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RESUMO

A olanzapina (OLZ) é um farmaco antipsicético atipico utilizado no tratamento da
esquizofrenia que possui efeitos adversos metabolicos como o ganho de peso, a
hiperglicemia e a resisténcia insulinica. No presente estudo, avaliou-se o efeito protetor
dos triterpenos pentaciclicos acido oleandlico (AO), acido ursolico (AU) e alfa, beta-
amirina (AMI) nos distdrbios metabdlicos causados pelo uso da OLZ em modelos
experimentais in vivo em camundongos C57BL6 e in vitro em células 3T3-L1. Os
camundongos foram divididos em cinco grupos: alimentados com dieta padrdo (DP);
alimentados com a dieta associada a OLZ (DO); alimentados com DO e tratados com
AO (20 mg/kg, v.0), AU (10 mg/kg, v.0) e AMI (20 mg/kg, v.0), na &gua de beber
durante as ultimas seis, das nove semanas de tratamento. Foi realizado o teste
comportamental de campo aberto e o teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGI)
uma semana antes do fim dos tratamentos. Apos o sacrificio dos animais, foram
realizadas analises séricas e teciduais com os materiais coletados. No teste de campo
aberto o numero de cruzamentos e o numero de eventos de autolimpeza diminuiram
com o tratamento com OLZ, como ja era esperado. Porém os tratamentos AO e AMI
causaram aumento no namero de cruzamentos, obtendo resultados préximos ao grupo
DP. Ja o tratamento com AU ndo gerou alteragdes comportamentais em relacdo ao
grupo DO. Os animais dos grupos AO e AMI demonstraram diminuicdo significativa do
peso corporal, no IMC, assim como no peso do figado em relacdo ao grupo DO. Além
disso, o tratamento com AO aumentou 0 peso da gordura subescapular, que havia sido
reduzido pelo tratamento com OLZ. Os tratamentos com os triterpenos AO, AU e AMI
reverteram o aumento do nivel plasmatico de glicose causado pela OLZ no grupo DO.
Porém, apenas o grupo AO conseguiu regularizar os niveis plasmaticos de insulina,
diminuir o indice de HOMA-IR e a &rea sob a curva no TTGI, além de aumentar o
glicogénio hepatico, revertendo assim, a resisténcia a insulina e a glicose causada pelo
tratamento com OLZ. Pelos melhores resultados metabdlicos nos animais, a histologia e
0s testes de Western blot seguiram apenas com o triterpeno AO. N&o houve diferenca
entre 0s grupos tanto na histologia hepatica quanto na do tecido adiposo. O grupo DO
teve aumento na expressao de p-IRS (ser307) e diminuicao significativa da expresséo p-
AKT no figado, com consequente diminui¢cdo da expressao do mGLUT no mdsculo em
relacdo ao DP, alteracdes estas revertidas pelo tratamento com AO. Em modelo celular
com pré-adipdcitos 3T3-L1, as concentracdes ndo toxicas utilizadas foram: AO = 6,25;
12,5; 25 uM; AU = 3,125; 6,25; 12,5 uM e AMI = 12,5; 25; 50 uM. As células sofreram
adipogénese com o tratamento com OLZ 10 uM de forma semelhante ao controle
positivo, rosiglitazona 2 uM. Houve aumento de contetudo lipidico intracelular,
alteracdo revertida por praticamente todos os tratamentos testados. A OLZ também
aumentou os triglicerideos e colesterol total intracelular. Todas as doses testadas de AO
conseguiram reduzir estes parametros nas células, resultado ndo visto nos tratamentos
com AU e AMI. Pelos melhores resultados bioquimicos nas celulas, os testes de
Western blot seguiram apenas com o triterpeno AO. Em relacdo a expressao proteica,
notou-se que o tratamento com OLZ aumentou a expressdo de SREBP-1 e FAS e
diminuiu a expresséo de pAMPK/AMPK. A dose de 25 uM de AO conseguiu
regularizar todas as expressoes alteradas pelo tratamento com OLZ. Dessa forma, esses
resultados indicam que, dentre os triterpenos testados, 0 AO é um adjuvante potencial
para prevenir a disfuncdo metabolica, atraves da via PISBK/AKT, e 0 aumento de peso,
pela via AMPK/SREBP-1, causados pelo uso da OLZ.

Palavras-chave: acido oleanolico; acido ursdlico; alfa, beta-amirina; olanzapina; ganho
de peso; resisténcia insulinica.



ABSTRACT

Olanzapine (OLZ) is an atypical antipsychotic drug used in the treatment of
schizophrenia that has adverse metabolic effects such as: weight gain, hyperglycemia
and insulin resistance. In the present study, the protective effect of pentacyclic
triterpenes oleanolic acid (AO), ursolic acid (AU) and alpha, beta-amirine (AMI) on
metabolic disorders caused by the administration of OLZ in experimental models in
mice C57BL6 and in 3T3-L1 cells was evaluated. The mice were divided into 5 groups:
fed with standard diet (DP), fed with the diet associated with OLZ (DO), fed with DO
and treated with AO (20 mg/kg), AU (10 mg/kg) and AMI (20 mg/kg), in drinking
water during the last 6 of the 9 weeks of treatment. The open field behavioral test and
the intraperitoneal glucose tolerance test (TTGI) were performed one week before the
end of the treatments. After the animals were euthanized, serum and tissue analysis
were performed with the collected materials. The number of crossings in the open field
test increased with the AO and AMI treatments, when compared to the DO group,
obtaining results close to the DP group. AU treatment, on the other hand, did not
generate behavioral changes in comparison to the DO group. The animals in the AO and
AMI groups showed a significant decrease in body weight, in BMI, as well as in the
weight of the liver regarding the DO group. In addition, treatment with AO increased
the weight of subscapular fat in contrast to the DO group. The treatments with the AO,
AU and AMI triterpenes reversed the increase in the plasma glucose level caused by
OLZ in the DO group. However, only treatment with AO managed to regulate plasma
insulin levels, decreased the HOMA-IR index and the area under the curve in the
intraperitoneal glucose tolerance test, in addition to increasing hepatic glycogen, thus
reversing insulin and glucose resistance caused by treatment with OLZ. Due to the
better metabolic results in the animals, the histology and the Western blot tests followed
only with the AO triterpene. There was not difference in the histology between the
groups in both hepatic or adipose tissue. The DO group had an increase in the
expression of p-IRS (ser307) and a significant decrease in the expression of p-AKT in
the liver, with consequent decrease in mGLUT expression in muscle when compared to
DP, changes that were reversed by the treatment with AO. In a cell model with 3T3-L1
pre-adipocytes, the non-toxic concentrations used were AO = 6.25; 12.5; 25 uM; AU =
3.125; 6.25; 12.5 uM; and AMI = 12.5; 25; 50 uM. The cells underwent adipogenesis
with the treatment with OLZ 10 uM in a similar way to the positive control,
rosiglitazone 2 pM. There was an increase in intracellular lipid content, which was
reversed by practically all tested treatments. OLZ also increased triglycerides and
intracellular total cholesterol. All the tested doses of AO managed to reduce these
parameters in the cells, a result not seen in the treatments with AU and AMI. For the
best biochemical results in the cells, Western blot tests followed only with the AO
triterpene. Regarding protein expression, it was noted that treatment with OLZ
increased the expression of SREBP-1 and FAS and decreased the expression of pAMPK
/ AMPK. The 25 uM dose of AO was able to regulate all expressions altered by the
treatment with OLZ. Thus, these results indicate that, among the tested triterpenes, AO
is a potential adjuvant to prevent metabolic dysfunction, through the PI3K / AKT
pathway, and weight gain, through the AMPK / SREBP-1 pathway, caused by the
administration of OLZ.

Keywords: oleanolic acid; ursolic acid; alpha, beta-amirine; olanzapine; weight gain;
insulin resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1. Obesidade

1.1.1. Visao Geral

A obesidade é definida como um acumulo anormal ou excessivo de gordura que pode
prejudicar a saude. A causa fundamental para a obesidade e o sobrepeso € o cronico balango
energético positivo, e este ocorre quando as colorias consumidas sdo maiores que as calorias
gastas. Nas ultimas décadas, a prevaléncia da obesidade tem aumentado em todo o mundo,
alcancando proporc@es epidémicas. Em 2016, mais que 1,9 bilhdes de adultos em todo o
mundo tinham sobrepeso (IMC > 25 kg/m?), desses, quase 650 milhdes sdo clinicamente
obesos (IMC > 30 kg/m?). No geral, cerca de 13% da populacéo adulta do mundo (11% dos
homens e 15% das mulheres) estava obesa em 2016. A prevaléncia mundial da obesidade
quase triplicou entre 1980 e 2016, demonstrando a atual relevancia desse problema (OMS,
2018). O aumento da epidemia de obesidade na popula¢do mundial gera um grande temor na
area da saude, pois a obesidade esta claramente associada ao aumento de risco para
desenvolvimento de diabetes, hipertensao, hiperlipidemia e osteoartrite, entre outras causas de
morbidade e de mortalidade (KARAKURT et al., 2019).

No Brasil, 0 sobrepeso e a obesidade vém aumentando em todas as faixas etarias e em
ambos 0s sexos, em todos os niveis de renda, sendo a velocidade de crescimento mais
expressiva na populagcdo com menor rendimento familiar. A pesquisa Vigitel 2019 (Vigilancia
de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico), realizada
pelo Ministério da Salde, mostrou que 0 excesso de peso atinge 55,4% da populacdo
brasileira (maiores de 18 anos e residentes nas capitais e Distrito Federal) e a obesidade atinge
20,3%. Entre as mulheres, o percentual de excesso de peso foi de 53,9% e de obesidade,
20,3%. Houve um aumento de 67,8% na prevaléncia da obesidade de 2006 para os dias de
hoje (Figura 1). J& entre os homens, o percentual de excesso de peso foi de 57,1% e o de
obesidade, 20,3% (BRASIL, 2020).
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Figura 1. Prevaléncia da obesidade (IMC > 30 kg/m?) no Brasil em adultos nos Gltimos treze
anos (2006-2018).

12'1 - R

11,8

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Total =—Masculino =—=Feminino

Fonte: Brasil, 2019.

O maior percentual de adultos (maiores de 18 anos) com excesso de peso foi
observado na capital Manaus (60,9%), enquanto a menor frequéncia foi observada em Vitoria
(49,1%). A maior porcentagem de adultos obesos também foi observada na cidade de Manaus
(23,4%), enquanto Palmas foi a capital que apresentou a menor porcentagem (15,4%) de
pacientes obesos. Na cidade de Fortaleza, a pesquisa mostrou que a obesidade atinge 19,9%
da populacédo adulta, enquanto o excesso de peso atinge 55,6% (BRASIL, 2020).

Desde a década de 1990, a Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo
(PNAN,1999), do Ministério da Saude, definiu diretrizes para organizar as acles de
prevencdo e tratamento da obesidade no SUS. Hoje em dia, 0 Ministério da Salde estabeleceu
a linha de cuidado para obesidade como parte da Rede de Aten¢do a Saude das Pessoas com
Doencas Crénicas (BRASIL, 2017). O risco de morte por obesidade é de 1,95 para cada
100.000 habitantes, além desta comorbidade ocupar o 4° lugar entre as internagdes pelo SUS
por causas enddcrinas, nutricionais e metabolicas em 2018 (BRASIL, 2020).

A quantidade de gordura presente na dieta da maioria das pessoas aumentou durante
0s Ultimos 50 anos. Aliado a isso, 0 baixo nivel de atividade fisica da populacéo, devido a
formas de trabalho cada vez mais sedentérias, mudancas nos meios de transportes, aumento da
urbanizagéo, colaboram para explicar o aumento do peso corporal descrito nos dados acima
(OMS, 2018).
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A obesidade, portanto, pode ser considerada uma patologia multifatorial. Apesar de
varios estudos sugerirem como causa principal da obesidade a ingestdo anormal de alimentos,
os hébitos alimentares (KUZBICKA, RACHON, 2013) e alguns outros parametros estio
ganhando igual destaque nos estudos em andamento em todo o mundo, como a inatividade
fisica (POJSKI, ESLAMI, 2018), os fatores genéticos (LOCKE et al., 2015), os fatores
socioecondmicos (WAGNER et al., 2018) e os fatores psicoldgicos (MEHTA et al., 2011).

Muitos indicadores antropométricos tém sido propostos para diagnosticar 0s riscos
para a saude levando em consideracdo o aumento da gordura corporal. O perimetro da cintura
é uma das medidas propostas que atigem resultados mais préximos do real, ja que os
depésitos de gordura abdominal também causam, sozinhos, varios problemas de saude,
estando direntamente associado aos riscos cardiovasculares e outras doencas cronicas
(VECCHIE et al., 2018). A circunferéncia abdominal e a razdo cintura-estatura (melhora o
parametro isolado de perimetro da cintura, pois leva em conta a altura) sdo os parametros que
consideram que a obesidade na regido central esta mais associada as doencas cardiovasculares
(MILAGRES et al., 2019). Porém, ainda hoje o indicador mais usado ainda € o indice de
massa corporal (IMC).

O IMC é um indice simples de peso por altura, comumente usado para classificar
sobrepeso e obesidade em adultos. E definido como o peso de uma pessoa em quilogramas
dividido pelo quadrado da sua altura em metros (kg/m?). Ele permite definir para homens e
mulheres valores médios de referéncia correspondentes a 22,5 kg/m? e 21,5 kg/m?,
respectivamente. Esses valores permitem classificar os pacientes em obesos e ndo obesos
(Tabela 1) (OMS, 2018). Entretanto esses valores ndo permitem distinguir massa muscular de

tecido adiposo, fazendo-se necessaria lan¢ar mao de algum outro indicador.
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Tabela 1. Classificacdo internacional de sobrepeso e obesidade de acordo com o IMC para
adultos.

Classificacdo IMC (kg/m2) — principais pontos de corte
Baixo peso <185
Normal ou eutroéfico 18,5 - 24,99
Pré-obeso 25,0- 29,99
Obeso — classe | 30,0 - 34,99
Obeso — classe Il 35,0 - 39,99
Obeso — classe 111 >40,0

Fonte: Organizacdo Mundial da Salde, 2018.

Como consequéncia do excesso de peso, ha um aumento do risco de adquirir diversas
doencas ndo transmissiveis, como as doencas cardiovasculares, diabetes, distdrbios musculo-
esqueléticos e alguns tipos de cancer, como endométrio, mama, ovario, prostata, figado,
dentre outros. Em relacdo as criancas, a obesidade infantil esta associada a uma maior chance
de morte prematura, doencas cardiovasculares, doencas respiratorias, resisténcia a insulina e
efeitos psicolégicos (VECCHIE et al., 2018).

Antes considerado um problema apenas em paises desenvolvidos, o impacto das
doencas cronicas estd crescendo continuamente em paises de baixa e média renda e vem
gerando grandes efeitos adversos na qualidade de vida dos individuos afetados, além de
impactos econdmicos negativos para as familias, comunidades e sociedades em geral. As
doencas cardiovasculares representam a principal causa de morbidade e morte prematura em
todo o mundo e contribuem substancialmente para o alto gasto com assisténcia médica e
cuidados com a saude (OMS, 2018).

A obesidade foi uma das doencas preexistentes associadas tanto ao aumento das
complicacdes, quanto a morte no atual cenario de pandemia pelo COVID-19. Uma associagdo
da maior mortalidade por COVID-19 na Italia em relacdo a China foi feita devido ao aumento
da prevaléncia da obesidade em idosos na Italia em comparacdo com a China. Esta relacdo
surge como possivel resposta em meio a tantos questionamentos sobre a evolucdo desta
doenca (DIETZ, BURGOA, 2020). A obesidade foi o fator de risco que mais afetou o grupo
etario menor de 60 anos no Brasil e nos Estados Unidos (BRASIL, 2020; LIGTHER et al.,
2020). Além disso, as condi¢des que estdo associadas a obesidade, como disfuncGes cardiacas

e diabetes, sdo aquelas com maiores riscos de complicagdes (BRASIL, 2020).
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1.1.2. Fisiopatologia

O tecido adiposo é o principal 6rgao de reserva de gordura e energia do organismo,
sendo o responsavel pela homeostase energética e termoregulacdo. Este reservatorio é
regulado por nervos, hormonios, nutrientes, mecanismos autocrinos e paracrinos, sendo
considerado também um importante 6rgdo enddcrino com fungdes reguladoras em diversas
vias neuroendocrinas. Este dindmico tecido é capaz de expandir em resposta ao excesso de
ingestdo de alimentos, e de liberar nutriente pela lipélise em caso de escassez de comida
(TRITES; CLUGSTON, 2019).

Parte desta regulacdo ocorre mediante inervacdo simpdtica e parassimpatica. A
inervacdo simpética estd relacionada principalmente com as acBes catabdlicas, como a
lipdlise, mediada pela atividade dependente do receptor B-adrenérgico da lipase hormonio
sensivel. Por outro lado, a ativagdo parasimpatica esta envolvida em efeitos anabdlicos, como
a absorc¢do de glicose e &cidos graxos estimulada pela insulina (YAMAGUSHI et al., 2019).

Histologicamente existem quatro tipos de tecido adiposo: tecido adiposo branco
(TAB), que representa mais de 95% da massa adiposa; tecido adiposo marrom (TAM), que
representa de 1 a 2% de gordura, ocorrendo nas regides cervical, axilar e paraespinhal; tecido
adiposo bege (TABe), que € mais dificil quantificar, mas representa células intercaladas do
TAB que séo capazes de se transformar em adipcitos marrons ap6s determinados estimulos;
e o tecido adiposo rosa (TAR), que ocorre apenas em mulheres, permitindo a amamentacgéo
(Figura 2) (KAHN, WANG, LEE, 2019).

O tecido adiposo branco (TAB) ou tecido adiposo unilocular é o tipo predominante,
além de ser um érgdo enddcrino ativo que secreta adipocinas, como adiponectina e leptina. Ha
suporte para que esses hormdénios desempenhem um papel no balango energético, na
sensibilidade a insulina e no metabolismo da gordura. Este tecido também oferece protecédo
mecénica, fornecimento e armazenamento de energia através dos triglicerideos (SULSTON;
CAWTHORN, 2016). Ele é capaz de uma eficiente estocagem em periodos de abundancia
energética, e fundamental na sobrevivéncia durante a escassez (MARCELIN et al., 2019).

Anatomicamente o TAB ¢é classificado, principalmente, em tecido adiposo subcutaneo
e visceral. O tecido adiposo subcutaneo esta localizado sob as camadas dérmicas, onde
protege contra o frio e isolamento fisico. J& o tecido adiposo visceral encontra-se na cavidade
intra-abdominal e é capaz de se comunicar com os demais 6rgdos devido a proximidade.
Apesar de serem morfologicamente semelhantes, estudos mostram que, em relagdo a

regulacdo metabolica, estes tecidos tém caracteristicas distintas (HWANG, KIM, 2019). Em
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humanos obesos, a gordura visceral expandida é diretamente relacionada a elevado risco de
disturbios metabolicos. Esta relacdo ndo € observada em obesos com tecido adiposo
subcutaneo expandido (COUTINHO et al., 2011).

Figura 2. Caracteristicas dos adipocitos e distribui¢do do tecido adiposo branco e marrom no

organismo humano.
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Fonte: o autor.

O tecido adiposo marrom (TAM) ou tecido adiposo multilocular participa ativamente
na regulacdo da temperatura corporal (termogénese) pela geracao de calor através da proteina
desacopladora 1 (UCP-1). Os adip6citos marrons possuem morfologia multilocular, ou seja,
seu citoplasma contém inimeras goticulas de lipideos. Além disso, a alta concentracdo de
citocromo oxidase nas mitocondrias contribui para o escurecimento dessa célula
(NAVARRETE; REAL, 2019). Por meio da queima de lipideos, esse tecido combate a
hipotermia e a obesidade. Desta forma, a massa dele se correlaciona inversamente com a
adiposidade, podendo desempenhar um importante papel na homeostase energética. Enquanto
0 TAB estoca energia na forma de triglicerideos, o TAM dissipa energia na forma de calor
(LUO; LIU, 2016).
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O tecido adiposo bege (TABe) foi nomeado assim em funcdo de sua coloragdo se
assemelhar & cor castanha/bege pelo aumento de UCP1. Estimulos termogénicos, como
condicdes de frio e/ou ativacdo do receptor PB3-adrenérgico, ddo origem a formacdo de
adipdcitos bege em depdsitos de gordura subcutanea. Dessa forma, ha um escurecimento das
células adiposas inicialmente brancas, que passam a ter sua coloracdo bege em funcdo da
presenca do ferro no oxigénio utilizado para gerar ATP (BONFANTE et al., 2015; PARK et
al, 2019). Varios estudos demonstram a atividade do TAM e do TABe associada a protecédo
contra obesidade e desenvolvimento de doencas metabolicas (COHEN et al.,, 2014,
MARCELIN et al., 2019).

Mais recentemente estudos relatam o surgimento de um novo subtipo de tecido
adiposo, o tecido adiposo rosa (TAR). Este tecido pode ocorrer apenas em mulheres. Durante
a gravidez, lactacdo e pds-lactacdo, os adipdcitos brancos subcutadneos se convertem em
glandulas produtoras de leite, formadas por elementos ricos em lipidios que podem ser
definidos como adipdcitos rosa. Elas sdo chamadas assim porque sdo células parenquimais do
orgdo adiposo contendo gotas de lipideos citoplasmaticos grandes, com uma funcéo
especifica: producdo de leite. Na fase pés-lactacdo, os adipocitos rosas se convertem em
adipocitos branco e marrom (CINTI, 2018).

Dentre estes tecidos, o TAB apresenta as funcGes mais abrangentes. Ele oferece
protecdo mecénica contra choques e traumatismos externos, permite adequado deslizamento
entre visceras e feixes musculares, é um excelente isolante térmico, tendo papel importante na
manutencdo da temperatura corporal, e, como ja descrito, tem a capacidade de armazenar
energia (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Além disso, este tecido também possui
importante papel endécrino, realizando a secrecdo de proteinas importantes na regulacédo
metabolica do organismo. Estas proteinas sdo denominas adipocinas (MARCELIN et al.,
2019).

As adipocinas foram classificadas em uma variedade de grupos de proteinas com
papeis na hemostasia/coagulacdo, pressdo arterial, metabolismo lipidico, apetite e balango
energético, angiogénese, resisténcia a insulina, imunidade e inflamacdo/ resposta de fase
aguda (COTE et al., 2019). As adipocinas incluem moléculas pré-inflamatdrias: a adipocina
aP2 ativada por lipidios, resistina, visfatina, adipsina e leptina e mediadores anti-
inflamatdrios: proteinas relacionadas ao fator 1g/TNF (CTRP), omentina, apelina e
adiponectina. Parece que, durante a obesidade ha um desequilibrio entre essas duas classes de
mediadores, passando para o estado pro-inflamatério e, eventualmente, contribui para o

desenvolvimento das doencas associadas (GONG et al., 2018).
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Dentre as diversas adipocinas secretadas pelo tecido adiposo, algumas tem importante
papel na regulacdo metabdlica, como a leptina, adiponectina, TNF-alfa e resistina.

A leptina sinaliza ao SNC sobre os estoques corporais de energia. Ela atua inibindo a
ingestdo alimentar e aumentando o gasto energético total pela ativacdo de neurdnios
anorexigenos, que sintetizam os hormonios pro-Opio-melanocortina (POMC) e transcrito
relacionado a cocaina e a anfetamina (CART). Além disso, a leptina age também sobre outra
populacdo de neur6nios, dessa vez orexigenos, inibindo a expressdo do neuropeptideo Y
(NPY) e peptideo agouti (AgRP), envolvidos no aumento da ingestdo alimentar e na reducéo
do gasto energético (MA et al., 2016). Somado a esta importante funcdo energética, a leptina
também modula a reproducdo, a resposta imune, o controle da pressdo sanguinea, a
osteogénese, além de ser lipostatica (SCWARTZ et al., 2000; AGUILAR-VALLES et al.,
2015). A teoria lipostatica descreve que o tecido adiposo produz um sinalizador, a leptina,
para o resto do organismo, que originalmente eram os triacilglicerois e seus metabolitos, para
a transmissdo de informacdes referentes as reservas energéticas para o restante do corpo, e
assim, regular o peso corporal (WANG, 2020).

A proteina produzida em mais abundéancia pelo tecido adiposo é a adiponectina, que ao
contrario das demais adipocinas, age como fator protetor das doengas cardiovaculares. Dentre
as moléculas de sinalizagdo ativadas pela adiponectina estd principalmente a proteina quinase
ativada por adenosina fosfato (AMPK). Ela é responsavel pelos efeitos metabdlicos contra a
resisténcia insulinica no figado e nos rins, também esta envolvida em acGes mediadas por
adiponectina nas células endoteliais vasculares e no coracdo, de maneira que é relatada como
benéfica na protecdo contra doencas cardiovasculares, como por exemplo, no estimulo da
producdo de NO (MAEDA et al., 2020). Dessa forma, a adiponectina também participa da
protecdo vascular, por seu efeito modulador de NF«B e inibidor do TNF-a (OUCHI; WASH,
2007). Portanto, ha uma correlacdo inversa entre niveis circulantes deste horménio e o risco
de obesidade, de resisténcia a insulina e de doencas cardiovasculares (MAEDA et al., 2020).

O TNF-a € uma citocina imunomodulatoria e pro-inflamatoéria. Juntamente com outras
citocinas da mesma classe, como IL-6, IL-1p e IL-8, esta diretamente relacionada a indugéo
da inflamacéo na obesidade. Existe uma forte correlacéo inversa entre TNF-a e metabolismo
de glicose, devido a supressdo pelo TNF-a da sinalizagdo da insulina, reduzindo a fosforilagao
do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e da atividade da PI3K (fosfatidil-inositol-3-
cinase), com reducdo da sintese e da translocacdo do transportador de glicose (GLUT-4) para
a membrana, e consequente diminuigdo na captacdo de glicose mediada pela insulina. Além

disso, em relacdo aos adipécitos, age diretamente em processos dependentes de insulina,



24

incluindo a homeostase do metabolismo de carboidratos e de lipideos, além de parecer estar
associada com mudanca no nimero e volume de adipdcitos (LIU, TIE; 2019)

Como ja citado, outra funcdo importante do TAB é estocar o excesso de calorias
ingeridas na forma de triglicerideos. Estes sdéo uma forma energeticamente eficiente, com teor
calérico mais de duas vezes superior por grama em comparagdo com carboidratos
(glicogénio) ou proteinas, além do menor contetdo de &gua. Os adipécitos possuem a
maquinaria necessaria para, dependendo do balango energético, realizar lipolise ou lipogénese
dos triglicerideos.

A lipolise dos triglicerideos, por meio da lipase lipoproteica (LPL), gera acidos graxos
livres (AGL) e glicerol. Este processo ocorre principalmente pelo estimulo por glucagon ou
por catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), que geram a ativacdo da enzima lipase
horménio-sensivel. O 4cido graxo livre € uma significativa fonte de energia, fundamental para
a homeostase energética. O destino do glicerol depende da necessidade energética do
organismo, podendo ser facilmente convertido novamente em glicerol-3-fosfato por glicerol-
quinases, para ser utilizado na sintese de acil-glicerois, ou ser rapidamente incorporado na via
glicolitica, formando piruvato caso haja necessidade energética (ATP) (ROTONDO et al.,
2017).

O acumulo de lipideos no TAB depende da captacdo de acidos graxos livres, para
posterior lipogénese. A lipogénese é a sintese de acidos graxos esterificados que formam os
triglicerideos. A insulina € provavelmente o mais importante fator hormonal envolvido na
regulacdo deste processo. Assim, em periodos prolongados de balan¢o energético positivo
(quando a ingestao de energia é superior a sua despesa), o tecido adiposo responde recrutando
pré-adipocitos que se proliferam e hipertrofiam para adip6citos maduros com consequente
crescimento estromal e vascular (BAUTISTA et al., 2019).

Da mesma forma, o balanco energético positivo aumenta a concentracdo de acidos
graxos livres na circulacdo sistémica e no acimulo de lipidios no musculo esquelético e no
figado, resultando em lipotoxicidade que aumenta a incidéncia de resisténcia insulinica
(AHMED et al., 2019), dislipidemia (FINGERET et al., 2018), doenca hepética gordurosa
ndo alcodlica (POLYSOS; KOUNTOURAS; MANTZOROS, 2019) e riscos cardiacos
(GADDE et al., 2018).

Neste estado de desequilibrio, onde o consumo alimentar € maior que o0 gasto
energético (metabolismo basal, atividade fisica, termogénese), inicia-se a expansao do tecido

adiposo, que pode ocorrer de duas maneiras, por hiperplasia ou por hipertrofia. Ambos séo
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regulados pelo ambiente local e fatores genéticos, tendo evidéncias que estes processos estdo
intimamente ligados & manutencdo da homeostase do tecido adiposo.

A hiperplasia requer a proliferacdo e diferenciacdo de células precursoras de tecido
residentes para formar novos adipdcitos. Neste caso o tecido é considerado saudavel e
adaptavel, porque ele é vascularizado e os niveis adequados do horménio antiinflamatério,
sensitivo a insulina, adiponectina e outras adipocinas sdo mantidos (MARCELIN et al.,
2019).

Ja na hipertrofia do tecido adiposo, os adipdcitos aumentados exibem numerosas
anormalidades necrdticas, como ruptura da membrana plasmatica, reticulo endoplasmético
dilatado, células debris no espaco extracelular e o aparecimento de pequenas goticulas
lipidicas no citoplasma. Em adicdo as estas anormalidades morfoldgicas, hd um aumento na
expressao e secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-6, IL-8 e MCP-1,
levando a inflamacéo cronica de baixa intensidade. H& também um aumento na hipoxia e
posterior fibrose tecidual (Figura 3). Este quadro, associado ao aumento de acidos graxos
livres circulantes, provoca aumento de ingestdo alimentar, diminuicdo do gasto energético,
além da alteracdo na homeostase de tecidos periféricos, como musculo e figado, promovendo
acumulo ectopico de gordura, inflamacdo e resisténcia a insulina (GHABEN; SCHERER,
2019).

Figura 3. Mecanismo da expanséo do tecido adiposo por desequilibrio do consumo

energético.
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A nivel de SNC, existe um complexo sistema que coordena a ingestdo alimentar e o
gasto energético a partir de sinais hormonais, de nutrientes e neurais. Esse sistema é centrado
no hipotadlamo e no tronco cerebral. A leptina e a insulina sdo os sinais hormonais de
adiposidade, eles sdo responsaveis por informacfes a respeito dos estoques estaveis de
energia. Em relagdo as informagdes do fluxo momentaneo de gasto de energia pelo trato
digestorio, os sinais de saciedade, encontram-se 0s horménios: insulina, colecistocinina, o
glucagon, o peptidio 1 semelhante ao glucagon e a grelina. Ambos sinais sd@o detectados
inicialmente por neurdnios localizados no ndcleo arqueado do hipotalamo, que, a seguir, se
integram com os neurbnios localizados nos ndcleos paraventricular e area lateral
hipotalamica. A modulacéo da atividade do nucleo arqueado do hipotalamo se da pela acdo
dos horménios citados, associados a presenca dos nutrientes, glicose, acidos graxos e
aminoéacidos. Ja os sinais neurais oferecem informac@es instantaneas a respeito da presenca de
nutrientes no trato digestdrio, informagdes estas levadas ao SNC pelo nervo vago, alcancando
0 ntcleo do trato solitario (Figura 4) (VELLOSO; ARAUJO, 2021).

No nucleo arqueado do hipotalamo, dois grupos de neurénios agem como sensores dos
sinais da periferia: orexigenos (estimulo de apetite, ativados no jejum), que sdo neuropeptideo
Y (NPY) e proteina relacionada a agouti (AgRP), e anorexigenos (saciedade, ativados em
periodos pés-pandriais), que sdo prd-opiomelanocortina (POMC) e transcrito regulado por
anfetamina e cocaina (CART) (ALVAREZ-LEITE; SOARES; TEIXEIRA, 2016).
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Figura 4. Controle central da homeostase energética.
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1.1.3. Adipogénese

Os adipdcitos sdo as unicas células especializadas no armazenamento de lipideos na
forma de triglicerideos em seu citoplasma, sem que sua integridade funcional seja
prejudicada. Existem quatro tipos de adipdcitos: branco, marrom, bege e rosa. Eles diferem
em origem, morfologia, abundancia de mitocdndrias e expressdo de genes termogénicos
(COTE et al., 2019).

A adipogénese é controlada por acbes coordenadas dos fatores de transcri¢do
determinantes da linhagem e reguladores epigendémicos. Os adipdcitos, que compdem
principalmente o tecido adiposo, sdo derivados de células-tronco mesenquimais multipotentes
(CTMs). Duas fases da adipogénese sdo bem caracterizadas, 0 comprometimento das CTMs
com os pré-adipdcitos e a diferenciacdo terminal dos pré-adipocitos em relagdo aos adipocitos
maduros (GHABEN; SCHERER, 2019).

Proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBP), proteina de ligacdo a elementos
reguladores de esterdis 1 (SREBP-1) e receptor de ativagdo proliferativa de perdxido gama

(PPARY) sdo os principais fatores de transcricdo responsaveis por diferenciacdo e regulacéo
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da fase final de um grande nimero de genes envolvidos no metabolismo dos lipidios
(BOUGHANEM et al., 2019). A adipogénese é controlada por uma cascata de transcricao,
iniciada pela ativacdo do C/EBPp. As proteinas C/EBP ¢ C/EBPS sdo expressas nos estagios
iniciais da adipogénese, e induzem a expressdo de C/EBPa ¢ PPARy. O PPARYy controla a
diferenciacdo terminal dos adipdcitos, sendo necessério para formar o seu estado diferenciado.
Vale ressaltar que a familia C/EBP nao funciona bem sem o PPARy. Nos pré-adipécitos 3T3-
L1, a expressdo no PPARY e outros genes adipogénicos ocorre apos 4h do tratamento com um
coquetel adipogénico (Figura 5) (LEE et al., 2019).

O PPARy ¢ um membro da superfamilia de receptores nucleares e € considerado o
regulador master da adipogénese, visto que todos os outros fatores adipogénicos requerem a
sua presenca para promover a diferenciacdo dos adipécitos (MIRZA; ALTHAGAFI,
SHAMSHAD, 2019). No tecido adiposo, 0 PPARy regula a aquisicdo e a manuteng¢do do
fendtipo do adip6cito. JA no musculo, esta proteina melhora a sensibilidade & insulina e a sua
ativagdo por tiazolidinedionas (rosiglitazona e pioglitazona) é utilizada no tratamento de
diabetes mellitus tipo 2 (GROSS et al., 2017).

As SREBPs sdo uma familia de fatores de transcricdo que regulam a biossintese
lipidica e adipogénese, controlando a expressdo de vérias enzimas necessarias para a sintese
de colesterol, acidos graxos, triacilglicerol e fosfolipidios. Nos vertebrados, a ativacdo do
SREBP é controlada principalmente por um mecanismo de feedback complexo e bem
caracterizado mediado pelo colesterol (CREWE et al., 2019).

No programa de diferenciacdo adipocitaria, 0 mMRNA de SREBP-1c € ativado apos a
expressdo de C/EBPa e PPARY, cerca de 20 h apés a inducdo da diferenciacdo. A SREBP é
encontrada complexada com a SCAP (proteina ativada pela clivagem de SREBP) e ligada a
membrana do reticulo endoplasmatico por meio da insig-2a. Apos a sua liberacao 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 é clivada por proteases e o dominio contendo
0 componente bHLH é liberado, podendo ser translocado para o nucleo. Uma vez no nucleo,
ocorre a transcri¢do de genes que codificam enzimas lipogénicas, envolvidas no metabolismo
do &cido graxo e na sintese de triacilglicerol, passos importantes para a formacdo das
caracteristicas do adipocito (BOUGHANEM et al., 2019).

A sinalizagdo de proteina quinase ativada por AMP (AMPK) é uma via chave no
metabolismo de lipidios. A oxidagdo de acidos graxos, a hidrolise lipidica de triglicerideos e a
producdo lipidica pelos adipdcitos séo regulados pela via AMPK (STEINBERG; CARLING,
2019). A ativacdo deste caminho requer a fosforilagdo do AMPK, resultando na inibicdo da
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sintese lipidica e na regulacdo positiva da hidrélise lipidica e oxidacdo de &cidos graxos (LI et
al., 2016). Algumas proteinas relacionadas a via AMPK incluem: acetil coenzima A
carboxilase 1 (ACC1); proteina 1c de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-1c);
transportador de glicose 4 (GLUT-4); e carnitina palmitoiltransferase 1A (CPT1) e estdo
todos altamente envolvidos no metabolismo lipidico (BU et al., 2019).

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

As ceélulas 3T3-L1 foram originalmente derivadas como um subclone da linhagem
celular de fibroblasto embrionario do mouse 3T3, selecionando células de culturas 3T3 em
repouso (confluentes) exibindo acumulo lipidico espontaneo (GREEN; KEHINDE, 1974).
Estudos de acompanhamento mostraram que o soro fetal bovino, dexametasona, insulina e
isobutil-metil-xantina (IBMX, um inibidor de fosfodiesterase) ativam respectivamente 0s
receptores de glicocorticéides, o receptor de fator de crescimento semelhante a insulina
(Insulin-like Growth Factor, IGF-1) e a via de sinalizacdo do monofosfato ciclico de
adenosina (AMPCc), o que leva a ativacdo dos eventos iniciais da adipogénese nestas células
(QUEIROZ et al., 2009; WATANABE et al., 2010; NOH et al., 2013). Mas é digno de nota
que a capacidade de conversdo espontanea de adipogénese foi aparentemente perdida ao
longo das geracdes de linhagem celular (REED et al., 1977; WILLIAMS; POLAKIS, 1977).



30

Figura 5. Processo de diferenciagdo dos pré-adipocitos 3T3-L1 em adipocitos.
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1.2. Resisténcia Insulinica

A glicose é o principal acucar circulante no sangue dos mamiferos. A producdo de
glicose é alcancada via glicogenolise, pela quebra do glicogénio em mondmeros de glicose
constituintes ou por gliconeogénese, onde ha a sintese de novas moléculas de glicose a partir
de outras moléculas precursoras nédo classificadas como carboidratos. A escolha do organismo
entre glicogenolise versus gliconeogénese para a producdo de glicose depende em parte da
duracdo do jejum e da abundancia de reservas de glicogénio (SARGSYAN; HERMAN,
2019). Considera-se que a glicogenolise é o principal contribuinte para a producédo de glicose
em individuos saudaveis no periodo pés-prandial. J& a contribuicdo da gliconeogénese para a
producéo de glicose aumenta para 95% com o jejum prolongado. Embora a contribuicdo da

gliconeogénese a producao de glicose aumente ao longo da duragdo de um jejum, a produgéo
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liquida de glicose hepética diminui, isto é, a gliconeogénese ndo substitui totalmente a
diminuigdo da glicogendlise (PETERSEN; VATNER; SHULMAN, 2017).

A regulacédo da producéo e do consumo de glicose ocorre principalmente pela a¢do da
insulina. A insulina € um horménio pancreatico que desempenha um papel essencial na
regulacdo da glicose no sangue, bem como no metabolismo de lipidios, carboidratos e
proteinas. Ele é um hormdnio polipeptidico, composto por duas cadeias de amino&cidos,
produzido pelas células B pancreaticas. Esse hormdnio tem meia vida de seis minutos, sendo
estimulado pelo aumento dos niveis circulantes de glicose, acidos graxos e aminoacidos
(HIRSCH; GAUDIANI, 2020).

Os efeitos bioldgicos da insulina iniciam-se ap0s a sua ligacdo ao receptor especifico
de membrana, denominado receptor de insulina (IR). Este receptor é um heterotetramero
composto por duas subunidades a extracelulares e duas subunidades P transmembranares,
ligadas entre si por ligages dissulfeto. A insulina liga-se a porcéo alfa, levando a uma
alteracdo conformacional que permite que as subunidades  adquiram atividade cinase, 0 que
promove a auto fosforilacdo de residuos de tirosina localizados na regido intracelular do IR.
Uma vez ativa, a porcdo [ fosforila em tirosina varios substratos proteicos intracelulares,
incluindo o IRS-1 e o IRS-2 (substratos do receptor de insulina 1 e 2). Estes substratos,
quando fosforilados em tirosina, se associam e ativam a enzima PI3K (fosfatidilinosiltol 3
quinase) que, por sua vez, catalisa a formacao de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PI3P), um
regulador alostérico da cinase fosfatidilinositol-dependente (PDK). Este Gltimo aumenta a
fosforilacdo em serina da proteina serina/treonina cinase B (AKT). Esta associacdo €
importante na translocacdo do transportador de glicose (GLUT4), na captacdo de glicose
estimulada por insulina, na ativacdo do glicogénio sintetase e para a inibicdo de lipdlise
(Figura 6) (FERRARI et al., 2019; GARGIULO et al., 2019).

No figado a insulina inibe a glicogenodlise e a gliconeogénese e estimula a sintese de
glicogénio, j& na musculatura esquelética estimula a captacdo de glicose e sintese de
glicogénio. No tecido adiposo estimula a captacao de glicose e reducéo da liberagédo de acidos
graxos e sintese de triglicerideos. Também estimula a entrada de aminoacidos nas células para
promover a sintese proteica (HATTING et al., 2018).

A glicose é uma molécula polar, insoluvel na membrana plasmatica, e o seu transporte
¢ realizado através de difusdo facilitada, mediado por tranportadores de membrana
especificos, GLUTSs. A isoforma GLUT4 é considerado transportador insulino-sensivel, cujo
principal papel é proporcionar captacdo de glicose mediada pela insulina em tecido adiposo e

muscular. No estado basal, ou seja, sem estimulo de insulina, boa parte do GLUT4 localiza-se
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intracelularmente. A presenca de insulina gera a cascata descrita anteriormente, determinando
a movimentacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica, com consequente aumento de
captacdo de glicose por esta célula (CHAO et al., 2019; PETERSEN; SHULMAN, 2017).

Ja no figado, o transportador de glicose € o GLUT-2, presente na superficie dos
hepatdcitos, e permite que a quantidade de aglcar dentro desta célula seja semelhante a do
sangue. A glicose que entra no figado € fosforilada pela glicocinase, a fim de que seja
produzida a glicose-6-fosfato, metabdlito versatil que pode entrar em varias rotas metabdlicas,
como na liberacdo glicose livre na corrente sanguinea, no armazenamento de glicose pelo

glicogénio hepético e na producdo tanto de ATP quanto de &cidos graxos.
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Figura 6. Representacdo esquematica das principais vias de sinalizacdo que aumentam a
translocacéo de GLUT-4 por estimulo da insulina.
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Fonte: FERRARI et al., 2019.

O diabetes € uma doenca metabodlica cronica caracterizada por niveis elevados de
glicose no sangue, que levam, ao longo do tempo, danos graves ao coracao, vasos sanguineos,
olhos, rins e nervos. O diabetes mellitus tipo 1 (DM1), conhecido como diabetes juvenil, é
uma condic¢do cronica na qual o pancreas deixa de produzir insulina devido a uma disfuncéo
de células B do pancreas. J& o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), geralmente acomete mais
adultos e ocorre quando o corpo se torna resistente a insulina produzida, ou esta producédo é
insuficiente (HARREITER; RODEN, 2019).

A resisténcia a insulina (RI) é definida clinicamente como a incapacidade de uma
quantidade conhecida de insulina exdgena ou endégena em aumentar a captacéo e a utilizagédo
de glicose em um individuo, produzindo menor resposta bioldgica. Cronicamente, a
combinacdo de resisténcia insulinica e de hiperinsulinemia gera alteragcdes cardiovasculares
que resultam em DM2, dislipidemias, doengas coronarianas, dentre outras (SAKLAYEN,
2018).
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A supernutricdo, alteracdo de lipidios, alteracGes nas adipocinas, aumento de &cidos
graxos circulantes, atividade inflamatoria sdo alguns fatores relacionados ao surgimento da Rl
(LI1etal., 2014).

A relacdo entre Rl e obesidade € vastamente estudada. O aumento do tecido adiposo
abdominal gera uma elevacdo de acidos graxos livres para o figado através da veia porta, bem
como aumenta a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. Estudos avaliaram a associacdo da
RI a marcadores inflamatdrios classicos, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e foi
mostrado que adipdcitos tratados com TNF-a apresentavam prejuizo na sinalizacdo insulinica.
Essa resposta foi associada, principalmente, com reducdo na transcricdo de IRS-1 e GLUT4
(FERRARIet al., 2019).

1.3. Obesidade e Resisténcia Insulinica Induzida Por Farmacos

O ganho de peso é um efeito colateral comum a muitos medicamentos, podendo levar
ao sobrepeso e a obesidade, especialmente em individuos suscetiveis. Em uma revisdo
sistematica e metanalise, 0 ganho de peso mais significativo e consistente foi associado ao uso
de agentes no tratamento do diabetes (pioglitazona, glimepirida e glicazida) e com medicacgéo
neuropsicotropica, como as drogas antiepilépticas (gabapentina, topiramato), 0s
antidepressivos  (amitriptilina, mirtazapina, fluoxetina) e o0s antipsicdticos atipicos
(olanzapina, quetiapina, risperidona). Para outras classes de medicamentos, como agentes
bloqueadores P e corticosteroides, os dados foram mais heterogéneos neste estudo (DOMECQ
etal., 2015).

A insulina é um antidiabético responsavel por ganho de peso. Alguns dos mecanismos
pelos quais a insulina causa este efeito sdo o estimulo de apetite, desencadeado pela
hipoglicemia, a necessidade de ingestdo de acUcares para evitar mal-estar pela queda da
glicemia e as caracteristicas anabolicas oriundas da propria insulina (aumento da sintese
proteica, inibicdo de proteodlise e lipdlise) (BLAZINA; SELPH, 2019). Outro exemplo é a
pioglitazona, nesse caso o ganho de peso se deve a retencdo de liquido, aumento de estoque
lipidico e adipogénese, que ocorre quase que totalmente no tecido subcutaneo (SUMIDA et
al., 2020).

Antidepressivos estdo sendo cada vez mais prescritos. Dados mostram que 0s
antidepressivos foram prescritos em 23% dos 1,5 milhdes de individuos na populagdo da
atencdo bésica pelo menos uma vez entre 1995 e 2011 no Reino Unido (MARS et al., 2017).

No Brasil, estudos mostram que 0s maiores usuarios de psicotropicos sdo do sexo feminino,
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adultos, casados, com baixo nivel de escolaridade (FARIAS et al., 2016). Em um estudo
separado, entre 128 pacientes deprimidos que foram tratados com imipramina por 33
semanas, 13% demonstraram aumento no peso de mais de 10% ao longo de 5 meses (FRANK
et al.,1990). A maior parte do ganho de peso ocorre nos primeiros 6 meses e € mais
proeminente se 0 paciente ja estiver com sobrepeso. Alguns dos preditores de ganho de peso
incluem idade jovem, sexo feminino, baixo IMC e histérico familiar de obesidade, a dose e a
duracdo do tratamento (GEBHARDT et al., 2009). O ganho de peso ¢ amplamente conhecido
como um efeito adverso associado ao uso de antidepressivos e antipsicoticos por individuos
afetados por esquizofrenia, depressdo, distdrbios bipolares e deméncia. Em consequéncia, as
condicbes metabdlicas geralmente pioram em pacientes que utilizam este tipo de
medicamento (PEDRERO; RASTROLLO; MARTI, 2019).

Diversos antipsicéticos blogueiam receptores histaminicos, e parece existir uma
relacdo logaritmica entre a afinidade com esses receptores e 0 ganho de peso, sendo a
olanzapina a droga com maior afinidade (CHEN et al., 2020). Muitas das drogas
antipsicoticas estimulam o apetite e a preferéncia por alimentos doces ou gordurosos, o que
supde uma acdo direta sobre sistemas metabdlicos e centros nervosos ligados ao controle da
saciedade e do peso (OKASAKI; YAMAMURO; KISHIMOTO, 2017).

Estudos relataram um aumento de peso em 40% a 80% dos individuos tratados com
antipsicoticos. A clozapina, a olanzapina, a quetiapina e a risperidona tém maior
probabilidade de produzir um ganho de peso severo. A comparacao entre cinco medicamentos
antipsicoticos (haloperidol, sulpirida, perfenazina, risperidona e olanzapina) em Ensaios
Clinicos Antipsicoticos de Efetividade de Intervencdo, demonstrou que o grupo olanzapina
teve 0 maior ganho de peso com os participantes randomizados, ganhando uma média de 14,3
+ 10,1 kg acima do seu peso base (YOON, 2008).

Como consequéncia do ganho de peso, surge os disturbios metabdlicos, como
resisténcia a insulina e o diabetes mellitus. Dados demonstram uma prevaléncia 2,5% maior
de diabetes em paciente em uso de antipsicéticos e derivados valproicos, de amostragem
pareados por idade, do que na populacdo em geral na Califérnia em 2009 (SELVIN et al.,
2014).

O diabetes induzido pelo uso dos antipsicoticos pode ser mediado por varios
mecanismos: o primeiro deles é que esses medicamentos podem inibir a via de sinalizacdo da
insulina nas células-alvo, como células musculares, hepatocitos e adipdcitos, causando a
resisténcia a insulina; a obesidade induzida pelos antipsicéticos pode resultar em altos niveis

de gordura livre e inflamag&o, que também podem causar resisténcia a insulina, além de que,
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podem causar danos diretos as células B, levando a disfuncéo e apoptose (CHEN et al., 2017).
Uma aceitavel teoria considera que tanto o dano das células B, quanto a resisténcia a insulina
sdo fatores necessarios para o desenvolvimento de diabetes (KAHN et al., 2014).

Os efeitos adversos da olanzapina no metabolismo glicémico e lipidico, no peso e na
composi¢do corporal sdo de séria preocupacdo e requerem monitorizacdo cuidadosa. Este
medicamento apresenta um dos maiores riscos para a sindrome metabolica entre os
antipsicoticos atipicos de segunda geracéo, especialmente durante o tratamento a longo prazo
e com a administracdo de doses elevadas, de acordo com um relatério de associacOes
profissionais de psiquiatras, endocrinologistas e diabetologistas (GRAJALES; FERREIRA,
VALVERDE, 2019).

Em uma analise de 13 monoterapias de olanzapina controladas por placebo e de curto
prazo (exposicdo média: 6 semanas), 0 ganho médio de peso com olanzapina foi de 2,6 kg
comparada com perda de peso de 0,3 kg do grupo placebo (ELI LILLY, 2018).

Uma literatura estabelecida prop8e que pessoas com esquizofrenia tém risco inerente
de metabolismo anormal da glicose, diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemia, independente do
tratamento com antipsicoticos. Essas caracteristicas seriam devido as influéncias genéticas.
Porém, estudo com individuos jovens e saudaveis, revelou que a olanzapina aumenta a
ingestdo de alimentos, o que leva ao ganho de peso que, por sua vez, induz consequéncias
metabdlicas, mas também por outros efeitos diretos no metabolismo lipidico e glicémico
independente da ingestdo de alimentos e do ganho de peso. Desta forma, sugere-se que estas
drogas induzem alteragcbes no metabolismo da glicose de forma, pelo menos parcial,
independente do risco genético e/ou do metabdlico preexistente na esquizofrenia (BALLON
etal., 2018).

O fato dos medicamentos psicotropicos contribuirem para o ganho de peso, obesidade,
diabetes mellitus, dislipidemia e sindrome metabolica levam a ndo adesdo a medicacédo,

retrocedendo no tratamento.

1.4.0lanzapina

A olanzapina € um medicamento da classe dos antipsicoticos atipicos, que inlui, entre

outros, risperidona, ziprazidona, clozapina, quetiapina, amisulprida e aripripazol. Estes

farmacos em geral podem ser considerados o0s de primeira escolha naqueles pacientes que
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apresentaram intolerancia aos efeitos colaterais dos antipsicoticos tradicionais (BETHESTA,
2014).

Quimicamente a olanzapina é chamada de 2-metil4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-
tieno[2,3-b] [1,5]benzodiazepina. A férmula molecular é C17H20N4S e tem um peso molecular
de 312,44. Apresenta-se como um s6lido cristalino amarelo, que é praticamente insolGvel em
agua. E um tiobenzodiazepinico que assim como 0s outros de sua classe apresenta afinidade
pelos receptores de serotonina (SHT2A/C, 5HT3, 5HT6), dopamina (D1, D2, D3, D4, D5),
muscarinicos (M1-5), al-adrenérgico e histamina (H1), sendo um antangonista seletivo
monoaminérgico (MEDEIROS et al., 2008).

Este medicamento € bem absorvido apds administracdo oral, atingindo concentra¢es
plasmaticas maximas dentro de 5 a 8 horas. A absor¢cdo ndo € afetada pelo alimento. As
concentracdes plasmaticas de olanzapina foram lineares e proporcionais a dose em estudos
clinicos nas doses de 1 a 20 mg. Sofre extensivo metabolismo de primeira passagem,
eliminando cerca de 40% da dose administrada antes de alcangar a circulacdo sistémica
(URBAN; CUBALA, 2017).

Apdbs administracdo oral a individuos sadios, a meia-vida média de eliminacdo da
olanzapina foi de 33 horas (21 a 54 h) e o clearance plasmatico médio foi de 26 L/h (12 a 47
L/h). A concentracdo plasmatica, tempo de meia-vida e clearance da olanzapina podem variar
entre os individuos de acordo com o género, idade e seus padrdes de tabagismo (SUN et al.,
2019).

A olanzapina é metabolizada no figado pelas vias conjugativa e oxidativa. O maior
metabdlito circulante é o 10-N-glucuronida (44% em estado de equilibrio), que em teoria ndo
ultrapassa a barreira hematoencefalica. As isoenzimas CYP1A2 e CYP2D6 do citocromo
P450 contribuem para a formacdo dos metabdlitos N-desmetil e 2-hidroximetil, ambos
exibindo significativamente menor atividade farmacoldgica in vivo do que a olanzapina em
estudos animais (SUN et al., 2019).

A atividade antipsicética se da pelos efeitos aos receptores serotoninergicos e
dopaminérgicos. O antagonismo aos receptores acima pode explicar os efeitos terapéuticos e
os adversos. Os efeitos anticolinérgicos se ddo pelo antagonismo aos receptores muscarinicos,
a sonoléncia, pelo antagonismo aos receptores de histamina, j& a hipotensdo ortotastica esta
relacionada ao receptor a-1 adrenérgico (MEDEIROS et al., 2008).

A vantagem dos antipsicéticos atipicos é a menor incidéncia de sintomas

extrapiramidais (como acatisia, parkinsonismo farmacoldgico, distonia aguda, tremor perioral
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e discinesia tardia), causado pelo bloqueio dopaminérgico na via nigroestriatal (FREDERICO
et al., 2008).

Suas aplicacBes incluem tratamento agudo e de manutencéo da esquizofrenia e outras
psicoses, nas quais sintomas positivos (exemplo: delirios, alucinacdes, alteracdes de
pensamento, hostilidade e desconfianca) e/ou sintomas negativos (exemplo: afeto diminuido,
isolamento emocional e social, pobreza de linguagem) sdo proeminentes, sendo também
eficaz nos sintomas afetivos secundarios, comumente associados com esquizofrenia e
transtornos relacionados. A olanzapina também € indicada, em monoterapia ou em
combinacdo com litio ou valproato, para o tratamento de episddios de mania aguda ou mistos
do transtorno bipolar, com ou sem sintomas psicéticos e com ou sem ciclagem rapida. Além
disso, a olanzapina é indicada para prolongar o tempo de eutimia e reduzir as taxas de
recorréncia dos episodios de mania, mistos ou depressivos no transtorno bipolar (CITROME
etal., 2019).

As principais reacOes adversas associadas ao uso da olanzapina s&o: ganho de peso,
hiperglicemia, dislipidemias, resisténcia a insulina e elevacdo da prolactina. Dentre esses
efeitos, 0 ganho de peso tem grande relevancia, ja que é o fator associado aos disturbios
metabdlicos como um todo, provavelmente facilitando o surgimento das demais reacdes e esta
diretamente relacionado a morbimortalidade cardiovascular (KROGMANN et al., 2019;
CITROME et al., 2019).

Dentre 0s mecanismos propostos para o ganho de peso devido ao uso de antipsicoticos
atipicos, esta 0 antagonismo aos receptores de histamina Hi, que ja € bem descrito por causar
ganho de peso devido ao aumento de apetite. Estudos demonstram que a afinidade com esse
receptor dos antipsicéticos atipicos esta bem correlacionada com a casualistica desse efeito
adverso. O antagonismo aos receptores de SHT. pode desempenhar um papel aditivo (SALVI
etal., 2016).

Na clinica, a afinidade da olanzapina pelo receptor H1 se correlaciona com o ganho de
peso. Em ratos, o tratamento com olanzapina altera a expressdo do mRNA do receptor H1 no
hipotalamo, que esta negativamente correlacionado com o ganho de peso (HAN et al., 2008).
Portanto, o antagonismo do receptor H1 parece ser um fator-chave na obesidade induzida por
olanzapina (HE et al., 2014). De fato, a betaistina (um agonista do receptor H1 / antagonista
do receptor H3) tem sido usado para impedir o ganho de peso induzido pela olanzapina em
humanos (POYUROVSKY et al., 2013) e ratos (DENG et al., 2012).
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1.5 Triterpenos

Os terpenos sdo uma familia de compostos quimicamente diversos, encontrados no
reino vegetal, essenciais ao crescimento desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos. A
estrutura bésica dos terpenos consiste em uma unidade isoprendide (CsHs), sendo
caracterizado como um hidrocarboneto insaturado (HAUL; HOD, 2020). Os terpenos podem
ser classificados de acordo com a quantidade de residuos de isoprenos que sua estrutura
possui: hemiterpenos (1), monoterpenos (2), sesquiterpenos (3), diterpenos (4), triterpenos
(6), tetraterpenos (8) e politerpenos (>8) (AYAD; AKKAL, 2019).

Dessa forma, os triterpenos sdao moléculas derivadas dos terpenos, constituidas por
30 atomos de carbono, 6 unidades isoprendides e possuem varias acGes farmacoldgicas
descritas (MUKHERJEE, 2019). Este grande grupo € estruturalmente diverso de metabolitos
secundarios, distribuidos de forma ubiqua no reino vegetal e amplamente presentes em varias
plantas medicinais. Os triterpenos estdo entre os produtos naturais mais abundantes, com mais
de 20.000 estruturas identificadas até 0 momento.

Os triterpenos podem ser classificados em tetraciclicos e pentaciclicos e divididos em
grupos conforme seus esqueletos estruturais: ursano, lupano, oleano, ursano e gamacerano
(PARK et al., 2017).

Do ponto de vista bioldgico, a classe dos triterpenos pentaciclicos, de estrutura
molecular basica com cinco anéis, tem atraido muita atencdo devido ao seu notavel espectro
de atividades farmacologicas, como anticancer, antiinflamatorio, imunomodulador,
antioxidantes, antivirais, antimicrobianos, antidiabéticos, hepato e cardioprotetores, além de
ter efeito antiadiposidade e antiobesidade (SHENG, SUN, 2011).

Os triterpenos pentaciclicos podem ser potentes agentes antiobesidade, uma vez que
afetam diferentes estagios da adipogénese, lipolise e oxidacdo de &cidos graxos, visando 0s
fatores de transcricdo destes processos. Por exemplo, o &cido oleandlico e o acido 18B-gli-
cirretinico (183-GA) suprimem a diferenciacdo de pré-adipdcitos 3T3-L1 e o acumulo de
lipidios por regular negativamente a expressdo celular de C/EBPa e PPARy (SUNG et al.,
2010). Da mesma forma, amirinas (a-amirina e 3-amirina) em camundongos alimentados com
dieta hipercalorica atenuam o peso corporal, a gordura visceral, a area da superficie dos
adipdcitos através da regulagdo negativa da expressdo de PPARy (CARVALHO et al., 2016).
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1.5.1 Acido Oleandlico

O acido oleanolico, do grupo oleano, e seu isémero, o acido ursélico, do grupo
ursano, pertencem a classe de compostos triterpenoide e sdo amplamente distribuidos no reino
vegetal e tém sido frequentemente isolados como mistura isomérica (LOPEZ-GARCIA et al.,
2015). Ja foi constatada a presenca de acido oleandlico em mais de 1600 plantas (FAI, TAO,
2009). A figura 7 ilustra alguns desses exemplos: a fruta e a folha da azeitona (GUINDA et
al., 2010), alecrim (ALTINIER et al., 2007), casca da roma (LI et al., 2011), casca da maca
(JAGER et al., 2009), a fruta e a folha do caqui, uva, casca da pera (ZHANG et al., 2014a) e
soja (ZHANG, POPOVICH, 2009). Numerosos estudos revelaram que os triterpendides sdo
mais concentrados nos compartimentos de cera intracuticular, por isso o teor deste composto

em geral € maior na casca do que na polpa das frutas (SZAQUIEL et al., 2012).

Figura 7. Exemplos de frutas e vegetais contendo os triterpenos: acido oleandlico e &cido

ursélico.

Na Regido Nordeste do Brasil, 0 &cido ursélico e o &cido oleandlico s&o encontrados
nas espécies de Sambucus nigra e Sambuscus australis (Caprifoliaceae), Psidium guajava L.
Myrtaceae) e nos géneros Eucalyptus sp, Ocimun sp e Rosmarinus sp (LIU et al., 1995;
BEGUM et al., 2004).
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Em relacdo a toxicidade, apesar de ter caracteristicas hepatoprotetoras, em altas doses
0 &cido oleandlico demonstrou hepatotoxicidade. Em experimentos in vitro com hepatocitos
de ratos, a concentracdo de 300 pg/mL de AO foi citotdxica (KINJO et al., 1999). Em
animais, camundongos machos da linhagem C57BL6 tiveram aumentos das enzimas
hepaticas (ALT, AST, ALP e bilirrubina total) com o tratamento de 100 mg/kg/dia de AO por
14 dias (SATO et al., 2007) e por 5 dias (LIU et al., 2013).

O acido oleandlico e os triterpenos relacionados modulam diferentes vias de
sinalizacdo metabolica, que sdo diretamente relacionadas as suas atividades. A atividade da
enzima colesterol acetiltransferase (ACAT), responsavel pela sintese de ésteres de colesterol,
esta intimamente relacionada ao desenvolvimento da aterosclerose. Lee e colaboradores
(2006) testaram os triterpenos pentaciclicos acidos ursélico, oleandlico e betulinico na
inibicdo das enzimas humanas ACAT-1 e ACAT-2. Todos demonstraram efeito inibitorio,
com destaque para o &cido betulinico, que apresentou melhor resultado para as duas enzimas.

Ainda nesta linha, evidéncias revelam o potencial do acido oleandlico para restaurar
desordens vasculares associadas a fatores de risco cardiovasculares, ou seja, hipertensdo,
obesidade, diabetes e aterosclerose (RODRIGUEZ, 2015b). Estudos ja demonstraram que
uma série de triterpenoides isolados de plantas como jujuba (Zizyphus jujuba) e amora
silvestre (Rubus allegheniensis), dentre eles o &cido betulinico, possuem efeito inibitério na
formacdo de células espumosas a partir de macr6fagos humanos, demonstrando possivel
efeito na prevencdo da aterosclerose (FUJIWARA et al. 2011, ONO et al., 2014).

A farmacocinética do AO € dose independente, ou seja, obteve resultados bem
préximos nas doses de 25 e 50 mg/kg via oral e 0,5 e 2 mg/kg via endovenosa. Nesse mesmo
estudo notou-se que a biodisponibilidade oral é extremamente baixa (0,7%), dado a baixa
permeabilidade celular e extenso metabolismo microssonal hepatico (JEONG et al., 2007).

Em um estudo de anti-obesidade em camundongos, o acido oleandlico modulou a
percepcao orossensorial de lipideos em camundongos obesos, exibindo uma diminui¢do no
peso corporal, figado e tecido adiposo. Houve também alteracdo no metabolismo da glicose,
com melhora no teste de tolerancia a glicose e nos niveis de insulina. Todos esses fen6menos
foram associados a influéncia na expressao de citocinas pro-inflamatérias (IL-1 e IL-6), e de
alguns genes lipogénicos (PPARa, SREBP1, FAS, CREBP e G6Pase) (DJEZIRI et al., 2018).
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1.5.2 Acido Ursdlico

A diferenca entre o grupo oleanano e ursano € baseada na migracdo de um grupo
metil (C-30) da posicdo C-20 a C-19. Os derivados comuns desses dois compostos sdo
baseados na hidroxilacdo em C-3, carboxilagdo em C-28 e uma ligacdo dupla na posi¢do C12
para formar acido ursélico e &cido oleanolico, enquanto a hidroxilagdo adicional na posi¢do
C-2 produz acido corosdlico e acido maslinico. Esses dois grupos de estruturas pentaciclicas,
tanto em suas formas aglicona quanto glicosidica, sdo conhecidos para uma gama de
atividades bioldgicas (HABTEMARIAM, 2019).

Dessa forma, os isdmeros tém propriedades farmacolédgicas semelhantes, embora
possam diferir na intensidade de atividade devido a diferenca na posi¢do dos grupos metil,
que influencia a bioatividade (SENTIL et al., 2007). Estudos recentes demonstraram inimeras
atividades bioldgicas dos triterpenos pentaciclicos, acido ursolico, acido oleandlico e acido
betulinico, como atividade analgésica, antiinflamatoria, antioxidante, anticancer e
antiobesidade (VASCONCELOS et al., 2003; KANG et al., 2008; IKEDA; MURAKAMI;
OHIGASHI, 2008; RAO et al., 2011; MELO et al., 2009).

Na literatura, as causas dos efeitos do acido ursélico na obesidade, no gasto de
energia, na esteatose hepatica, na perda esquelética de massa muscular e na aptidao fisica se
ddo por varios mecanismos fisiol6gicos e moleculares, como aumento da termogénese por
fatores moduladores de transcricdo de adipdcitos, ativacdo de AMPK e superexpressdao da
UCPL1; aumento da massa muscular esquelética por ativacdo em concentracdes de hormonio
de crescimento na corrente sanguinea e secrecdo do fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1), bem como na ativagdo do mTOR.

J& existem relatos demonstrando também a atividade do é&cido ursolico no
metabolismo de camundongos. Nguyen e colaboradores (2018) demonstraram que este
triterpeno reduz o tamanho da leséo aterosclerética, e melhora a atividade renal em animais
diabéticos. Realizaram um tratamento de 20 semanas com um analogo do acido ursolico, 23-
OHUA, e notou-se uma reducdo de 40% na placa aterosclerdtica, e 11% do ganho de peso.

Nas ultimas décadas, extensas investigacdes foram realizadas para determinar o
processo de AU no corpo, sugerindo que a exposicdo ao AU no sistema circulatorio é
relativamente baixa, ja que o AU é distribuido principalmente no figado.

Alguns estudos foram realizados para identificar como o AU se distribui no
organismo de camundongos ap6s ingestdo oral. As analises indicaram que os niveis de AU no

figado, célon, rim, coracdo, bexiga e cérebro aumentaram da semana 4 a semana 8, com a
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maior abundancia no figado. Porém, o AU no plasma ndo era apreciavel até a semana 8 (YIN
et al., 2012). O tropismo de 6rgdo do AU também foi validado em um relatério semelhante
em que o AU foi principalmente distribuido no pulméo, baco, figado, cérebro e rim de ratos,
submetidos a administracdo oral de AU na dose de 10 mg / kg, com vestigios de AU no
plasma (CHEN et al., 2011).

1.5.3 a, f-amirina

Outra espécie do nordeste do Brasil rica em triterpenos é Protium heptaphyllum
(Aubl.) March, conhecida popularmente como almecegueira, breu-branco-verdadeiro,
almecegueira cheirosa, almecegueira de cheiro, almecegueira-vermelha ou almecegueiro
bravo, sendo uma arvore de grande porte e com ocorréncia em todo o Brasil (CORREIA,
1984). Uma lesdo no tronco da P. heptaphyllum faz exsudar uma resina oleosa e amorfa rica
em substancias aromaticas que € utilizada na medicina popular como antiinflamatorio,
gastroprotetor, analgésico, cicatrizante e expectorante (MAIA et al., 2000; SIANI et al.,
1999). A Figura 8 ilustra a resina desta planta.

Foram identificadas na resina sete constituintes triterpénicos, distribuidos em trés
misturas, o, 3-amirina (45,25%), breina ¢ maniladiol (9,5%), o, (-amirinona e lupenona
(1,25%), sendo a mistura de a, R-amirina o principal constituinte, sendo a fragdo a pertecente
ao grupo ursano, e a fracdo B ao grupo oleano. A proporgédo entre o, B-amirina é de 63:37,
fracdo trabalhada no presente estudo (Figura 9) (VIEIRA-JUNIOR et al., 2005).

Figura 8. Resina extraida da Protium heptaphyllum (Aubl.)

Fonte:http://amazonforestrading.com.br/produto/extratos-e-oleos/resina-natural-da-amazonia-de-breu-

branco/
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Figura 9. Estrutura quimica dos constituintes triterpénicos da resina de P. heptaphyllum.

(1b)

In R=OH Ri=Ry=ResHl  R=CH;
a R=0H R=Re=Re=H Ry=CH,
3 R=ReOH Re=Rgs=H R=CH,
d R=R=OH R=Ry~H R=CH,
Sa R~R~0O R~CH, Ry=Re~H
Sa R=R~0O Ri«R.=H Ry~CH,

Legenda: a-amirina (1a), R-amirina (2a), breina (3a), maniladiol (4a), a-amirinona (5a), 3-amirinona
(6a) e lupenona (1b).
Fonte: VIEIRA-JUNIOR et al. 2005

A mistura de triterpenos alfa, beta-amirina ou a, BR-amirina apresenta atividade
antinociceptiva (LIMA-JUNIOR et al., 2006; HOLANDA PINTO et al., 2008a), anti-
inflamatoria (HOLANDA PINTO et al., 2008b; MELO et al., 2009; MELO et al., 2010),
gastroprotetora (OLIVEIRA et al., 2004), antihiperglicémica e hipolipidémica (SANTOS et
al., 2012) e hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2005).

A resina de P. heptaphyllum e a mistura de o, B-amirina apresentaram atividade
preventiva da obesidade em animais submetidos a uma dieta rica em gordura por 15 semanas,
reduzindo o peso corporal, peso do figado, da gordura abdominal, dos niveis séricos de
glicose, amilase, lipase, colesterol total, triglicerideos, grelina, leptina, TNF-a ¢ IL-6, melhora
da histologia hepatica, assim como reduzindo a expressdo de PPAR-y e de lipoproteina lipase
no tecido adiposo em relacdo aos animais que receberam apenas a dieta hiperlipidica. Além
disso, a resina de P. hepatphyllum foi capaz de reduzir a adipogénese em células 3T3-L1,
reduzindo o acimulo de lipideos e a expressao de PPAR-y, C/EBPa e C/EBPB (CARVALHO
etal., 2015; CARVALHO et al., 2016).

Em relagdo a farmacocinética, um estudo realizado na Universidade de S&o Paulo
descreveu pela primeira vez que a biotransformagdo da mistura de a, B-amirina (4:6) é
mediada pelo citocromo P450, utilizando uma preparacdo microssomal de figado de ratos, em
método cinético validado, obedecendo a cinética de Hill (MOREIRA et al., 2013).

Nosso laboratério desenvolveu um modelo de obesidade induzida por dieta

hipercalérica em camundongos Swiss que geram, ndo s0 0 aumento do peso corporal, mas
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também afetam a homeostase do metabolismo, com alterages bioquimicas e hormonais.
Dessa forma, conseguimos mimetizar as alteracdes metabolicas causadas pela ma alimentacao
e excesso de peso corporal, a fim de identificar quais vias de sinalizacdo estdo envolvidas
neste processo.

Neste mesmo modelo, nosso laboratério vem estudando o efeito antiobesidade de
triterpenos em camundongos, tendo identificado a atividade antiobesidade do &cido betulinico
(MELO et al., 2009), &cido oleanolico (MELO et al., 2010), acido ursolico (RAO et al., 2011)
e a, p-amirina (CARVALHO et al., 2016). Estes triterpenos reduziram de forma significativa
0 peso corporal, a adiposidade visceral, 0s niveis séricos de glicemia, lipase, amilase, lipideos
e grelina e elevaram os niveis séricos de leptina e insulina (MELO et al., 2009; MELO et al.,
2010; RAO et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

A olanzapina mesmo ndo sendo a primeira escolha de tratamento para pacientes com
esquizofrenia, devido ao risco conhecido de efeitos colaterais metabdlicos, permanece
amplamente utilizada, j& que ela é bem tolerada e bastante eficaz (KIM; NA, 2017).

Estudos relatam que este medicamento tem menores taxas de descontinuacdo de
tratamento do que placebo e diversos outros antipsicoticos (KAHN et al., 2008; CITROME,
2008; LEUCHT et al., 2013), provavelmente devido a uma eficacia maior em relagdo aos
demais tratamentos (CITROME et al., 2019). Mesmo assim, dentre as principais causas de
descontinuacdo do tratamento da olanzapina temos o ganho de peso, as alteracdes no perfil
lipidico sérico e o desenvolvimento de resisténcia a insulina (KAHN et al., 2008).

Portanto, o desenvolvimento de intervencfes que oferecam a eficacia da olanzapina,
mas reduzam o ganho de peso e as possiveis complicacfes a longo prazo associadas ao seu
uso, seria um grande avang¢o no tratamento da esquizofrenia. Essas intervengdes podem
incluir agentes com novos mecanismos de acdo ou produtos em combinacdo com a
olanzapina, que tenham por resultado atuar diretamente na via que causa o efeito colateral
sobre o metebolismo.

Alguns triterpenos dos grupos oleanano e ursano, como 0s isdbmeros acido ursolico e
acido oleandlico, além da mistura de a, P-amirina possuem atividades farmacoldgicas
amplamente descritas, demonstrando efeitos no metabolismo como reducdo de peso,
diminuicdo de niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol total, glicemia em jejum e
insulina sérica (WANG et al., 2013; LI et al., 2014; JIANG et al., 2015; CHEN et al., 2017).
Apesar disso, ndo existe na literatura cientifica informacGes sobre a acdo destes triterpenos
sobre os efeitos colaterais sobre o metabolismo causados diretamente pelo uso da olanzapina.
Também ndo existe na literatura de que forma o grupo ao qual o triterpeno pertence influencia

na resposta metabolica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo preventiva do acido oleandlico (AO), acido ursdlico (AU) e a, B-amirina

(AMI) sobre as alteracdes metabolicas induzidas pela OLZ in vivo e in vitro.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito do AO, AU e AMI sobre a acdo da OLZ no testes comportamentais de

Campo Aberto em camundongos;

- Avaliar o efeito preventivo do tratamento com AO, AU e AMI por 6 semanas nas alteracdes

metabolicas induzidas por OLZ em camundongos, através das mensuracdes de(a):

Medidas murinométricas de peso, comprimento, indice de massa corporal (IMC), do
consumo de agua e racdo, da gordura corporal e do peso do figado;

Resisténcia a insulina, através do indice de HOMA-IR, teste de tolerancia a glicose
intraperitoneal e niveis de glicogénio hepatico e muscular;

Niveis séricos de colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de alta densidade
(HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), glicose e insulina;

Alterac6es histoldgicas no tecido hepatico e tecido adiposo;

Expressdo proteica de proteinas envolvidas na sinalizacdo insulinica hepatica:PI13K,
pIRS-1 e pAKT;

Expressdo proteica de GLUT-4 muscular.

- Avaliar o efeito do AO, AU e AMI em células 3T3-L1:

Sobre a viabilidade celular;

Sobre a diferenciagdo mediada por OLZ por meio da coloragéo de Oil Red O;

Sobre o acumulo de colesterol e triglicerideos intracelulares induzido por OLZ;
Sobre a expressdo proteica de proteinas envolvidas com o metabolismo lipidico,
PPARy, SREBP-1, AMPKa, pAMPK e FAS em células 3T3-L1 diferenciadas com
OLZ.
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4.1. Drogas e Reagentes
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Substancia

Fabricante

Acido Acético

Acido Oleanodlico

Acido Ursolico

Acido Sulfurico

Acido Tiobarbitarico
Albumina bovina sérica (BSA)
Alcool isopropilico
Amersham ECL™ Prime
Antrona

Coquetel inibidor de protease
DC Protein Assay(kit)
Dexametasona
Dimetilsulféxido (DMSO)
Dodecil Sulfato de Sodio

Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM)

Etanol

Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF)
Formaldeido

Soro bovino fetal

Formaldeido

Full-Range Rainbow Marker

Glicose

Hidroxido de Potéssio

Insulina

Membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF)

Soro de bezerro recém-nascido (NBCS)
Olanzapina

Oil Red O

Ortovanadato de sddio

Vetec Quimica, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Sigma Aldrich, EUA

Synti, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Sigma Aldrich, EUA

Dinamica, Brasil

GE Healthcare, Reino Unido
Alphatec, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

BioRad Laboratories, EUA
Sigma Aldrich, EUA

Dinamica, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Gibco by Life Technologies, EUA
Itaj4, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Alphatec, Brasil

Gibco by Life Technologies, EUA
Dinamica, Brasil

GE Healthcare, Reino Unido
Dinamica, Brasil

Dinamica, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Invitrogen, EUA

Gibco by Life Technologies, EUA
Eli Lilly do Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Sigma Aldrich, EUA
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Penicilina/estreptomicina Gibco by Life Technologies, EUA
Soro Fetal Bovino Gibco by Life Technologies, EUA
Sulfato de Sodio Anidro Vetec Quimica, Brasil

Ripa Sigma Aldrich, EUA

Trizma Sigma Aldrich, EUA

Tween 80 Cromoline, Brasil
1,1,3,3-tetrametoxipropano Sigma Aldrich, EUA
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) Sigma Aldrich, EUA

3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de  Sigma Aldrich, EUA
tetrazdlio

4.2. Obtencdo da Olanzapina

A extragdo da olanzapina foi realizada pela Profa. Otilia Deusdénia Loiola Pessoa, do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC. A olanzapina foi extraida a partir
da dissolucio dos comprimidos de Zyprexa® (olanzapina 10 mg) em 10 ml de 2% de amdnia,
e o dissoluto foi sonicado por 30 minutos. A mistura foi filtrada através do papel de filtro,
entdo transferida para um funil de separacdo e extraida com 5 ml de acetato de etila por quatro
vezes. Sulfato de magnésio foi adicionado a camada orgénica e coletada para remover a dgua
restante. O acetato de etila foi entdo evaporado, usando evaporador rotativo em 40 °C, sob
baixa pressdo. Os cristais amarelos foram verificados por HPLC e espectrometria de NMR
(Anexo I) (YANG et al., 2007).

4.3. Animais

Para a realizacdo dos experimentos com animais foram utilizados camundongos Mus
musculus, da linhagem C57BL/6, fémeas, com peso variando de 15-17 g, fornecidos pelo
Biotério Central, da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram mantidos em gaiolas
apropriadas, com temperatura controlada (25 + 1 °C) e ciclo de 12 horas claro/escuro, tendo
livre acesso a &gua e racdo, no Laboratorio de Produtos Naturais, do Departamento de

Fisiologia e Farmacologia da UFC.
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Os ensaios experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC), sob N° 4575280219 e 8407290120 (Anexo
2).

4.4. Composigéo das Dietas

A dieta padrédo (DP) constituiu a racdo para camundongos, obtida a partir de uma fonte
comercial (Nuvilab®, Brasil).

A dieta associada a olanzapina (DO, 0,005%) foi produzida a partir de 1 kg de racdo
comercial (Nuvilab®, Brasil) triturada, aos quais foram adicionados 50 mg de olanzapina, com
posterior formacdo de pellets, dessa forma, a concentracdo final de consumo em nosso
experimento foi de 1,5 mg/kg/dia (LORD et al., 2017).

A DO foi preparada sob a supervisdo do Prof. Said Gongalves da Cruz Fonseca, no
Laboratorio de Farmacotécnica do Curso de Farmécia da UFC.

4.5. Protocolo Experimental Animal

Os animais foram inicialmente ambientados por uma semana, tendo livre acesso a ragao
padrdo e a agua. Apds esse periodo, os animais foram divididos em cinco grupos de 10
animais cada, de acordo com o peso corporal, e foram tratados com as respectivas dietas por 9

semanas:
Grupo 1: animais que receberam apenas a dieta padrdo (DP);

Grupo 2: animais que receberam apenas a dieta associada a olanzapina (DO);

Grupo 3: animais que receberam a DO e administrado o Acido Oleandlico (20 mg/kg/dia),

entre a 3*.— 92 semana;

Grupo 4: animais que receberam a DO e administrado o Acido Ursélico (10 mg/kg/dia), entre

a 3*.— 9. semana;

Grupo 5: animais que receberam a DO e administrado a a, B-amirina (20 mg/kg/dia), entre a
3%.— 9 semana.
Acido oleandlico, acido ursélico e o, p-amirina foram inicialmente solubilizados em 2%

Tween 80 e adicionados a agua de beber conforme descrito por Rao e colaboradores (2010).
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O grupo DO recebeu 0 mesmo volume de veiculo (2% Tween 80 na agua de beber). As doses
escolhidas dos triterpenos foram aquelas que se mostraram seguras e eficazes em modelos
animais de obesidade com camundongos. Devido a maior toxicidade, a dose do AU foi mais
baixa que a dos demais triterpenos (LUO et al., 2016; LU et al., 2011; RAO et al., 2011;
MELO et al.,, 2010). Os mesmos animais por grupo foram utilizados para todos o0s

experimentos realizados.

Figura 10. Representacdo esquematica do delineamento experimental in vivo.

Acompanhamentode agua e
racdo (diario) e
do peso corporal (semanal)

‘(\zo’:(?o o R K
"i‘gqu 5@‘(\30 s&‘,((\'bo 5&.‘,&7&
C578L6 Tratamentos Andlises
N= IOarInmans/grupo « DO+AO (20 mg/kg/dia) ser.lcas.e
1178 * DO + AU (10 mg/kg/dia) teciduais
* DO+ AMI (20 mg/kg/dia)
Dieta Padrdo (DP) Teste Campo Aberto
ou TTGI
Dieta Associada a Olanzapina
(DO)

Fonte: o autor.

4.5.1. Testes comportamentais

4.5.1.1. Teste do campo aberto

A atividade locomotora foi avaliada atraves do teste de campo aberto
(ARCHER,1973).

Todos os animais de cada grupo, no inicio da semana 8 de tratamento, foram
submetidos ao teste. Este teste foi realizado em um campo aberto (30 cm x 30 cm x 15 cm),
confeccionado em acrilico, dividido em nove partes iguais. A iluminagdo durante o teste
consistia em penumbra e houve exposicdo Unica de cada animal ao aparelho. Assim, 0s

animais foram colocados no centro do campo e, apos 1 minuto de adaptacdo, foi permitido
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que eles explorassem livremente o cenario por 5 minutos (periodo do teste). Os parametros
observados foram: o numero de zonas cruzadas (quadrante completo) com as quatro patas
(movimentacdo espontanea) e o numero de comportamentos de autolimpeza. A coleta de

dados foi manual, realizada por um avaliador sem conhecimento prévio dos tratamentos.

4.5.2. Consumo de agua e racdo e acompanhamento do peso corporal

A &gua e a racdo foram disponibilizadas ad libitum e o consumo foi registrado
diariamente e totalizando ao final de cada semana em mL/semana e g/semana,
respectivamente. O peso corporal absoluto (g) dos animais foi registrado uma vez por semana.
O experimento teve a duracdo de 9 semanas.

4.5.3. Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal

O teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGI) foi realizado na 82 semana a fim
de avaliar os niveis de glicose no sangue em tempos determinados, apos aplicacdo de
sobrecarga de glicose.

Para o TTGI os animais, em jejum de 6h, receberam glicose (1g/kg, i.p.) e a glicemia foi
determinada nos tempos 0 (antes da administragdo), 15, 30, 60, 90 e 120 min apés a
administracdo da glicose. O sangue foi coletado da veia caudal e a glicemia foi quantificada
em glicosimetro (Accu-Chek®, Bayer). Foi determinada a area sob a curva de cada grupo
(LORD et al., 2017).

4.5.4. Coleta de sangue, tecidos e 6rgao

Ao final da 92. semana de tratamento, os animais foram colocados em jejum de 8h para
posterior anestesia (100 mg/kg de cetamina + 10 mg/kg de xilazina, via intraperitoneal). Os
animais foram medidos da regido nasal até a regido anal a fim de realizar a medida nasoanal
para o calculo do Indice de Massa Corporal (IMC). Com os animais ja anestesiados se deu
prosseguimento a coleta de sangue (plexo retro orbital) para obtencdo de soro. Apds isto,
foram eutanasiados com sobredose de anestésico (300 mg/kg de cetamina e 30 mg/kg de
xilazina, i.p.) para coleta do figado, tecido adiposo visceral, subescapular e subcutaneo e
musculos vasto lateral, séleo e gastrocnémico. Todos os tecidos e orgdo foram pesados,
devidamente separados e estocados a -80°C (MELO et al., 2009; MELO et al., 2010; RAO et
al., 2011).
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4.5.5. Anélises séricas

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 3500 g, durante 15 min, para se
obter o soro, que foi armazenado a -80°C para posteriores dosagens bioquimicas. Foram
dosados os niveis sericos de colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de alta densidade
(HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL) e glicose, utilizando kits bioguimicos, de acordo com as instruces do fabricante
(LabTest®).

A insulina sérica foi quantificada por Elisa, utilizando kit especifico (Millipore®,
Billerica, MA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

A resisténcia a insulina foi avaliada pelo indice HOMA-IR, calculado como a glicose
sérica em jejum (mmol/L) x insulina sérica em jejum (mU/L) /22.5 (MATTHEWS et al.,
1985).

4.5.6. Analises teciduais

4.5.6.1. Determinacdo do glicogénio hepético e muscular

Inicialmente o tecido hepatico e um pool dos musculos vasto lateral, soleo e
gastrocnémico foram pesados e homogeneizados (20% p/v) em KOH 30%. O homogenato de
cada tecido foi mantido em banho-maria por 1 h, a 100 °C e em seguida, foi resfriado em
banho de gelo. Os tubos contendo o tecido hepatico ou muscular foram submetidos a fase de
digestéo, sendo, para tal, acrescidos Na>SO4 saturado, 4mL de etanol 95%, agitado em vortex
e deixado em banho-maria a 80°C, por 15 min. Apds esse periodo, foi centrifugado a 3000 g,
durante 15 min, separado o sobrenadante e adicionado 1 mL de &gua destilada ao precipitado.
Foi realizado mais uma lavagem com etanol 95% e &gua destilada e descartado o
sobrenadante. O precipitado foi diluido com &gua destilada. Para a reacdo colorimétrica, foi
adicionado 1mL de homogenato em 2 mL do reagente Antrona (0,2 g de Antrona em H>SO4
95%) e homogeneizado em agitador vortex. Em seguida foi colocado em banho-maria por 10
min e resfriado em banho de gelo. As amostras foram quantificadas em espectrofotémetro em
comprimento de onda de 620 nm. O resultado foi expresso em mg de glicogénio/100mg de
tecido (CARROLL, LONGLEY, ROE, 1956).
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4.5.6.2. Anélise Histologica

4.5.6.2.1. Tecido Hepatico

Os figados removidos foram embebidos em solucdo tampédo de formaldeido a 10%
para fixa¢do por 24 horas. Apoés o periodo de fixacdo, os tecidos foram desidratados em etanol
e embebidos em parafina, e entdo foram seccionados (4 mm) e corados com hematoxilina e
eosina. A esteatose foi avaliada usando o escore estabelecido pela NASH Clinical Research
Network (CRN), que é uma soma ndo ponderada de pontuacdo da porcentagem de esteatose
(grau 0: ausente; grau 1: até 30%; grau 2: até 60% e grau 3: até 90%). A atividade
inflamatdria lobular avaliada com base no nimero de focos inflamatérios (considerado células
neutrofilicas e mononucleares) por campo (0: ausente; 1: discreto infiltrado inflamatério; 2:
moderado infiltrado inflamatério e 3: intenso infiltrado inflamat6rio) e balonizagdo (O:
ausente; 1: discreta e 2: moderada) (KLEINER et al., 2005). Todas as analises foram
realizadas por patologista habilitado, Prof® Dr2. Ana Paula Negreiros Nunes Alves, sem

conhecimento prévio dos grupos, para evitar interferéncia nos resultados.

4.5.6.2.2. Tecido Adiposo

Apds coleta e pesagem do tecido adiposo visceral, este foi imerso em solucdo tampao
de formaldeido a 10% para fixacdo por 24 horas. Fragmentos de cada tecido foram
submetidos ao processamento histolégico de rotina, embebidos em parafina, seccionados a
3um de espessura e corados com hematoxilina e eosina.

No tecido adiposo branco, imagens digitais foram obtidas de campos aleatérios para a
mensuracdo do diametro do adipdcito. Pelo menos 50 campos tiveram o seu maior € menor
diametro de adip6cito mensurados por animal. As laminas foram observadas em microscopio
optico (modelo Axio Scope. Al, Zeiss, Alemanha) e 20 imagens de cada lamina foram
capturadas com aumento de 200x. A goticula de gordura foi medida usando o sistema de
deconvolugéo do software ImageJ software 1 (LACERDA; SANTOS; AGUILA, 2010).

4.5.6.3. Determinacéo de proteinas de sinalizagéo insulinica no figado e masculo

O tecido hepatico e um pool do tecido muscular foram pesados e homogeneizados em

solugdo tampdo RIPA gelado, na proporcdo de 10% (p/v). Foram adicionados ao tampao
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RIPA o coquetel inibidor de protease a 1:100 (v/v), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a
2mM e o ortovanadato de sodio a ImM. O homogenato foi centrifugado a 13.000 g, por 15
min, a 4°C, e o sobrenadante foi estocado a -80°C.

Para a fracdo membranar do GLUT4, o sobrenadante foi centrifugado mais uma vez a
9.000 g por 20 min, seguido de uma ultracentrifugacdo a 180.000 g por 90 min. O pellet
obtido foi ressuspenso em tampdo e usado como a fracdo de membrana (KANDROR; PILCH,
2011).

A quantificacdo de proteinas foi realizada por meio do método colorimétrico descrito
por Lowry et al. (1951).

As amostras foram preparadas com 50 pg de proteinas adicionadas ao tampédo de
Laemmli 5x (65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 25 mg/kg azul de
bromofenol e B-mecaptoetanol) (1:5 v/v). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de
proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) com concentragdo final de 8% de
poliacrilamida (BioRad Laboratories). Ao término da corrida foi realizada a
eletrotransferéncia das proteinas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
(Bio-Rad Immu-Blot PVDF, BioRad Laboratories).

As membranas foram entdo incubadas com solucdo de leite desnatado 5% em tampéo
salina Tris-HCI, suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mMNacCl;
0,1% Tween 20), durante 2 h. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas, por 16 h, a
4°C, com 0s anticorpos primarios PI3K (4272, CellSignaling Technology®), p-AKT (9271,
CellSignaling Technology®), p-IRS1 (2381, CellSignaling Technology®) e GLUT-4 (7938,
Santa Cruz Biotechnology®). O anticorpo primério anti B-actina (CellSignaling Technology®)
foi utilizado como padrdo enddégeno. Todos os anticorpos primarios foram preparados em
BSA 5% em TBST na proporc¢do de 1:1000. As membranas foram novamente submetidas a
cinco lavagens de 10 minutos com TBST, sob agitacdo moderada, e incubadas com o
anticorpo secundario anti-rabbit IgG conjugado com enzima peroxidase (7074, CellSignaling
Technology®), diluido na proporgéo de 1:3000 em BSA 5% em TBST, por 2 h, a temperatura
ambiente. As membranas foram entéo fotografadas por um captador de imagens ChemiDoc™
MP Imaging System (BIO-RAD). Para aquisicdo e edi¢do das mesmas foi utilizado o
programa ImagelLab™ Software (versdo 5.1). Apds a normalizagdo com B-actina, a média do
grupo controle em cada membrana foi considerada como 1 (um) e os resultados foram

expressos como unidades arbitrarias.
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4.6. Protocolo experimental em células 3T3-L1

4.6.1. 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 COz. As células foram mantidas em meio de cultura DMEM, com
alta concentracdo de glicose (DMEM high glucose), adicionado de antibioticos a uma
concentracdo final de 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, €
suplementado com 10% de soro de bezerro recém-nascido (NBCS) (SUNG et al., 2010). As
células foram subcultivadas apds aproximadamente 4 a 5 dias, quando atingiram uma
confluéncia de 80%. Seu manuseio ocorreu em cabine de seguranca biolégica (fluxo laminar
ESCO classe Il, modelo AC2-4E8). O crescimento e a morfologia das células foram
acompanhados em microscopio éptico de inversdo (NIKON, modelo Eclipse TS100).

Figura 11. Representacdo esquematica do delineamento experimental in vitro.

BMI BMII
IT3-11 NBCS 10% SFB 10%
BCRJ P/S 1% P/S 1%
BMI
Plaquea-
mento:
BMI
| o® o o‘\"o o
Diferencia¢do Diferenciacdo Diferenciacdo Testes
BMII BMII BMII
IBMX 0,5mM Insulina 2pg/mL TRATAMENTOS

Dexa 0,25ug/mL TRATAMENTOS
Insulina 2ug/mL

TRATAMENTOS

TRATAMENTOS
Controle
* Rosiglitazona 2uM (apenas no dia 0)
*  OLZ 10pMm
*  OLZ10pM + AD 6,25-12,5-25uM
OLZ 10uM + AU 3,1-6,25-12,5uM

*  OLZ 10uM + AMI 12,5-25-50pg/ml

Fonte: o autor.
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4.6.2. Inducao da adipogénese em células 3T3-L1

Para induzir a diferenciacdo dos pré-adipocitos 3T3-L1 em adipdcitos maduros foi
utilizado o protocolo sugerido por Li e colaboradores (2016). As células 3T3-L1 foram
mantidas em placas de 6 pogos, na concentracdo de 5 x 10* células/mL, em meio basal |
(DMEM high glucose 89%, NBCS 10% e antibidticos 1%). Nessa condi¢do, as células
atingem a confluéncia apos 48h, quando o meio foi trocado pela primeira vez e inicia-se o dia
0. Na inducédo da diferenciacédo (dia 0) as células sdo incubadas com meio basal Il (DMEM
high glucose 89%, soro fetal bovino 10% e antibidticos 1%), contendo os fatores de inducéo
da diferenciagéo, 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 0,25 uM de dexametasona e 2
pg/mL de insulina (meio de inducdo). No dia 3, o meio foi trocado por meio basal Il
adicionado de 2pg/mL de insulina por 72 h. Apds esse periodo, as células foram mantidas em
meio basal 1l até o dia 9. A rosiglitazona, controle positivo, foi adicionada na troca do dia 0,
na concentragdo de 2uM. Para avaliar o efeito da olanzapina na concentracdo de 10 uM sobre
a diferenciacdo das células, a sua adicdo ao meio de cultura foi feita a partir do dia 0, sendo

readicionada a cada troca de meio.

4.6.3. Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com o método descrito por
Mosmann (1983). As células 3T3-L1 foram cultivadas em placas de 96 pocos na densidade de
5x10* células/mL em meio basal | (descricdo sucinta dos meios no item 3.7.2). Apds 48 h, o
meio basal | foi removido e adicionado meio basal IlI, mais os fatores de inducdo da
diferenciacdo e o0s tratamentos, que consistiam em: controle (DMSO 0,001%), acido
oleandlico (AO) (1,56 — 100 uM), acido ursélico (AU) (1,56 — 100 puM) ou a, B-amirina
(AMI) (6,25 — 400 pg/mL). As células ficaram incubadas com esse tratamento durante 9 dias,
com trocas a cada 3 dias, a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO,. Apos este periodo foi
adicionado 20 puL em cada po¢o de uma solucdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) na concentragdo de 5Smg/mL. A placa permaneceu na estufa
por 3 h. Em seguida a solugdo de cada poco foi aspirada e 150uL de DMSO foram
adicionados em cada poco para solubilizacdo dos cristais de formazan. A placa foi agitada por
alguns minutos em shaker, e a leitura realizada em espectrofotémetro de placa (Biochrom®
Asys, UVM 340) em comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram expressos como

porcentagem de viabilidade, considerando o controle como 100% (HE et al., 2013).
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4.6.4 Avaliacéo do efeito dos triterpenos na adipogénese induzida por olanzapina em
células 3T3-L1

Para avaliar o efeito dos triterpenos sobre a diferenciacdo das células 3T3-L1 induzida
por olanzapina, estas substancias foram incubadas com as células nas concentracdes de AO
(6,25; 12,5 e 25uM), AU (3,125; 6,25 e 12,5 uM) e AMI (12,5; 25 e 50 pg/mL), desde o dia 0
até o dia 9 do processo de diferenciacdo, conforme detalhado no item 4.6.2.

As células foram observadas diariamente ao microscépio optico e fotografadas no dia 9,
onde foram submetidas a coloracdo com Oil Red O com o0 objetivo de avaliar e mensurar a
inibicdo do processo de diferenciacdo. A solucdo de Oil Red O foi preparada na concentracéo
de 0,5% (p/v) em alcool isopropilico (solucdo estoque). A solucdo estoque foi, entdo,
misturada com agua destilada, na proporc¢édo de 6:4 (solucdo de trabalho). Ap6s os nove dias
de diferenciacéo e tratamento com os triterpenos, os adipdcitos foram lavados duas vezes com
solucdo de PBS (tampdo fosfato salina) e fixados com formaldeido 4% em PBS por 1h, a
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, seguido de alcool
isopropilico 60% e secas a temperatura ambiente. A solucdo de trabalho de Oil Red O foi
entdo adicionada (1,5 mL/poco) por 2 h. Em seguida, as células foram extensivamente lavadas
com agua destilada e secas a temperatura ambiente para serem fotografadas. Para leitura em
espectrofotémetro, o corante foi extraido com alcool isopropilico 60% e a leitura realizada em
espectrofotbmetro de placa (Biochrom® Asys, UVM 340) em comprimento de onda de 510.
O percentual de corante foi calculado relativo ao controle (KASTURI; JOSHI, 1982; SUNG
etal., 2010).

4.6.5. Quantificacdo de colesterol e triglicerideos intracelulares
Para quantificar o colesterol total (CT) e os triglicerideos (TG) intracelulares, no dia 9,
as células 3T3-L1 diferenciadas foram lavadas com PBS, e foram coletadas em tampéo tris-
HCI (25 mM, 1mM EDTA, pH 7,4). As células foram clivadas por sonicagéo. O sobrenadante
foi coletado apds centrifugacdo em 12000 g, por 15 min. As concentragfesde CT e TG no
sobrenadante foram analisadas por enzimologia utilizando os kitsLabtest®, com leituras a 500

e 505 nm, respectivamente, de acordo com as instrucdes do fabricante (NOH et al., 2013).
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4.6.6. Determinacdo de proteinas de sinalizacdo do metabolismo lipidico

Apbs os nove dias de diferenciacdo e tratamento com os triterpenos, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e, em seguida, adicionaram-se 300 uL de tampdo RIPA gelado
em cada pogo. Ao tampdo RIPA foram adicionados coquetel inibidor de protease a 1:100
(v/v), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a 2mM e o ortovanadato de s6dio a 1 mM. Em
sequida, foi feita a desaderéncia mecanica das células e transferiu-se o conteddo para tubos
tipo eppendorf. As amostras ficaram em gelo por 2 h, e a cada 20 min eram agitadas no
vortex, e sonicadas por 5 min. Ao final, as células foram centrifugadas a 8000 g, por 10 min, a
4°C, e o sobrenadante foi separado e conservado a -20°C para posterior quantificagdo das
proteinas totais. A quantificacdo de proteinas foi realizada por meio do método colorimétrico
descrito por Lowry et al. (1951). As amostras foram preparadas com 25 pg de proteinas
adicionadas ao tampédo de Laemmli 5x. Todo o procedimento a partir daqui seguiu como
descrito no item 4.5.6.3.

As membranas foram incubadas, por 16 h, a 4°C, com os anticorpos primarios PPARy
(191407, Abcam®), SREBP-1 (8984, Santa Cruz Biotechnology®), FAS (55580, Santa Cruz
Biotechnology®), AMPKo (2532, CellSignaling Technology®) e pAMPK (2531,
CellSignaling Technology®). O anticorpo primario anti B-actina (CellSignaling Technology®)
foi utilizado como padrdo enddégeno. Todos os anticorpos primarios foram preparados em
BSA 5% em TBST na proporcao de 1:1000. As membranas foram submetidas aos mesmos

processos descritos no item 4.5.6.3.

4.7. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) e analisados pela
Anélise de Variancia (ANOVA) one way seguida do teste de Student Newman Keuls. Para o
acompanhamento semanal do peso, os dados foram analisadospela Analise de Variancia
(ANOVA) two way seguida do teste de Bonferroni. 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. Alteracbes comportamentais

No teste de campo aberto, utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais,
observamos que aqueles tratados com a dieta com olanzapina (DO) mostraram reducéo
significativa no numero de eventos de autolimpeza e no nimero de em comparacdo aos
animais que receberam a dieta padrédo (DP) (Figura 12).

O tratamento com o acido oleandlico (AO), acido ursélico (AU) e a, B-amirina (AMI)
ndo alteraram o numero de eventos de autolimpeza em relacdo ao grupo DO (Figura 12A).
Contudo, o tratamento com AO e AMI foram capazes de reverter de forma significativa o

efeito da DO sobre a redugdo no numero de cruzamentos (Figura 12B).

Figura 12. Efeito da olanzapina e de &cido oleandlico, acido ursdlico e a, B-amirina no teste
de campo aberto em camundongos C57BL6.
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(A) Numero de eventos de autolimpeza, (B) numero total de cruzamentos realizados pelos
animaisdurante 5 minutos. Os resultados sdo apresentados como média * e.p.m. (n=10 animais/grupo).
DP=dieta padrdo, DO=dieta associada a olanzapina, AO=acido oleandlico, AU=4cido ursdlico,
AMI=q, B-amirina. * * p<0,05 comparado a DP, ® p<0,05 comparado a DO(one way ANOVA,
seguida de pos teste de Student Newman-Keuls).
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5.2. Peso corporal, medidas murinométricas e consumo de adgua e ragdo durante dieta

com olanzapina em camundongos C57BL/6

Ao inicio do experimento, todos 0s grupos experimentais apresentavam a mesma média
de peso corporal (Tabela 2). Ao final da 9% semana, o grupo DO apresentou um aumento
significativo de 12,21% do peso corporal (22,33 £ 0,28g) em relagdo ao grupo DP (19,90 +
0,249). O tratamento com AO e com AMI reduziram significativamente o peso corporal dos
animais em 8% (20,55 + 0,519) e 6% (21,01 £ 0,37g), respectivamente, quando comparado ao
grupo DO (Tabela 2 e Figura 13). J4 o tratamento com AU n&o gerou diferenca de peso em
relagdo ao grupo DO ao fim do experimento.

Os animais do grupo DO também sofreram alteracdo no IMC (0,332 + 0,01) com um
aumento significativo em relacdo ao grupo DP (0,296 * 0,01), alteracdo revertida pelos
tratamentos com os triterpenos (Tabela 2).

Os animais tratados com a racdo associada a OLZ apresentaram uma diminui¢cdo
significativa do consumo de racéo em relacdo ao grupo DP. N&o houve diferenca significativa

do consumo de agua entre os grupos (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito do acido oleandlico, &cido ursolico e a, B-amirina no peso corporal, IMC, consumo de ra¢do, consumo de agua durante dieta

associada a olanzapina.

DP DO DO+ AO20mg/kg DO+ AU10mg/kg DO + AMI 20 mg/kg
Peso corporal inicial (g) 14,42 + 0,32 14,38 + 0,45 13,90 + 0,53 14,38 + 0,26 14,13 + 0,53
Peso corporal final (g) 19,90+0,24 22,33+0,28° 20,55 +0,51° 21,57 +0,43? 21,01 +0,37°
IMC 0,296+0,01  0,332+0,01° 0,311+ 0,01° 0,316 +0,01P 0,306 + 0,01°
Consumo de agua (mL/semana) 27,29 £1,29 21,76 £ 0,93 25,70 £ 3,91 24,44 + 0,93 2491 +0,94
Consumo de racao (g/semana) 2410+0,81 19,42 +1,00? 19,26 +1,10? 17,85 + 0,662 18,31 + 0,642

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m. (n=10 animais/grupo). DP=dieta padrdo, DO=dieta associada a olanzapina, AO=4cido oleandlico,
AU=4cido ursélico, AMI= a, B-amirina. # p<0,05 comparado a DP, ® p<0,05 comparado a DO (one way ANOVA, seguida de pés teste de Student Newman-

Keuls).
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Figura 13. Evolugéo do peso corporal de animais C57BL/6 em dieta com olanzapina por

9 semanas.
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Os valores sdo expressos como média = e.p.m. (n=10 animais/grupo) do peso corporal (g).
DP=dieta padrdo, DO=dieta associada a olanzapina, AO=acido oleandlico, AU=4cido ursolico,
AMI= o, B-amirina. @ p<0,05 comparado a DP, ® p<0,05 comparado a DO (two way ANOVA

com pds-teste de Bonferroni).
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5.3. Peso do figado e da gordura corporal ap6s dieta com olanzapina em
camundongos C57BL/6

Os camundongos do grupo DO apresentaram um aumento significativo do peso
do figado (406,9 £ 6,82 mg/10g) em relacdo ao grupo DP (370,8 + 10,62 mg/10g). Os
tratamentos com AO e AMI reduziram significativamente o peso do figado (364,8 +
6,0845 mg/10g e 375,6 +4,44 mg/10g, respectivamente) em relacdo aos animais do
grupo DO. Néo houve alteracao deste parametro no tratamento com AU (Tabela 3).

Em relacdo a deposicdo de gordura, ndo houve alteracdo estatistica no peso da
gordura visceral e gordura subcutanea entre 0s grupos, porém notou-se uma diminuicao
no peso da gordura subescapular do grupo DO (73,71 + 2,82 mg/10g) em relacdo ao
grupo DP (116,5 + 7,25 mg/10g). Os tratamentos com AO e AU reverteram a
quantidade de gordura subescapular alterada pelo tratamento com OLZ (115,3 + 11,82
mg/10g) (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito do acido oleandlico, acido ursolico e o, B-amirina no peso do figado e da gordura visceral, subescapular e subcutanea apés dieta

associada a olanzapina.

DP DO DO+ AO20mg/kg DO+ AU 10mg/kg DO + AMI 20 mg/kg
Figado (mg/10g) 370,8+10,62 406,9+ 6,822 364,8+ 6,08" 400,5+ 5,092 375,6 +4,44"
Gordura visceral (mg/10g) 171,2+19,14 136,0£9,43 162,2+18,30 154,9+ 8,69 182,1+ 9,97
Gordura subcutanea (mg/10g) 133,6% 5,32 121,5+ 5,19 135,24+ 9,94 121,8+ 6,24 113,6% 4,65
Gordura subescapular (mg/10g) 116,5+ 7,25 73,71+ 2,822 115,3+11,82° 93,68+ 4,22%0 87,75+ 4,352

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m. (n=10 animais/grupo). DP=dieta padrdo, DO=dieta associada a olanzapina, AO=4cido oleandlico,
AU=4cido ursélico, AMI= a, B-amirina. # p<0,05 comparado a DP, ® p<0,05 comparado a DO (one way ANOVA, seguida de pds teste de Student Newman-

Keuls).
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5.4. Parametros plasmaticos apo6s dieta com olanzapina em camundongos
C57BL/6

A glicemia (116,1 + 4,30 mg/dL), insulina sérica (0,44 + 0,03 ng/mL) e o indice
de HOMA-IR (4,25 + 0,36) foram significativamente elevados no grupo dos animais
tratados com a DO, quando comparado com os animais que receberam a DP (90,14 +
4,20 mg/dL, 0,26 + 0,04ng/mL e 1,87 £ 0,27, respectivamente). Todos os tratamentos
conseguiram normalizar a glicemia, AO 20 mg/kg (91,43+ 5,81 mg/dL), AU (83,77«
5,08 mg/dL) e AMI (99,17« 3,54 mg/dL), aos valores do grupo DP. Contudo, apenas o0
grupo AO teve efeito de reducédo sobre a insulina sérica (0,27 £+ 0,04 ng/mL) e do indice
de HOMA-IR (2,02 £ 0,27) em relacdo ao grupo DO (Tabela 4).

Em relacdo ao perfil lipidico, os niveis de colesterol total, LDL, VLDL, HDL e
triglicerideos ndo demonstraram alteragdes significativas entre os grupos. Apenas AMI
reduziu significativamente os triglicerideos (44,09 + 1,67 mg/dL) em relacdo ao grupo
DO (64,09 £ 6,61 mg/dL).
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Tabela 4. Efeito do acido oleandlico, acido ursdlico e o, f-amirina nos parametros sericos ap6s dieta associada a olanzapina.

DP DO DO+ AO20mg/kg DO+ AU 10mg/kg DO + AMI 20 mg/kg
Glicose (mg/dL) 90,14+4,20 116,1+4,30? 91,43+ 5,81° 83,77+ 5,08" 99,17+ 3,54°
Insulina (ng/mL) 0,26 +0,04 0,44 +0,03? 0,27 +0,04° 0,38 +0,05 0,37 £ 0,04
HOMA-RI 1,87 +027  4,25+0,36° 2,02+ 0,27 4,10+ 0,63 3,80 + 0,48?
Colesterol total (mg/dL) 66,91+ 1,98 63,96+ 1,96 62,21+ 2,16 64,92+ 1,98 65,42+ 3,49
LDL (mg/dL) 38,08+2,01  33,43+2,04 33,25+ 1,90 32,77+ 2,30 36,43+ 3,40
VLDL (mg/dL) 11,00+ 0,68 11,15+ 0,53 10,84+ 0,37 11,56+ 0,76 10,12+ 0,37
HDL (mg/dL) 17,83+0,67  18,43+0,90 18,12+ 0,81 17,58+ 0,91 17,54+ 0,93
Triglicerideos (mg/dL) 50,59+ 4,08 64,09+ 6,61 54,19+ 1,83 61,42+ 4,99 44,09+ 1,67°

Os resultados sdo apresentados como média xe.p.m. (n=10 animais/grupo). DP=dieta padrdo, DO=dieta associada a olanzapina, AO=acido oleandlico,
AU=4cido ursélico, AMI=o,B-amirina.? p<0,05 comparado a DP,  p<0,05 comparado a DO (one way ANOVA, seguida de pos teste de Student Newman-
Keuls).
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5.5. Teste de tolerdncia a glicose durante dieta com olanzapina em
camundongos C57BL/6

Os camundongos do grupo DO apresentaram um padréao hiperglicémico durante o
teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGI), quando comparado ao grupo DP
(Figura 14). Contudo, o tratamento com AO foi capaz de melhorar a tolerancia a glicose
(Figura 14A e 14B), sendo esse resultado evidenciado pela AUC do TTGI. Os

tratamentos com AU e AMI ndo demonstraram alteracdo neste parametro.

Figura 14. Efeito do &cido oleandlico, acido ursolico e a, B-amirina sobre a toleréncia a
glicose durante dieta associada a olanzapina. (A) Teste de Tolerdncia a Glicose
Intraperitoneal de 0 a 120 min, (B) Area sobre a curva (AUC).
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Os resultados foram expressos como média £ e.p.m. (n=10 animais/grupo) da glicemia (mg/dL).
DP=dieta padrdo, DO=dieta associada a olanzapina, AO=4acido oleantlico, AU=4cido ursdlico,
AMI=q, B-amirina. # p<0,05 comparado a DP, ® p<0,05 comparado a DO (Figura A: two way

ANOVA pos-teste de Bonferroni. Figura B: one way ANOVA e p6s-teste de Student Newman
Keuls).
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5.6. Niveis de glicogénio hepatico e muscular apds dieta com olanzapina em
camundongos C57BL/6

Os camundongos do grupo DO apresentaram diminuicéo significativa nos niveis
hepéticos de glicogénio (0,77 + 0,28 mg/100mg de tecido) em relacdo ao grupo DP
(2,36 £ 0,36mg/100mg de tecido) (Figura 15A). Todos os tratamentos aumentaram 0s
niveis hepaticos de glicogénio: AO (1,30 £ 0,23 mg/100mg de tecido), AU (1,24 + 0,22
mg/100mg de tecido) e AMI (1,07 = 0,18 mg/100mg de tecido), tornando-se
estatisticamente igual ao grupo DP (Figura 15A).

Em relacdo ao glicogénio muscular, também houve diminuicdo dos niveis
quantificados no grupo DO (0,03 £ 0,01 mg/100mg de tecido) em relacdo ao grupo DP
(0,13 + 0,02 mg/100mg de tecido), apenas os tratamentos com AU (0,065 + 0,01
mg/100mg de tecido) e AMI (0,064 + 0,01 mg/100mg de tecido) conseguiram reverter
as alteragdes neste parametro (Figura 15B).
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Figura 15. Efeito do &cido oleandlico, acido ursolico e a, B-amirina sobre o glicogénio
hepético (A) e muscular (B) apds dieta com olanzapina.
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Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m. (n=10 animais/grupo) do glicogénio
(mg/100mg/tecido). DP=dieta padrdo, DO=dieta associada a olanzapina, AO=&cido oleandlico,
AU=4cido ursdlico, AMI= o, B-amirina. ® p<0,05 comparado a DP, ® p<0,05 comparado a
DO(one way ANOVA, seguida de pds teste de Student Newman-Keuls).
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Tabela 5. Resumo dos resultados em camundongos C57BL6 em relacdo ao grupo dieta associada a olanzapina.

DP DO +AO020mg/kg DO+ AU 10mg/kg DO + AMI 20 mg/kg

Peso corporal final ! ! = !

Peso do figado ! ! = 3
[CTETTERTE A e
Glicose ! ! l l
S S A S
HOMA-IR | ! - -
e L
Glicogénio hepatico 1 1 1 1

DO=dieta associada a olanzapina, AO=acido oleandlico, AU=acido ursélico, AMI=a, B-amirina, IMC= indice de massa corporal, AUC= area sob a curva,
TTGI= teste de tolerancia a glicose intraperitoneal. |pardmetro diminui em relacdo a DO; tparametro aumentou em relagdo a DO; = parametro obteve mesmo
resultado em relagcdo a DO.
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5.7. Avaliacao das alteracdes histoldgicas do tecido hepatico e tecido adiposo
apos dieta com olanzapina em camundongos C57BL/6
Como o AO demonstrou melhores resultado no ganho de peso e resisténcia
insulinica (Tabela 5), sequimos as demais metodologias apenas com este triterpeno. Os
figados dos animais alimentados com a dieta padrdo (DP) ndo apresentavam depoésito
gorduroso em mais 5% dos hepatdcitos e auséncia de balonizacdo, no entanto, em
alguns dos animais houve presenca de discreto infiltrado inflamatério (Figura 16A). Os
animais alimentados com a dieta associada a olanzapina (DO) e o tratamento com AO
20 mg/kg ndo promoveram alteracdo arquitetural do 6rgdo, demonstrando histologia

sem diferenca significativa em relacdo ao grupo DP (Figura 16B e 16C).

Figura 16. Fotomicrografia representativa do figado de animais submetidos a dieta

associada a olanzapina e tratamento com &cido oleandlico.

Dieta padrdo (A), Dieta associada a olanzapina (B), Dieta associada a olanzapina com tratamento com
acido oleandlico 20 mg/kg (C)Aumento de 400 x.

O tecido adiposo dos animais alimentados com DP se apresentou unilocular,
disposto em aglomerados entremeados por pequenos vasos sanguineos. Em trechos,
visualizam-se ocasionais agregados de lipoblastos no interior da massa adiposa (Figura
17A). Os animais alimentados com DO e o tratamento com AO 20 mg/kg néo
promoveram alteracdo arquitetural do tecido, demonstrando histologia sem diferenca
significativa em relagdo ao grupo DP, apresentando mesma superficie celular média
(Figura 17B e 17C).
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Figura 17. Fotomicrografia representativa do tecido adiposo de animais submetidos a

dieta associada a olanzapina e tratamento com acido oleandlico.

Dieta padrdo (A), Dieta associada a olanzapina (B), Dieta associada a olanzapina com tratamento com
acido oleandlico 20 mg/kg (C)Aumento de 400 x.

5.8. Avaliacdo da expressao proteica hepética de pIRS-1, PI3K e pAKT apo6s
dieta com olanzapina em camundongos C57BL/6

A fim de identificar o mecanismo pelo qual o AO agiu, atenuando estes efeitos
induzidos pela DO. Investigamos a expressdo de proteinas envolvidas na cascata do
transporte da glicose mediada pela insulina.

Como mostrado na Figura 18A evidenciamos que houve alteracdo da expressao
relativa do IRS-1 fosforilado (Ser307) com a DO e que o tratamento com AO conseguiu
reverter 0 aumento da expressdo dessa proteina. Ndo houve alteracdo da expressao
relativa do PI3K em nenhum dos grupos (Figura 18B). Entretanto, na fase final da
sinalizacdo, pelo pAKT, houve diminuicdo da expressdo relativa desta proteina no
grupo DO, com retorno a valores de normalidade apo6s tratamento com AO (Figura
18C).



74

Figura 18. Efeito do acido oleandlico sobre a expressao proteica hepatica de pIRS-1
(A), PI3K (B) e pAKT (C) apds dieta com olanzapina.
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Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m. da expressdo proteica em unidades
arbitrarias. As bandas de proteinas de pIRS, PI3K e pAKT foram quantificadas em relagdo a p-
actina. #p<0,05 comparado a DP, ?p<0,05 comparado a DO (one way ANOVA, seguida de pds

teste de Student Newman-Keuls).
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5.9. Avaliacdo da expressdo proteica muscular de GLUT-4 apds dieta com
olanzapina em C57BL/6

O principal responsavel pela captacdo de glicose pela célula a partir do estimulo
dainsulina é o GLUT-4, sendo o resultado final da cascata IRS/PI3K/AKT.

Como mostrado na Figura 19 evidenciamos que houve uma reducdo significativa
da expresséo proteica relativado GLUT-4 de membrana com a DO em comparagdo com
a DP. O tratamento com AO conseguiu reverter este achado com niveis de expressdo

proteica de GLUT-4 de membrana semelhantes ao grupo DP.

Figura 19. Efeito do acido oleandlico sobre a expressdo proteica muscular de GLUT-4
apos dieta com olanzapina.
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Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m. da expressdo proteica em unidades
arbitrarias.As bandas de proteinas de mGLUT foi quantificado em relacdo a GLUT total.?p<0,05
comparado a DP,’p<0,05 comparado a DO (one way ANOVA, seguida de pos teste de Student
Newman-Keuls).
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5.10 Viabilidade celular em células 3T3-L1

O efeito dos triterpenos sobre a viabilidade das células 3T3-L1 foi avaliado pelo
método colorimétrico do MTT. As células foram incubadas com os compostos em
diferentes concentracgdes, AO e AU (1,56 — 100 uM) e AMI (6,25 — 400 pg/mL) durante
todo o processo de diferenciacdo celular. O teste do MTT mostrou que apenas a
concentracdo mais alta de AO (100 uM) causou reducdo na viabilidade das células
(18,3%). Ja 0 AU teve uma citotoxicidade mais elevada, a partir da concentracédo de 25
UM (70%). A AMI causou reducdo na viabilidade celular (43,2%) apenas na
concentragdo mais alta testada (400 pg/mL) (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do acido oleandlico, acido ursdlico e a, B-amirina sobre a viabilidade
de células 3T3-L1.
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Os dados séo expressos como média + e.p.m. da porcentagem de viabilidade celular em relacdo
ao controle. *p<0,05 vs controle (one way ANOVA com pos-teste de Student Newman-Keuls).
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5.11. Efeito dos triterpenos sobre a diferenciacdo de 3T3-L1 induzida por

olanzapina

As células 3T3-L1 foram submetidas ao processo de diferenciacdo por OLZ e
tratadas com AO, AU e AMI durante 9 dias. As células foram submetidas a coloragao
com Oil Red O, fotografadas ao microscopio no dia 9, seguidas de quantificacdo (Figura
21).

A analise pela coloragdo com Oil Red O nos adipdcitos diferenciadosmostra que a
OLZ consegue aumentar o processo de diferenciacdo nas células 3T3-L1 (62,24 + 5,26
%) de forma semelhante ao controle positivo, rosiglitazona (94,05 = 6,61 %). O
tratamento com AO nas concentragdes de 6,25; 12,5 e 25 uM reduziu o acimulo de
lipideo nas células quando comparadas ao grupo OLZ em aproximadamente 25, 23 e
40%, respectivamente (Figura 22A). O tratamento com AU nas concentracfes de 3,125;
6,25 e 12,5 uM reduziu o acumulo lipidico em 18, 28 e 23%, respectivamente (Figura
22B). E por fim, o tratamento com AMI conseguiu reduzir o acumulo lipidico apenas na
concentragdo de 12,5 pg/mL (15%) (Figura 22C). Assim, estes resultados mostram que
0s trés triterpenos testados influenciam no processo de diferenciagéo induzido por OLZ

dos adipdcitos.
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Figura 21. Fotomicrografias de células 3T3-L1 diferenciadas com olanzapina e
submetidas a coloracdo com Oil Red O ap6s tratamento com &cido oleandlico, &cido
ursdlico e a, B-amirina.

Controle (A), Rosiglitazona 2 pM (B), OLZ 10 pM (C), OLZ 10puM + AO 6,25uM (D), OLZ 10uM +
AO 12,5uM (E), OLZ 10uM + AO 25uM (F), OLZ 10puM + AU 3,125uM (G), OLZ 10uM + AU
6,25uM (H), OLZ 10uM + AU 12,5uM (1), OLZ 10uM + AM 12,5ug/mL (J), OLZ 10pM + AM
25ug/mL (K), OLZ 10pM + AM 50pg/mL (L). Aumento de 400 x.
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Figura 22. Quantificacdo dos niveis lipidicos de células 3T3-L1 diferenciadas por
olanzapina, tratadas com &cido oleandlico (A), &cido ursolico (B) e a, B—amirina (C) e
coradas com Oil Red O.
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Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m. da porcentagem do contetdo lipidico.
3p<0,05 comparado ao controle,’p<0,05 comparado a OLZ (one way ANOVA, seguida de pds
teste de Student Newman-Keuls).
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5.12. Quantificacdo de colesterol total e triglicerideos intracelulares em celulas
3T3-L1

O contetdo de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) intracelulares foi
quantificado 9 dias ap0s a diferenciacéo dos pré-adipécitos 3T3-L1.

Em relacdo ao CT intracelular, houve aumento dos niveis de CT intracelular nos
grupos rosiglitazona e olanzapina, com posterior remissao dos niveis apos tratamento
com AO em todas as concentracOes testadas. As concentragcdes de 6,25, 12,5 e 50 uM
apresentaram reducdo de aproximadamente 40, 26 e 43%, respectivamente (Figura
23A). Em relacdo aos tratamentos com AU e AMI, neste parametro ndo houve efeito
nas concentracdes testadas (Figura 23B e 23C)

O contetdo de TG aumentou significativamente nas células cultivadas apenas
com rosiglitazona em relagéo ao grupo controle. O tratamento apenas com olanzapina
também revelou aumento de TG intracelulares, enquanto o tratamento com AO nas
concentracdes de 6,25, 12,5 e 50 uM diminuiram 42, 28 e 50% o0s niveis de TG
intracelulares, respectivamente (Figura 23D). J& o tratamento com AU causou reducao
no nivel de TG intracelulares na concentragdo de 12,5 uM (20%) (Figura 23E). Por fim,

o tratamento com AMI ndo revelou alteracdo também neste parametro (Figura 23F).
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Figura 23. Efeito do &cido oleandlico, &cido ursolico e a, p—amirina sobre o acumulo
intracelular de (A) triglicerideos e (B) colesterol total durante diferenciacdo de células
3T3-L1 com olanzapina.
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Os resultados sdo apresentados como média +E.P.M. 2p<0,05 comparado ao controle ?p<0,05 comparado
a OLZ (one way ANOVA, seguida de pés teste Student Newman-Keuls).
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Tabela 6. Resumo dos resultados em celulas 3T3-L1 em relacéo ao grupo olanzapina.

Olanzapina 10 uM + Olanzapina 10 uM + Olanzapina 10 uM +

AO (uUM) AU (LM) AMI (ug/mL)
6,25 12,5 25 3125 6,25 12,5 12,5 25 50
Conteddo lipidico } ! ! ! ! ! ! = =
Colesterol intracelular J ! ! = = = = = =
Triglicerideo intracelular ! ! l = = ! = = =

AO=4cido oleandlico, AU=4cido ursolico, AMI=qa, B-amirina. |pardmetro diminui em relacdo a olanzapina; fparametro aumentou em relagdo a olanzapina; =
pardmetro obteve mesmo resultado em relagdo a olanzapina.
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5.13. Avaliacdo da expressao proteica de fatores de transcricdo da adipogénese em
celulas 3T3-L1

Como o AO demonstrou melhores resultado nos parametros bioquimicos (Tabela
6), buscamos identificar o mecanismo pelo qual o AO agiu na alteracdo da adipogénese.

Foi analisada a expressdo do regulador da adipogénese PPARy no 9°. dia da
diferenciacéo celular. A expressdo de PPARy foi 53% maior nas celulas diferenciadas
tratadas com rosiglitazona quando comparadas com o grupo controle. Por sua vez, o
tratamento das células com olanzapina ndo gerou diferenca nesse parametro (Figura
24A).

A expressdo de SREBP-1, fator de transcricdo relacionado com a lipogénese,
também foi analisada apds nove dias de diferenciagdo com e sem olanzapina e
tratamento com AO. A expressao deste fator de transcricdo foi 96% maior nas células
diferenciadas tratadas com rosiglitazona quando comparadas ao grupo controle. Em
relacdo ao tratamento com olanzapina, houve um aumento de 130% na expressdo do
SREBP-1, e, por sua vez, as concentragdes de 12,5 ¢ 25uM do AO reduziram em 45% e
46% a sua expressdo (Figura 24B).

Em relacdo a expressao de AMPKa total e sua fosforilagdo, tanto a rosiglitazona
quanto a olanzapina reduziram a fosforilacdo desta proteina. O AO na concentracdo de
25 uM conseguiu reverter este efeito (Figura 24C).

Em decorréncia da expressdo aumentada de SREBP-1 observada no estudo,
investigamos a expressdao da sintase de A&cidos graxos (FAS) que regula genes
necessarios para a lipogénese. Como mostrado na Figura 24D, foi observado que a
expressdo da FAS no grupo rosiglitazona e olanzapina foi significativamente aumentada
em relacdo ao grupo controle, e que os tratamentos com AO foram capazes de reverter

parcialmente a sua expressao.
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Figura 24. Efeito do acido oleandlico sobre a expressdo proteica de PPARy (A),
SREBP-1 (B), pPAMPK/AMPK (C) e FAS (D) em células 3T3-L1 diferenciadas.
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Os resultados séo apresentados como média + e.p.m. da expressdo proteica em unidades arbritarias.
As bandas de proteinas de PPARy, SREPB-1 ¢ FAS foram quantificadas em relagdo a B-actina e
pAMPK foi quantificado em relacdo a AMPK total. 2p<0,05 comparado ao controle, °p<0,05
comparado a OLZ (one way ANOVA, seguida de pos teste de Student Newman-Keuls).
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6. DISCUSSAO

Os antipsicoticos atipicos sao amplamente utilizados no tratamento de doengas
psiquiatricas e apresentam, em diferentes graus, um risco de ganho de peso. Este risco
estd diretamente associado a um aumento na sindrome metabolica ou eventos
cardiovasculares, tornando o estudo de medidas que evitam o avanco desses efeitos de
suma importancia para o sucesso do tratamento (BARTON et al., 2020). Dentro desse
grupo encontra-se a olanzapina (OLZ), droga utilizada no tratamento da esquizofrenia,
que tem como principais reacdes adversas associadas ao seu uso: ganho de peso,
hiperglicemia, dislipidemias, resisténcia a insulina e elevacéo da prolactina (CITROME
etal., 2019).

Neste estudo, foi avaliada a atividade dos triterpenos acido oleandlico (grupo
oleanano), acido ursolico (grupo ursano) e a, B-amirina (63:27, grupo ursano:oleanano)
sobre os efeitos adversos metabdlicos causados pelo tratamento com OLZ em
camundongos C57BL/6.

Primeiramente foram realizados alguns testes comportamentais como screening
para avaliar os efeitos dos triterpenos sob o efeito comportamental da OLZ. O teste do
campo aberto € um método utilizado para estimar indices comportamentais e niveis de
emocionalidade em animais (GRABOVSKAYA,; SALYHA, 2014).

Os eventos de grooming, ou de autolimpeza, estdo correlacionados
positivamente com os niveis de ansiedade (GRABOVSKAYA; SALYHA, 2014). Todos
0s animais tratados com OLZ tiveram significativa diminui¢do no nimero de eventos de
autolimpeza, inclusive os grupos tratados com AO, AU e AMI em relagéo ao grupo DP.

O proprio mecanismo de acdo da OLZ, um modesto antagonista dopaminérgico,
com maior acdo nos receptores de 5-HT, ndo gera efeito direto em sintomas de
ansiedade, apesar de ja existirem relatos de sucesso em terapia de ansiedade resistente
(SEPEDE et al., 2006; HOLLIFIELD et al., 2005).

Um estudo demonstrou que apenas as mais altas doses de OLZ testadas (1,0 e
2,0 mg/kg) causaram diminuicdo dos parametros de ansiedade no teste do campo aberto
em fémeas Sprangle dawley em relagdo ao grupo normal, sem inducéo de esquizofrenia,
assim como realizamos no presente trabalhno (WESTON-GREEN; HUANG; DENG,
2011).

Um outro pardmetro deste teste € a avaliacdo da atividade locomotora. Existem

animais com alta resposta locomotora, que sdo mais psicoestimulados e/ou estressados,
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e animais com baixa resposta locomotora, que é relacionado ao medo ao espaco aberto,
ou oposi¢do aos fatores citados acima. O animal é colocado em uma caixa de acrilico,
dividido em nove quadrantes iguais. Dentre os pardmetros avaliados esta o numero de
cruzamentos, que consiste na quantidade de vezes que o animal atravessa
completamente de um quadrante ao outro (FILE, 2001). Em nosso protocolo, 0s animais
tratados com OLZ apresentaram menor nimero de cruzamentos que 0S animais sem
tratamento, demonstrando que a OLZ é capaz de diminuir a atividade locomotora dos
animais. Esta alteracdo é parcialmente responsavel pelo ganho de peso, ja que ha um
menor gasto energético por parte desses animais.

A serotonina (5-HT) tem efeito direto na locomogéo/exploracdo e eventual
motivacdo do animal (CORREIA et al., 2017). A OLZ por ser antagonista do receptor
da 5-HT, altera diretamente este pardmetro. Varios estudos comportamentais
demonstram que a movimentacdo ou numeros de cruzamentos de animais tratados com
OLZ é significativamente diminuido em fémeas Sprague dawley (WESTON-GREEN;
HUANG; DENG, 2011; JAFARI et al., 2013), fémeas Wistar (TALER et al., 2016) e
machos Wistar (ROGOZ; SKUZA, 2011).

Em relacdo aos demais receptores, a OLZ é um antagonista D2 modestamente
potente. Além disso, o farmaco inibe os receptores o-1 adrenérgico, muscarinicos e
histamina-1 (SHELTON; PAPAKOSTAS, 2008).

Esse perfil complexo de ligacdo ao receptor parece afetar os sistemas
dopaminérgicos de maneira importante. O bloqueio de ambos os receptores 5SHT2A e
5HT6, em face do bloqueio fraco do receptor D2, aumenta a liberacdo de dopamina em
maior extensao do que seria visto pelo bloqueio de ambos os receptores isoladamente. O
aumento da liberacdo de dopamina no cortex frontal e no nucleo accumbens melhora a
motivacao e a atencdo (SARIN; PORTO, 2009). Essa alteracdo no perfil dopaminérgico
pode estar associada ao aumento de peso natural de paciente esquizofrénicos. Estudos
sugerem que os peptideos CART, um importante regulador do apetite, modulam o
sistema dopaminérgico mesolimbico, sendo o responsavel por algumas alteracoes
durante o desequilibrio da obesidade (ALVAREZ-LEITE; SOARES; TEIXEIRA,
2016).

Apenas o tratamento do AU nédo gerou alteragdo no nimero de cruzamentos no
teste de campo aberto. De fato, em estudo do efeito ansiolitico do AU, o teste do campo

aberto ndo causou alteracdo na locomocgédo esponténea dos animais, apesar das demais
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respostas comportamentais observadas terem sido indicativas de acdo ansiolitica
(COLLA etal., 2015).

Os tratamentos com AO e AMI reverteram a inibigdo da atividade locomotora
dos animais, aumentando o nimero de cruzamentos, deixando-0s préximos aos valores
do grupo DP. A presenca do grupo oleanano pode ter sido o responsavel por este
resultado, j& que o AU n&o alterou este parametro.

Na literatura, 0 AO na dose de 30 mg/kg, frente a animais naive, ndo apresentou
diferenca no numero de cruzamentos. Porém, quando os animais foram induzidos a um
comportamento esquizofrénico com MK-801, um antagonista do receptor NMDA (N-
metil-D-aspartato), o tratamento na mesma dose de AO conseguiu diminuir a atividade
locomotora dos animais, aproximando-os dos resultados dos animais do grupo normal
(PARK et al., 2014).

Estudo com derivados quimicos do AO, em camundongos Swiss machos,
revelou que sua forma acrilada tem efeitos antidepressivos mediados pelo receptor 5-
HT1A, utilizando testes semelhantes aos utilizados no presente trabalho
(FAJEMIROYE et al., 2015).

Em relacdo ao segundo triterpeno testado, um estudo para avaliar o efeito
antidepressivo e ansiolitico do AU revelou que este triterpeno tem possivel acdo no
sistema serotoninérgico. Foi administrado em um grupo o PCPA (inibidor de triptofano
hidroxilase, envolvido na sintese de serotonina), e em outro, uma subdose de fluoxetina
(inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina), seguido de veiculo ou AU. Foram
realizados os testes de suspenséo da cauda e o de campo aberto. O efeito antidepressivo
do AU foi inibido pelo tratamento com PCPA, e potencializado com o tratamento com a
fluoxetina, sugerindo a atividade na via serotoninérgica (COLLA et al., 2015). Porém,
neste mesmo estudo foi demonstrado que além de agir via serotoninérgica, também o
sistema noradrenérgico era necessario para os efeitos antidepressivos. O mesmo grupo
de pesquisadores avaliou a via dopaminergica, demonstrando que o &cido ursdlico
também pode ter efeito antidepressivo lancando mao desta via (MACHADO et al.,
2012). A pluraridade de afinidade por receptores na acdo no SNC do AU, associado a
sua caracteristica ndo competitiva, ndo afetou a acdo da OLZ em nossos testes, sendo 0
triterpeno com melhor resultado neste parametro.

Em relacdo a AMI, este triterpeno também ja foi testado quanto aos seus efeitos
ansioliticos e antidepressivos. Os experimentos evidenciaram efeitos sedativos e

ansioliticos da AMI que podem envolver uma agdo sobre os receptores do tipo
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benzodiazepinico, ja que sua atividade foi revertida pelo pré-tratamento com flumazenil.
Houve também diminuicdo no numero de cruzamentos e de autolimpezas apds
tratamento com AMI 10 e 25 mg/kg (ARAGAO et al., 2006).

Dessa forma podemos perceber que pode haver uma competicédo entre a OLZ e 0
AO e AMI nos receptores da 5-HT, fazendo com que a OLZ ndo consiga fazer o
bloqueio deste com tanta eficiéncia, causando assim, a alteragdo de alguns parametros
comportamentais relativos a ele, como a atividade locomotora acima descrita. E
importante salientar que os valores dos triterpenos do grupo oleanano néo ultrapassaram
aqueles obtidos com os animais do grupo DP.

Nos testes comportamentais, modelos de inducéo de esquizofrenia, como aquele
induzido por feniciclidina, por exemplo, aumentam tanto a locomogdo, como 0s
parametros de ansiedade. O tratamento com OLZ € o responsavel por reverter esses
sintomas (JAFARI et al., 2013). Nossos animais ndo sofreram inducéo de esquizofrenia,
mas nota-se que houve uma diminuicdo da atividade motora e nos eventos de
autolimpeza causada pela OLZ mesmo em detrimento aos animais normais.

Nossos resultados demonstraram que os triterpenos, de uma forma geral, podem
alterar os efeitos comportamentais causados pela OLZ em animais normais. Apesar dos
triterpenos ja terem demonstrado efeito ndo competitivo nos receptores de 5-HT (PARK
et al., 2014), a relacdo com a reversdo do efeito ansiolitico pode estar ligada as respostas
destes receptores, visto que a OLZ € antagonista da 5-HT. Este fato foi mais acentuado
nos triterpenos do grupo oleanano, provavelmente pela maior afinidade aos receptores.

Dessa forma, percebe-se a necessidadede testes mais especificos, com animais
em inducgéo de esquizofrenia, para identificar se as alteragdes geradas irdo modificar o
efeito terapéutico da OLZ. Além disso, haja visto um resultado promissor na reversdo
dos efeitos adversos da OLZ pelos triterpenos, ndo podemos descartar o melhoramento
quimico da molécula, como ja descrito em estudos anteriores (FAJEMIROYE et al.,
2015).

A linhagem C57BL/6 é amplamente utilizada em modelos de distarbios
metabolicos, em modelos de obesidade, hiperglicemia, hiperinsulinemia, aterosclerose,
dentre outros. Em estudos de ganho de peso, essa linhagem chegou a aumentar quatro
vezes 0 peso corporal em inducdo de dieta hiperlipidica por 16 semanas (BOSE et al.,
2008). Também apo6s dieta hiperlipidica por 8 semanas, percebeu-se um aumento de
11,4% no peso corporal desses animais (LIN et al., 2005), valor bem préximo ao

encontrado em nosso estudo apenas com dieta associada a OLZ.
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Em nosso trabalho, a ingestdo crénica de OLZ aumentou significativamente o
ganho de peso, resultado consistente com diversos estudos anteriores (ARJONA et al.,
2004; LORD et al., 2017; HOU et al., 2018; CUI et al., 2018). Estudos relatam que o
ganho de peso em humanos varia de 2,7 a 18,1 kg ap0s tratamento em doses variadas
por aproximadamente 1 ano (PEDRERO; RASTROLLO; MARTI, 2019).

Em um estudo retrospectivo de 2005 a 2015 no Reino Unido foi avaliada a
mudanga de peso pelo tratamento com OLZ a curto e longo prazo. Nas primeiras seis
semanas de tratamento houve um ganho de peso em média 3,2 kg em doses altas e 1,9
kg em dose baixa. Apos 4 anos de tratamento, houve um ganho médio de peso de 6,1
kg. Outros antipsicéticos foram avaliados (quetiapina e risperidona), porém a OLZ foi
associada & maior alteracdo de peso (ALVAREZ et al., 2019).

Gracgas a este efeito adverso, a discussdo atual sobre o uso de antipsicoticos e
especificamente OLZ em pacientes com anorexia nervosa é relevante. Estudos mostram
que ela é frequentemente usada em tratamento hospitalar para pacientes que nao
atingem peso suficiente nas primeiras semanas de admissdo. Foi relatado um aumento
de peso 4.59 * 3.42 kg entre 0s pacientes com anorexia nervosa entre os anos de 2014 e
2016 em tratamento com OLZ, melhor resultado dentre os psicéticos utilizados,
risperidona, quetiapina e placebo (HIMERISH et al., 2017).

A hiperfagia associada ao uso da olanzapina é amplamente reproduzida em
varios modelos animais, e existe a sugestdo que esta € a causa do ganho de peso. Porém
nosso estudo mostrou que o grupo tratado com OLZ ndo aumentou 0 consumo de ragao.
Conseguimos, desta forma, abrir uma nova vertente para 0 mecanismo de ganho de peso
causado pela OLZ, mesmo com a redugdo no consumo de racgdo, 0s animais tiveram
ganho de peso.

Estudos anteriores revelaram que os efeitos da olanzapina nos receptores da
histamina H1, nos receptores serotonina 5-HT2C, nos receptores muscarinicos (KIRT et
al., 2009; WESTON-GREEN et al., 2012) e na proteina quinase ativada por AMP (KIM
et al., 2007) poderiam ser os responsaveis pelos efeitos metabdlicos adversos deste
medicamento. Além disso, foi relatado que o antagonismo do receptor H1 fornece a
principal contribuicdo para a hiperfagia induzida por olanzapina e o ganho de peso
(CORRELL, 2008). Porém os receptores de dopamina e serotonina também regulam a
alimentacdo. Um estudo um pouco mais detalhado demonstrou que o0s receptores mais
especificos associados a reversdo a anorexia sdo os receptores D2 e D3 (KLENOTISH
etal., 2015).
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Um ndmero expressivo de pesquisadores tem demonstrado interesse em estudar
os efeitos dos triterpenos em distdrbios metabolicos, como, obesidade e resisténcia a
insulina e dentre eles, o proprio acido oleandlico (MELO et al., 2010), &cido betulinico
(KIM et al., 2019), acido ursolico (RAO et al.,, 2011; NGUYEN, 2018), acido
ganoderico (ZHU et al., 2018), acido asiatico (RAMESHREDDY et al., 2018), acteina
(CHEN; LIU, 2018), &cido glicirizico (SUN et al., 2017), fracdo enriquecida com &cido
triterpénico de Cyclocarya paliurus (ZHAO et al., 2018), bardoxolona metilada
(CAMER et al.,, 2015) e mistura de a, B-amirina (CARVALHO et al., 2016)
apresentaram efeitos semelhantes na reducdo do ganho de peso corporal, do figado e na
melhora da resisténcia & insulina.

O tratamento com AO conseguiu reverter o aumento de peso causado pela OLZ.
Embora o mecanismo ndo seja bem elucidado, estudos ja demonstraram que este
triterpeno conseguiu reverter o ganho de peso tanto em ratos (LEE et al., 2016;
GAMEDE et al., 2019), quanto em camundongos (MELO et al., 2010; DJEZIRI et al.,
2018; NAKAJIMA et al., 2019).

Em nosso estudo, o AU foi o triterpeno que, em relacdo ao ganho de peso,
obteve resultado menos expressivo, ndo gerando diferenca estatististica ao fim das 9
semanas de experimento. Este resultado provavelmente tem relagdo com a baixa
afinidade dos triterpenos do grupo ursano com os receptores 5-HT, ja que parte dos
efeitos adversos da OLZ ocorre mediante esta via (WESTON-GREEN et al., 2012).

Em relacdo a AMI, houve uma diminuicdo no peso corporal dos animais em
relagdo ao grupo OLZ. A mistura contém triterpenos dos dois grupos, ursano e
oleanano, e, talvez isto tenha gerado o resultado mediano em praticamente todos os
testes realizados. Nosso grupo ja tem experiéncia com este composto em disturbios
metabolicos. Em estudo com camundongos Swiss, o tratamento com o, f-amina resultou
na reducdo do ganho de peso corporal induzidos por dieta hiperlipidica. Além disso, o
teor de gordura visceral e area de superficie de adipdcitos tambeém sofreram diminuicao
(CARVALHO et al., 2016).

Sabe-se que existem trés regides principais de depoésitos de gordura anatbmicas
em humanos: o tecido adiposo branco visceral e subcutaneo, e tecido adiposo marrom
subescapular. A regido intra-abdominal refere-se ao tecido adiposo branco visceral
(TAV), que envolve os orgdos internos, sendo localizado na regido omental,
mesentérico, retroperitoneal, gonadal e pericardico. O tecido adiposo branco subcutaneo

(TAS) esta localizado no abdémen, nadegas e coxas sendo denominadas de depdsito
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gluteofemoral. O tecido adiposo marrom (TAM) esta localizado principalmente na
regido subescapular, sendo responsavel por dissipar energia produzindo calor
(termogénese) atraveés do desacoplamento da atividade da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial através da expressdo especifica da proteina desacopladora 1
(UCP1). O tecido adiposo marrom é composto por adipdcitos marrons caracterizados
por um elevado contetdo mitocondrial e dotados de uma elevada capacidade de
oxidacdo lipidica (VEGIOPOULOS, ROHM, STEPHAN, 2017; TRIM, TURNER,
THOMPSOM, 2018).

Com objetivo de utilizar as principais regides de deposito de gordura nos seres
humanos, foi retirado no final do experimento o tecido adiposo dos camundongos as
principais regides do tecido adiposo branco (visceral e subcutaneo) e marrom
(subescapular).

A massa desse tecido adiposo marrom (TAM) se correlaciona inversamente a
adiposidade, e, por meio da queima de lipideos, combate hipotermia e obesidade (LUO;
LIU, 2016). O resultado da termogénese é que uma fragdo elevada de nutrientes e
oxigénio disponivel na circulacdo sanguinea é requisitada pelo tecido e utilizada,
levando a um aumento da producdo de calor. Essa requisicdo se da quando o corpo é
submetido ao frio, jejum prolongado e ativagio de agonistas [-adrenérgicos.
(YAMAGUSHI et al., 2019)

Foi possivel observar que o tratamento com OLZ reduziu o depdsito de TAM,
representado pelo tecido adiposo subescapular. Um estudo realizado na Australia
correlacionou o envolvimento da termogénese do TAM no ganho de peso induzido pelo
uso de antipsicéticos de segunda geracdo. Como resultado, eles perceberam que o
tratamento com OLZ a longo prazo (18 a 34 dias) induziu reducdo na temperatura do
TAM, acompanhado da diminuicdo nas expressdes UCP-1 e PGC-la e alteragdes
morfolégicas nos adipdcitos marrons. Esses resultados associados a diminuicdo da
atividade locomotora foram considerados 0s principais responsaveis pelo ganho de peso
dos animais (ZHANG et al., 2014Db).

Tanto o AO quanto o AU conseguiram reverter esta perda de gordura
subescapular, retornando o peso aos niveis de normalidade. Estudos mostram que a
funcdo do TAM esté diretamente relacionada com o metabolismo energético, visto que
existe uma correlagdo positiva entre sua atividade e a taxa metabolica de repouso

(LICHTENBELT et al., 2009). Dessa forma, percebe-se uma relagdo positiva com o
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controle do peso corporal em varias espécies animais, alem de também melhorar a
sensibilidade a insulina (BROETTO; BRITO, 2012).

Nosso estudo demonstrou um aumento no peso do figado apds tratamento com
OLZ. Ren e colaboradores (2019a), a fim de testar compostos naturais em doencas
hepaticas, induziram o acimulo de gordura no figado em ratos machos a partir do uso
do antipsicotico OLZ (5 mg/kg por 8 semanas). Apenas com este tratamento 0s animais
desenvolveram esteatose e alteracdo de diversos parametros hepaticos.

Chen e colaboradores (2018) realizaram experimentos em camundongos apoE
tratados com olanzapina por 4 semanas. No tecido adiposo percebeu-se a diminuic¢ao do
TAM com manutencdo do peso do TAB, assim como em nossos resultados. Em relagédo
ao figado, houveram alteracGes bioquimicas e histoldgicas nos animais tratados com
OLZ.

Em nossos resultados, ocorreu reversdo da alteracdo do peso do figado pelos
tratamentos com AO e com AMI. Em testes com Sprague dawley pré-diabéticos, o AO
também conseguiu diminuir tanto o peso corporal, quanto o peso do figado desses
animais (GAMEDE et al., 2019). Os achados histoloégicos demonstraram gue nao houve
alteracdo a nivel celular nos figados dos animais tratados.

Apesar da marcante caracteristica da OLZ em causar dislipidemias (ABOSI et
al., 2018), os indices relacionados ao perfil lipidico ndo sofreram alteracdes durante os
tratamentos propostos. Este resultado também é divergente na literatura em animais.
Enquanto alguns estudos demonstram aumento nos triglicerideos sérico em
camundongos (HOU et al., 2018), outros ndo relatam alteracdo nesse metabolismo
(NAIMI et al., 2019).

A ingestdo de OLZ na dieta resultou em uma hiperglicemia e hiperinsulinemia,
causando um desenvolvimento de disfungdo de células B (fator evidenciado pelo
HOMA-RI). E importante salientar que o0 AO melhorou o metabolismo da glicose dos
animais em dieta associada a OLZ, retornando aos niveis de normalidade os indices de
glicemia em jejum, insulina sérica e indice de HOMA-RI.

Um estudo realizado com 1050 pacientes na Noruega revelou que o IMC, a
razdo leptina/adiponectina e o indice HOMA-RI foram significativamente maiores em
pacientes tratados com os medicamentos OLZ ou aripiprazol em monoterapia em
relacdo ao controle saudavel (VEDAL et al., 2019).

Em relacdo a hiperglicemia causada pela OLZ, percebeu-se que redugbes na

atividade da AMPK potencializam os efeitos do tratamento agudo de OLZ na glicose no
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sangue, enquanto o direcionamento especifico a complexos contendo AMPK B1 ¢
suficiente para proteger contra a hiperglicemia induzida por OLZ (SHAMSHOUM et
al., 2019). Desta forma, nota-se que é por esta ativacdo que ocorre os distdrbios
relacionado a resisténcia insulinica.

A regulacdo da glicemia ocorre através do balanco de producdo/ingestdo e gasto
de glicose. A glicose pode ser captada fisiologicamente por todas as células de acordo
com sua demanda metabolica. Porém, no periodo pds-prandial o principal horménio
responsavel por aumentar a captacdo de glicose pelas células é a insulina. Nesse caso,
h&d um armazenamento da glicose sob a forma de glicogénio no figado e no musculo
(GERISH, 2000). A medida que a quantidade de glicose circulante vai diminuindo, o
glicogénio armazenado vai se degradando em glicose, impedimento que ocorra
hipoglicemia. O horménio responsavel por esse processo inverso € o glucagon.

Em individuos com excesso de peso os efeitos descritos acima nao ocorrem.
Existe uma preferéncia de utilizacdo de &cidos graxos derivados dos estoques de
triacilglicerol como substrato energético (BAZOTTE, SILVA, SCHIAVON, 2014), o
que seria responsavel pela diminuicdo da mobilizacdo de glicose via glicogénio. Isto
levaria a um feedback negativo do glicogénio muscular e hepatico sobre a atividade de
glicogénio-sintetase e, consequentemente, no estoque de glicose. O resultado seria a
intolerancia a glicose e a resisténcia periférica a acdo da insulina, com diminuicdo de
glicogénio hepético e muscular. O quadro de diabetes se desenvolve em obesos apds
periodo de intolerdncia a glicose, quando a glicemia se mostra acima dos valores
normais, o que conduz, na maioria dos casos, a um estado de hiperinsulinemia
(PEREIRA et al., 2003). Este desvio metabdlico descrito ocorre nos animais tratados
com OLZ neste estudo, os niveis de glicogénio hepético e muscular foram diminuidos.

Em estudo com os mesmos camundongos C57BL/6, notou que, apesar da
tendéncia, o tratamento agudo com OLZ (5 mg/kg i.p.) ndo causou diminui¢do nos
niveis de glicogénio hepéatico, mesmo com alteragdo nos niveis de glicose e insulina,
tanto em machos quanto em fémeas (MEDAK et al., 2019). Provavelmente, por este
mecanismo ser a partir de uma complexa cascata de sinalizagcdo e, possivelmente a
exposicao por mais tempo ao agente se fizesse necessaria.

Tudhope e colaboladores (2012) testaram a hipdtese de que a serotonina (5-HT)
exerceria efeitos estimuladores e inibitorios da deposicdo de glicose hepatica. Os
agonistas dos receptores 5-HT1/2A diminuiram a glicose no sangue e aumentaram o

glicogénio hepéatico apds a carga oral de glicose. Também estimularam a sintese de
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glicogénio em hepatdcitos isolados com maior eficacia que o 5-HT. Esse efeito foi
bloqueado pela OLZ, que diminuiu drasticamente a sintese de glicogénio apos
tratamento. Dessa forma, eles sugerem que a regulacdo hepética da sintese de glicogénio
envolve a sinalizacdo por serotonina.

Os triterpenos AO, AU e AMI conseguiram aumentar os niveis de glicogénio
hepéatico nas doses testadas. De fato, ja foi relatado o efeito terapéutico do AO em
animais com alteracGes no glicogénio hepatico, tanto causadas por dieta hiperlipidica
(LIU et al., 2007) quanto por diabetes induzida por estreptozoticina (PHIKELELANI et
al., 2011). Ao aumentar o contetdo de glicogénio hepético, podeser sugerido que 0s
triterpenos bloqueiam a glicogendlisee aumentam a oxidacdo de &cidos graxos dos
hepatdcitos.

Estudos mostram que a diminuicdo da sensibilidade a insulina pelo tratamento
com OLZ é relacionada ao aumento do IMC e aumento de peso em geral (KEINANEN
et al., 2015). Todavia, esses efeitos adversos ndo podem ser somente associados ao
ganho de peso. O bloqueio de receptores dopaminérgicos hipotalamicos talvez esteja
envolvido neste processo, visto que se demonstrou que a bromocriptina, um agonista
dopaminérgico, reduz os niveis glicémicos em mulheres obesas ndo-diabéticas
(KAMATH et al., 1997).

De acordo com os dados obtidos até agora, notamos que o triterpeno AO
apresentou melhores resultados em relacdo as demais substancias testadas, sendo
escolhida para dar continuidade aos experimentos relacionados as vias metabdlicas.

Um estudo de protebmica em tecido adiposo de ratos revelou seis proteinas com
expressdo diferenciada em animais tratados com OLZ, em relagdo ao grupo controle.
Dentre estas proteinas encontram-se a apo A-1V e a FABP4, relacionadas a resisténcia
insulinica. Dando continuidade a este estudo, utilizamos células 3T3-L1, e os resultados
sugeriram que essas duas proteinas agiram sobre a resisténcia insulinica induzida por
OLZ atraves da via de sinalizagdo IRS-1/ AKT (YANG et al., 2019).

Esta via esté relacionada a sinalizagdo metabolica da insulina: IRS/PI3K/AKT.
A insulina inicia sua acdo pela interacdo com seu receptor de membrana, o receptor de
insulina (IR). Quando a insulina se liga a este receptor, ocorre a fosforilagédo de
substratos do receptor de insulina (IRS). A fosforilagio no receptor de tirosina
geraconsequente ativacao da subunidade regulatoria p85 da enzima fosfatidilinositol-3’-
cinase (PI3K). Esse recrutamento, por cascata, ativa mais duas proteinas, proteina

cinase dependente de fosfoinositideo (PDK-1) e AKT. Essa cascata de sinalizacdo
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direciona a translocacdo do GLUT-4 para a membrana plasmatica, principal captador de
glicose pelas células musculares. O comprometimento do sinal do IRS esta intimamente
associado ao desenvolvimento de resisténcia a insulina. Geralmente, a fosforilacdo da
serina € prejudicial para sinalizacdo do IRS. A fosforilacdo da serina do IRS-1
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da resisténcia a insulina e,
desta forma, a fosforilagdo na Ser307 aumentada no IRS-1 diminui a sinalizacdo de
insulina (DIMITRIADES et al., 2011).

Em nosso estudo, a expressédo proteica hepatica do AKT fosforilado foi reduzida
apos o tratamento com OLZ e houve aumento na expressdo do IRS fosforilado (serina
307) indicando que os distarbios metabdlicos deste antipsicotico se ddo por esta via.

A alteracdo da via PISBK/AKT pela OLZ ja foi descrita em diversos estudos. Ren
e colaboradores (2019a) sugeriram que a via de sinalizacdo IRS/PI3K/Akt medeia a
atividade hepaética induzida por OLZ de acordo com achados em figados de ratos
machos tratados por 8 semanas. Além disso, a OLZ também elevou os niveis de
SREBP-1c, ACC, FAS e SCD-1 nesse mesmo estudo. Estudos in vitro com 3T3-L1
relataram significativa alteracdo na fosforilacdo do IRS-1, tanto no residuo de tirosina
896, quanto no de serina 307, corroborando com a hipdtese desta via como causa da
resisténcia insulinica causada pela OLZ (YANG et al., 2019).

Os GLUT4 sdo os transportadores insulina-dependente mais abundante nas
membranas celulares do musculo esquelético, cardiaco e tecido adiposo. No estado
basal, ou seja, sem estimulo de insulina, boa parte do GLUT4 localiza-se
intracelularmente. A presenca de insulina gera uma cascata sinalizadora, determinando a
movimentacdo do GLUT4 para a membrana plasmética, com consequente aumento de
captacdo de glicose por esta célula (CHAO et al., 2019; PETERSEN; SHULMAN,
2017). Desta forma, a quantificacdo do GLUT4 de membrana se torna importante para
avaliar a resposta final do tecido a presenca da insulina.

Como ja era esperado em nossos resultados, devido a alteracdo que a OLZ
causou na via IRS/PI3K/AKT no figado, todo o metabolismo deste organismo sofre
modificacdo. Nossos resultados também demonstraram que houve uma diminui¢do da
expressdo do GLUT4 de membrana no musculo, enfatizando mais uma vez a resisténcia
insulinica que o tratamento com OLZ causa.

Adentrando a via inflamatdria, um estudo relata que o NF-kB ativado pode
induzir fosforilagdo da serina do IRS-1 para inibir a translocagdo de GLUT4 para a

membrana celular adiposa e inibir a utilizacdo de insulina. Assim, identificaram que a
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inibicdo de NF-kB poderia diminuir significativamente a resisténcia insulinica e aliviar
o efeito inibitério da OLZ na captacdo de glicose estimulada por insulina no adipdcito.
Adicionalmente, este mesmo estudo mostrou que a OLZ ndo induz resposta inflamatoria
no sistema nervoso central, embora inicie fortes reacdes inflamatdrias de citocinas no
tecido adiposo periférico para induzir a resisténcia insulinica (LI et al., 2019).

O AO, o triterpeno com melhores resultados in vivo, foi escolhido para dar
continuidade ao experimento de expressdao proteica. Este composto conseguiu reverter
as alteracdes nas expressdes da via IRS/PISBK/AKT no figado, demonstrando que
provavelmente a acdo reguladora do AO em todo o metabolismo da insulina foi a partir
desta homeostase.

Este resultado também est4d de acordo com o descrito na literatura. O AO
conseguiu atenuar a resisténcia a insulina do tecido adiposo em ratos pela via
PI3K/AKT. A inducdo de resisténcia por frutose gerou uma diminuicdo na expressao da
forma fosforilada do AKT e o tratamento com AO (25mg/kg v.0.) conseguiu aumentar
essa expressdo, além de também regular os niveis bioquimicos séricos, assim como em
nosso estudo (LI et al., 2014). O AO também demonstrou um efeito protetor a partir de
administracdo oral em neonatal contra o desenvolvimento subsequente de disfungédo
metabolica induzida por frutose em ratos machos e fémeas (NYAKUDYA;
MUKWEVHO; ERLWANGER, 2018).

Outros triterpenos pentaciclicos também ja demonstraram atividade nessa via de
sinalizacdo. O taraxerol (35 mg/kg i.p), derivado a Abroma augusta, conseguiu atenuar
sintomas da diabetes mellitus tipo 2 em ratos através de diferentes proteinas, dentre elas,
PI3K, IRS e AKT (KHANRA et al., 2017).

Desta forma, conseguimos demonstrar um modelo de disfuncdo metabodlica a
partir da ingestdo oral na racdo de OLZ em animais C57BL/6, além de clarear alguns
mecanismos pelos quais este efeito surge. O AO demonstrou ser um bom candidato para
tratamento de reversdo desses sintomas, conseguindo regularizar os niveis metabélicos
tanto séricos quanto proteicos alterados pela OLZ. Porém, alguns pontos importantes
também descritos na literatura ndo foram elucidados nesse modelo, como a alteragdo do
TAB e dislipidemias pelo uso da OLZ. Estes s@o claramente descritos em diversos
estudos. Porem em nosso modelo animal ndo houve alteracdo. Provavelmente o tempo e
a dose do tratamento nao geraram alteragdes mais profundas nos animais.

Concomitante aos experimentos in vivo, com a finalidade de avaliar mais

profundamente o que realmente ocorre no tecido adiposo em tratamento com OLZ,
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lancamos mao do modelo de cultura celular de pré-adipocitos 3T3-L1. O primeiro ponto
a ser observado € a citotoxidade dos triterpenos in vitro nos pré adipdcitos. Inicialmente
foi observado que ndo houve alteracdo da viabilidade celular em células 3T3-L1
diferenciadas pelo AO até a concentracdo de 50 uM, pelo AU até a concentracdo de
12,5 uM, e AM até a concentracdo de 200 pg/mL. Dessa forma, as concentracfes
escolhidas para os testes seguintes foram abaixo das citadas, garantido a margem de
seguranga quanto a toxicidade, seguindo também o que ja foi relatado na literatura para
AO em ceélulas 3T3-L1 (SUNG et al., 2010; SU et al., 2018), para AU (LI et al., 2012;
HE et al., 2013; HE et al., 2014) e para AMI (MELO et al., 2019). A mesma margem de
concentracdo também foi utilizada em outras linhagens celulares, como em células
HUVEC (PAN et al., 2018) e células RAW 264.7 (BHANDARI et al., 2014).

A exposicdo dos pré-adipocitos 3T3-L1 aos indutores da diferenciacdo, soro
fetal bovino, dexametasona, insulina e IBMX, levama ativacdo dos eventos iniciais do
processo de adipogénese nestas células. Além desses indutores, a rosiglitazona, um
agonista do PPARy, estimula a diferenciacdo adiposa de maneira dose-dependente, com
um efeito maximo a 2 UM, apenas no inicio da diferenciacdo (ZEBISCH et al., 2012). A
ativacdo via PPARy nos adipocitos caracteriza o acimulo de lipidios intracelulares,
inducdo de genes especificos de adipocitos e parada do ciclo celular. No muasculo o
PPARy melhora a sensibilidade a insulina, dando a funcdo terapéutica da rosiglitazona,
um antidiabético (YE et al., 2001). Dessa forma, a rosiglitazona 2 puM foi utilizada
como controle positivo de todos os testes celulares.

Nossos resultados demonstraram que a OLZ na concentragédo de 10 pM foi
capaz de aumentar significativamente a adipogénese nas células 3T3-L1, evento
identificado pela coloracdo e quantificacdo com Oil Red-O, além da quantificacdo
bioquimica de colesterol e triglicerideos intracelular. O co-tratamento OLZ + AO inibiu
claramente a adipogénese em todas as concentragdes testadas, porém a maior
concentracdo de 25uM foi a que apresentou melhor resultado.

Da mesma forma o AU conseguiu inibir a adipogénese em todas as
concentracgdes testadas, diferentemente da AMI, que apenas na concentragdo mais baixa
(12 pg/mL) apresentou diminuicdo do conteudo lipidico intracelular.

A inducdo da adipogénese em células 3T3-L1 pela OLZ ja foi documentada por
outros estudos, demonstrando a capacidade desta substancia em ativar fatores indutores
da formacdo de adipdcitos nestas células (LI et al., 2016, YANG et al., 2019). O

acumulo de lipideos intracelulares também foi visto em estudo com doses consideradas
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terapéuticas (20 uM) em adipdcitos isolados (SARSENBAYEVA et al., 2019), além da
diminuico da lip6lise basal (BABA et al., 2019).

A OLZ na concentracdo testada ndo afetou a expressdo de PPAR-y, um dos
principais reguladores da adipogénese. Estudos anteriores mostram que, na maioria das
vezes, nenhum efeito é encontrado na expressao dessa proteina pelo tratamento in vitro
com OLZ (SARSENBAYEVA et al., 2019; BABA et al., 2019). Porém, Yang e
colaboradores (2007) utilizaram uma concentracdo mais alta de OLZ, 50uM, causando
um aumento moderado da fracdo PPAR-yl, mas sem alteragdo na expressdo tanto de
PPAR-y2, quanto de C/EBP-a. O AO manteve os niveis desta proteina iguaiS ao grupo
controle e ao grupo OLZ. A rosiglitazona demonstrou grande aumento na expresséo de
PPAR-y, ja por ele ser um agonista desta proteina, como descrito anteriormente.

Dando continuidade a cascata de diferenciacdo, seguimos para a Vvia
AMPK/SREBP. A AMPK ¢ uma enzima sensibilizadorado balanco energético celular,
sendo ativada pelo aumento da razdo AMP/ATP deixando essa razdo sempre constante.
Assim, processos que interfiram tanto na produgéo quanto no consumo do ATP podem
causar a sua ativacdo. 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 coracgdo, no tecido
adiposo, no pancreas, entre outros. A reducdo do conteldo energético celular ativa
AMPK, que “desliga” vias metabolicas que consomem ATP (por exemplo, as vias
anabdlicas de sintese de acidos graxos e de colesterol), ao mesmo tempo que estimula
vias metabdlicas que produzem ATP (como as vias catabdlicas de oxidacdo de &cidos
graxos e de glicose) (LI et al., 2011).

Em relacdo ao metabolismo de lipideos, a AMPK, na sua forma ativada,
fosforila e inativa a acetil-CoA carboxilase (ACC), favorecendo a beta oxidacdo de
acidos graxos para gerar energia. A AMPK fosforila e inibe a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
COA redutase, enzima da via do colesterol, desta forma reduzindo a sintese de lipideos e
estergis para poupar energia. Em adicdo, a AMPK fosforila e ativa enzimas que
promovem a lipdlise, como a lipase hormdnio sensivel e triacilglicerol lipase do
adipdcito na tentativa de degradar lipideos e gerar energia (SHARMA et al., 2018).

AMPK contém subunidades -a, -p ¢ -y. A subunidade AMPK-a contem um local
de fosforilagéo catalitica (Thrl72) em seu terminal NH2 (SMITH et al., 2016), que é
conhecido por ativar o AMPK. Sabe-se que a ativacdo da AMPK pode suprimir a

sintese de acidos graxos por regulagdo negativa da expressdo génica lipogénica mediada
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por SREBP-1c e aumentar a oxidacdo de acidos graxos, estimulando o PPAR-a
(HATTING et al., 2018).

Em células 3T3-L1 o tratamento com um ativador da AMPK, o AICAR (5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside) inibiu a diferenciacdo dessas células,
bloqueando a expressio de PPARy e de C/EBPa (HABINOWSKI; WITTERS, 2001),
além de inativar a SREBP-1 no momento da sua translocacédo (LI et al., 2011).

A SREBP pertence a familia de fatores de transcricdo que possuem um motivo
basico helice-alca-hélice (bHLH) de ligacdo ao DNA. Esta familia tem dois membros:
SREBP-1 e SREBP-2. Existem duas isoformas do SREBP-1 (SREBP-1a e SREBP-1c),
derivadas de splicing alternativo do primeiro éxon dentro do mesmao transcrito primario.
O fator de determinacdo e diferenciacdo dependente do adip6cito (ADD1) é homologo a
isoforma SREBP-1c de humanos. O SREBP-1c/ADD1 é predominantemente expresso
em figado, glandula adrenal, TA e musculo esquelético, enquanto o SREBP-1a, no
baco. O SREBP-2 regula a biossintese de colesterol. In vitro, o0 ADD1/SREBP-1c
aumenta a atividade transcricional do PPARY, elevando a propor¢ao de células em
processo de diferenciacdo.

Na diferenciacdo dos adipocitos, SREBP-1 é ativado e translocado para o
nacleo, onde reconhece os elementos de resposta ao esterol (SRE) e induz a expressao
de enzimas lipogénicas, como acetil-CoA carboxilase (ACC), acido graxo sintase
(FAS), lipoproteina lipase (LPL) e estearoil-CoA desaturase-1 (SCD1) (RODRIGUEZ
et al., 2015a).

Nossos resultados mostraram uma regulacdo positiva de OLZ das proteinas
SREBP-1 e FAS, com reducdo da fosforilagdo de AMPK, dado consistente com boa
parte da literatura (YANG et al., 2007; L1 et al., 2016; REN et al., 2019Db).

Como ja é bem relatado, o antagonismo dos receptores da histamina H1 foi
identificado como a principal causa de obesidade induzida pelos antipsicéticos.
Evidéncias revelaram que a AMPK pode ser essencial na regulacdo da ingestdo de
alimentos envolvidos no receptor H1. Kim e colaboradores (2007) relataram que a
histamina inibiu significativamente a atividade da AMPK em fatias hipotalamicas. Por
outro lado, o antagonista do receptor H1, triprolidina, estimulou a atividade da AMPK
nas fatias hipotalamicas e no hipotalamo do camundongo. Recentemente, um estudo
sobre a linha de células hipotalamicas GT1-1 também encontrou resultados
semelhantes, onde o antagonista do receptor H1, a clorfeniramina, aumentou o nivel de
proteina de fosfo-AMPK (pAMPK:AMPK), que pode ser bloqueado por histamina
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(KANG et al., 2012). Desta forma, as evidéncias demonstram que a ativacdo da AMPK
hipotaldmica aumenta a ingestdo de alimentos e o peso corporal, enquanto inibi¢cdo da
AMPK hipotalamica diminui a alimentagéo e o peso corporal.

Um estudo com condicBes semelhantes as nossas revelou que a dose de 10uM
de OLZ aumentou os niveis de expressao de MRNA dos genes relacionados ao SREBP
e melhorou os niveis de expressdo de SREBP1, SREBP2 e LDLR. Simultaneamente,
relatou-se também a restricdo da fosforilacdo de p-AMPKa em células 3T3-L1 (LI et
al., 2016).

O tratamento com AO na concentracdo de 25 UM aumentou a expressao de
AMPK fosforilado, supondo assim, que o triterpeno atua por esta via, regulando o
balango energético, melhorando a sensibilidade & insulina e inibindo a ativagdo de genes
envolvidos na lipogénese como o SREBP-1 e FAS.

A acdo dos triterpenos nessa via adipogénica ja é vastamente relatada na
literatura. O nosso grupo ja demonstrou que a propria o, P-amirina conseguiu
significativamente suprimir a diferenciacdo de adipocitos, diminuindo os niveis de
expressdo de fatores-chave de transcrigdo para adipogénese, como PPARy ¢ C/EBPa,
mas ndo C/EBPB ou C/EPBS. Além disso, a expressdo proteica do transportador
GLUT4 nos adip6citos 3T3-L1 tratados com a, B-amirina foi significativamente maior
do que em células de controle, indicando que o, B-amirina aumenta a captacdo de
glicose. Esses achados sugerem que o, B-amirina exerce um efeito anti-adipogénico
principalmente através da modulacdo do metabolismo lipidico e de carboidratos nas
células 3T3-L1 (MELO et al., 2019). Triterpenos da Hibiscus sabdariffa L., foram
testados in vivo, in vitro e in silico, demonstrando que as fragdes de a-amirina e lupeol
conseguiram diminuir o acumulo lipidico em células 3T3-L1 (GIACOMAN-
MARTINEZ et al., 2019).

O tratamento com &cido ursoélico, em estudo de inducdo de diferenciacdo de
3T3-L1, em concentragBes variando de 2,5 pM a 10 puM, gerou uma adipogénese
atenuada dependente da dose, acompanhada por expressao reduzida da C/EBPp,
PPARy, C/EBPa ¢ SREBP-1c. O acido ursdlico aumentou a fosforilacdo da acetil-CoA
carboxilase (ACC) e a expressao proteica da carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1),
mas diminuiu a expressdo proteica da acidos graxos sintase (FAS) e da proteina de
ligagéo a &cidos graxos 4 (FABP4). Este triterpeno também aumentou a fosforilagio da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (HE et al., 2013).
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Um outro estudo demonstrou que em células HCC cancerigenas, o &cido
betulinico, um triterpeno com cadeia semelhante ao &cido oleandlico, inibiu fortemente
0 SREBP-1, suprimindo o metabolismo da glicose nestas células (YIN et al, 2019).

Nossos achados também corroboram com o encontrado em células hepaticas.
Nosso estudo mostrou que o AO diminuiu significativamente as atividades promotoras
do elemento de resposta LXR e da SREBP-1c. Além disso, o AO estimulou a
fosforilacdo da AMPK nas células hepéticas. Dessa forma, os resultados mostram que a
acao do AO ¢ especifica do figado e pode reprimir seletivamente a lipogénese (LIN et
al., 2018).

O AO também restaurou a histologia hepatica em modelo com dieta
hiperlipidica na dose de 25 mg/Kg, melhorando o perfil lipidico, a resisténcia a insulina
e regulando negativamente a expressdo dos genes da via lipogénica, como SREBP1,
FAS e ACC1 e os genes pro-inflamatorios IL-1, IL-6 e TNFa, além de aumentar a
expressdo do RNAm de PPARa responsavel assim pelo aumento da 3-oxidacdo. Com
consequente redugdo do acumulo de triglicerideos einflamagdo no figado (DJEZIRI et
al., 2018).

Por fim, os resultados evidenciados neste estudo mostraram que o tratamento
com AO preveniu o desenvolvimento dos distdrbios metabdlicos em camundongos
submetidos a dieta associada a OLZ durante 9 semanas. Sua atividade se d& através da
melhora da resisténcia a insulina devido a regulacdo da via PI3K/AKT no figado. Em
testes in vitro, os adipocitos sofreram diferenciacdo pelo tratamento com OLZ, e 0 AO
conseguiu reverter a adipogénese, devido a regulacdo positiva do pAMPK e
concomitante regulacdo negativa do SREBP1 e FAS.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que o tratamento com olanzapina pode
induzir ganho de peso e alteracdes metabdlicas em camundongos fémeas de C57BL/6.
O numero de cruzamentos no teste de campo aberto sugere que os triterpenos do grupo
oleanano podem alterar parametros comportamentais causados pela olanzapina.
Também identificamos que os triterpenos &cido oleandlico, acido ursolico e a, B-
amirina demonstraram um potencial efeito protetor metabdlico na prevencdo dos
distdrbios causados pelo tratamento crénico com olanzapina, sendo o &cido oleandlico o
candidato mais promissor. Esta protecdo se deu provavelmente pela regulagéo positiva
da via IRS-1/PI3K/AKT. Os resultados in vitro demonstraram que o acido oleandlico
também regula negativamente a inducdo da adipogénese pela olanzapina através da via
AMPK/SREBP em células 3T3-L1. Desta forma, esses resultados indicaram que o &cido
oleandlico poderia ser usado como um adjuvante potencial para prevenir a disfuncdo
metabdlica e obesidade causadas pelo uso da olanzapina, mas estudos futuros precisam
ser feitos para indicar se o efeito antipsicético desta droga ndo seria afetado com o uso

coadjuvante do AO.
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Figura 25. Esquema representativo e resumido dos mecanismos de acdo do acido

oleandlico na protecéo dos disturbios metabdlicos causados pela olanzapina.
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Fonte: FERRARI et al., 2019 adaptado.

Legenda: A olanzapina (OLZ) é responsavel por aumentar a fosforilagdo nos residuos
de serina 307 do substrato receptor de insulina (IRS), diminuindo assim a fosforilagéo
em tirosina 896, que é o residuo responsavel por dar seguimento a castata de
sinalizacdo. Como consequencia, ha a diminuicdo da fosforilacdo de AKT, impedindo
que ocorra a translocacdo do GLU4 de vesicula para a membrana. O acido oleandlico

(AO) conseguiu reverter todas estas alteragdes.
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Figura 26. Esquema representativo e resumido dos mecanismos de acdo do acido

oleandlico na alteracéo da adipogénese causada pela olanzapina.

Fonte: ZADRA et al., 2010 adaptado.
Legenda: AMPK controla as principais vias metabdlicas nas células. Setas vermelhas

indicam inibicdo. A ativacdo da AMPK pode inibir a lipogénese regulando a transcrigdo
através da proteina-1c de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-1c). A
olanzapina (OLZ) inibiu AMPK, com consequente exarcebacdo de SREBP e FAS. O

acido oleandlico (AO) conseguiu reverter todas estas alteracdes.
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ANEXO | - ESPECTRO DE RMN DA OLANZAPINA
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ANEXO Il — FOLHAS DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo de modelo de obesidade induzida por olanzapina em camundongos de linhagem
C57BL/6 e tratamento com &cido oleandlico”, protocolada sob o CEUA n? 4575280219 (io 000943), SOb a responsabilidade de Flavia
Almeida Santos e equipe; Rose Anny Costa Silva - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos
da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reunido de 16/04/2019.

We certify that the proposal "Evaluation of the olanzapine-induced obesity model in C57BL/6 mice and treatment with oleanolic
acid", utilizing 50 Isogenics mice (50 females), protocol number CEUA 4575280219 (o 000g43), under the responsibility of Flavia
Almeida Santos and team; Rose Anny Costa Silva - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in
accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of 04/16/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2019 a 08/2019 Area: Departamento de Fisiologia E Farmacologia
Origem: Biotério Prof. Eduardo Torres (setorial FAMED)

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 4 a5 semanas N: 50
Linhagem: C57BL/6 Peso: 15al7g

Local do experimento: Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara. Rua Coronel Nunes de Melo, n? 1315, - Prédio dao Instituto de Biomedicina, 12 andar.

Fortaleza, 03 de agosto de 2020

Moode Hodt Bk L B

Prof. Dr. Alexandre Havt Binda Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Hordrio de atendimento: Sequnda a Sexta, das 07h as 11h30 e das 13h &s 16h : e-mail: ceua@ufc.br
CEUA N 4575280219
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UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao de modelo de obesidade induzida por olanzapina em camundongos de linhagem
C57BL/6 e tratamento com &acido ursdlico", protocolada sob o CEUA n2 8407290120 (o oo1499), Sob a responsabilidade de Flavia
Almeida Santos e equipe; Rose Anny Costa Silva - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizagao de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos
da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reunido de 13/02/2020.

We certify that the proposal "Evaluation of the olanzapine-induced obesity model in C57BL/6 mice and treatment with ursolic acid”,
utilizing 50 Isogenics mice (50 females), protocol number CEUA 8407290120 (o 001499), under the responsibility of Flavia Almeida
Santos and team; Rose Anny Costa Silva - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of 02/13/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2020 a 08/2020 Area: Departamento de Fisiologia E Farmacologia
Origem: Biotério Prof. Eduardo Torres (setorial FAMED)

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 4 a5 semanas N: 50
Linhagem: C57BL/6 Peso: 14al6g

Local do experimento: Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara. Rua Coronel Nunes de Melo, n2 1315, - Prédio da Biomedicina, 12 andar.

Fortaleza, 01 de marco de 2021

Y Fetmcans St

Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceard Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Horério de atendimento: Segunda a Sexta, das 07h &s 11130 e das 13h as 16h : e-mail: ceva@ufc.br
CEUA N 8407290120



