
expression of key transcription factors of adipogenesis. Through these results, this mixture of
triterpenes becomes a possible candidate for the development of new substances for the

control of adipogenesis.

Key words: Adipocytes. Obesity. 3T3-L1. Natural products.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade ¢ um dos problemas de saide publica mais graves do século XXI,
afetando todos os paises em graus variados. Isso se deve ao aumento no consumo de
alimentos ricos em gordura, ao sedentarismo e, at¢ mesmo, a crescente urbanizagdo. As
mudancgas sociais € ambientais associadas a esta urbanizagdao, bem como a falta de politicas
publicas que invistam mais na saude, na agricultura, no transporte e na educacio sdo fatores
que contribuem para o nimero elevado de obesos (OMS, 2016).

A obesidade ¢ um importante fator de risco para doengas crdonicas, como
problemas cardiovasculares, hipertensdo, dislipidemia, hiperglicemia, diabetes tipo 2, alguns
tipos de cancer (por exemplo, o cancer de colo, de mama e de prostata) e alteragdes musculo-
esqueléticas (ADABAG et al,, 2015; HALAMA et al., 2016). As doengas neurodegenerativas
e as desordens respiratorias associadas contribuem para a altas taxas de morbidade e
mortalidade (CAO, 2014) . Todos estes fatores levam a um aumento nos gastos com saude e
uma reducdo na expectativa de vida (HARMS; SEALE, 2013).

A compreensdo da definicdo da obesidade a partir do indice de massa corporal
(IMC) aliado ao quadro clinico ¢ muito importante para a ado¢ao de medidas que ajudem na
redug¢do desta doenca. O IMC trata-se da medida mais utilizada na pesquisa clinica e
populacional da obesidade e ¢ calculado pela razio entre o peso em quilogramas e o quadrado
da altura em metros (kg/mz), sendo esta a medida utilizada pela Organizagdo Mundial da
Satide (OMS) na definicao da obesidade (Tabela 1), embora a medida da circunferéncia da
cintura também seja relatada como um fator importante na atualidade (ARROYO-JOHNSON;
MINCEY, 2016).

Estima-se que cerca de 1,9 bilhdes de adultos com idade a partir de 18 anos
estavam com sobrepeso (39% da populacdo com essa faixa etdria) e 650 milhdes estavam
obesos no ano de 2016 (13% da populagdo com essa faixa etaria). Neste mesmo ano, mais de
340 milhdes de criancas e adolescentes com idade entre 5 e 19 anos estavam com sobrepeso
ou com obesidade (OMS, 2016). Uma metandlise realizada a partir de 16 estudos
independentes realizados nos Estados Unidos da América e na Europa (totalizando 18 paises)
ao longo de 3 décadas mostrou que o aumento da obesidade na populacdo e a sua intrinsica
relacdo com o diabetes e com doencas cardiovasculares graves tornam vitais o

estabelecimento de diretrizes clinicas para um bom acompanhamento e tratamento dos
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pacientes (KIVIMAKI et al., 2017).

Tabela 1. Classificagdo internacional de sobrepeso e obesidade de acordo com o IMC para
adultos.

Classificacao IMC (kg/m2) — principais pontos de corte
Baixo peso <18,5

Normal ou eutréfico 18,5 -24,99

Pré-obeso 25,0 -29,99

Obeso — classe 1 30,0 - 34,99

Obeso — classe 11 35,0 -39,99

Obeso — classe 111 >40,0

Fonte: Organiza¢do Mundial da Saude, 2016.

A complexidade do perfil nutricional no Brasil revela a importancia da promog¢ao
da saude, prevencao e tratamento de doengas cronicas ndo transmissiveis, nas quais se destaca
a obesidade, que vem crescendo de um modo importante nos ultimos 30 anos (BRASIL,
2014a). As doengas cronicas relacionadas com a obesidade (hipertensdao, cancer, diabetes e
doengas cardiovasculares) sdo responsaveis por 72% dos 6bitos no Brasil (BRASIL, 2014b).

A pesquisa Vigitel 2016 (Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doengas
Cronicas por Inquérito Telefonico), realizada pelo Ministério da Saude, mostrou que o
excesso de peso atinge 53,8% da populacdo brasileira (maiores de 18 anos e residentes nas
capitais e Distrito Federal) e a obesidade atinge 18,9%. Entre as mulheres, o percentual de
excesso de peso foi de 50,5% e de obesidade, 19,6%. Ja entre os homens, o percentual de
excesso de peso foi de 57,7% e o de obesidade, 18,1% (BRASIL, 2016).

O maior percentual de adultos (maiores de 18 anos) com excesso de peso foi
observado na capital Rio Branco (60,6%), enquanto que a menor freqiiéncia foi observada em
Palmas (47,7%). A maior porcentagem de adultos obesos também foi observada na cidade de
Rio Branco (23,8%), enquanto que Florianopolis foi a capital que apresentou a menor
porcentagem (14,5%) de pacientes obesos. Na cidade de Fortaleza, a pesquisa mostrou que a
obesidade atinge 20% da populacdo adulta, enquanto que o excesso de peso atinge 56,5%

(BRASIL, 2016).
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1.2 O tecido adiposo

Nos mamiferos, o tecido adiposo costuma ser classificado de acordo com a sua
aparéncia morfologica em tecido adiposo branco (TAB), tecido adiposo marrom (TAM) e
tecido adiposo bege. Cada um tem suas especificidades quanto a composi¢cdo celular,
localizag¢do, vias para o controle da homeostase, bem como a capacidade metabolica e
enddcrina, possuindo assim diferentes fungdes (LANTHIER; LECLERCQ, 2014).

Embora sua fun¢do primaria seja o estoque de energia, o TAB também funciona
como um o6rgdo enddcrino, visto que secreta hormonios e citocinas, tais como leptina e
adiponectina, envolvidas na regulacdo da alimentacio e do metabolismo (SANCHEZ-
GURMACHES; GUERTIN, 2014). Diversas outras adipocinas secretadas pelo tecido adiposo
ja foram identificadas e estas exercem um importante papel na homeostase sist€émica da
glicose e dos lipideos, além de mediar a relacdo do tecido adiposo com outros Orgios e
tecidos, como o musculo, figado, pancreas e at¢é mesmo o sistema nervoso central (CAO,
2014).

Os adipocitos do TAB estao envolvidos no armazenamento de energia na forma
de triglicerideos e apresentam uma grande goticula de lipideo que ocupa boa parte do espago
da célula e apenas uma fina camada de citoplasma a circunda com a presenga de poucas
mitocondrias (morfologia unilocular). Em momentos de escassez de nutrientes, as células
liberam acidos graxos para que haja producdo de energia. Como as células de gordura sdo
capazes de se expandir rapidamente em quantidade e tamanho, o tecido adiposo de individuos
com alto indice de massa corporal representa o segundo maior 6rgao do corpo, atras apenas da
pele (MUELLER, 2014).

Disfungdes nas adipocinas constituem um componente critico para o
desenvolvimento de doencas metabdlicas relacionadas com a obesidade. O fator de necrose
tumoral o (TNF-a)) proveniente dos adipdcitos estd envolvido no que hoje ¢ conhecido como
“inflamacao metabdlica”. Outras citocinas e quimiocinas, tais como interleucina 6 (IL-6) e
proteina quimiotatica de monocitos -1 (MCP-1), também sao produzidas no tecido adiposo
devido a infiltracdo de macrofagos, o que mostra a sua estreita relagdo com o sistema imune
(CAO, 2014). Também ¢ relatado que o acimulo de gordura visceral (determinada pela alta
relacdo cintura/quadril) estd relacionado com doengas metabolicas, como resisténcia
insulinica, dislipidemia, esteatose hepatica, aterosclerose e outras, enquanto que o acumulo de
TAB subcutineo esta relacionado com a melhora da sensibilidade a insulina e a mais baixos

riscos de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (SANCHEZ-GURMACHES; GUERTIN, 2014).
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Enquanto o TAB estoca energia na forma de triglicerideos, o tecido adiposo
marrom (TAM) dissipa energia na forma de calor. Por meio da lipdlise, esse tecido combate a
hipotermia e a obesidade (LUO; LIU, 2016). Os adip6dcitos marrons possuem morfologia
multilocular, ou seja, seu citoplasma contém intimeras goticulas de lipideo (GIRALT;
VILLAROYA, 2013).

Tanto em camundongos quanto em humanos, a exposi¢cdo a temperaturas baixas
moderadas estimula o TAM a gerar calor para proteger a temperatura corporal, por meio da
proteina desacopladora 1 (Uncoupling Protein 1, UCP1), expressa nas mitocondrias presentes
no citoplasma dos adipdcitos marrons. Esta proteina ¢ responsavel pela capacidade
termogénica do TAM (GIRALT; VILLAROYA, 2013). Uma vez ativada, a UCP-1 permite a
fosforilagdo oxidativa sem produgdao de ATP, tendo o calor como o principal produto desta
via. A alta vascularizacdo deste tecido permite a transmissao do calor gerado para o restante
do corpo (FRANK; PALMER; CLEGG, 2017).

Além da exposi¢ao cronica ao frio, outro fator que ativa a expressao de UCP-1 no
tecido adiposo ¢ a pratica de exercicios fisicos. Outras condigdes também podem levar a
regulacao de fatores de transcrigdo em pré-adipocitos e adipocitos e a sinalizagdo através de
hormonios e de outras moléculas (LUDWIG; ROCHA; MORI, 2018).

O TAM foi primeiramente detectado em bebés humanos, onde ¢ encontrado mais
especificamente nas regides interescapular e perirrenal, mas estes depositos desaparecem
gradualmente com o aumento da idade. Em adultos, estudos com tomografia por emissao de
positrons (PET) combinados com tomografia computadorizada mostraram a presenga desse
tecido nas regides cervical, supraclavicular, paravertebral e axilar (KIM; PLUTZKY, 2016).

Nos humanos, a massa ¢ a atividade do TAM variam de acordo com a idade e o
sexo. Estudos mostram que uma maior prevaléncia desse tecido em mulheres adultas em
comparacdo com homens. Outros dados mostram uma relagdo inversa entre o TAM e a
“obesidade central” (adiposidade visceral medida pela circunferéncia da cintura), bem como
sua correlacdo com a deposicdo de gordura subcutanea. Entre os beneficios metabolicos
relatados, tem-se que este tecido exerce um importante papel na homeostase energética e sua
maior atividade e quantidade estdo associadas com melhorias na homeostase da glicose e da
sensibilidade a insulina (FRANK; PALMER; CLEGG, 2017).

A presenga de adipdcitos expressando UCP-1 e, portanto, capacidade termogénica
pode também ocorrer no tecido adiposo branco em resposta a diversos estimulos. Estes
adipdcitos tém sido chamados de adipdcitos “beges” e, embora possuam caracteristicas em

comum com os adipocitos marrons (como gotas de lipideo multiloculares e elevada
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quantidade de mitocondrias), também possuem caracteristicas distintas, ndo podendo ser
consideradas do mesmo tipo celular (HARMS; SEALE, 2013). Assim, a compreensdo da
atividade do TAM e da sua capacidade de termogénese, bem como do tecido adiposo bege, ¢
importante para o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento da obesidade baseado

no aumento de gasto energético (LUDWIG; ROCHA; MORI, 2018).

1.3 Adipogénese

Os animais possuem um sistema altamente integrado para a regulacdo do estoque
e do gasto energético. Esse sistema ¢ regulado a nivel celular e sistémico através da ag¢do de
hormonios e de sinais neurais eferentes que partem do sistema nervoso central para tecidos
periféricos, como o figado, o musculo e o tecido adiposo. Em periodos de saciedade, quando
ha abundancia de alimento, os carboidratos sdo armazenados como glicogénio no figado e
como gordura no tecido adiposo, principalmente. Em periodos de jejum, estes estoques sdao
entdo mobilizados para suprir as necessidades energéticas (TANG; LANE, 2012). Os acidos
graxos obtidos do tecido adiposo e liberados para a corrente sanguinea sdo utilizados como
fonte de energia para outros tecidos, de modo que o tecido adiposo tem papel fundamental no
equilibrio energético e na homeostase da glicose (MOSETI; REGASSA; KIM, 2016).

Assim, a obesidade ou o excesso de adiposidade ¢ resultado de um desbalango
entre o consumo ¢ o gasto energético do individuo (LAU; TEOH, 2015). Esse acimulo
excessivo de gordura observado, mais especificamente no tecido adiposo branco, pode ocorrer
devido ao aumento do volume das células adiposas (hipertrofia), pelo aumento no numero
destas células (hiperplasia) ou pela combinacdo destes dois fatores. Além dos adipocitos, o
tecido adiposo contém outros tipos de célula, como macrofagos, fibroblastos, células
sanguineas, cé€lulas endoteliais, células musculares lisas, células tronco mesenquimais e
células precursoras de adipocitos. Todas essas células estdo localizadas no estroma vascular
do tecido adiposo, variando de acordo com a localizagdo e a adiposidade deste tecido (RUIZ-
OJEDA et al., 2016).

A hiperplasia ocorre por um mecanismo que envolve o recrutamento de células
tronco mesenquimais pluripotentes (células que tém a capacidade de se diferenciar em
adipocitos, midcitos, condrocitos e ostedcitos e que também estdo presentes na medula 6ssea)
(TANG; LANE, 2012) e a sua posterior diferenciacdo, que ocorre em duas fases: a formagao

de pré-adipocitos a partir destas células (passo de “comprometimento” com a linhagem
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adipocitica) e a diferenciacdo terminal dos pré-adipocitos em adipdcitos maduros (MA et al.,
2015).

Desse modo, a adipogénese esté relacionada com a ativacao de diversos fatores de
transcricdo que sdo responsaveis pela expressdo de proteinas-chave que induzem a formagao
de adipocitos maduros, envolvendo, assim, alteragdes na morfologia celular, indugdo de
sensibilidade a insulina e mudangas na capacidade secretora das células (MOSETI,;
REGASSA; KIM, 2016).

Embora os adip6citos branco e marrom apresentem diferengas na morfologia e na
funcdo, ambos sdo originados a partir de células tronco mesenquimais pluripotentes.
Entretanto, ao contrario dos adipdcitos brancos, os adipocitos marrons sdo derivados de uma
linhagem miogénica caracterizada pela expressao do fator regulatorio miogénico 5 (Myf)) e,
portanto, seu desenvolvimento compartilha caracteristicas com o musculo esquelético
(ALGIRE; MEDRIKOVA; HERZIG, 2013).

A diferenciacdo do TAB ¢ possivel de ser estudada a partir da obtengdo de
amostras de tecidos de pacientes humanos e de modelos animais experimentais. No entanto, a
manutengdo in vitro ¢ bastante complicada e o processo ndo pode ser expandido. A
diferenciagdo terminal ¢ mais extensivamente estudada através de linhagens celulares imortais
(ALGIRE; MEDRIKOVA; HERZIG, 2013). Nas ultimas décadas, o cultivo de linhagens de
fibroblastos em placas de cultura de células possibilitou diversos estudos sobre os
mecanismos celulares da adipogénese. Diferentes modelos e protocolos de cultura celular
tornaram-se disponiveis para o estudo da biologia dos adipocitos (RUIZ-OJEDA et al., 2016).

Por volta de 1970, Green e Kehind estabeleceram linhagens de fibroblastos
imortais que prontamente se diferenciavam em adipocitos quando submetidos a indutores
hormonais apropriados. As linhagens designadas como 3T3-L1 e 3T3-F442A, foram isolados
a partir de células Swiss 3T3 ndo clonais e ja estdo comprometidos (ou determinadas) a se
diferenciarem em adipocitos, sendo por isso muito importantes para o estudo dos mecanismos
da diferenciacao terminal (ROSEN et al., 2000; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014) (Figura 1).

Muitos estudos tém sido realizados em células 3T3-L1 como um modelo eficaz
para o estudo da formagdo de adipocitos (FARMER, 2006; MORRISSON; McGEE, 2015).
Estas células tém capacidade de responder a agentes que induzem o aciimulo de lipideo e
constituem culturas de célula estaveis e que se assemelham ao proprio tecido, sendo uteis para

o estudo celular da adipogénese (GREEN; KEHIND, 1974).
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Figura 1. Processo de diferenciagdo dos pré-adipdcitos 3T3-L1 em adipocitos.

Diferenciacao

Pré-adipocitos Adipécitos imaturos Adipoécitos maduros

C-myc
Formacdo de gota de gordura
C-fos Expressdode genes especificos
de adipdcitos
C-jun
I \ I |
0 1 2 3 4 5 8 10 12 Dias

Fonte: NTAMBI; YOUNG-CHEUL, 2000 apud QUEIROZ et al., 2009 (adaptado). Alguns eventos da
diferenciagdo estdao cronologicamente representados. Apds uma hora da adi¢cdo do coquetel adipogénico, ocorre a
expressdo transiente de proto-oncogenes c-fos, c-jun € myc, que dao inicio a mitose pos-confluente. C/EBP-f3 e —
0 sdo os primeiros fatores de transcricdo induzidos e ativam a expressdo de PPARy e C/EBPa, os reguladores
centrais da adipogénese. Uma vez ativados, PPARy e C/EBPa se autorregulam positivamente para se manter
eXpressos.

A exposi¢ao de pré-adipdceitos 3T3-L1 confluentes na placa de cultura a indutores
da adipogénese, ou seja, dexametasona, insulina e isobutil-metil-xantina (IBMX, um inibidor
de fosfodiesterase) ativa respectivamente receptores de glicocorticoides, o receptor de fator de
crescimento semelhante a insulina (/nsulin-like Growth Factor, IGF-1) e a via de sinalizagdo
do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), o que leva a ativagao dos eventos iniciais da
diferenciagdo destas células (QUEIROZ et al., 2009).

A insulina age estimulando a captagdo de glicose, que ¢ entdo estocada na forma
de triacilglicerol (MOSETI; REGASSA; KIM, 2016). Além do IBMX, a dexametasona
também aumenta a concentragdo intracelular de AMPc (MORRISON; McGEE, 2015). E
importante destacar que a inducdo da diferenciagdo ¢ feita quando os pré-adipocitos estdo
sincronizados na fase G; do ciclo celular. Seguidas 16 a 20 horas apds a indugdo, os pré-
adipdcitos reentram no ciclo celular e passam por aproximadamente mais duas divisdes

mitdticas seguidas, um processo conhecido como expansdo clonal mitotica. As células entao
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entram na fase de laténcia do ciclo celular e perdem a morfologia de fibroblastos, acumulando
triglicerideos citoplasmaticos e assumindo fendtipo e metabolismo de adipdcito, relacionados
com a lipogénese, a biossintese de acidos graxos e triacilglicerois € com a expressao de
proteinas especificas, como receptores de insulina, transportador de glicose sensivel a insulina
(GLUT-4), leptina, entre outros (TANG; LANE, 2012).

Nas células dos mamiferos, a elevagao dos niveis citosolicos do AMPc estimula a
expressao de diversos genes. Todos os genes regulados por AMPc contém uma sequéncia de
DNA de atuacdo em cis, o elemento de resposta ao AMPc (CRE), que se liga a forma
fosforilada de um fator de transcricdo denominado CREB (proteina de ligacdo ao CRE),
encontrado apenas no nucleo. A proteina CREB fosforilada se liga aos genes alvo que contém
CRE e interage com um co-ativador denominado CBP/300, que conecta a CREB a maquinaria
transcricional basal (LODISH et al., 2005).

Na cascata da adipogénese, imediatamente ap6s a indugdo da diferenciacdo dos
pré-adipdcitos, a proteina CREB torna-se fosforilada e ativa a expressdo de C/EBPf.
Aproximadamente 14 a 16 horas apods a indugdo, o C/EBPJ adquire capacidade de se ligar ao
DNA, a medida que os pré-adipécitos foram reintroduzidos no ciclo celular, podendo
desempenhar, assim, um papel importante na expansdo clonal mitdtica, fundamental para a
diferenciagdo das células. No inicio do processo de diferenciacdo, o C/EBPP ¢ fosforilado
duas vezes, pela proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e pela glicogénio sintase
quinase-3 beta (GSK3p) e, uma vez capaz de se ligar ao DNA, leva a expressao de C/EBPa e
PPARYy. A expressao de C/EBPP e C/EBP6 ¢ fundamental para a adipogénese, de modo que
um estudo revelou que a supressdo concomitante destes dois fatores causa reducdo do tecido
adiposo de camundongos, devido principalmente a redu¢do no ntmero dos adipocitos
(ALGIRE; MEDRIKOVA; HERZIG, 2013). A Figura 2 traz um esquema simplificado deste
processo.

O aumento da expressdo de C/EBPB e C/EBPS nos pré adipdcitos € rapido e
transitorio. A expressdao de PPARy e C/EBPa ¢ seguida pela ativagdo transcricional de muitos
genes que codificam proteinas importantes para a geracdo ¢ manutengdo do fendtipo do
adipdcito, tais como o transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4), a estearoil-CoA desaturase-1
(SCD-1), a leptina, adiponectina e a proteina de ligacdo ao acido graxo 4 (FABP-4), perilipina
e outras (RODRIGUEZ et al., 2015).
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Figura 2. Cascata transcricional da adipogénese: esquema simplificado
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Fonte: Ali ef al., 2013, adaptado. O uso de indutores (insulina, IBMX, dexametasona) na presenga de soro fetal
bovino ativa uma cascata transcricional que leva a ativacdo de PPARy e CEBPa, reguladores centrais da
diferenciagdo terminal dos adipocitos. KLF-5, KLF-20 (Krupel-like factors) e Krox20 também sao fatores de
transcri¢do envolvidos neste processo.

Os receptores intracelulares da maior parte dos hormdnios lipossoluveis (como
estrogénio, progesterona, acido retinoico, tiroxina e glicocorticoide) constituem a superfamilia
dos receptores nucleares e funcionam como ativadores de transcrigdo quando ligados aos seus
ligantes. Ja foram determinadas as sequéncias nucleotidicas caracteristicas dos sitios de DNA,
denominadas elementos de resposta, que ligam diversos receptores nucleares. Os receptores
que se ligam a um determinado elemento de resposta direcionado por repeti¢do, o fazem sob a
forma de heterodimeros que possuem um mondmero de receptor nuclear comum, denominado
RXR (LODISH et al., 2005).

O PPARY ¢ um membro da super famila de receptores nucleares e ¢ considerado
o regulador master da adipogénese, visto que todos os outros fatores adipogénicos requerem a
sua presenga para promover a diferenciagdo dos adipocitos (RODRIGUEZ et al., 2015). O
splicing alternativo do gene transcrito do PPARy dé4 origem a trés isoformas: PPARYyI,
PPARY2 (a isoforma predominante e mais eficiente na promocao da adipogénese) ¢ PPARY3.
Para exercer seus efeitos sobre os elementos de resposta do proliferador de peroxissoma, os

PPARs devem formar heterodimeros com o receptor do acido retinoide (RXR). Ligantes
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enddgenenos do PPARYy incluem d4cidos graxos insaturados e oxidados, eicosandides e
prostaglandinas. Tais agonistas promovem a transcricdo por meio do recrutamento de
proteinas coativadoras que recrutam um aparato transcricional que induz a abertura e
acessibilidade do DNA (ALGIRE; MEDRIKOVA; HERZIG, 2013).

Uma vez expressos, PPARy e C/EBPa se autorregulam num feedback positivo
para manter a sua expressdo, importante para a manutencdo do fenoétipo nos adipdcitos
maduros. Ligantes endogenos adicionais para PPARy ainda nao foram elucidados com
sucesso, mas ¢ conhecido que SREBP-1¢ e C/EBPP pode aumentar a produgdo destes ligantes
(ALGIRE; MEDRIKOVA; HERZIG, 2013).

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (PPAR) tém sido
identificados como integradores das redes de sinalizacdo inflamatoria e metabolica. Estes
receptores possuem natureza lipidica € modulam transcricionalmente processos metabolicos
em resposta a fatores nutricionais, além de reprimir a expressao génica pro inflamatdria. Os
trés isotipos de PPAR (PPARa, PPAR B/d e PPARy) possuem diferentes padrdes de
distribuicao nos tecidos do corpo e ligantes especificos, o que explica suas diferentes funcdes
(GROSS et al., 2017).

A funcao do PPARa ¢ bem definida principalmente no figado, onde participa da
resposta adaptativa ao jejum controlando o transporte de acidos graxos, a beta-oxidagdo e a
cetogénese. Ele ¢ ativado por fibratos, agentes terapéuticos utilizados no tratamento da
hipertrigliceridemia. No tecido adiposo, o PPARy regula a aquisicdo ¢ a manutencao do
fenotipo do adipdcito e a sua ativagdo por tiazolidinedionas (rosiglitazona e pioglitazona) ¢
utilizada no tratamento de diabetes mellitus tipo 2. PPAR/S ¢ altamente ativo no musculo
esquelético, onde participa da resposta ao exercicio, regulando o catabolismo de acidos graxos
e a troca glicolitica-oxidativa na fibra muscular. Embora ainda ndo seja utilizada na clinica,
estudos mostram que a ativagao de PPAR[/6 melhora a homeostase lipidica, previne o ganho
de peso e aumenta a sensibilidade a insulina (GROSS et al., 2017).

Adipocitos, macrofagos, cardiomidcitos, células musculares lisas vasculares e
células endoteliais apresentam uma elevada expressao de PPARy, cuja ativagdo tem um
importante papel na homeostase da glicose e na adipogénese. Este receptor também apresenta
importante papel na regulacdo do metabolismo de lipideos nos adipdcitos, controlando o
estresse oxidativo e mantendo a proliferacdo e a diferenciacdo celular. A ativacdo do PPARy
também exerce efeito antiinflamatorio ao reduzir a expressao de adipocinas envolvidas na
resisténcia a insulina (nomeadamente fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 1 (IL-

1) e resistina) e suprimir a producao de espécies reativas de oxigé€nio nos macrofagos. Assim,
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a ativacdo de PPARy tem um importante papel contra doengas como aterosclerose,
hipertensdo, obesidade e dislipidemia (CHANDRA; MIRIYALA; PANCHATCHARAM,
2017).

Outro fator de transcricdo envolvido na adipogénese ¢ a proteina de ligacdo a
elementos reguladores de esterois 1 (SREBP-1), também conhecida como fator 1 de
diferenciagio e determinacio do adipécito (ADD1) (RODRIGUEZ et al., 2015).

A SREBP possui trés dominios distintos: um dominio citosolico N-terminal que
inclui um motivo basico hélice-alga-hélice (bHLH) de ligacdo ao DNA e que funciona como
um fator de transcricdo; um dominio central de ancoramento na membrana contendo duas
hélices a transmembrana e um dominio citosdlico regulador C-terminal (LODISH et al.,
2005).

No programa de diferenciacdo adipocitaria, o mRNA de SREBP-1c/ADD ¢
ativado apds a expressdo de C/EBPa e PPARY, ou seja, cerca de 20 h apds a indugdo da
diferenciagdo. A SREBP ¢ encontrada complexada com a SCAP (proteina ativada pela
clivagem de SREBP) e ligada a8 membrana do reticulo endoplasmatico por meio da insig-2a.
Ap0s a liberacdo do reticulo endoplasmatico por meio do estimulo da insulina, o complexo
SCAP/SREBP-1c¢ pode se mover para o aparelho de Golgi, onde a SREBP ¢ clivada por
proteases € o dominio contendo o componente bHLH ¢ liberado, podendo ser translocado para
o nucleo. Uma vez no nucleo, ocorre a transcricdo de genes que codificam enzimas
lipogénicas, envolvidas no metabolismo do 4cido graxo e na sintese de triacilglicerol, passos
importantes para a formacao das caracteristicas do adipocito (LODISH et al., 2005; TANG;
LANE, 2012)

Nos mamiferos, existem os genes SREBP1 e SREBP2, sendo que a expressao de
SREBP-1 produz as isoformas SREBP-1a e -1c. SREBP-1c esta diretamente relacionado com
a regulacdo da lipogénese e da homeostase lipidica. Tanto SREBP-1a quanto SREBP-1c¢ sao
identificados como fatores de transcricdo pré adipogénicos que induzem a expressao de
PPARYy e também medeiam a sintese de lipideo no adipocito pela agao da insulina (ALI ef al,
2013). Enquanto SREBP-1c e SREBP-1a exercem uma maior influéncia no metabolismo dos
acidos graxos, SREBP-2 tem maior influéncia no metabolismo do colesterol (LODISH et al.,
2005).

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) faz parte de uma cascata de
quinases importantes na homeostase energética. O comprometimento da sua funcdo esta
relacionado a alteracdes metabolicas como resisténcia a insulina, obesidade e doencgas

cardiovasculares (LAGE et al., 2008; HARDIE, 2015). Estudos mostram que a inibi¢do da
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AMPK induz a adipogénese de células tronco derivadas do tecido adiposo humano (KIM et
al., 2012). Estudos com linhagens celulares de pré adipdcitos mostram que a ativagdo de
AMPK inibe a diferenciacao das células (WANG et al, 2016) e reduz a expressao de genes
adipogénicos como PPARy e CEBPa (DAGON; AVRAHAM; BERRY, 2006).

1.4 Tratamentos disponiveis para a obesidade

Embora a epidemia da obesidade seja explicada por diversos fatores
comportamentais, como sedentarismo e consumo de dieta hipercalérica, a descoberta do
envolvimento de fatores genéticos e de alteracdes da microbiota intestinal, por exemplo,
mostra a necessidade de terapias adicionais (PICKETT-BLAKELY; NEWBERRY, 2016).
Desse modo, a pratica de atividade fisica e o consumo de dieta equilibrada podem
proporcionar bons resultados para alguns pacientes, mas as intervengdes cirurgicas tornam-se
necessarias para muitos deles. Além disso, a farmacoterapia ¢ um importante adjuvante as
mudangas no estilo de vida (MARTIN; MANI; MANI, 2015).

A regulacao central do apetite ¢ um campo de estudo muito importante. A
incapacidade de limitar a ingestdo excessiva de alimentos contribui para o ganho de peso
descontrolado e a disponibilidade de alimentos obesogénicos ¢ grande responsavel pelos
comportamentos de recompensa alimentar que levam pacientes a um consumo energético
além da necessidade metabolica. A relacdo entre consumo e gasto energético € modulado por
fatores comportamentais, ambientais e também por determinantes genéticos € por mecanismos
de feedback neuroendécrinos (MANCINI; DE MELO, 2017).

Estes mecanismos sdo regulados pelo hipotdlamo, o sitio central para a regulacao
homeostatica do peso corporal. Este 6rgao integra sinais hormonais periféricos do trato
gastrintestinal (grelina, colecistocinina, peptideo Y'Y, polipeptideo pancreatico (PP), GLP-1),
do pancreas (insulina) e do tecido adiposo (leptina) (MANCINI; DE MELO, 2017).

Estes e outros sinais (colecistocinina, peptideo Y'Y, polipeptideo pancreatico (PP),
GLP-1, insulina) chegam ao sistema nervoso central por via sanguinea, atravessando a
barreira hematoencefalica e ligando-se a receptores especificos presentes nas duas populagoes
neuronais no nucleo arqueado do hipotdlamo,ou seja, nos neurdnios que liberam os
neurotransmissores orexigenos [neuropeptideo Y (NPY) e agouti-related peptide (AgRP)] e
naqueles que liberam neurotransmissores anorexigenos [proopiomelanocortina (POMC),
hormonio alfa estimulador de melanocito (a-MSH) e cocaine and amphetamine-regulated

transcript (CART)] (MANCINI; DE MELO, 2017).
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As drogas atuais desenvolvidas para o tratamento da obesidade visam interferir no
eixo intestino-cérebro. Os principais agentes estdo voltados para mecanismos que controlam o
apetite e que estimulam os neuronios que liberam POMC, promovendo, assim, saciedade e
reduc¢do da ingestdo de alimentos (KEITH, 2016).

Os medicamentos catecolaminérgicos (Femproporex, Mazindol e Anfepramona)
foram as primeiras drogas aprovadas para o tratamento da obesidade, estando disponiveis no
mercado ha 50 anos. Ainda hoje apresentam problemas quanto a regulamentagdo do seu uso, a
necessidade de mais estudos de eficacia e seguranca de longa duragdo e a falta de interesse da
industria farmacéutica na realizacdo de estudos de longo prazo. A melhor indicagdo para o uso
de medicamentos catecolaminérgicos (anorexiantes de acdo central) inclui aqueles pacientes
que nao respondem ao orlistate e/ou a sibutramina. Os catecolaminérgicos influenciam a
neurotransmissao noradrenérgica e dopaminérgica (agindo bloqueando a recaptacdo e/ou
estimulando a liberagdo). Assim, o principal efeito do seu uso ¢ a inibicdo do apetite
(MANCINI et al., 2010).

No Brasil, Femproporex, Mazindol ¢ Anfepramona tiveram seu uso proibido por
meio da RDC 52/11, mas em 15 de dezembro de 2016, por meio da RDC 133/16, a
prescricao, dispensagdo e aviamento destes medicamentos passaram a ser realizados por meio
de notificagdo de receita B2 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE ENDOCRINOLOGIA E
METABOLOGIA, 2016).

Estdo aprovados para tratar a obesidade no Brasil: sibutramina, orlistate,
liraglutida e cloridrato de lorcaserina (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017).

A sibutramina exerce seu efeito antiobesidade inibindo a recaptacdo de serotonina
e norepinefrina. Estudos sugerem que a a¢do anoréxica da serotonina pode ser explicada pela
ativacdo dos neurdénios POMC no hipotdlamo. Embora seja uma das farmacoterapias mais
estudadas para este fim, o seu uso foi proibido no Canadd, nos Estados Unidos e na Unido
Europeia por causar maiores riscos de ataques cardiacos e acidentes vasculares cerebrais em
pacientes com historico de doenga cardiovascular (WHARTON, 2016). A sibutramina ndo ¢
proibida no Brasil, mas desde 2011 passou a ser acompanhada de um “Termo de
responsabilidade do prescritor”, entregue na drograria dispensadora junto ao receitudrio do
tipo B2 (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA OBESIDADE E DA
SINDROME METABOLICA, 2016).

O Oirlistate (Xenical®) foi aprovado pelo FDA em 1999 e até¢ 2012 era o unico

medicamento disponivel para tratar a obesidade. Indicado para perda e manutengdo do peso,
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seu mecanismo de acdo consiste em inibir a lipase gastrica e pancredtica, reduzindo 30% a
absor¢ao de gordura no trato gastrointestinal. O estudo XENical in the Prevention of Diabetes
in Obese Subjects (XENDOS) mostrou que o uso de Orlistate est4 associado a uma redugado de
37,3% na incidéncia de diabetes. Além disso, melhora a sensibilidade a insulina, reduz os
niveis de glicose no sangue, melhora a pressao sanguinea e os niveis de colesterol total e LDL
(SAUNDERS et al., 2018).

Entretanto, pacientes em tratamento com o orlistate devem ter uma dieta
balanceada, com reduzida ingestao de gordura e fazer uso de multivitaminicos, visto que entre
os efeitos colaterais estdo urgéncia fecal, fezes oleosas, incontinéncia fecal e reducdo da
absorcao de vitaminas lipossoluveis (SAUNDERS et al., 2018).

Assim, uma segunda farmacoterapia foi aprovada para o tratamento do sobrepeso
e da obesidade: a liraglutida. Este farmaco ¢ um agonista do receptor do peptideo-1
semelhante ao glucagon humano (GLP-1) que tem agdo prolongada e induz a perda de peso
por meio da reducdo do apetite e da ingestdo de alimentos, ao se ligar a receptores de GLP-
lem neurdnios distintos do nucleo arqueado, estimulando diretamente a via POMC/CART
(anorexigenos) e inibindo indiretamente a neurotransmissao em neuronios que liberam NPY e
AgRP via sinalizacdo dependente de acido gama aminobutirico (GABA) (LAU; TEOH,
2015).

O tratamento com a liraglutida foi associada a uma melhora dos fatores de risco
cardiometabodlicos e melhora da qualidade de vida. Apresenta também efeitos limitados no
esvaziamento gastrico durante o tratamento cronico e seu efeito sobre a perda de peso ¢ dose
dependente, na dose de até 3 mg uma vez ao dia. Entretanto, mesmo que fracos e transitorios,
sdo observados efeitos colaterais gastrointestinais como nauseas e diarreias (LAU; TEOH,
2015). Seu uso ¢ aprovado no Canadd, Estados Unidos e Unido Europeia com o nome
comercial de Saxenda® para tratamento da obesidade e em baixas concentragdes (0,6 a 1,8
mg por dia) ¢ disponivel no Canada e nos Estados Unidos para o controle da glicemia em
diabéticos tipo 2 com o nome comercial de Victoza® (WHARTON, 2016).

Nos Estados Unidos, além do orlistate e da liraglutida também sdo utilizadas
lorcaserina e as combinagdes fentermina/topiramato e naltrexona/bupropiona (MANCINI; DE
MELO, 2017). No passado, os medicamentos disponiveis para o tratamento da obesidade
eram utilizados para o tratamento a curto prazo, mas os novos agentes tém sido aprovados
para uma terapia de longa duragdo, visto que se trata de uma doencga cronica.

Fentermina/topiramato, lorcaserina, naltrexona/bupropiona e liraglutida sao indicados para o
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tratamento cronico como um adjuvante a dieta de baixa caloria e a pratica de atividade fisica
(SAUNDERS et al., 2016)

Aprovada pelo FDA em 2012, a lorcaserina (Belvig®) ¢ um agonista seletivo do
receptor de serotonina SHT-2c, promovendo saciedade e reduzindo o consumo de alimentos
(FLEMING; MCCLENDON; RICHE, 2013). Além disso, o seu uso foi associado a uma
melhora de pardmetros metabdlicos e cardiovasculares, como pressdo sanguinea, niveis de
lipideos séricos e hemoglobina glicada (SHYH; CHENG-LAI, 2014). Entretanto, entre os
efeitos colaterais relatados estdo dor de cabeca, ndusea, fadiga, boca seca e constipagao,
devendo ser evitada também por pacientes em uso de inibidores seletivos de recaptacdo da
serotonina ou de inibidores da monoamino oxidase (risco de sindrome serotoninérgica)
(BRAY, 2014).

A combinagdo de fentermina/topiramato foi aprovada pela FDA em 2012 para o
tratamento de pacientes obesos ou daqueles que apresentam sobrepeso associado a alguma
comorbidade. A fentermina aumenta a quantidade de norepinefrina no hipotalamo,
estimulando a sinalizagdo POMC e suprimindo o apetite. O mecanismo de agdo do topiramato
ndo ¢ bem conhecido, mas estudos em animais sugerem que este promove aumento de gasto
energético e supressao de apetite. O estudo CONQUER, duplo-cego e controlado por placebo,
mostrou que pacientes que receberam fentermina/topiramato (Qsymia®) apresentaram
reducdo de pressdo sistdlica, dos valores de hemoglobina glicada, do colesterol LDL, de
triglicerideos e da circunferéncia abdominal. Entretanto, também apresenta efeitos adversos
indesejados,como parestesia, boca seca e discinesia. Além disso, a FDA relata a necessidade
de estudos sobre o aumento do risco de ma formagdes congénitas em bebés expostos ao
farmaco no primeiro trimestre de gestagdo das maes (UMASHANKER, 2017).

Bupropiona/naltrexona (Contrave®) foi aprovada pelo FDA em 2014. A
bupropiona ¢ um inibidor de recaptacdo de dopamina/norepinefrina, enquanto que a
naltrexona ¢ um agonista de receptor opioide que antagoniza um ciclo de feedback inibitorio
que limita as propriedades anoréxicas da bupropiona. Essa combinacdo age na ativagdo de
neuronios POMC presente no nucleo arqueado. Apresenta ainda efeitos colaterais como
nauseas, vomitos, constipacdo, dor de cabeca, discinesia, boca seca e insonia (SAUNDERS et
al., 2016).

Assim, ao longo dos ultimos 20 anos diferentes medicamentos para o tratamento
da obesidade foram descobertos, comercializados e, alguns, retirados do mercado devido aos
inimeros efeitos colaterais relatados com o uso prolongado. Entretanto, o elevado niimero de

pacientes obesos e as complicagdes relacionadas com esta condigdo instigam a descoberta de



33

novos alvos terapéuticos para o desenvolvimento de uma terapia que seja segura e eficaz, o
que ¢ favorecido pelos avancos nas dreas da genética e da biologia molecular

(NARAYANASWAMI; DWOSKIN, 2017).

1.5 Produtos Naturais e obesidade

Devido aos efeitos colaterais relacionados com os medicamentos disponiveis
atualmente para o tratamento da obesidade, outras fontes para o desenvolvimento de fArmacos
a partir de produtos naturais tém sido investigadas (FU et al., 2016). Extratos brutos e
substancias puras isoladas podem induzir a redu¢@o de peso ou prevenir a obesidade induzida
por dieta hipercalérica (MOHAMED et al., 2014).

Alguns dos produtos naturais utilizados na medicina popular para combater a
obesidade sdo a aloina (4loe Vera), alcachofra (Cynara scolynmus), boldo (Peumus boldus),
carqueja (Baccharis sp.), cascara-sagrada (Rhamnus purshiana), jurubeba (Solanum
paniculatum), maracuja (Passiflora alata), sene (Cassia angustifolia), ginseng-falso (Pfaffia
paniculata), entre outras (SIMAO, 2013).

Atualmente, a maioria dos produtos naturais estudados sdo fitoquimicos obtidos a
partir da dieta e de plantas medicinais, considerados uma fonte segura e de facil acesso, como
frutas e vegetais. Entres os fitoquimicos estudados estdo os polifendis, os fitoesterois, os
alcaloides e os terpenoides (FENG; REUSS; WANG, 2016). Estes principios ativos podem
agir por meio 1) da reducdo da absor¢do de nutriente; 2) redug¢ao da adipogénese e aumento
do gasto energético (termogénese); 3) supressdo do apetite e 4) modificagdo da composi¢do da
microbiota intestinal e aumento da eliminacdo de gordura. Entretanto, ha a necessidade de
estudos de eficacia e seguranga destes potenciais agentes anti obesidade (FU et al., 2016).

A 1inibi¢do da atividade da lipase pancreatica ¢ uma via pela qual alguns destes
produtos exercem seu efeito anti obesidade. Destacam-se algumas saponinas, polifenois,
flavanoides e a cafeina. Entre aqueles que agem por meio da supressao do apetite, estdo as
saponinas isoladas das raizes de Panax ginseng, o 4cido hidroxicitrico de Garcinia cambogia,
o extrato total de Hypericum perforatum, entre outros. O aumento do gasto energético
causado pela ativacdo da expressdo de UCP-1 ¢é também uma via promissora para novos
tratamentos da obesidade, e ¢ verificado na cafeina, na capsaicina, no chd verde e seus
extratos. A lipdlise também ¢ uma via bastante explorada, visto que a hidrélise dos
triglicerideos reduz as reservas de gordura. Este efeito foi observado na curcumina presente

na Curcuma longa, nas antocianinas de Zea mays, bem como no extrato aquoso de Panax
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ginseng e de Morus albam, entre outros (MOHAMED et al., 2014).

A nivel celular, a obesidade ¢ caracterizada pelo aumento no numero e no
tamanho dos adipocitos, formados a partir dos pré adipdcitos presentes no tecido adiposo. Os
tratamentos que visam regular este aumento na quantidade e no volume dos adipdcitos podem
futuramente fornecer um complemento importante para a redu¢do energética no combate a
obesidade (WILLIAMS et al., 2013).

Além disso, as células adiposas exercem um importante papel na homeostase
lipidica e no balango energético, estocando triglicerideos e liberando 4cidos graxos de acordo
com a necessidade energética. Assim, muitos produtos naturais que agem especificamente na
inibi¢do da adipogénese tém sido considerados promissores, embora haja a necessidade de se
avaliar o efeito disso sobre outras doencas, como diabetes tipo 2 e aterosclerose (YUN, 2010).

Entre diversos produtos que causam reducdo da diferenciacdo dos adipodcitos,
foram identificados o resveratrol, o dcido retinoico, a genisteina, a curcumina, a berberina, o
ginsenosideo Rh2 e muitos outros (FENG; REUSS; WANG, 2016). Outros ativos, como a
capsaicina, podem induzir a apoptose dos adipocitos (YUN, 2010).

Os terpenoides, ou terpenos, constituem uma das maiores familias de produtos
naturais e podem ser classificados de acordo com o numero de atomos de carbono:
hemiterpenoides (C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides (C15), diterpenoide (C20),
sesterterpenoide (C25), triterpenoides (C30), tetraterpenoides (C40) e politerpenoides (C>40).
Muitos destes estdo presentes em frutas e vegetais, cujo consumo torna-se Util para o manejo
de desordens metabolicas associadas a obesidade, como diabetes tipo 2, hiperlipidemia e
doencas cardiovasculares (GONZALEZ-CASTEJON; RODRIGUEZ-CASADO, 2011).

Virios estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar o efeito de diferentes
triterpenos ou extratos ricos destes constituintes sobre os adipocitos.

Foi evidenciado que o cicloastragenol, um triterpeno aglicona derivado de Radix
astragali inibe o acimulo de lipideos nas células 3T3-L1 e que o influxo de Ca® nestas
células pode favorecer a prevencao da adipogénese (WANG et al., 2014).

O é4cido maslinico, triterpeno do tipo oleanano encontrado em plantas como a
Olea europaea L, apresenta potencial efeito antiadipogénico em células 3T3-L1. Além de
melhorar a captacdo de glicose, este triterpeno reduz os niveis de triglicerideos nas células
reduzindo a expressio génica de PPARy e ap2. O aumento da concentracio do Ca’
intracelular observado pela agdo do acido maslinico pode estar envolvido no seu efeito

antiadipogénico (PEREZ-JIMENEZ et al., 2016).
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O triterpeno lanostano acido 3B-hidroxilanosta-9,24-dieno-21-oico isolado da
casca do caule de Protorhus longifolia melhora a captagdo de glicose nas células 3T3-Lle
reduz a diferenciacdo destas c€lulas. Além disso, a captagao de glicose também ¢ melhorada
em células musculares C2C12 (MOSA et al., 2014). Outros triterpenos do tipo lanostano,
isolados de Ganoderma lucidum também mostraram efeito de inibi¢do da diferenciacdo das
células 3T3-L1, evidenciado pela redu¢ao do acumulo de lipideos (LEE et al., 2010a).

Uma revisdao de literatura mostrou diversos estudos realizados com triterpenos
ginsenosideos, principais constituintes do ginseng (raiz da espécie Panax ginseng), sobre a
obesidade (in vivo) e a adipogénese in vitro (LI; JI, 2018). Diferentes ginsenosideos
mostraram potencial capacidade de reduzir a diferenciagcdo de células 3T3-L1(KIM et al.,

2009).

1.6 Protium heptaphyllum e o,pf-amirina

Protium heptaphyllum March (Burseraceae) ¢ uma arvore que ocorre em todo o
Brasil. Arvore de porte médio a grande, seu tronco tem casca acinzentada e pouco espessa,
suas flores sdo pequenas e seus frutos sdo da forma de drupas. Além disso, a planta tem boa
madeira para carpintaria e marcenaria. O 6leo-resina que escoa das incisdes feitas no seu
tronco tem caracteristica aromatica e € de cor amarelo-clara, solidificando ao contato com o ar
e sendo facilmente inflamado (BRAGA, 1976).

Popularmente  conhecida como  almecegueira, breu-branco-verdadeiro,
almecegueira cheirosa, entre outros, a Protium heptaphyllum ¢ largamente encontrada na
regido amazonica, onde sua seiva ¢ conhecida como breu branco (LORENZI, 1972 apud
BANDEIRA et al, 2002). Na medicina popular, esta espécie ¢ utilizada como
antiinflamatério, analgésico, expectorante e cicatrizante (CORREIA, 1984 apud BANDEIRA

et al, 2002). As figuras 3 e 4 trazem imagens dessa espécie.
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Figura 3. Frutos de Protium heptaphyllum (Burseraceae).

Fonte: http://www.arvores.brasil.nom.br/new/almecega/index.ht

Figura 4. Resina da casca de Protium heptaphyllum (Burseraceae).

Fonte: http://www.ulf-mehlig.de/jpg/dunes/du_protium-1-0.html

Da resina de Protium heptaphyllum ja foram isolados os compostos triterpénicos
a-amirina, B-amirina, breina, maniladiol, a-amirinona, -amirinona e lupenona (BANDEIRA
et al., 2002; JUNIOR; DE SOUZA; CHAVES, 2005). A a-amirina ¢ a B-amirina estdao
presentes na resina de P. heptaphyllum como uma mistura bindria (BANDEIRA, 2002) e
possuem respectivamente cadeia pentaciclica do tipo ursano e oleanano (AKIHISA et al.,

1996). Suas estruturas estdo demonstradas na Figura 5.



37

Figura 5. Estrutura molecular dos triterpenos a-amirina (1) e B-amirina (2).
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Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2004b.

A resina de Protium heptaphyllum possui efeito antiulceroso, mostrado em estudo
que revelou a prevencao de dano gastrico induzido por etanol ou etanol acidificado em
camundongos, com participa¢do de mecanismo antioxidante (OLIVEIRA et al., 2004a).

O oleo essencial obtido a partir da resina de Protium heptaphyllum coletada no
estado brasileiro do Amazonas mostrou-se capaz de reduzir a infiltracdo de eosindfilos e de
inibir o extravasamento de proteinas em camundongos induzidos a pleurisia (SIANI et al.,
1999). O ¢6leo da resina também apresentou potente inibi¢ao da proliferagao de diferentes
linhagens de células tumorais (SIANI et al., 1999). Associa-se a atividade antitumoral do dleo
da resina a elevada quantidade de monoterpenos em sua composicao (SIANI et al., 2011).

O extrato alcodlico da casca de P. heptaphyllum também mostrou atividade
citostatica (em baixas concentragdes consegue inibir metade ou totalmente o crescimento
celular) contra diferentes linhagens de células tumorais (TAYLOR et al., 2013). Extratos da
casca do caule da planta também mostraram atividade antifingica e antibacteriana
(VIOLANTE et al, 2012).

Em diferentes modelos de nocicepcdo em ratos e camundongos, o,p-amirina
apresentou atividade antinociceptiva periférica, espinhal e supra-espinhal, principalmente em
modelos inflamatdrios de dor (OTUKI et al., 2005). Em modelo de nocicepgao induzida por
capsaicina na pata de camundongos, a pré-administracdo oral de o,B-amirina causou uma
redu¢do no tempo de lambedura da pata (comportamento relacionado a nocicepgao). No

modelo de nocicepgdo visceral induzida pela administracdo de capsaicina no colon dos
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animais, a o,f-amirina também preveniu que os animais apresentassem comportamentos
relacionados a nocicep¢ao (OLIVEIRA et al., 2005a).

A mistura de a,3-amirina isolada de Protium heptaphyllum tem efeito ansiolitico e
sedativo em camundongos com mecanismo de agdo envolvendo, possivelmente, o complexo
de receptoresdo neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA). Também foi observado
efeito antidepressivo, cujo mecanismo de acao envolve possivelmente o aumento da atividade
noradrenérgica (ARAGAO et al., 2006). Foi observado efeito antinociceptivo neurogénico e
antiinflamatério em camundongos (ARAGAO et al., 2007).

Em modelo de dano hepatico induzido por acetominofeno em camundongos, o
pré-tratamento com o,f-amirina atenuou os danos causados ao figado dos animais ao
promover um menor aumento na atividade das enzimas hepaticas de alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), recuperar os niveis de glutationa hepatica (GSH),
que apresenta atividade antioxidante, reduzir consideravelmente as alteragdes histopatoldgicas
e praticamente anular a mortalidade dos animais (OLIVEIRA et al., 2005b). Em modelo de
ulcera gastrica induzida por etanol em camundongos, foi observado um efeito gastroprotetor
nos animais tratados com a a,f-amirina (OLIVEIRA et al., 2004b). Além disso, a a,f-amirina
apresentou atividade antipruriginosa (OLIVEIRA et al., 2004c) e antinociceptiva (LIMA-
JUNIOR et al., 2006).

Na colite induzida por acido trinitrobenzeno sulfénico em camundongos, a a,f3-
amirina reverteu os danos teciduais provocados e inibiu a infiltragdo de células
polimorfonucleares. Assim, tem-se um potencial efeito da o,f-amirina no tratamento de
respostas inflamatorias em doencas intestinais (VITOR et al., 2009). Apresentou também
capacidade antiinflamatéria e antioxidante em modelos de pancreatite (MELO et al., 2010a;
MELO et al, 2011).

Além das atividades bioldgicas anteriormente descritas, o Laboratério de Produtos
Naturais investigou o efeito da resina e da mistura de triterpenos ao,B-amirina sobre diferentes
modelos in vivo de indugao da obesidade ou da diabetes.

A o,B-amirina foi capaz de reduzir significativamente o aumento dos niveis de
glicose no sangue em camundongos que foram induzidos a diabetes por estreptozotocina,
aumentando também os niveis de insulina nesses animais, quando utilizada na sua maior
concentracdo (100 mg/kg). Além disso, a administragio de o,B-amirina em animais
alimentados com dieta hipercalorica reduziu significativamente o aumento nos niveis séricos
de colesterol total e de triglicerideos. Nestes animais, também houve reducdo dos niveis

séricos de lipoproteina de baixa densidade (c-LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade
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(c-VLDL) e aumentodos niveis de lipoproteina de alta densidade (c-HDL). Houve, assim,
reducdo do indice aterogénico (Al) (expresso como (c-LDL+ ¢-VLDL)/c-HDL) em todas as
concentracoes de a,- amirina testadas (SANTOS et al., 2012).

Em modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica, camundongos tratados
com o,f-amirina apresentaram menor ganho de massa corporal e de gordura visceral quando
comparados aos animais que ndo receberam a mistura de triterpenos. Comparativamente,
também houve redugdo na expressao de PPARy e LPL no tecido adiposo dos animais tratados.
Os niveis plasmaticos de leptina também foram menores nos animais que receberam a,f3-
amirina concomitantemente a alimentacdo com dieta hipercalérica quando comparados
aqueles que ndo receberam a mistura de triterpenos. Além disso, a,B-amirina reduziu os niveis
plasmaticos de resistina e de citocinas pro inflamatérias (TNF-a, IL-6 e proteina quimiotatica
de monocitos [MCP-1]) nos animais alimentados com dieta hipercalorica (CARVALHO et

al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

A obesidade tem como conseqiiéncia uma série de problemas de saide e muitos
medicamentos foram desenvolvidos na tentativa de curar esta doenga. Entretanto, o historico
desses medicamentos traz a tona a falta de confiabilidade no tratamento e a necessidade de se
aplicar abordagens alternativas. As terapias farmacoldgicas disponiveis levam a redugdo ou
controle do peso alterando o apetite, 0 metabolismo ou o consumo de calorias. Entretanto,
além da sintese dificil, apresentam desagradaveis efeitos colaterais (MIR et al., 2017).

Os produtos naturais sao utilizados na medicina tradicional ha milhares de anos
para o tratamento de diversas doengas, incluindo as desordens metabdlicas relacionadas com a
obesidade. As moléculas obtidas a partir de produtos naturais sdo consideradas importantes
alvos de estudo para a obtencdo de novos farmacos, de modo que fitoquimicos como
flavonoides, alcaloides, acidos fendlicos e vitaminas mostraram capacidade de inibir a
diferenciagdo dos adipdcitos, estimular a lipolise ou induzir a apoptose dos adipécitos in vitro
e em roedores, por exemplo (ANDERSEN et al., 2010).

Em estudos anteriores realizados no Laboratorio de Produtos Naturais, foi
observado que a resina (RPH) obtida a partir do exsudato do caule da Protium heptaphyllum
preveniu o ganho de massa em camundongos alimentados com dieta hipercaldrica, reduzindo
o acumulo de gordura visceral e os niveis plasmaticos de glicose, amilase, lipase,
triglicerideos e colesterol total, quando comparados aos animais que nao foram tratados com a
resina. Além disso, a RPH aumenta os niveis plasmaticos de grelina e reduz os niveis de
leptina quando comparados aos grupos que receberam apenas a dieta hipercaldrica. O
tratamento com a resina também reduz os niveis plasmaticos de resistina, TNF-a e IL-6
(CARVALHO et al., 2015). Além de reduzir a expressao génica de PPARy e LPL no tecido
adiposo visceral de camundongos obesos, a RPH também reduziu a diferenciacdo de células
3T3-L1 por meio da redugao da expressao proteica de PPARy e C/EBPa (CARVALHO et al.,
2015).

O estudo fitoquimico da RPH mostrou que esta ¢ constituida por triterpenos
pentaciclicos (56%), onde a mistura de triterpenos o,B-amirina € o seu principal constituinte
(42,25%). Também podem ser encontrados breina e maniladiol (9,5%) e a mistura de
lupenona com o e B-amirinona em menor quantidade (1,25%) (JUNIOR; DE SOUZA;
CHAVES, 2005).
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Desse modo, nosso laboratério também realizou estudos para investigar o efeito
da a,B-amirina na obesidade induzida por dieta hipercalorica e problemas a ela relacionados
em camundongos. Foi observado que essa mistura de triterpenos pode reduzir a expressao
génica de RNAm de PPARy e LPL no tecido adiposo branco desses animais, além de um mais
baixo ganho de massa corporal comparado aos animais que nao receberam o tratamento.
Houve também menor acumulo de gordura visceral em comparacdo aos animais que
receberam apenas a dieta hipercaldrica e niveis mais elevados de leptina e redugdo nos niveis
de grelina. Os niveis séricos de citocinas inflamatorias (TNF-o ¢ MCP-1) também foram
reduzidos (CARVALHO et al., 2017). Outro trabalho mostra que a a,f-amirina possui
capacidade de promover redugdo da dislipidemia, da hiperglicemia e do fator de risco
aterogénico, além de melhora da tolerancia a glicose em camundongos induzidos a diabetes
com estreptozotocina (SANTOS et al., 2012).

Viérios modelos de cultura de células, como linhagens de pré-adipocitos e culturas
primarias estdo disponiveis para o estudo da adipogénese. Entretanto a utilizagdo de culturas
primarias de tecido adiposo traz diversas dificuldades, devido a presenca de pré-adipdcitos em
diferentes estagios de diferenciacdo, além de pequenos vasos sanguineos, fibroblastos e até
mesmo tecido nervoso. Assim, a utilizagdo de uma linhagem celular clonal de pré-adipocitos
de camundongos ou ratos torna este estudo mais vidvel. A linhagem de células 3T3-L1 ¢ um
modelo bem estabelecido e caracterizado, e sua diferenciagdo se assemelha ao que acontece
no tecido adiposo animal (TUNG et al., 2017).

Assim, os resultados in vivo obtidos com a mistura de triterpenos a,f-amirina
levaram a necessidade de investigacdo in vitro dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no seu efeito anti-obesidade, que sdo o objeto de estudo do presente trabalho. Para
1sso, a linhagem celular 3T3-L1 foi utilizada para estudo dos mecanismos antiadipogénicos da

a,fB-amirina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

o Avaliar o efeito da mistura de triterpenos a,B-amirina, isolada da resina de Protium

heptaphyllum, sobre a adipogénese em células 3T3-L1.
3.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito da mistura de o,f-amirina sobre a viabilidade de células 3T3-L1
indiferenciadas e diferenciadas.

o Avaliar o efeito da o,f-amirina sobre a diferenciagao de células 3T3-L1 por meio de
coloracao com Qil Red O.

o Determinar a expressdo proteica de C/EBPa, C/EBPB, PPARy, SREBP-1, AMPKa ¢
AMPK fosforilada em células 3T3-L1 tratadas com a,f-amirina.

o Investigar o efeito da o,B-amirina sobre a expressao génica de C/EBPa, C/EBPJ, C/EBP6
e PPARY2 nas células 3T3-L1.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes utilizados

Material

Albumina bovina sérica (BSA)
Alcool isopropilico
Amersham ECL™ Prime
Coquetel inibidor de protease
DC Protein Assay (kit)
Dexametasona
Dimetilsulféxido (DMSO)

Dulbecco’smodified Eagle’s medium
(DMEM)

Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF)
Soro bovino fetal

Formaldeido

Full-Range Rainbow Marker

High Capacity cDNA Reverse
Transcription (kit)

Insulina

Membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF)

Soro de bezerro recém nascido
Oil Red O
Ortovanadato de sodio

Penicilina/estreptomicina

“PureLink ™ RNA Mini” (kit)

Origem

Sigma, EUA

Dinamica, Brasil

GE Healthcare, Reino Unido
Sigma, EUA

BioRad Laboratories, EUA
Sigma, EUA

Sigma, EUA

Gibco by Life Technologies, EUA

Sigma, EUA

Gibco by Life Technologies, EUA
Dinamica, Brasil

GE Healthcare, Reino Unido

Applied Biosystems, EUA

Sigma, EUA

BioRad Laboratories, EUA

Gibco by Life Technologies, EUA
Sigma, EUA
Sigma, EUA
Gibco by Life Technologies, EUA

Thermo Fisher Scientific, EUA

43
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Tampao Ripa Sigma, EUA
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (Sigma) Sigma, EUA
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H- Sigma, EUA

brometo de tetrazolio (MTT)

4.2 Metodologia experimental

4.2.1 Obtencgdo da mistura de triterpenos o,f-amirina.

A obteng¢do da resina de Protium heptaphyllum e da mistura de triterpenos o e -
amirina foi realizada pela Prof* Dr* Mariana Helena Chaves na Universidade Federal do Piaui
e pelo Prof. Msc. Armenio André de Carvalho Almeida da Silva, do Instituto Federal de
Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Piaui.

A resina exsudada do caule de Protium heptaphyllum foi coletada no municipio de
Timon, no estado do Maranhdo. A identificacdo botanica foi realizada por Roseli Farias de
Melo Barros sob deposi¢ao e registro com n° TEPB 18247, no herbario Graziela Barroso
pertencente a Universidade Federal do Piaui.

Cerca de 410 gramas da resina bruta de P. heptaphyllum foram dissolvidos em
solucdo de metanol/diclorometano (4:1), seguindo-se com a filtragcdo e a evaporacdo do
solvente. Com isso, ha um rendimento de 99,5% na obtengdo da resina branca amorfa (408
gramas sdo obtidos). Analises fitoquimicas por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN 'H e
13C) e espectrofotometria de massa mostraram a presenca de 56% de triterpenos pentaciclicos,
dos quais 42,25% se tratavam da mistura de a e B-amirina. Breina e maniladiol constituiram
9,5% dos triterpenos, enquanto que 1,25% foram identificados como uma mistura de

lupenona e a e B-amirinona (JUNIOR; DE SOUZA; CHAVES, 2005).

4.2.2 Cultura de células

A linhagem celular 3T3-L1 (ATCC/CL-173) foi adquirida junto ao Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e mantida em incubadora (NUAIRE, modelo NU-5800E) a
37°C com atmosfera de 5% de CO, As células foram mantidas em meio de cultura DMEM

com alta concentragao de glicose (DMEM high glucose), adicionado de antibidticos a uma
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concentragdo final de 100U/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina e suplementado
com 10% de soro de bezerro recém nascido (NBCS) (SUNG et al., 2010a). As células foram
subcultivadas apos aproximadamente 4 a 5 dias, quando atingiram uma confluéncia de 80%.
Seu manuseio ocorreu em cabine de seguranga biologica (fluxo laminar ESCO classe II,
modelo AC2-4E8). O crescimento e a morfologia das células eram acompanhados em

microscopio Optico de inversdo (NIKON, modelo Eclipse TS100).
4.2.3 Inducao da adipogénese das células 3T3-L1

Para induzir a diferenciagdo dos pré adipdceitos 3T3-L1 foi utilizado o protocolo
sugerido por Watanabe e colaboradores (WATANABE et al., 2010), com algumas
adaptagdes, como mostra o fluxograma 1. As células 3T3-L1 foram mantidas em placas de 6
pocos na concentracdo de 5 x 10* células/mL em meio basal I (DMEM high glucose, NBCS e
antibioticos). Nessa condicdo, as células atingem a confluéncia apos 48h, quando o meio ¢
trocado pela primeira vez.

Apos mais 24h, a indugdo da diferenciagao (dia 0) foi iniciada utilizando-se meio
basal II (DMEM high glucose 89% v/v, soro fetal bovino 10% v/v e antibidticos 1% v/v),
contendo 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 0,25 pyM de dexametasona e¢ 10
pg/mL de insulina (meio de indugdo). No dia 2, o meio foi trocado por meio basal II
adicionado de 10 pg/mL de insulina (meio de maturagdo) por 48 h. Apds esse periodo, as
células foram mantidas em meio basal II até o dia 10, com trocas de meio a cada 48 h. Para
avaliar o efeito da a,B-amirina sobre a diferenciacdo das células, a sua adi¢do ao meio de

cultura foi feita a partir do dia 0, sendo readicionada a cada troca de meio.
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Fluxograma 1. Metodologia de diferenciacdo dos pré-adipdcitos 3T3-L1 em adipocitos.

Plaqueamento Meio BasalI (BMI) Meio DMEM high glucose
. Antibioticos 10% NBCS
(48h - Confluéncia) P/S
Trocad io - BMI
oca de meio ':[::' i i
(24h)
z Iei o anciacE Meio BM II B
Dias 0—2 (48h) ?II;:;SE DiferenciacioI itk 0.5 mM
) Insulina 10 pg/mL
Dexametasona 0,25 pM
Dias2—4 (48h) Meio de Diferenciacio Meio BM II
II (DM IT) Insulina 10 pg/mL
Dias4—10 Meio Basal IT (BM II) Meio DMEM high glucose ™.~
Antibioticos 10% FBS
Troca de meio a cada 48h. P/'S
Dia 10 Finalizacio

Fonte: Watanabe et al., 2010, adapatado.

4.2.4 Ensaio de viabilidade celular pelo teste do MTT

O efeito da mistura de triterpenos sobre a viabilidade celular foi avaliado pelo
método do MTT, o 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolio. Este ensaio
se baseia no fato deste sal ser reduzido a um produto de coloragao purpura, o sal de formazan,
pela atividade de enzimas desidrogenases presentes na mitocondria da célula vidvel, o que
permite quantificar a porcentagem de células vivas (MOSMANN, 1983).

As células 3T3-L1 indiferenciadas foram plaqueadas na concentragio de 6x10*
células/mL em placa de 96 pogos. Apds a confluéncia das células chegar a aproximadamente
70%, a a,B-amirina foi adicionada nos pogos nas concentragdes de 6,25; 12,5; 25; 50; 100;
200 e 400 pg/mL por um periodo de 24 h. Em seguida, o meio foi retirado e o MTT
adicionado na concentracdo final de 1 mg/mL em meio DMEM high glucose (150 uL/poco)
durante 3 h. Apds esse tempo, o meio foi retirado e o formazan (precipitado) foi

ressuspendido com 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO) por poco. As absorbancias foram
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medidas em espectrofotometro de placa (Biochrom® Asys, UVM 340) a 570 nm (HE et al.,
2013).

A viabilidade das células diferenciadas sob a influéncia da a,B-amirina também
foi avaliada. Para isso, as células 3T3-L1 foram plaqueadas na concentracio de 3x10*
células/mL e, em seguida, submetidas ao processo de diferenciagdo anteriormente descrito.
No 9° dia, a a,B-amirina (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 pg/mL) foi adicionada por um
periodo de tempo de 24 h. O meio foi retirado e o MTT foi, entdo, adicionado a uma
concentracdo final de 1 mg/mL durante 3h. Apds esse periodo, o meio foi retirado e 200 uL
de DMSO foram adicionados para a dissolucdo do formazan formado, seguindo-se de uma
diluicdo também em DMSO (10 vezes) e leitura da absorbancia a 570 nm. A viabilidade

celular foi medida como porcentagem do controle (HE et al., 2013).

4.2.5 Avaliacgdo da inibicdo do processo de diferenciacio pela a,f-amirina através da
coloracio com Oil Red O

Para avaliar o efeito da a,f-amirina sobre a diferenciacdo das células 3T3-L1, a
substancia em teste foi incubada com as células nas concentragdes de 12,5; 25 e 50 ug/mL,
desde o dia 0 até o dia 10 do processo de diferenciacdo, conforme detalhado no item 4.2.3.

As células foram observadas diariamente ao microscopio Optico e fotografadas no
dia 10 do processo de diferenciacdo. Neste dia, as células foram submetidas a coloragdo com
Oil Red O com o objetivo de avaliar e mensurar a inibi¢do do processo de diferenciagdo pela
a,fB-amirina.

A coloracao com Oil Red O ¢ um método utilizado para avaliar a diferenciagdo
dos pré adipocitos em adipécitos devido a capacidade que este corante tem de se ligar aos
triglicerideos e ser facilmente extraido com isopropanol. A sua absorbancia pode, entdo, ser
medida em espectrofotometro a 510 nm (RAMIREZ-ZACARIAS; CASTRO-MUNOZLEDO;
KURI-HARCUCH, 1992).

A solucdo de Oil Red O foi preparada na concentragdo de 0,5% (p/v) em alcool
isopropilico e mantida sob agitagdo por cerca de 8 h, seguida de refrigeracdo a 4 °C (solugao
estoque). A solugdo foi, entdo, filtrada e misturada com 4gua destilada na proporcao de 6:4
(solugdo de trabalho). Apds 20 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a solucdo de
trabalho foi filtrada.

Apds os dez dias de diferenciagdo e tratamento com o,B-amirina, os adipocitos

foram lavados duas vezes com solu¢do de PBS (tampao fosfato salina) e fixados com
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formaldeido 4% em PBS Ix por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram lavadas com PBS 1x e alcool isopropilico 60% e secas a temperatura ambiente. A
solucdo de trabalho de Oil Red O foi entdo adicionada (1,5 mL/pogo) por 2 h. Em seguida, as
células foram extensivamente lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente para
serem fotografadas. Para leitura em espectrofotometro, o corante foi extraido com alcool
isopropilico 60% (1,5 mL/poco) e a absorbancia medida a 510 nm. O percentual de corante

foi calculado relativo ao controle (KASTURI; JOSHI, 1982; SUNG et al., 2010a).

4.2.6 Western blot

A técnica do Western blot é frequentemente utilizada na separacdo e identificagao
de proteinas. Por meio de eletroforese, uma mistura de proteinas ¢ separada com base no seu
peso molecular e, entdo, sdo transferidas para uma membrana adequada. A membrana pode,
entdo, ser incubada com um anticorpo especifico para a proteina que se deseja identificar
(MAHMOOD; YANG, 2012).

Neste trabalho, a técnica do Western blot foi aplicada para avaliar a redug¢ao ou o
aumento provocado pela o,B-amirina na expressao de proteinas envolvidas na diferenciagao

dos adipocitos 3T3-L1.

4.2.6.1 Extragdo de proteinas totais

Apo6s os dez dias de diferenciacdo e tratamento com a,B-amirina, as células
foram lavadas duas vezes com PBS e, em seguida, adicionaram-se 300 puL de tampao RIPA
gelado em cada poco. Ao tampao RIPA foram adicionados coquetel inibidor de protease a
1:100 (v/v), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a 2mM e o ortovanadato de sédio, um
inibidor de fosfatase, a 1 mM.

Em seguida, foi feita a desaderéncia mecanica das células com cell lifter nesta
solucdo e transferiu-se o conteudo para tubos tipo eppendorf. As amostras ficaram em gelo
por 2 horas e a cada 20 min eram agitadas no vortex e sonicadas por 5 min. Ao final, as
células foram centrifugadas a 8000 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi separado e

conservado a -20°C para posterior quantificacdo das proteinas totais.
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4.2.6.2 Quantifica¢do das proteinas totais

A quantificagdo de proteinas totais foi realizada por meio do método
colorimétrico proposto por Lowry et al (1951) com kit DC Protein Assay (BioRad
Laboratories) segundo metodologia do fabricante.

Para calibragdo do método foi realizada uma curva padrdo de BSA (0,25-2.,5
mg/mL) diluida em tampao RIPA. Em seguida, 5 pL de cada amostra ou BSA diluida, foram
colocados em triplicata na placa de 96 pocos. Adicionou-se, entdo, 25 uLL da solucao A’ (20
pL reagente S + 1 mL do reagente A) e 200 uL do reagente B. A placa foi coberta com papel
aluminio e incubada no escuro sob agitacao leve por 10 min e a leitura da absorbancia foi feita
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 750 nm.

A concentragdo de proteina em cada amostra foi determinada por meio da curva
gerada pelo BSA, ao ser plotado o grafico da absorbancia versus quantidade de proteinas. A
curva foi gerada a partir de regressdo linear e os valores de absorbancia obtidos para cada
amostra foram substituidos na equacdo da curva a fim de se determinar as respectivas

concentracoes de proteina por meio do programa GraphPad Prism 5.0.

4.2.6.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a separagdo das proteinas por peso molecular, foi realizada a eletroforese em
gel de poliacrilamida em sistema vertical (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979).

A separagdo das proteinas totais com base no peso molecular foi realizada em
sistema vertical BioRad Laboratories mini-PROTEAN® Tetra Cell. Para isso, foi feito um gel
de separacdo com concentracdo final de 8% de poliacrilamida (para deteccdo de PPARy,
SREBP-1, AMPKa ¢ AMPK-fosforilada) ou 12% de poliacrilamida (para deteccdo de
C/EBPp e C/EBPa) em tampao Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 (BioRad Laboratories). Sobre este gel,
foi aplicado um gel de empacotamento com 5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 0,5M,
pH 6,8 (BioRad Laboratories).

O primeiro pogo de cada gel foi preenchido com o marcador de peso molecular
Full-Range Rainbow Marker (12 — 225 kDa; GE Healthcare). Cada amostra foi carregada
com tampao de Laemmli 5x (1:5 v/v) e aquecida a 100 °C por 10 min em banho seco. A
seguir, aplicaram-se 20 pug de proteina total de cada amostra no gel e a corrida de eletroforese
foi realizada a uma voltagem constante de 125 V e amperagem livre (fonte elétrica modelo

PowerPac™, modelo HCPower Supply) a temperatura ambiente. O tempo de corrida variou
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de 1 he 20 min a 1 h e 40 min. Os detalhes dos tampdes utilizados e do preparo dos géis estdo

no apéndice.

4.2.6.4 Eletrotransferéncia

As proteinas separadas foram transferidas para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) (Bio-Radlmmun-Blot PVDF, BioRad Laboratories). A membrana foi
previamente molhada em metanol e colocada em contato com o gel em suporte apropriado
para a eletrotransferéncia pelo método de imersao (BioRad Laboratories, modelo MiniTrans
Plot Modulo), contendo papéis de filtro e esponjas molhados com tampao de transferéncia
gelado (ver detalhes no apéndice). A eletrotransferéncia foi realizada sob amperagem

constante de 400 mA, voltagem livre e temperatura de 4 °C durante 2 h.

4.2.6.5 Imunodetec¢do

Com o término da transferéncia, as membranas ficaram incubadas overnight com
solugdo de leite desnatado 5% em TBST 1x ou BSA 5% em TBST 1x, para bloqueio de
interagdes inespecificas do anticorpo com a membrana. Em seguida, foram incubadas por uma
hora com o anticorpo primario de interesse.

Os anticorpos primarios utilizados tinham especificidade para reconhecer as
seguintes proteinas de camundongo: PPARy (Abcam®), C/EBPa (Abcam®), C/EBPf
(Abcam®), SREBP-1 (Santa Cruz Biotechnology®), AMPKa (Cell Signaling Technology®)
e AMPK fosforilada (Cell Signaling Technology®). O anticorpo primério anti -actina (Cell
Signaling Technology®) foi utilizado como padrao endogeno. O anticorpo anti C/EBPa foi
diluido em solu¢do de BSA 5% em TBST 1x na propor¢do de 1:500. Todos os demais
anticorpos primarios foram preparados em BSA 5% em TBST 1x na proporcdo de 1: 1000.

As membranas foram novamente submetidas a 5 lavagens com TBST Ix sob
agitacdo moderada (5 minutos/lavagem) e incubadas com o anticorpo secundario anti-rabbit
IgG conjugado com enzima peroxidase (Cell Signaling Technology®), diluido na propor¢ao
de 1:3000 em BSA 5% em TBST 1x. Para detec¢do por quimioluminescéncia, foram
utilizados cerca de 500 pL/ membrana do reagente Amersham ECL™ Prime (GE Healthcare).
O reagente foi incubado com as membranas no escuro por 5 minutos e a aquisi¢do de imagens

foi realizada no equipamento ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad Laboratories).
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4.2.6.6 Analise de dados

Para analise das imagens foi utilizado o Software Image Lab™ Software versao
5.1 (BioRad Laboratories). Apds a normalizagdo com B-actina, a média do grupo controle em
cada membrana foi considerada como 1 e os resultados foram expressos como unidades

arbitarias.

4.2.7 Expressdo do RNAm de C/EBPf, C/EBPo, PPARy2 e C/EBPa, pela reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (PCR quantitativa)

4.2.7.1 Extracdo de RNA

A extra¢do do RNA total das células 3T3-L1 foi realizada com kit de extracao de
RNA PureLink™ RNA Mini (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) de acordo com as
condigoes do fabricante.

No décimo dia de diferenciacdo e tratamento com o,-amirina, as células 3T3-L1
foram lavadas duas vezes com tampao PBS. Em cada pogo da placa de 6 pogos, foram
adicionados 300 pL de Lysis Buffer com beta-mercaptoetanol (1% v/v). As células foram,
entdo, desaderidas com cell lifter e transferidas para tubos tipo eppendorf estéreis livres de
DNAse. O contetdo de cada tubo foi agitado no vortex e homogeneizado com seringas de
agulhas 21G. O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g/2 min e o sobrenadante aqui obtido
foi transferido para um novo eppendorf e centrifugado a 20.000 x g/5 min.

O sobrenadante foi retirado e transferido para outro tubo, ao qual foram
adicionados 500 pL de etanol 70%. Essa mistura foi agitada no vortex e, em seguida, foram
transferidos 700 pL para uma coluna spin (inserida em um tubo de coleta de 2 mL) e
centrifugados a 12.000 x g/20 s. O contetido que atravessou a coluna foi descartado e a coluna
spin foi reinserida no mesmo tubo coletor, para que um possivel volume de amostra ainda
restante fosse centrifugado e o material de interesse recuperado no filtro. O tubo de coleta foi,
entdo, descartado e a coluna spin adicionada a um novo tubo.

A cada coluna foram adicionados 700 pL. de Wash Buffer I, seguidos por uma
centrifugacao de 12000 x g/20 s. O contetido que atravessou a coluna foi descartado. A cada
coluna foram, entdo, adicionados 500 puL de Wash Buffer II, seguidos por centrifugacido de
12000 x g/20 s. Este passo foi repetido e tudo o que atravessou o filtro para o tubo de coleta

foi descartado.
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Para remocao completa do Wash Buffer 11, a coluna spin foi readicionada ao tubo
coletor e centrifugada a 12000 x g/2 min. O contetido que atravessou o filtro foi descartado e
cada coluna spin foi transferida para um novo tubo coletor. Seguiu-se com a adi¢ao de 40 uL
de dgua RNAse free a coluna spin e, apds 1 min em repouso para elui¢do do RNA, foi feita a
centrifugacdo a 13000 x g/2 min.

As amostras foram quantificadas em espectrofotometro NanoDrop® na
absorbancia de 260 nm. A qualidade de cada amostra de RNA foi determinada pela razdo
entre os valores obtidos nas absorbancias 260/280, onde as amostras consideradas puras

obtiveram valores entre 1,8 -2,0 (PAN; HUNG, 2002).

4.2.7.2 Transcrigdo reversa e PCR em tempo real (qPCR).

O RNA extraido e quantificado foi submetido a reacao de transcri¢ao reversa de
acordo com as instrugdes do fabricante do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems). Para este fim foi utilizado o seguinte ciclo termal: 25°C/ 10 min —
37°C/ 60 min — 37°C/60 min — 85°C/5 min — 4°C/c0.

O cDNA obtido para cada amostra foi submetido a reagdo de transcriptase reversa
seguindo as recomendacdes do fabricante do kit GoTaq- gPCR Master Mix® contendo a
sonda SYBER Green® (Promega).

Os primers obtidos (oligonucleotideos) foram desenhados no programa
OligoPerfect™ Designer (Invitrogen) e estdo descritos na tabela 2.

As reagdes foram realizadas em aparelho Mx3005p PCR System, onde foram
realizados 40 ciclos com desnaturacdo em 95°C/15s, anelamento/extensdo em 59°C/60 s. A
especificidade dos primers na amplificagdo dos genes de interesse foi analisada por meio da
curva de melting e a verificacdo da qualidade e intensidade das bandas formadas na
amplificacdo foi verificada através de corrida eletroforética em gel de agarose 1% com
coloragdo em brometo de etideo. O registro do gel foi feito em equipamento ChemiDoc™ MP
Image System.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata experimental e a analise dos
dados foi feita por meio da comparacdo do Cycle threshold (Ct) de cada amostra com as
médias relativas a quantificagdo do gene de referéncia (ou seja, f-actina) para a obten¢do do

delta Ct (2-AA Ct) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Tabela 2. Sequéncia génica e temperatura de anelamento dos primers utilizados.

Gene

Sequéncia

Temperatura de anelamento

PPARy2

Forward
5’GGGATAAAGCATCAGGCTTCC3
Reverse
5’CAGCAAGGCACTTCTGAAACCS’

59°

C/EBPa

Forward
5’GAAGGTGCTGGAGTTGACCAGY
Reverse
5’CCTTGACCAAGGAGCTCTCAG?3’

59°

C/EBP

Forward
5’GGACAAGCTGAGCGACGAGTA®
Reverse
5’CAGCTGCTCCACCTTCTTCTG3’

59°

C/EBPd

Forward
5’ACTCCTGCCATGTACGACGAC?S’
Reverse
5’GAAGAGGTCGGCGAAGAGTTC3’

59°

B-actina

Forward
5’GGGAATGGGTCAGAAGGACTC3
Reverse
5’GGTGTGGTGCCAGATCTTCTC3’

59°

Fonte: GHOSH et al., 2012.

4.2.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e

analisados pela Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman Keuls.

Os resultados obtidos da quantificagdo da PCR em tempo real foram avaliados se seguiam

uma distribuicdo normal por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Observada a

normalidade, os dados paramétricos foram analisados pelo teste t de Student. Todos os testes

foram utilizados no programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,

USA) e os valores considerados estatisticamente significantes apresentaram valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio de viabilidade celular pelo teste do MTT

5.1.1 Efeito da a,f-amirina sobre as células 3T3-L1 indiferenciadas

O efeito da o,B-amirina sobre a viabilidade das células 3T3-L1 foi avaliado pelo
método colorimétrico do MTT. As células foram incubadas com o,B-amirina em diferentes
concentragdes (6,25 — 400 pg/ mL) por um periodo de 24 h. O teste do MTT mostrou que
apenas concentragdes mais altas de a,p-amirina, 200 ¢ 400 pg/mL, causaram reducdo na

viabilidade das células (61,5% e 87%, respectivamente) (Grafico 1).

Grafico 1. Efeito da o,B-amirina sobre a viabilidade das células 3T3-L1 indiferenciadas.
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Os resultados estdo expressos como os valores da média £ E.P.M. ap6s dois experimentos independentes
realizados em triplicata. ***p < 0,001 vs controle (C) (ANOVA, seguido pelo Teste de Newman-Keuls).

5.1.2 Efeito da a,fp-amirina sobre as células 3T3-L1 diferenciadas

O ensaio de viabilidade também foi realizado nas células diferenciadas. Aqui, foi
observado que o,B-amirina nao causa redugdo de viabilidade nos adipdcitos maduros apos 24
h de incubacao a 37°C nas concentragoes de 3,125 a 50 ug/mL. Houve reducao de viabilidade

celular a partir da concentragdo de 100 ng/mL (Gréfico 2). As concentragdes de 100, 200 e
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400 pg/mL causaram redugdo da viabilidade celular em 21,9; 83,2 e 94,7%, respectivamente.

Assim, as concentracdes de 6,25 a 50 pg/mL foram utilizadas nos demais experimentos.

Grafico 2. Efeito da a,-amirina sobre a viabilidade das células 3T3-L1 diferenciadas.
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Os resultados estdo expressos como os valores da média = E.P.M. apds dois experimentos independentes realizados
em triplicata. *p<0,05 e ***p < 0,001 vs controle (ANOVA, seguido pelo Teste de Newman-Keuls).

5.2 Analise do efeito da o,B-amirina sobre o processo de diferenciacio adipocitaria

através da coloraciao com Oil Red O

As células 3T3-L1 foram submetidas ao processo de diferenciacdo e tratadas com
a,B-amirina durante 10 dias. As células foram fotografadas ao microscopio no dia 10 (Figura
6) e submetidas a coloracao com Oil Red O (Figura 7).

A andlise microscopica seguida pela coloracdo com Oil Red O nos adipdcitos
diferenciados (dia 10) mostra que a o,B-amirina nas concentragdes de 6,25, 12,5, 25 e 50 pg/
mL reduziu o acimulo de lipideo nas células quando comparadas ao grupo controle em
aproximadamente 34, 44, 68 e 75%, respectivamente (Grafico 3). Assim, estes resultados

mostram que a o,B-amirina influencia no processo de diferenciagdo dos adipocitos.



Figura 6. Efeito de a,B-amirina sobre o acimulo de lipideos em células 3T3-L1 diferenciadas por 10 dias.

A) Controle

B) o.p- amirina 6,25 pg/mL

D) o.p- amirina 25 pg/mL
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Fotomicrografias de células 3T3-L1 tratadas com a,f- amirina 6,25 — 50 pg/mL no 10° dia apos a indugéo da adipogénese (aumento de 400 x). A seta vermelha indica o
acuamulo de lipideos caracteristico nas células adiposas.
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Figura 7. Efeito de a,B-amirina sobre o acaimulo de lipideos em células 3T3-L1 diferenciadas por 10 dias e submetidas a coloracdo com Oil Red

0.

z = -

B) a.B-amirina 6,25

E) o.p- amirina 50 pg/mL
T T B

Fotomicrografias de células 3T3-L1 tratadas com a,- amirina 6,25 — 50 pg/mL no 10° dia apos a indug@o da adipogénese (aumento de 400 x). A seta escura
indica o acumulo de lipideos caracteristico nas células adiposas (corados com Oil Red O).
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Grafico 3. Efeito de a,B-amirina sobre os niveis lipidicos corados por Oil Red O em células
3T3-L1.

1201
@
= _ 100 =
==
= £ 804 -
= = — Fokk
S @
=
E .\? 40_ *kk b
= 2 ‘ \
3 201 ‘ \
0 T T T T T
C 6,25 12,5 25 50

a,B-amirina (ug/mL)

Os resultados estdo expressos como os valores da média + E.P.M. apds trés experimentos independentes
realizados em triplicata. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro a 510 nm. ***p < 0,001 vs
controle (ANOVA, seguido pelo Teste de Newman-Keuls).



5.3 Analise do efeito da a,B-amirina sobre a expressao proteica de fatores de transcricao

da adipogénese em células 3T3-L1

A fim de se avaliar o papel da a,p-amirina sobre fatores adipogénicos nas células
3T3-L1, foi feita andlise de expressao proteica por Western Blot. Considerando-se os
melhores resultados obtidos no experimento anterior, decidimos nado utilizar a concentragao
de 6,25 pg/mL para os demais experimentos.

Um dos primeiros fatores de transcricdo envolvidos na diferencia¢do das células
3T3-L1 ¢ o C/EBPp. Sua expressao nas células foi analisada no segundo dia da adipogénese,
visto que a sua presenca ¢ rapidamente reduzida. Nas células diferenciadas (dia 2), a
expressdao foi 73,9% maior que no grupo de células indiferenciadas. A o,B-amirina nao
reduziu a sua expressao em nenhuma das concentracdes testadas (Figura 8).

Foi analisada a expressao dos reguladores centrais da adipogénese (C/EBPa e
PPARY) no décimo dia da diferenciacao celular. A expressdao da proteina C/EBPa nas células
diferenciadas foi 68,9% maior que a expressdo no grupo de células indiferenciadas. Os
resultados também mostram que a o,B-amirina nas concentragdes de 12,5; 25 e 50 pug/mL
reduziu a expressdao de C/EBPa em 50,9; 50,1 e 62%, respectivamente (Figura 9).

A expressio de PPARy foi 44% maior nas células diferenciadas quando
comparadas com as células indiferenciadas. Por sua vez, o tratamento das células com o,p-
amirina durante a diferenciacdo reduziu em 54 e 54,8% a expressdo de PPARY nas células
tratadas com 25 e 50 ug/mL dos triterpenos, respectivamente (Figura 9).

A expressao de SREBP-1, fator de transcricao relacionado com a lipogénese,
também foi analisada apos dez dias de diferenciagdo e tratamento com a,B-amirina. A
expressdo deste fator de transcrigdo foi 39,6% maior nas células diferenciadas quando
comparadas as c¢lulas indiferenciadas. Por sua vez, a concentragcdo de 50 ug/mL dos
triterpenos reduziu em 41,1% a sua expressao (Figura 10).

Por fim, foi evidenciado que a a,B-amirina ndo altera a expressao de AMPKa total

e ndo participa da sua fosforilagdo em nenhuma das concentragdes testadas (Figura 11).
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Figura 8. Efeito da a,B-amirina sobre a expressao da proteina C/EBPP apos 2 dias de diferenciacao das células 3T3-L1.
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As células 3T3-L1 foram diferenciadas por 2 dias para andlise da expressdo de C/EBPp na auséncia ou presenca de o,B-amirina nas concentracdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL. A
sigla “ND” se refere as células que nao foram induzidas a diferenciacdo e “D” as células que foram diferenciadas e nao receberam tratamento. Os resultados estdo expressos
como os valores da média £ E.P.M. apos trés experimentos independentes realizados em duplicata (ANOVA, seguido pelo Teste de Newman-Keuls).
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Figura 9. Efeito da a,B-amirina sobre a expressao das proteinas C/EBPa e PPARy apds 10 dias de diferenciagao das células 3T3-L1.
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As células 3T3-L1 foram diferenciadas por 10 dias na auséncia ou presenga de a,B-amirina nas concentracdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL. A sigla “ND” se refere as células
que ndo foram induzidas a diferenciacdo e “D” as células que foram diferenciadas e ndo receberam tratamento. Os resultados estdo expressos como os valores da média +
E.P.M. ap6s trés experimentos independentes realizados em duplicata. *p < 0,05 vs controle (ANOVA, seguido pelo Teste de Newman-Keuls).



Figura 10. Efeito da a,f-amirina sobre a expressao da proteina SREBP-1 ap6s 10 dias de diferenciacao das células 3T3-L1.
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As células 3T3-L1 foram diferenciadas por 10 dias na auséncia ou presenga de a,B-amirina nas concentracdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL. A sigla “ND” se refere as células
que ndo foram induzidas a diferenciacdo e “D” as células que foram diferenciadas e ndo receberam tratamento. Os resultados estdo expressos como os valores da média +
E.P.M. ap6s trés experimentos independentes realizados em duplicata. ***p < 0,01 vs controle (ANOVA, seguido pelo Teste de Newman-Keuls).



Figura 11. Efeito da a,-amirina sobre a expressao da proteina AMPKoa e da sua forma fosforilada apds 10 dias de diferenciacdo das células 3T3-
L1.

AP A R W panarx

p-actina — —  mm— AMPKo —— — ———
Controle a.p-amirina (pg/mL) Controle a,p-amirina (pg/ml)
1.59 1.5-
== S
= 2 e g
SE 10 L= 82 i
2= 1.0 | 58 10- I |
il S 1
S | | S o
33 28
&= 05 v 2
% Z 0.5 E @ 0.5-
<2 33
0.0 T T T T 0.0 T T I I
D 12,5 25 50 D 12,5 25 50
Controle a,B-amirina (pg/mL) Controle o, pB-amirina (ug/mL)

As células 3T3-L1 foram diferenciadas por 10 dias na auséncia ou presenga de o,B-amirina nas concentragdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL. “D” as células que foram
diferenciadas e ndo receberam tratamento. Os resultados estdo expressos como os valores da média + E.P.M. apos trés experimentos independentes realizados em duplicata.
*p < 0,05 ¢ **p < 0,001 vs controle (ANOVA, seguido pelo Teste de Newman-Keuls).



5.4 Efeito da a,p-amirina na expressao relativa dos genes C/EBPp, C/EBPo6, PPARY2 e
C/EBPa

A andlise da expressdo génica por PCR em tempo real mostrou que a expressao do
gene C/EBPP foi 1,8 vezes maior nas células diferenciadas por 2 dias, comparativamente ao
grupo de células indiferenciadas. A a,B-amirina nao influenciou na expressao deste gene em
nenhuma das concentracdes testadas. Para o gene C/EBPS a expressdao nas células
diferenciadas foi 8,7 vezes maior que nas células indiferenciadas. Aqui, a a,-amirina também
nao influenciou na expressao deste gene nas células tratadas com as diferentes concentragdes
(Figura 12).

Foi observada que a expressdo do gene C/EBPa nas células diferenciadas por 10
dias foi 37,1 vezes maior que no grupo de células indiferenciadas. Além disso, a a,B-amirina
nas concentragdes de 12,5; 25 e 50 pg/mL reduziu a expressio do gene C/EBPa
comparativamente a expressdo do gene do grupo controle em 1,9; 2,1 e 7,3 vezes,
respectivamente. Ja a expressdo do gene PPARy2 nas células diferenciadas foi 5,2 vezes
maior que a expressdo nas c€lulas indiferenciadas. A a,B-amirina nas concentragdes de 12,5;
25 e 50 pg/mL reduziu a expressao desse gene em 1,7; 1,3 e 1,9 vezes comparativamente a
sua expressao no grupo controle (células diferenciadas por 10 dias), como mostra a Figura

13.

64



65

Figura 12. Efeito da a,B-amirina sobre a expressao relativa dos genes C/EBP e C/EBP6

em células 3T3-L1 diferenciadas por 2 dias.
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As células 3T3-L1 foram diferenciadas por 2 dias na auséncia ou na presenga de a,B-amirina nas concentragdes de
12,5; 25 e 50 pg/mL. A sigla “ND” se refere as células que ndo foram induzidas a diferenciacdo e “D”, as células
que foram diferenciadas e ndo receberam tratamento. As expressdes de cada gene foram normalizadas usando [3-
actina como controle interno. Os resultados estdo expressos como média = E.P.M apods dois experimentos
independentes realizados em triplicata (Teste t de Student).

Figura 13. Efeito da o,B-amirina sobre a expressdo relativa dos genes C/EBPa e

PPARYy2 em células 3T3-L1 diferenciadas por 10 dias.
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As células 3T3-L1 foram diferenciadas por 10 dias na auséncia ou na presenga de a,B-amirina nas concentragdes
de 12,5; 25 e 50 pg/mL. A sigla “ND” se refere as células que ndo foram induzidas a diferenciagdo e “D”, as
células que foram diferenciadas e ndo receberam tratamento. As expressoes de cada gene foram normalizadas
usando f-actina como controle interno. Os resultados estdo expressos como média = E.P.M apods dois
experimentos independentes realizados em triplicata (D). *p<0,05 ¢ **p<0,001(Teste t de Student).
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho mostra o efeito da mistura de triterpenos a,fB-amirina sobre a
diferenciagdo das células 3T3-L1 e a inibicdo da expressdo de fatores de transcri¢ao
relacionados com este processo.

A exposi¢do dos pré-adipocitos 3T3-L1 aos indutores da diferenciagdao leva a
ativacdo dos eventos iniciais, caracterizados pela expressdo de proteinas ligantes ao
amplificador CCAAT (CCAAT/enhancer binding proteins, C/EBPs): C/EBPB e C/EBPd
(QUEIROZ et al., 2009), fatores de transcricdo que desempenham fungdes reguladoras
importantes no inicio do processo de diferenciagdo terminal dos adipécitos (CAO; UMEK;
McKNIGHT, 1991). Alteragdes genéticas envolvendo o fator C/EBPP causam prejuizo no
desenvolvimento do tecido adiposo em camundongos (GUO; LI; TANG, 2015).

Entre os alvos de C/EBP e C/EBP estdo os genes que codificam os fatores de
transcricdo centrais da adipogénese, C/EBPa e PPARY, além de SREBP-1, reguladora de
genes lipogénicos. PPARy e CEBPa se autoregulam para se manter expressos e estimulam o
processo de diferenciacdo pela ativacdo transcricional de muitos genes que codificam
proteinas importantes para a manutencao do fenotipo do adipocito, tais como o transportador
de glicose tipo 4 (Glut-4), proteina de ligacao a acido graxo 4 (FABP4), também conhecida
como proteina adipocitica 2 (aP2), lipoproteina lipase (LPL), sn- 1- acilglicerol-3-fosfato
acetiltransferase 2 (AGPAT2), perilipina e hormonios como adiponectina e leptina
(DARLINGTON; ROSS; MacDOUGALD, 1998; LOWE; O’RAHILLY; ROCHFORD,
2011).

Observou-se que o efeito da o,f-amirina envolve a redugcdo da expressdo de
PPARy e C/EBPa, reguladores centrais do processo de diferenciacio e de SREBP-1,
relacionado com a lipogénese. Além disso, ndo houve alteracdo na expressao proteica de
C/EBPp no 2° dia do processo de diferenciagdo. Por meio da analise da expressao de RNAm
por meio de PCR em tempo real quantitativa, encontramos que a o,f-amirina inibe a
expressdo génica de C/EBPa (ao 10° dia de diferenciagdo), sem causar alteracdes na
expressao de C/EBPB e C/EBP6 (ao 2° dia do processo de diferenciacao). Estes resultados
indicam que a a,B-amirina pode ndo agir nos estagios iniciais da adipogénese, mas influencia
a expressao dos fatores de transcri¢do fundamentais neste processo.

Os triterpenos acido ursolico e acido oleandlico apresentam estrutura quimica

semelhante a da o,B-amirina (AKIHISA et al., 1996).
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Corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho, o triterpeno acido
oleanodlico inibe a diferenciacdo de células 3T3-L1 reduzindo a expressao proteica de PPARYy
e C/EBPa apos 6 dias de diferenciacdo, bem como a expressdo génica de RNAm, analisado
por RT-PCR convencional (SUNG et al., 2010b). Além disso, um estudo com camundongos
mostrou que o acido oleandlico provocou reducao de peso corporal e da gordura abdominal,
além de melhora dos niveis de glicose e de lipideos no sangue em camundongos submetidos a
dieta hipercalérica (MELO et al, 2010b).

Outro estudo realizado com o triterpeno acido ursélico mostrou a sua capacidade
de reduzir o acimulo intracelular de lipideos em células 3T3-L1, evidenciado pela coloragao
com Qil Red O, e de estimular a lipdlise (HE et al., 2013). Também foi observada melhora da
captacdo de glicose em adipdcitos 3T3-L1 diferenciados e estimulo a translocagdo do GLUT-
4 citoplasmatico para a membrana por mecanismo que envolve a via fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) (HE et al., 2014).

Diferente do que foi observado na acao da a,B-amirina, o acido ursolico reduz a
expressao de C/EBPP no dia 2 do processo de diferenciacdo e subsequentemente reduz a
expressao proteica de PPARy e C/EBPa, no dia 6 da adipogénese (HE et al., 2013). Nesse
periodo, também houve redugdo na expressao de SREBP-1c. Ao reduzir a expressao destes
importantes fatores de transcri¢do, a expressao proteica de alvos para estes fatores também foi
avaliada. O tratamento com dacido ursolico reduziu a expressdo de acetil-Coenzima A
carboxilase (ACC) pelo aumento da sua fosforilacao (pACC) e redugdo na expressao de FAS
e FABP4. Sabe-se que ACC, FAS e FABP4 sdao importantes proteinas envolvidas na
biossintese de acidos graxos e triacilglicerol (HE et al., 2013).

Corroborando com os resultados obtidos com a a,f-amirina, o triterpeno
ginsenosideo Rh1 inibe a diferenciacdo de células 3T3-L1 ao reduzir a expressdo génica de
PPARy e C/EBPa, além de FAS e FABP, sem alterar a expressao de CEBP6 no estagio inicial
da diferenciag¢do (GU; KIM; KIM, 2013). O ginsenosideo F2 reduz a diferenciagdo das células
3T3-L1 também reduzindo a expressdo génica do PPARy (SIRAJ et al., 2015).

Também foi avaliado o efeito de a,B-amirina sobre a fosforilagdo da proteina
quinase ativada por AMP (AMPKa).

A AMPK ¢ uma enzima sensibilizadora do balango energético celular, sendo
ativada pelo aumento da razdo AMP/ATP, com o objetivo de manter esta razdo praticamente
constante. Assim, processos que interfiram tanto na produgdo quanto no consumo do ATP

podem causar a sua ativagio (JUNIOR et al., 2008).
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Uma vez ativada, a AMPK exerce seus efeitos sobre o metabolismo da glicose e
dos lipideos, tanto na expressao génica quanto na sintese de proteina. Essa enzima atua no
figado, no musculo esquelético, no coracdo, no tecido adiposo, no pancreas, entre outros. A
reducdo do contetido energético celular ativa a AMPK, que “desliga” vias metabdlicas que
consumam ATP (por exemplo, as vias anabolicas de sintese de acidos graxos e de colesterol),
ao mesmo tempo que estimula vias metabdlicas que produzam ATP (como as vias catabdlicas
de oxidagdo de acidos graxos e de glicose) (JUNIOR et al., 2008).

No estado ativado, a AMPK fosforila uma série de proteinas e modula a
transcricdo de genes envolvidos na regulacdo do metabolismo energético. O tecido adiposo
exerce um papel fundamental na homeostase energética e na regulacao da sensibilizagdo a
insulina, ao liberar 4acidos graxos no sangue e secretar hormonios como a leptina e a
adiponectina (DAVAL; FOUFELLE; FERRE, 2006). Em células 3T3-L1 o tratamento com
um ativador da AMPK, o AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside) inibe a
diferenciagdo dessas células, bloqueando a expressao de PPARy e de C/EBPa e reduzindo a
expressdo de marcadores adipogénicos tardios, como 4cido graxo sintase (FAS) e acetil-
coenzima A carboxilase (ACC) (HABINOWSKI; WITTERS, 2001).

A relacao entre a ativacdo de AMPK com a expressao de PPARY foi relatada em
um trabalho publicado por LEE e colaboradores (2009). Neste trabalho, foi observado que a
ativacdo de AMPKa com curcumina nas células 3T3-L1 reduziu a adipogénese. Houve
reducdo da atividade transcricional de PPARY e aumento de espécies reativas de oxigénio nas
c€lulas tratadas. O tratamento dos adipocitos com o AICAR, outro ativador de AMPKa, reduz
a diferenciacdo dos adipodcitos por meio de aumento de fosforilagdo de ACC e reducdo na
expressao proteica de PPARY (LEE et al., 2009).

No presente trabalho, foi observado que a mistura de a,f-amirina ndo participa da
ativacdo de AMPKa, indicando que a inibi¢do da diferenciagdo das células 3T3-L1 ndo ocorre
por esta via.

Entretanto, outros trabalhos encontrados na literatura mostram a importancia desta
via para a inibi¢do da adipogénese. O triterpeno ginsenosideo Rh2, encontrado na espécie
Panax ginseng reduz a diferenciagao de células 3T3-L1 por meio da ativacao da via de
sinalizagdo da AMPK (HWANG et al., 2007). O ginsenosideo Rg3 também ativa a AMPK e
reduz a expressao génica do PPARY, via pela qual esta molécula reduz a diferenciacdo dos

adipocitos (HWANG et al., 2009).
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As isoformas mais expressas do PPARy sao PPARyl e PPARYy2, que ocorrem
como resultado de um splicing alternativo do RNA. Ambas as isoformas estdo presentes no
tecido adiposo e se diferem pela presenga de 30 aminoacidos a mais na regido N-terminal de
PPARy2. Além disso, PPARy1 estda abundantemente expresso no coélon, na retina, nas células
hematopoiéticas e foi detectado em baixos niveis no figado, no bago e no coracao (MOSETI;
REGASSA; KIM, 2016).

As diferentes funcdes exercidas por estas isoformas na adipogénese foi avaliada
por meio do bloqueio da expressdo de PPARYy2 em células 3T3-L1 com a utilizagdo de
proteinas repressoras artificias do tipo zinc finger. A reducdo de 95% da expressdo de
PPARY2 causou um bloqueio na diferenciacao das células, enquanto que a indugdo exodgena
de ativadores de PPARY2 nas células restaurou a diferencia¢do adipocitica. Por outro lado, a
reativagdo de PPARyl ndo provocou efeitos na adipogénese, sugerindo o papel chave de
PPARY2, e ndo de PPARY1, durante o processo. Assim, PPARY2 tem sido bem descrito como
um receptor de hormonio nuclear especifico dos adipdcitos e pode ser transcricionalmente
ativado por 4cidos graxos poliinsaturados. Estudos in vivo e in vitro mostram que fun¢do do
PPARy ¢ necessaria e suficiente para a adipogénese e a formacdo, assim, do fendtipo do
adipdcito (MOSETI; REGASSA; KIM, 2016).

A importancia do PPARY2 no balango energético foi evidenciada em um estudo
realizado com camundongos ob/ob. Este estudo mostrou que a ablagao de PPARYy2 resulta em
supressao na formagdo do tecido adiposo, grave resisténcia insulinica, faléncia de células beta
e dislipidemia. (MEDINA-GOMES, 2007). Este receptor ¢ bastante estudado como alvo de
drogas antidiabéticas da classe das tiazolidinedionas, que revertem a resisténcia insulinica (ao
se ligar a este receptor, esta classe de drogas reduz a formagdo de adipocitocinas relacionadas
com esta condi¢do), mas causam ganho de peso. A fosforilagdo de PPARY reduz a sua
atividade in vitro, mas € responsavel pela sensibilidade a insulina in vivo. Assim, alguns
agonistas parciais, como FOMC-L-leucina previnem a fosforilacdo de PPARY2 ou induz a
conforma¢do da forma ndo fosforilada para melhorar a sensibilidade a insulina sem causar
ganho de peso (SARAF et al., 2011). A fosforilagdo de PPARy inibe a sua atividade
transcricional e inibe a diferenciacdo adipocitaria (FENG; REUSS; WANG, 2016).

No presente trabalho, avaliamos um efeito mais especifico da mistura triterpénica
de a,B-amirina sobre o PPARY2 presente nas células adiposas. A reducdo na expressdo génica
de PPARYy2 corrobora com os achados na inibig¢do da diferenciag@o destas células, mas outros

estudos devem ser avaliados sobre os efeitos de a,-amirina sobre a resisténcia insulinica.
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Assim, sugere-se aqui uma redu¢do na atividade transcricional de PPARy, demonstrado pela
redugdo na expressao génica e proteica de PPARy2 e PPARY, respectivamente.

A regulag¢do do metabolismo dos lipideos deve-se muito a um conjunto de fatores
transcricionais, inclusive multiplas SREBPs que controlam a expressdo de proteinas que
fazem parte da sintese, degradacao, transporte e armazenamento dos lipideos. Estas SREBPs
podem regular as atividades dos genes que codificam vérias proteinas diferentes, incluindo
aquelas que participam da captacdo celular de lipideos (por exemplo, receptor LDL e
lipoproteina lipase) e diversas enzimas nas vias para sintetizar colesterol, acidos graxos,
triglicerideos e fosfolipideos (LODISH et al., 2005), regulando assim a lipogénese celular ¢ a
homeostase lipidica (ALI et al, 2013).

A SREBP-1 pertence a familia de fatores de transcricdo que possuem um motivo
basico hélice-alga-hélice (bHLH) de ligagdo ao DNA. Na diferenciacdo dos adipocitos,
SREBP-1 ¢ ativado e translocado para o ntcleo, onde reconhece os elementos de resposta ao
esterol (SRE) e induz a expressdao de enzimas lipogénicas, como acetil-CoA carboxilase
(ACC), acido graxo sintase (FAS), lipoproteina lipase (LPL) e estearoil- CoA desaturase-1
(SCD1) (RODRIGUEZ et al., 2015).

Os resultados deste trabalho mostram que a o,f-amirina reduziu a expressao
proteica de SREBP-1, constituindo assim uma via pela qual a mistura de triterpenos inibe a
adipogénese in vitro.

Corroborando com estes resultados, temos que triterpenos lanostanos isolados de
Ganoderma lucidum inibem a diferenciagdo de células 3T3-L1 reduzindo a expressao génica
do subtipo SREBP-Ic e de seus genes alvos FAS e ACC, relacionados com a formagao do
fendtipo do adipocito (LEE et al., 2010b).

Diversos outros estudos in vivo foram realizados com estes triterpenos na busca de
novos tratamentos para a hiperlipidemia e para melhora de niveis glicémicos. O acetato de a-
amirina possui importante atividade antihiperglicémica em ratos, embora a propria a-amirina
tenha uma eficacia menor nesta atividade (NARENDER et al., 2009). O acetato de a-amirina
também mostrou uma capacidade de diminuir os niveis de triglicérides, colesterol total e LDL
e aumentar os niveis de HDL em experimento realizado com camundongos (SINGH et al.,
2009). Um estudo realizado com ratos diabéticos por indugdo com estreptozotocina mostrou
que os animais tratados com o acetato de a-amirina tiveram aliviados os danos hepaticos

causado pela diabetes, evidenciado pela reducdo dos niveis de TGO, TGP e ALP (KARAN et
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al., 2013). Entretanto, nenhum estudo ainda tinha mostrado o papel de a,B-amirina sobre a
diferenciacdo de adipdcitos 3T3-L1, o que da relevancia aos achados deste trabalho.

Corroborando com os resultados do presente trabalho, foi observado que o
triterpeno lupenona, presente na RPH, também apresenta capacidade de inibir a diferenciagao
das células 3T3-L1, causando redugdao do acumulo de lipideo nas células tratadas como
verificado pela coloragdo com Oil Red O (AHN; OH, 2013). Esse triterpeno também foi capaz
de reduzir a expressdo génica e proteica de PPARy e C/EBPa em células 3T3-L1 apo6s 8 dias
sob processo de diferenciagdo, além de reduzir a expressdo de RNAm (analise por PCR
quantitativa em tempo real) de ap2 e resistina nas células diferenciadas (AHN; OH, 2013). O
lupeol, um triterpeno lupano, também inibe a diferenciagdo de células 3T3-L1 reduzindo a
expressao génica de PPARy e C/EBPa (HATA et al., 2008).

Assim, semelhante a outros estudos com triterpenos, a o,f-amirina inibe o
processo de adipogénese através dos reguladores centrais da cascata de diferenciacao,
enriquecendo o que foi mostrado em trabalhos in vivo realizados anteriormente. Sugere-se,
assim, que o mecanismo pelo qual essa mistura de triterpenos exerce seu efeito anti-obesidade
envolve mecanismo de inibicdo da adipogénese. Torna-se, assim, uma substancia promissora

para estudos de novos tratamentos para a obesidade.
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7 CONCLUSAO

A mistura de triterpenos o,fB-amirina causa reducdo significativa na diferenciagao
de células 3T3-L1, sem causar reducdao de viabilidade celular apos 24 h de exposicao as
células indiferenciadas e diferenciadas nas concentragdes de 6,25 a 50 pg/mL. A via pela qual
esta mistura de triterpenos inibe a adipogénese ndo envolve a ativagdo da AMPK, mas leva a
reducdo da expressdo proteica de C/EBPa PPARy e SREBP-1, bem como a reducdo da
expressao génica de PPARY2 e C/EBPa.

A auséncia de alteracao na expressdao génica e/ou proteica de C/EBPB e C/EBPo
pode indicar que a fase inicial da diferenciagcdo das células ndo seja o alvo de agdo da a,f3-
amirina, havendo necessidade de novos estudos para comprovar essa hipdtese. Assim, estes
estudos in vitro corroboram os estudos in vivo ja realizados com essa mistura de triterpenos, o
que indica que ela pode ser uma substancia promissora para estudos de novos tratamentos

para a obesidade.
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APENDICE - SOLUCOES

Cultura de células

PBS (phosphate buffer solution, pH 7.2)

Para 500 mL de PBS 10x

40 g de NaCl

1 gde KCl

5,75 g de Na,HPO,4.7H,O
1 g de NaH,PO4.H,0O

Western Blot

Tampao de corrida — TGS 10x (pH 8.3), BioRad Laboratories

Trizma base 25mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1%

Tampao de transferéncia — TG 10x (pH 8.3). BioRad Laboratories

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20%

Tampio de amostra (Laemmli) 5x (Eletroforese)

0,3786 g de Trizma base.

1 g de SDS

5 mL de Glicerol

0,05 g de azul de bromofenol
1 mL de B-mercaptoetanol

Completar com agua destilada para 10 mL
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TBS (Tris-Buffered saline) 10x, pH 7.6

60,6 g de TRIS
87,6 g de NaCl

Completar o volume para 1L apds afericao do pH.

Para TBST 1x (77is-Buffered saline with Tween 20)

900 mL H,0 destilada + 100 mL TBS 10x + 1 mL Tween 20
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