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Resumo

A prevaléncia global de diabetes mellitus do tipo 2 vem aumentando
rapidamente em paralelo ao aumento do numero de casos de obesidade.
Entretanto, os métodos terapéuticos empregados para esta doencga
permanecem insatisfatorios. Existem drogas potencializadoras das acgbes da
insulina e farmacos que estimulam a secregao de insulina, no entanto nenhum
medicamento atualmente disponivel é capaz de corrigir simultaneamente
todas as disfungdes envolvidas na génese do diabetes mellitus tipo 2, além
disso, a maior parte destes, perde a eficacia depois de alguns anos de
evolugdo da doenga. Dessa forma os desafios para as novas drogas
sensibilizadoras e estimuladoras da secrec¢ao de insulina sera oferecer uma
eficacia equivalente as drogas disponiveis, com menor numero de efeitos
colaterais e agcdo mais estavel. Estudos recentes tém revelado que o
coativador de transcricdo génica PGC-1alfa esta associado com a regulagao
da gliconeogénese hepatica e secregao de insulina. Sendo a proteina PGC-
1alfa uma importante co-ativadora de fatores de transcricdo, e visto que sua
inibicdo parcial provoca uma melhora geral no quadro de DM2, decidimos
investigar os efeitos da inibicdo de PGC-1alfa em modelos animais de
obesidade e DM2. Os resultados mostraram que a inibicdo de PGC-1alfa,
através de um oligonucleotideo antisense (PGC-1aAS), em animais obesos e
diabéticos provoca aumento na secrec¢ao de insulina em cultura e in vivo e

reduz os niveis glicémicos sem provocar hipoglicemia. Além disso, ha
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aumento no consumo de glicose, medido por clamp euglicémico-
hiperinsulinémico e redugcdo da producdo hepatica de glicose. Ainda, a
inibicdo da PGC-1alfa causou reversdo da esteatose hepatica induzida por
dieta e pelo uso de etanol. Isso foi acompanhado pelo aumento da fosforilagdo
e ativagdo da enzima Akt e pela fosforilag&do/inativagao do fator de transcrigao
FOXO1 promovendo melhora da agdo molecular da insulina no figado. Assim,
concluimos que a inibicao da expressao de PGC-1alfa pode ser um método
terapéutico de interesse para o tratamento de diabetes mellitus do tipo 2 e

condi¢cdes metabdlicas afins.
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Abstract

Type 2 diabetes mellitus is one of the most prevalent and threatening diseases
in modern societies. Nevertheless, the therapeutic approaches currently used
are insufficient to promote adequate metabolic control of the disease. There
are a number of drugs that increase insulin secretion and also drugs that
enhance insulin action. However, no compound currently available is capable
of simultaneously correcting insulin secretion and action defects present in
diabetes. Recent data has provided evidence for the role of the co-activator of
gene transcription, PGC-1alfa, on the control of insulin secretion and hepatic
glucose production. Therefore, we have decided to evaluate the effects of an
antisense oligonucleotide compound designed to inhibit PGC-1alfa expression,
on the control of diabetes mellitus in distinct animal models. Our results show
that the inhibition of PGC-1alfa increases insulin secretion in diabetic and
obese animals without leading to hypoglycemia. In addition, the compound
increased glucose action in peripheral tissues, improved glucose clearance
during an euglycemic-hyperinsulinemic clamp and reduced hepatic glucose
production. Finally, the inhibition of PGC-1alfa expression improved hepatic
steatosis induced by ethanol and high-fat diet, which was accompanied by
increased insulin signal transduction through the Akt/FOXO1 signaling
pathway. We conclude that the inhibition of PGC-1alfa may be a potentially
useful alternative for the treatment of type 2 diabetes mellitus and associated

metabolic dysfunctions.
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Introducgao

Diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) é uma doenga multifatorial caracterizada
pela instalacdo de hiperglicemia em decorréncia do progressivo declinio da funcéo
das células beta do péncreas, e da instalacédo de resisténcia a acédo da insulina [1-2].
A resisténcia a insulina foi considerada durante muito tempo como o principal fator
determinante para o desenvolvimento da doenca [3]; entretanto, muitos individuos
com resisténcia a insulina ndo desenvolvem DM2. Em tais individuos as células beta
sdo capazes de aumentar a producao de insulina para compensar o aumento na
demanda devido a uma resposta reduzida nos tecidos periféricos [4]. Glicemia de
jejum alterada e toleréncia a glicose diminuida, muitas vezes consideradas como um
estado pré-diabético, também aumentam o risco de desenvolver DM2. Nestes
individuos, a inabilidade das células beta em suprir a demanda metabdlica de

insulina é o fator determinante para a instalagdo do DM2.

Epidemiologia do DM2

Em funcdo do aumento na sua incidéncia, o DM2 passou a ser
considerado um dos maiores problemas de saude publica em todo o mundo, sendo
tratado como um fendbmeno de proporcdes epidémicas. Ha poucos anos, o conceito
de “epidemia de diabetes” era restrito aos Estados Unidos enquanto as outras partes
do mundo ndo eram consideradas tdo ameacgadas. Entretanto, nas ultimas duas
décadas o quadro se alterou, e hoje, nenhuma regidao do planeta pode se considerar

livre do risco de apresentar elevada prevaléncia de diabetes [4].
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No mundo, a prevaléncia global de diabetes em adultos com 20 anos ou
mais era de 4,0% em 1995 e projegdes indicam um aumento para 5,4% em 2030,
sendo ligeiramente superior nos paises desenvolvidos quando comparado aos
paises em desenvolvimento. Expresso em numero de pacientes, a evolugao
esperada do diabetes € mais impressionante ainda. O numero total de doentes
adultos com DM2 deve aumentar em todo o mundo, de 135 para 300 milhdes entre
1995 e 2030, principalmente devido a um enorme aumento de 171% nos paises em
desenvolvimento, de 84 para 228 milhdes, enquanto deve aumentar
aproximadamente 41% nos paises desenvolvidos, de 41 para 72 milhdes [4].

Em 2030, mais de 75% dos pacientes diabéticos no mundo irdo morar
em paises em desenvolvimento, comparado com 62% em 1995. Além disso, essas
projecoes calculadas por especialistas da Organizagdo Mundial de Saude estéo
provavelmente subestimadas, uma vez que sao baseadas somente na evolucao
demografica esperada e ndo levam em conta a evolugédo da obesidade das préximas
décadas. Portanto, a realidade do diabetes em 2030 pode ser muito superior a tais

valores [4].

Fisiopatologia do DM2

Como dito acima, o DM2 decorre da falha progressiva das células beta
pancreaticas (e, portanto, do déficit progressivo de secrecdo de insulina), na
presenga de resisténcia a insulina (RIl). Acredita-se que a combinagdo de RI e
hiperinsulinemia crénica levam a uma série de alteragcbes metabdlicas deletérias,

provocando eventualmente, a hiperglicemia e DM2 [2]. Até ha pouco tempo, DM2 era
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atribuido exclusivamente ao desenvolvimento e agravamento da RIl. Entretanto, o
reduzido metabolismo da glicose devido ao sedentarismo, o aumento da
disponibilidade de glicose, devido ao excesso de alimentos ingeridos, e a redugao
progressiva no armazenamento de glicose em tecidos sensiveis a insulina agravam
0s niveis glicémicos levando ao DM2 [5].

Uma série de dados clinicos consideram a Rl como um importante fator
etiologico no DM2: (i) DM2 e resisténcia a insulina sao bastante relacionadas, mais
de 80% dos individuos com DM2 também apresentam resisténcia a insulina [6]; Rl é
comum também em individuos obesos que ainda n&o desenvolveram o DM2 [7],
dessa forma, a Rl pode proporcionar a ligacéo fisiopatolégica entre a massa corporal
crescente e aumento da glicemia; (ii) Rl parece preceder a disfungdo das células
beta na patogénese do DM2 [6]; (iii) RI parece acelerar ou predispor a disfungédo das
células beta através de um mecanismo de exaustdo de célula beta, ou seja, a
aumentada demanda de secreg¢ao, devido a resisténcia dos tecidos periféricos a
sinalizacdo da insulina, resulta em continua hiperestimulagdo da célula beta e
eventual falha [8]. Embora o DM2 seja correlacionado a RI, um fato estranho
(considerando que a RI seja realmente um dos fendbmenos determinantes) é a
auséncia de correlacdo inversa entre Rl e DM2. As taxas de prevaléncia de Rl em
diversas populagdes sdo muitas vezes muito maiores que as de DM2, e claramente,
a grande maioria de individuos com RI ndo ira desenvolver a doenga [9].

Por outro lado, diversas evidéncias obtidas recentemente sugerem que
a disfungao das células beta pode ser responsavel pela Rl. Por exemplo, a perda da

primeira fase da liberagdo de insulina, uma disfungcdo secretéria da célula beta
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caracteristica do DM2, esta associada com o desenvolvimento da RI [9]. Considerar
a Rl como a causadora do DM2 muitas vezes parece contra intuitivo uma vez que,
como dito acima, muitos individuos com RI ndo desenvolvem a doenca [9]. Estudos
que procuram distinguir cuidadosamente as contribuicbes de Rl e do déficit de
secrecao de insulina para o desenvolvimento de DM2, sugerem que a Rl ndo € uma
condicao necessaria nem suficiente para o desenvolvimento da doencga. Dentro desta
visdo, embora nao seja a causa primaria do DM2, a Rl permanece como alvo central
das abordagens terapéuticas pois €, sem duvida, um fator de risco para
aterosclerose e doencgas cardiovasculares e, se nao tratada, promove hiperglicemia e
um ambiente glicotoxico para as células beta em individuos suscetiveis [10].

A (glicotoxicidade é um dos principais fatores que predispdem a
disfuncdo das células beta. A hiperglicemia cronica pode provocar faléncia das
células beta sem um aumento compensatério na taxa de proliferacdo destas,
resultando em deficiéncia na secregcdo de insulina. No pancreas enddcrino,
elevagcdes modestas nos niveis de glicose acima dos valores normais provocam
alteragcbes deletérias na fungdo, massa e fendtipo das células beta [11]. A
hiperglicemia crbénica pode levar a varias alteragdes, dentre elas; a redugcdo dos
transportadores de glicose localizados nas células beta (GLUT-2), a reducao da
quantidade de transportadores GLUT-4 nos tecido musculares esqueléticos, a
redugdo da capacidade de cada transportador carrear glicose, e o aumento da
glicagdo de algumas proteinas e/ou enzimas envolvidas no metabolismo da glicose,
como a glicoquinase, que age como "sensor de glicose" nestas células [12]. A

progressiva deterioracdo da resposta das células beta exacerba o ambiente
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glicotoxico, o que leva a uma piora na resposta a insulina gerando um ciclo vicioso. A
fase aguda de resposta da insulina é perdida; um numero de respostas a processos
celulares sdo ativados, indicando um aumento no estresse celular, além de haver
maior regulacdo de genes apoptoticos [11]. Lipotoxicidade associada com elevados
niveis de acidos graxos livres, comumente observada em pacientes obesos,
resistentes a insulina e com DM2, tem sido associada a diminuicdo da sintese de

insulina e aumento do estresse metabdlico em células beta [13].

Complicacdées macrovasculares

O DM2 foi a sétima causa de morte apresentada nos atestados de 6bito
dos Estados Unidos em 2006, e o risco de mortalidade é duas vezes maior entre
pessoas com diabetes do que entre aquelas que nao apresentam a doenca. A
mortalidade por diabetes esta relacionada principalmente a doencga cardiovascular. A
doenga cardiaca e o acidente vascular cerebral sdo responsaveis por 65% das
mortes de individuos com diabetes. Um aumento nas complicagdes macrovasculares
(por exemplo, a doencga arterial coronariana e a doenga arterial periférica) € muito
observado entre os pacientes com DM2 [14]. Evidéncias clinicas sugerem que para o
DM2 a doenca arterial coronariana é equivalente ao infarto do miocardio em
individuos nao diabéticos [14]. Esta observacao foi recentemente apoiada por um
estudo publicado em 2009 que envolveu 3,3 milhdes de individuos. Os participantes
com DM2 tinham um risco elevado de mortalidade por doencga cardiovascular em
comparagdao com pacientes ndo diabéticos que tiveram um infarto do miocardio

prévio, € um risco significativamente maior de todas as causas de morte do que
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pacientes ndo diabéticos com infarto do miocardio prévio (P <0,001) [15]. O risco de
desenvolver doenga cardiovascular €& quatro vezes superior, e eventos
cardiovasculares ocorrem cerca de 15 anos antes para pacientes com diabetes em
comparagao com individuos nao diabéticos [16]. Além disso, diabetes e hipertenséo
estdo associados com um aumento de 7,5 vezes na mortalidade por doencgas
cardiovasculares [17]. Deve-se notar ainda que hipertensdo e DM2 sao condi¢des
clinicas comumente associadas, de tal forma que aproximadamente 75% dos adultos
com diabetes tem hipertensdo ou fazem uso de medicamentos anti-hipertensivos.
Resultados de um estudo prospectivo com 12.550 adultos n&o diabéticos (intervalo
de idade entre 45-64 anos) mostrou que a probabilidade de desenvolver o DM2 nos
participantes que eram hipertensos foi quase 2,5 vezes maior do que nos individuos

sem hipertensao [18].

Complicacdes microvasculares

As complicagbes tardias do DM2 incluem as complicacdes
microvasculares. As principais complicagbes microvasculares, retinopatia e
nefropatia sdo as causas mais importantes de cegueira e do estagio final da doenga
renal na Europa. Diferentes fatores de risco tais como a duragcdo do diabetes,
pressdo arterial e controle de lipidios tem sido consistentemente correlacionados
com ambas complicagdes microvasculares do diabetes. Apesar dos esforgos para
correlacionar os dois principais tipos de complicagbes microvasculares do DM2,
retinopatia e nefropatia, a relacdo entre elas ainda nao foi claramente descrita. Mais

estudos prospectivos sao necessarios para que se avance na definicido dos
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mecanismos exatos de como essas doencgas microvasculares se correlacionam e
para que se possam desenvolver métodos preditivos para tais complicacbées, o que
nos permitira identificar os pacientes em risco, resultando num impacto positivo sobre

a qualidade e expectativa de vida dos pacientes [19].

Associacao entre diabetes mellitus, obesidade, dislipidemia, hipertensao e
esteatose hepatica

Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas em todo 0 mundo estejam
acima do peso ideal, sendo que mais de 300 milhdes das quais sdo clinicamente
obesas. Nos Estados Unidos, mais de 60% dos adultos estdo com sobrepeso ou
obesos e 0 numero de criangas e adolescentes obesos estd aumentando
dramaticamente. Dada a sua elevada e crescente prevaléncia, a obesidade atingiu
0s niveis comparaveis aos de uma pandemia. Infelizmente, a maioria dos sistemas
de saude sdo baseados no tratamento de doengas causadas por agentes
especificos, apds a sua manifestacdo. Entretanto, fica claro que para que se
obtenham resultados satisfatérios com obesidade e diabetes serdo necessarias as
implementag¢des de abordagens profilaticas, que resultem na progressiva redug¢ao da
incidéncia, e por conseguinte, na prevaléncia das doengas. No entanto, nem os
governos nem as seguradoras privadas tém implementado agbes que enfoquem de
forma efetiva tais abordagens. A obesidade € o maior fator de risco para o DM2, ndo
surpreende, portanto, que o aumento da prevaléncia da obesidade seja

acompanhado por um aumento equivalente do numero de pessoas com DM2 [20].
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A esteatose hepatica e a esteato-hepatite sdo extremamente
prevalentes em individuos obesos [21]. A esteato-hepatite ndo alcodlica (non-
alcoholic steatohepatitis — NASH) faz parte de um espectro de doengas nao
relacionadas ao alcoolismo que levam ao acumulo de gordura no figado (non-
alcoholic fatty liver disease — NAFLD), sendo caracterizada por esteatose, inflamacéao
hepatica e lesdo das células do figado [22]. A perpetuagdo da inflamagéo e a lesao
irreversivel das células do figado parecem ser os principais eventos que discriminam
a esteato-hepatite ndo alcodlica da esteatose e de outras formas de NAFLD [23]. A
resisténcia a insulina no figado faz com que haja uma inibicdo da beta-oxidagdo dos
acidos graxos e reducdo da exportagdo de lipidios, levando ao acumulo de
triglicérides pelos hepatdcitos, ou seja, favorecendo o desenvolvimento de esteatose
hepatica [24]. Se o quadro inflamatério e de resisténcia a insulina se perpetuarem,
ocorrera a progressao para esteato-hepatite, podendo ainda evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular.

Sindrome metabdlica (SM) é um conjunto definido de anomalias cardio-
metabdlicas que aumenta o risco de um individuo para desenvolver doenga arterial
coronariana (DAC) e doenga cardiovascular (DCV). Os componentes chave da SM
sdo intolerancia a glicose ou diabetes, obesidade, hipertensdo e dislipidemia,
especificamente hipertrigliceridemia e baixos niveis de lipoproteina de alta densidade
[20].

No mundo ocidental a prevaléncia da sindrome metabdlica na
populacdo adulta estad se aproximando de um quarto, e é provocada em parte pelo

consumo de dietas ricas em calorias e pelo sedentarismo. A sindrome metabdlica é
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também associada ao disturbio da homeostase da glicose, ou seja, intolerancia a
glicose, que é indicativa de insensibilidade a insulina. Tal disturbio pode ser
associado com altos niveis de insulina no sangue - um mecanismo de compensagao.
Com a progressédo da sindrome, ha aumento dos niveis de glicose no sangue e
diabetes [25].

A sindrome metabdlica foi reconhecida como um fator de risco para
doenca cardiovascular, e esta associada a aterosclerose. Esta sindrome também
aumenta o risco de acidente vascular cerebral, cancer, artrite e, certamente, para
DM2. Mudancgas no estilo de vida sdo a primeira linha de defesa no tratamento da

sindrome metabdlica, seguida de intervencao farmacoldgica [25].

Prevencao e tratamento do diabetes mellitus

A perda de peso € um dos objetivos mais importantes no tratamento de
pacientes com DM2. Ha numerosos estudos que examinam a relagao entre o tipo de
dieta e a incidéncia de DM2. O excesso de ingestao calorica e a obesidade predizem
o desenvolvimento de diabetes. Estudos de prevengdo tém demonstrado que as
intervencdes do estilo de vida, incluindo modesta reducao de peso e atividade fisica,
resultam em uma redugdo drastica na incidéncia de diabetes. O Programa de
Prevencao do Diabetes demonstrou que pacientes que foram mantidos em um
intensivo programa de intervencao no estilo de vida por 3,5 anos apresentaram uma
redugdo de 58% na incidéncia de diabetes [26].

A reducéo no risco de DM2 também esta associada com dietas ricas

em cereais integrais, fibras de cereais e magnésio. A dieta é claramente um fator
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importante na prevencdo do diabetes, mas pouco se sabe sobre o seu papel no
tratamento do DM2 [26].

O controle glicémico € um alvo fundamental no controle do DM2. O estudo
“The United Kingdom Prospective Diabetes Study” (UKPDS) demonstrou que uma
diminuicdo de 1% na hemoglobina A1c (HbA1c) em pacientes com DM2 resultou em
uma redugcdo de 21% em qualquer fator relacionado ao diabetes: 21% para
mortalidade relacionada com o diabetes, 14% por infarto do miocardio, e 37% para
as complicagdes microvasculares. Embora o UKPDS tenha realizado controle
glicémico através de medicacao, dieta e redugao de peso também podem melhorar o
controle glicémico [26].

Nao ha evidéncias que sugerem que uma determinada estratégia
nutricional é claramente a melhor, e as estratégias nutricionais no controle do
diabetes nao estdo destinadas a ser iguais para todas as abordagens. A estratégia
nutricional mais bem sucedida é aquela em que o paciente possa se adaptar e
acompanhar a longo prazo [26].

Além do controle alimentar, a pratica de atividade fisica € uma forte
aliada na prevencao e tratamento do DM2. Exercicio fisico aumenta a captacao de
glicose no musculo esquelético e diversos estudos mostraram que existe forte
associagao entre a pratica de atividade fisica e a redugao do processo inflamatério
decorrente da obesidade [27]. Estes dados sugerem ainda que o exercicio fisico
promove melhora da tolerancia a glicose e diminuigdo na resisténcia a insulina.

Portanto, a melhor alternativa é trabalhar com pacientes de forma a seguir uma
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estratégia que possa funcionar da melhor forma possivel para cada um, levando em

conta as preferéncias alimentares individuais e suas possibilidades fisicas.

Tratamento farmacolégico

Uma alimentacéo equilibrada, redugcado de peso e atividade fisica sdo os
pontos chave para o tratamento do DM2, mas a obtencdo do controle glicémico
6timo, que é essencial para a prevencao de complicagdes relacionadas ao diabetes,
muitas vezes requer o uso de farmacos com agao antidiabética. Nenhum farmaco
atualmente disponivel & capaz de corrigir todas as anomalias envolvidas na
patogénese do DM2, além disso, a maior parte destes, perde a eficacia depois de
alguns anos de evolugédo da doenga [28]. A combinagao de terapias e até mesmo a
introducao de insulina exdégena também raramente conseguem manter o controle dos
niveis sanguineos da glicose e acabam expondo o paciente aos efeitos colaterais,
especialmente hipoglicemia e ganho de peso. Isso explica a intensa busca por novos
compostos que resultem numa melhor fungao das células beta e numa resposta mais
eficaz a insulina nos tecidos periféricos, além de amenizar os efeitos colaterais

provocados pelas drogas disponiveis.

Estimuladores de secregao de insulina
Sulfoniluréias

As sulfoniluréias sdo a mais antiga classe de antidiabéticos orais e tem
dominado o mercado por muitos anos. As sulfoniluréias sao hipoglicemiantes orais

comumente prescritos para DM2 por estimularem a liberacdo de insulina pelo
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pancreas. Estes medicamentos sao classificados em primeira geragéo (por exemplo,
clorpropamida, tolbutamida) e segunda geragdo (por exemplo, glibenclamida,
glipizida, glimepirida, e gliclazida). Sulfoniluréias de primeira geragdo sdo raramente
utilizadas atualmente, devido a alta incidéncia de reagdes adversas. A segunda
geragao de drogas possui um perfil mais seguro e sdo mais potentes do que os
agentes de primeira geragcado [29]. Sulfoniluréias atuam sobre o receptor de
sulfoniluréia, um canal de potassio dependente da adenosina trifosfato, estimulando
a despolarizagao das células beta pancreaticas. Isso leva ao fechamento dos canais
de potassio, um efeito que é fisiologicamente induzido pelo aumento da razdo ATP /
ADP resultantes do metabolismo da glicose na célula beta. A reducédo do efluxo de
K" despolariza a membrana da célula beta, resultando em uma abertura dos canais
de Ca™ dependentes de voltagem. O aumento na concentragéo de Ca™" intracelular
provoca a exocitose dos granulos de insulina. Sulfoniluréias também inibem a
depuragcdo hepatica da insulina. Sulfoniluréias sao absorvidas pelo trato
gastrintestinal rapidamente, e aparecem no sangue no prazo de 15 minutos apds a
ingestdo, mas tém um tempo de acgéo prolongado. Sulfoniluréias sdo metabolizadas
principalmente no figado e os metabdlitos sdo excretados por via renal. As
concentragdes plasmaticas maximas de sulfoniluréias de segunda geragao
ocorrerem dentro de 2 a 4 horas apds a ingestao e a duragao da agéo € de 12 a 24
horas [29]. A hipoglicemia € o maior efeito adverso das sulfoniluréias.
Metiglinidas

As caracteristicas farmacocinéticas das metiglinidas incluem um pico de

concentracao e tempo de eliminacao rapidos apds a absorcao oral. Isso explica o
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fato de a droga ter um efeito mais pronunciado sobre os niveis de glicose pos -
prandial e um menor efeito na glicemia de jejum em comparacdo com as
sulfoniluréias [30]. Por causa de sua eliminagdo quase completamente biliar,
repaglinida pode ser utilizada em doentes com insuficiéncia renal. O mecanismo de
acao da repaglinida é semelhante ao das sulfoniluréias, mas a droga tem dois sitios
de ligagao, um no receptor SUR-1 e outro diretamente sobre Kir 6.2 [31]. O efeito da
repaglinida sobre a secregao de insulina parece ser mais fortemente dependente de
glicose do que a glibenclamida [32] e o risco de hipoglicemia apresenta pouca ou

nenhuma diferenga em comparagao com as sulfoniluréias [33].

Incretinomiméticos

A busca de terapias novas e eficazes para o DM2 levou a identificacédo
de um novo alvo terapéutico, os horménios incretinas, que tém a fungcado de mediar a
homeostase da glicose através de efeitos sobre a secre¢céo de insulina e glucagon
agindo sobre as células beta e alfa pancreaticas respectivamente [34]. GLP1
(glucagon-like peptide-1) e GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide) sao
horménios secretados por células enteroenddcrinas do intestino em resposta a
ingestdo de nutrientes. Estes horménios incretinas, assim chamados porque eles
aumentam a secregao de insulina, sdo reguladores chave da secre¢ao de horménios
das ilhotas pancreaticas, modulando assim a homeostase de glicose. Além disso
GLP-1 diminui a secregao de glucagon [34].

Estudos demonstrando que a atividade das incretinas esta

comprometida no DM2 levaram a investigagdes de novas modalidades terapéuticas
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baseadas na capacidade de regular ou reproduzir a agao das incretinas. Tais
compostos podem ser incretinomiméticos, analogos do GLP-1 (isto é, agonistas dos
receptores GLP-1), como a exenatida, um analogo de GLP-1 de longa duragéo, e
inibidores da dipeptidil peptidase-IV (DPP-IV), uma enzima ubiqua que rapidamente
inativa tanto o GLP-1 quanto o GIP, aumenta os niveis ativos desses hormoénios e,

com isso, melhora a fungao das ilhotas e o controle da glicemia no DM2 [34].

Inibidores de DPP-1V (Gliptinas)

Terapias que aumentam as concentragbes circulantes de insulina
revelaram beneficios no tratamento do DMZ2. Os inibidores de dipeptidil peptidase
(DPP)-IV sdo uma nova e promissora abordagem para o DM2 que funcionam, pelo
menos em parte, como estimuladores indiretos da secrecdo de insulina.
Comprovacgbdes clinicas da eficacia dos inibidores da DPP-IV foram obtidas em
estudos com ratos deficientes em DPP-IV, que sdo saudaveis, férteis e tem a funcao
metabdlica parcialmente restaurada. A eficacia dos inibidores da DPP-IV é mediada
principalmente através da estabilizacdo das incretinas GIP e GLP-1, que tem um
papel claro na secreg¢do de insulina dependente de glicose. A infusdo continua e
subcrénica (6 semanas) de GLP-1 resultou em profunda e significativa diminuigdo na
glicemia de jejum e HbA1c (1,3%). GLP-1 é rapidamente hidrolisado in vivo gerando
um produto inativo, a amida GLP-1, e varias evidéncias indicam que a DPP-IV &

primariamente responsavel por esta inativagao [35].

Potencializadores da agao da insulina
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Biguanidas

Metformina €& recomendada como a primeira opg¢ao de terapia
farmacoldgica na maioria dos pacientes com DM2. O principal efeito da metformina é
a redugcdo da produgdo hepatica de glicose, e em menor extensdo melhora a
sensibilidade periférica a insulina. No entanto, apesar de cinco décadas de uso
clinico, o0 mecanismo (ou mecanismos) de agdo da droga em nivel molecular e
celular permanece virtualmente desconhecido [36].

Metformina reduz HbA 1c de forma semelhante as sulfoniluréias.
Hipoglicemia € rara na auséncia de associacdo com sulfoniluréias, insulina ou
glinidas. Sabor metalico e os efeitos colaterais digestivos, particularmente
desconforto abdominal, anorexia e diarréia sdo os eventos adversos mais
freqlientemente observados e levam a descontinuagao do uso em aproximadamente
5% dos pacientes. Esses efeitos sdo dose-dependentes e podem ser parcialmente
evitados pelo progressivo aumento da dose. Comprometimento da absorgdo de
cobalamina foram relatados, mas raramente leva a anemia franca. Outros efeitos
adversos como colestase ou manifestagbes alérgicas imunes sdo muito raras. A
acidose lactica € o mais grave efeito adverso da terapia com metformina, embora
seja muito mais raro (1/30.000 doentes por ano) do que havia sido relatado com
fenformina no passado [36]. A superproducao de acido latico, provavelmente resulta

da ativagdo do metabolismo ndo-oxidativo da glicose pelas biguanidas.

Glitazonas
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Tiazolidinedionas (TZDs), ou glitazonas, representam uma geragao de
drogas anti-diabéticas relativamente novas. Elas melhoram a resisténcia a insulina,
uma das anomalias-chave envolvidas na patogénese do DM2, ativando o receptor
gama ativado por proliferador de peroxissomo (PPAR-gama), levando a alteragdes
metabdlicas fundamentais no tecido adiposo. Rosiglitazona e pioglitazona tem se
mostrado eficazes em monoterapia, assim como em terapias de combinagdo com
metformina ou sulfoniluréias, e até mesmo na combinagao das trés drogas. Elas séo
geralmente bem toleradas, mas podem provocar retengao de liquidos. A insuficiéncia
cardiaca € uma contra-indicagdo para o uso de TZDs, assim como administracédo
concomitante de insulina. Além de seu efeito sobre o controle glicémico, TZDs agem
em diversos fatores de risco cardiovascular e podem proteger as células beta
pancreaticas da apoptose. O efeito de protegcdo cardiovascular das TZDs foi
recentemente demonstrado com os resultados do “gPROactive Study” e a
preservacao a longo prazo da fungdo das células beta esta atualmente sob fortes

investigagdes [37].

Novo alvo terapéutico para o tratamento do DM2
PGC-1alfa

Apesar da vasta gama de farmacos anti-diabetogénicos, os desafios para as
novas drogas sensibilizadoras e estimuladoras da secreg&o de insulina sera oferecer
uma eficacia equivalente as drogas disponiveis, com menos efeitos colaterais e

maior durabilidade de acgéao [38].
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Dessa forma, passou-se a investigar mecanismos moleculares que
estivessem relacionados com o desenvolvimento do DM2, como por exemplo
proteinas que controlam a expressao de genes chave da doenga [38].

PGC-1alfa (co-ativador 1 alfa do receptor gama ativado por proliferador
de peroxissoma) € uma proteina que apresenta fungdes tecido especificas e controla
diferentes processos celulares como a gliconeogénese e oxidagao de acidos graxos
no figado; biogénese mitocondrial, fosforilagdo oxidativa e termogénese no tecido
adiposo marrom; oxidagao de glicose e acido graxos, captacao de glicose, biogénese
mitocondrial e fosforilagdo oxidativa no musculo esquelético [38]. Em razdo de PGC-
1alfa modular a expressdo de genes envolvidos em uma ampla variedade de
processos bioldgicos, logo tornou-se um alvo promissor para o tratamento do DM2.

PGC-1alfa € uma proteina composta por 795 aminoacidos, inicialmente
descrita em tecido adiposo marrom e musculo esquelético, através de um sistema
duplo hibrido em levedura [39]. Como um coativador de transcricao génica, o PGC-
1alfa possui varios sitios funcionais que permitem sua interagao fisica com fatores de
transcricdo como PPARy, PPARa, fator de respiragado nuclear (NRF), proteina de
ligagdo ao CREB (CBP), fator nuclear de hepatdcitos 4 alfa (HNF-4alfa), fator de
transcricao forkhead 1 (FOXO1), coativador do receptor de esterdides 1 (SRC-1), e
fator potencializador de midcitos 2 (MEF-2). Estudos recentes tém relacionado o
PGC-1alfa ao controle da captacdo da glicose e a agédo da insulina em figado e
musculo [39-40]. Além disso, dois estudos clinicos revelaram que mutagdes no gene

do PGC-1alfa podem estar relacionadas a resisténcia a insulina e diabetes [41-42]
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O gene PGC-lalfa pertence a uma familia de co-ativadores da
transcricdo génica. Esta familia inclui o pgc—lbeta [43-44] e o pgc-1 related
coactivator [45]. Genes co-ativadores codificam proteinas ou complexos protéicos, os
quais regulam a taxa de transcricdo de genes alvo ao interagir com fatores de
transcricao [46]. Um co-ativador pode interagir com multiplos fatores de transcrigéo,
assim como um fator de transcricdo com multiplos co-ativadores [47]. Estudos a
respeito da proteina PGC-1alfa identificaram genes alvo que apresentam expressao
aumentada devido a acdo desta proteina co-ativadora ou devido ao seu
recrutamento a esses genes por fatores de transcrigéo [48].

A proteina PGC-1alfa foi inicialmente identificada como um co-ativador
de receptores nucleares que participa no controle da termogénese, respondendo a
oscilagdes do ambiente [49]. Estudos recentes tém revelado agdes desta proteina
ndao apenas na termogénese [50], mas também na participagdo da regulagdo da
gliconeogénese hepatica [51] e na regulacdo da secrecao de insulina [52].

PGC-1alfa € um coativador da transcricdo génica que apresenta
funcdes tecido especificas. Analises das fung¢des de PGC-1alfa no tecido adiposo
marrom sugerem que uma fungdo essencial de PGC-1alfa € a estimulagdo do
numero de mitocdndrias e o metabolismo oxidativo. PGC-1alfa é fortemente
expresso no tecido adiposo marrom, coragao, figado, musculo esquelético, rim e
cérebro, os quais sao tecidos altamente oxidativos. Assim, quando ectopicamente
expresso no musculo ou em adipocitos, PGC-1alfa promove aumento no DNA
mitocondrial, bem como do grande conjunto de genes nucleares e mitocondriais.

Além de sua forte indugcdo da funcdo mitocondrial, a proteina PGC-1alfa modula
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outras fungdes tecido-especificas. Por exemplo, PGC-1alfa € um potente regulador
da gliconeogénese e integra multiplos aspectos da resposta ao jejum no figado,
incluindo a biossintese do grupo heme. A gliconeogénese € diretamente regulada
pela PGC-1alfa através da inducao da fosfoenol piruvato carboxiquinase (PEPCK) e
da glicose-6 fosfatase e pelo aumento do fluxo do ciclo do acido tricarboxilico. No
musculo esquelético, PGC-1alfa promove a captagéo de glicose e coordenadamente
induz a expressao de genes especificos das fibras musculares esqueléticas tipo | e
[I. PGC-1alfa induz a expressdo de UCP-1 em tecido adiposo marrom regulando
assim a termogénese adaptativa [53].

Estudos recentes em modelos animais e em humanos associam a
sinalizagéo alterada de PGC-1alfa a intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e
diabetes. A atividade de PGC-1alfa é bastante aumentada no figado de individuos
com DM2 assim como no jejum, potencialmente aumentando a produgao hepatica de
glicose e levando a hiperglicemia. Além disso, PGC-1alfa pode promover resisténcia
a insulina diretamente pela indugédo de TRB-3, um inibidor da sinalizagdo da Akt, uma
importante proteina na via de sinalizagdo da insulina. O mecanismo preciso
envolvido no cross-talk regulatério entre a sinalizagado da insulina e a atividade de
PGC-1alfa no estado diabético representa uma area de investigagdo bastante ativa
[38].

Nas células beta pancreaticas, as taxas de sintese de ATP mitocondrial
sdo associadas a secrec¢éo de insulina através de canais de K* sensiveis a ATP, que
controlam a liberacdo de insulina. Estudos recentes mostraram que a proteina

desacopladora mitocondrial 2 (UCP-2) pode participar do controle fisiolégico da
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secrecao de insulina modulando a eficiéncia mitocondrial e assim, a sintese de ATP
[54]. Além disso, a superexpressdo de UCP2 em ilhotas pancreaticas leva a falhas
na secrecao de insulina devido a mecanismos relacionados com etapas dependentes
de Ca®". [55]. O controle da expressdo de UCP2 é pouco conhecido, no entanto,
estudos recentes mostraram que PGC-1alfa desempenha importante papel nesta
regulacao [52]. PGC-1alfa também é ativado nas células beta em diversos modelos
animais de obesidade e DM2 e a superexpressdo de PGC-1alfa impede a
despolarizagdo da membrana estimulada por glicose e, consequentemente, a
secrecao de insulina em ilhotas cultivadas [38].

Estudos realizados com animais geneticamente modificados, que nao
expressam PGC-1alfa, mostraram que estes animais foram protegidos contra
resisténcia a insulina causada pela dieta hiperlipidica [56]. Evidéncias indicam que a
indugdo da expressdao de PGC-1alfa € um evento regulatério critico, que leva a
ativacédo de vias do metabolismo energético que aumentam a producéo de ATP a fim
de manter um equilibrio homeostatico do fluxo de energia. Levando-se em
consideracdo a importancia dos desarranjos no metabolismo hepatico de lipideos,
muito comuns em doencas como NASH e doencas hepaticas relacionadas ao alcool,
as vias de regulagdo de PGC-1alfa representam novos alvos potenciais de terapia
para doencas hepaticas [38].

Estudos publicados por nosso grupo revelaram que a inibigdo parcial da
expressao da proteina PGC-1alfa através do uso de um oligonucleotideo antisense,
promove a reversao do diabetes mellitus e da esteatose hepatica em camundongos

tratados com dieta hiperlipidica. O tratamento com o antisense para PGC-1alfa
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promoveu redugao dos niveis de glicose e aumento dos niveis de insulina durante o
teste de tolerancia a glicose, aumento do ritmo de decaimento da glicose durante o
teste de tolerancia a insulina e aumento do ritmo de consumo de glicose durante o
clamp euglicémico-hiperinsulinémico. Além disso, a inibicdo de PGC-1alfa promoveu
aumento da expresséo de IR em figado e tecido adiposo, e aumento da expressao
de Akt em tecido adiposo. O tratamento resultou ainda em aumento da forsforilagéo
em tirosina induzido por insulina do IR em ambos os tecidos e aumento da
fosforilagdo em serina induzido por insulina da Akt em ambos os tecidos. Desta
forma, a inibicdo da PGC-1alfa obtida através do tratamento com o antisense para
PGC-1alfa exerce importante efeito sobre mecanismos moleculares de acédo da
insulina, favorecendo a atividade deste horménio em tecidos-alvo [50]

Estudos recentes revelam que em individuos primariamente insulino-
resistentes, somente uma falha da célula beta pancreatica em atender a demanda
crescente de insulina na periferia devera permitir o desenvolvimento do DM2.
Portanto, mecanismos farmacolégicos que levem a um continuo ajuste da produgao
de insulina em situagdes clinicas nas quais ha maior demanda, deverdo ser uteis na
terapéutica de diabetes mellitus [57]

Sendo a proteina PGC-1alfa uma importante co-ativadora de fatores de
transcrigdo, e visto que sua inibigao parcial provoca uma melhora geral no quadro de
DM2, decidimos investigar os efeitos da inibicdo de PGC-1alfa em modelos animais

de obesidade e DM2.
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Objetivos

Objetivos gerais
Avaliar a propriedade de um composto inibidor da expressao de PGC-1alfa quanto a
sua capacidade de promover o controle dos niveis de glicose sanguinea em modelos

animais de obesidade e diabetes mellitus

Objetivos especificos
Avaliar o efeito do composto inibidor da expressdo de PGC-1alfa quanto a sua acgéo

no controle de:

Secrecéao de insulina

Acéo periférica da insulina

Esteato-hepatite nao alcodlica

o Esteato-hepatite alcodlica

Realizar uma avaliagao preliminar sobre a potencial toxicidade do composto
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3. Materiais e Métodos
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Materiais e Métodos

Animais experimentais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas quatro diferentes
linhagens de animais. Todos foram mantidos em ambiente silencioso, com
temperatura controlada, em ciclo de 12 horas de periodo diurno (das 07:00 as 19:00
horas) e 12 horas de periodo noturno (das 19:00 as 07:00 horas) mantidos
artificialmente.

Ratos machos Wistar com trés semanas de idade foram provenientes
do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. Estes
animais receberam agua e ragao Purina “ad libitum” até atingirem 200g de peso e
entao foram subdivididos em dois grupos. O primeiro grupo foi mantido sempre em
racao Purina e utilizados em alguns experimentos de secregdo e agado da insulina,
nos quais os animais foram randomicamente divididos para tratamento com PGC-
10AS ou salina; o segundo grupo passou a ser alimentado com uma dieta liquida
(tabela 1) contendo 6,4% do volume de etanol. Apés 9 semanas sendo alimentados
com essa dieta os animais apresentavam um quadro de esteatose e entdo foram
randomicamente divididos sendo que um grupo recebeu salina e o outro recebeu
PGC-1aAS, ambos por via intraperitoneal.

Neste estudo também foram utilizados camundongos machos Swiss,
ob/ob e db/db adquiridos com trés semanas de idade. Estes animais foram
originalmente importados do Laboratério Jackson e atualmente as linhagens estao

estabelecidas no Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de
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Campinas. Os camundongos Swiss foram tratados com uma dieta contendo alta
proporgdo de gordura saturada (Tabela 2). Apds oito semanas de tratamento com
esta dieta os animais desenvolveram diabetes e entdo foram divididos em dois
grupos e tratados com salina ou PGC-1aAS via intrapenitoneal ou via oral, uma vez
por dia. Os camundongos ob/ob e db/db tornam-se diabéticos por ndo produzirem
leptina e por ndo apresentarem o receptor para leptina, respectivamente.

Em todos os experimentos foram seguidas as recomendagdes do
Comité de Etica em Pesquisa Animal.

Tabela 1. Composicao da dieta Lieber-DeCarli

Ingredientes gl/litro de dieta
Caseina 41.4
L-cistina 0.5
DL-metionina 0.3
Oleo de milho 8.5
Azeite de oliva 28.4
Oleo de girassol 2.7
Maltodextrina 25.6
Celulose 10.0
Mistura mineral 8.75
Misatura vitaminica 2.5
Bitartarato de colina 0.53
Goma xantana 3.0
Total 132.18

Acrescentar etanol e completar com agua o volume para 1 litro.

Tabela 2. Composicao de macronutrientes da dietas

Dieta Controle (Comercial)* Dieta Hiperlipidica”
Componentes g/ 100 g Kcal % g/ 100 g Kcal %
Proteinas 20 80 20 80
Carboidratos 62 248 45 180
Lipidios 4 36 35 315

Kcal/ 100 g 364 575
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* Comercial, Nuvilab®
# Modificada para hiperlipidica, contendo 35% de lipidios

Construgao dos Oligonucleotideos (sense e antisense) PGC-1alfa

O programa utilizado para desenhar a sequéncia do oligonucleotideo foi
o Gene Runner, V. 3.05. No banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), foi obtida a sequéncia dos pares de bases do PGC-1alfa. A
sequéncia escolhida foi testada revelando a capacidade de inibir até 60% da
expressao protéica e sera aqui denominada PGC10AS. A sequéncia esta protegia
por patente. Os primers foram produzidos pela Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA,
USA).

O composto foi diluido em tampao TE 10% e salina foi utilizada como

veiculo para a administragcdo nos animais.

Isolamento de ilhotas e secregao estatica de insulina

As ilhotas pancreaticas foram extraidas através do método de digestédo
com colagenase como descrito previamente [58-59]. Apds a extracdo, as ilhotas
foram incubadas em meio de cultura RPMI 2.8 mmol/L de glicose na presenga ou
nao de PGC10AS durante 12 horas. Apods esta incubacéo as ilhotas foram lavadas
para retirada do excesso de meio de cultura e entdo pré-incubadas por 45 minutos a
37°C em tampao Krebs-bicarbonato. A solugao foi entdo substituida por tampao
contendo glicose 2.8 mmol/L, arginina 30 mmol/L, leucina 30 mmol/L, potassio 30

mmol/L ou glicose 11 mmol/L, e as ilhotas foram incubadas por mais uma hora. O
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conteudo de insulina presente no tampao ao final do periodo de incubacao foi

determinado por radioimunoensaio (RIA).

Teste de biodisponibilidade de PGC10AS

Para tentar compreender a dinamica de distribuicdo de PGC10AS, o
oligonucleotidio antisense para PGC-1alfa foi sintetizado contendo uma base
marcada com fluoresceina para que sua distribuicdo pudesse ser avaliada por
fluorometria. Ratos Wistar foram tratados com uma dose unica de 2,0 nmol do
composto por via intraperitoneal por 24 horas e apds esse tempo fragmentos de

tecidos foram retirados e preparados para analise fluorimétrica.

Perfusao de figado in situ

O sistema de perfusdo do figado € composto por reservatérios para o
liguido de perfusdo, uma bomba peristaltica e um oxigenador de membrana,
acoplados a um banho-maria com bomba de circulagdo externa de agua aquecida e
um cilindro com mistura carbogénica (O2/C0O2=95/5%). O liquido de perfusédo (tampao
Krebs/Henseleit-bicarbonato — tampao KH) € impulsionado pela bomba peristaltica
em dire¢cdo ao oxigenador. Neste local se processam as trocas gasosas. O Oz, e o
CO, contidos na atmosfera carbogénica (95%02 / 5% O3), por troca passiva, passam
para o liquido de perfusdo que circula no interior dos tubos de borracha silicone. A
fina espessura da parede destes tubos, seu pequeno didmetro e o seu comprimento

total (grande area de secgao transversa) favorecem as trocas.

46



Para a perfusdo do figado os animais, previamente anestesiados, foram
fixados em mesa cirurgica e a veia porta canulada sob baixo fluxo, aproximadamente
10 mL/minuto e, imediatamente apds a canulagdo, os vasos abdominais abaixo do
figado foram seccionados havendo completo escoamento do sangue deste érgéao.
Para que a passagem do liquido de perfuséao ficasse restrito ao figado, a veia cava
inferior, acima do diafragma foi ocluida, enquanto a veia cava inferior (porgao infra-
hepatica) foi canulada para a coleta do liquido efluente.

Apds os 20 minutos iniciais de perfusao para a estabilizacdo do consumo
de oxigénio, amostras do perfusado foram coletadas em intervalos de 5 minutos para
a determinacdo de parametros bioquimicos. Durante este periodo a perfusdo do
figado foi realizada do seguinte modo: 10 minutos com o tampao KH e 40 minutos
com o tampao KH contendo o substrato neoglicogénico L-glutamina 5mM.

Ao final do experimento o figado foi retirado e pesado para que a
produgdo de glicose por grama de figado (umol.min™.g™") fosse quantificada. A
expressao dos resultados em relagédo ao peso do 6rgéo permite comparagdes de

experimentos nos quais foram empregados figados com diferentes pesos.

Clamp euglicémico-hiperinsulinémico

Apdés 12 horas de jejum os camundongos Swiss tratados com
PGC1aAS foram submetidos ao clamp euglicémico-hiperinsulinémico. Os animais
foram anestesiados com um mix de ketamina (100mg) e diazepam (0,07mg) (0,2
ml/100 g de peso corpéreo) e um cateter de polietileno foi inserido na artéria femoral

para a infusdo de insulina e glicose. Um segundo cateter de polivinil foi inserido na
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veia femoral para as coletas de sangue e o animal foi mantido em uma superficie
aquecida (37°C) durante a realizagao do experimento. Na primeira fase do estudo
(30 min), uma dose de insulina foi infundida em uma taxa de 3,6 mU kg™' min™" para
alcancar o estado estacionario das concentragbes de insulina plasmatica. Apds o
equilibrio da glicose, a infusdo de insulina foi mantida por 2 h em uma taxa
constante, sendo a infusdo de glicose ajustada para manter a concentragdo de

glicose no soro aproximadamente 6,6 mmol/L.

Teste de Toleréancia a Glicose (GTT).

Ao final do periodo experimental de 5 dias de tratamento com
PGC1aAS foi realizado um teste de tolerancia a glicose. Apés um jejum overnight, os
camundongos foram anestesiados e feita uma coleta de sangue (tempo 0), a seguir,
foi administrada via intraperitonial uma solugdo com 20% de glicose (2,0 g/kg de
peso corporeo). Amostras de sangue foram coletadas da cauda nos tempos de 30,

60, 90 e 120 min para a determinagao de glicose.

Real Time - PCR

A extracdo de RNA total do fragmento de figado foi feito segundo
método do reagente Trizol (Invitrogen Corporation, CA, USA). Para a produgado do
cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A concentracdo 6tima de cDNA e primers, bem
como a eficiéncia maxima de amplificacdo foram obtidos através da construgédo de

uma curva padrdao a partir do logaritmo da concentragdo das amostras pelo Ct
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[Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de amplificagdo atravessa o limiar de
deteccao (Threshold), o qual é definido arbitrariamente]. Nessa curva, foram obtidos
os valores da inclinagéo (slope) da curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa
forma, a eficiéncia do um sistema foi calculada através da férmula: E = 10¢7s'°P®) _1,
Para a placa de validacdo dos genes, foram feitas triplicatas de uma amostra de
cDNA em 7 concentragdes diferentes (diluicbes seriadas de 5x). Os primers foram
adquiridos pela Applied Biosystems. Para o gene PGC-1alfa foi enviada uma
sequéncia de mRNA para a empresa, sendo que esta construiu um par de primes e
sonda especifico para este gene. A regido em que foram construidos os primers e
sonda especificos para o gene PGC-1alfa foi 913 — 1933pb da sequéncia

NM 031347 - NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Utilizamos também o

primer para a PEPCK Rn 01529014_m1 e como controle enddégeno da reacgéo
utilizamos o gene GAPD Part number 4352338E. Os valores da expressao génica
relativa foram obtidos pela analise dos resultados no programa 7500 System SDS

Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Western Blot

Fragmentos de tecidos dos animais foram extraidos e submetidos a
homogeneizacdo em 1,0 ml de tampéo de extracéo de proteinas [1% Triton-X 100,
100 mmol/I Tris-HCI (pH 7.4), 100 mmol/l pirofosfato de sédio, 100 mmol/l fluoreto de
sodio, 10 mmol/l EDTA, 10 mmol/l ortovanadato de sodio, 2,0 mmol/l PMSF, 0,2
mg/ml aprotinina] a 4°C. Os fragmentos celulares foram centrifugados por 30

minutos; 11.000 rpm; 4° C, para remocao do material insoluvel e o sobrenadante foi
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utilizado para o ensaio. A determinagcdo do conteudo de proteinas totais foi realizada
pelo método de biureto e a leitura foi feita em espectrofotdbmetro, com comprimento
de onda de 540 nanémetros.

O ensaio de imunoblotting foi realizado conforme descrito previamente
[60]. O extrato protéico obtido de cada tecido foi separado por SDS-PAGE,
transferido para membranas de nitrocelulose e blotados com anti-PGC1alfa e anti-

PEPCK.

Histologia

Fragmentos do figado de aproximadamente 1,0 cm?®, foram retirados e
colocados em um frasco contendo formol a 10%, por 24 horas para adequada
fixagdo. Posteriormente, esses fragmentos foram processados com alcool em
crescentes concentracdes (70%, 80%, 95% e 100%), xilol, e parafina e inclusos em
blocos de parafina que foram seccionados em cortes de 4,0 ym e fixados em laminas

de microscopia. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE).
Dosagens Bioquimicas

Para as dosagens plasmaticas de colesterol, triglicérides, AST, ALT e
fosfatase alcalina foram utilizados os kits para analises bioquimicas da empresa

Labtest.

Dosagem de triglicérides no figado
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O conteudo total de triglicérides no figado foi extraido pelo método de

Bligh and Dyer [61] e quantificado com o uso do reagente para triglicérides (Labtest).

Anidlise estatistica

Os dados foram expressos como média + EPM para o numero de
animais e de amostras (n) indicados. A analise estatistica foi realizada pelo teste t de
Student ou ANOVA. Valores com p<0,05 foram considerados significativamente

diferentes.
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4. Resultados




Resultados

Fase 1. Avaliagao do efeito do composto oligonucleotidico PGC1aAS sobre a
secrec¢ao de insulina

ltem 1

Avaliacao da secrecao de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas. Para tal, foram
preparadas ilhotas pancreaticas de camundongos Swiss com obesidade e diabetes
induzidos por dieta hiperlipidica. As ilhotas foram isoladas pelo método da
colagenase e mantidas em cultura de curta duragédo em camara de cultura a 37°C na
presenca de PGC-10AS nas concentragcoes de 0,5; 2,0 e 4,0 nmol e entdo
estimuladas com glicose 16,7mM. A concentragdo de insulina foi determinada por
radioimunoensaio. O uso de PGC-10AS provocou um aumento na secrecdo de

insulina quando as quantidades utilizadas foram de 2,0 e 4,0 nmol (Figura 1).

PGC-10AS
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Figura 1. Estudo da secrecéo estatica de insulina em camundongos Swiss ndo submetidos a tratamento prévio.
Um grupo de 5 ilhotas foi mantido em cultura durante 12 horas com PGC-1aAS nas concentracdes de 0,5; 2,0 e
4,0 nmol e entdo foram estimuladas com glicose 16,7mM. A secrecdo de insulina foi dosada por
radioimunoensaio. *p<0,05 vs. Onmol. Em todos os experimentos n = 5.

Item 2
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Avaliacao da secrecao de insulina in vivo. O efeito do composto sobre a secrecao de
insulina em animais vivos foi avaliado através da determinagcao da area sob a curva
da concentracdo sanguinea de insulina durante um teste oral de tolerancia a glicose.
Para tal, ratos Wistar, ndo obesos e nao diabéticos e camundongos Swiss, ob/ob e
db/db, todos obesos e diabéticos, foram tratados por vinte dias por via parenteral
com o composto de acordo com as doses apresentadas na Tabela 3. Ao final do
periodo, os animais receberam glicose por via oral e amostras de sangue foram
colhidas nos tempos apresentados na Tabela 3 para dosagem de insulina. Em ratos
Wistar ndo obesos e ndo diabéticos o uso de PGC-1aAS n&o provoca alteragdes na
secrecao de insulina. No entanto, o uso de 2,0 e 4,0 nmol provocou aumento na
secrecao de insulina nos 3 modelos animais de obesidade e diabetes utilizados.

Tabela 3. Avaliagao da secregao de insulina in vivo durante GTT. Médias gerais

Tempo Tempo  Tempo Tempo Tempo
Modelo animal (m) (m) (m) (m) (m)
-10 0 10 20 40

Wistar (0 nmol) 1,8£0,2 1,7¢0,2 4,2+05 7,2+1,2 4,8+1,0
Wistar (0,5 nmol)  1,9+0,3 1,720,3 4,0£05 7,1x1,0 5,2+13
Wistar (2 nmol) 2,004 1,8+0,5 4,8+04 7,7+1,3 5,8%0,9
Wistar (4 nmol) 1,8¢0,3 1,6+0,2 4,6#06 7,840,9 6,115

Swiss (0 nmol) 3,3t1,2 3,4+1,0 6,2¢0,5 7,31,0 4,9+0,6
Swiss (0,5 nmol)  3,120,9 3,7#0,9 6,8209 9,1x1,6 5,617
Swiss (2 nmol) 34106 3,2+0,6 7,3+1,1 10.4+1,5 6,4+09
Swiss (4 nmol) 3,2+0,7 3,3+0,5 7,5+0,7 11,0+1.7 69410

obob (0 nmol) 6,5¢10 6,011 8,2+09 8,8+1,2 6,0+0,7
obob (0,5 nmol) 6,4+09 6,7¢09 8,8+0,9 10,1%1,3 5,8%1,3
obob (2 nmol) 6,7¢1,1 6,2£0,7 93x14 114413 6,6+0,9
obob (4 nmol) 6,6+0,9 6,3+t0,8 10,5408 13,113 7,1£1,2
dbdb (0 nmol) 23+0,2 3,1¥0,5 4,2+0,5 6,3¥1,3 4,4x04
dbdb (0,5 nmol) 3,104 3,2+0,5 10,8+19 11,0+1.3 4,6+1,0
dbdb (2 nmol) 24+04 3,0£04 109+11 114412 84+07
dbdb (4 nmol) 22+0,3 2,3x0,5 11,5+#1.7 13,116 7,9+1.0
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Resultados em ng/ml (plasma). Sublinhado p<0,05 vs. dose 0 nmol do mesmo tempo. N=5.

Item 3
Mecanismos envolvidos no controle da secrecdo de insulina pelo bloqueio da
expressao de PGC-1a. Para avaliar os mecanismos envolvidos no controle exercido
pelo composto oligonucleotidico antisense PGC-1a sobre a secregao de insulina,
ilhotas pancreaticas isoladas foram tratadas com glicose, arginina, leucina e potassio
na presengca ou ndao do composto. A secrecao de insulina € modulada por tais
compostos por mecanismos diferentes de tal forma que, ocorrendo modificagdo do
padrao secretorio na presenca de PGC-1aAS nos ofereceria pistas a respeito do
mecanismo envolvido.

Como apresentado na Figura 2, o uso de PGC-1aAS nao provoca alteragdes

na secrecao de insulina independentemente do estimulo recebido.

Insulin Secretion (ngfislet.h)
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Figura 2. Secrecdo de insulina em ilhotas de ratos Wistar ndo submetidos a tratamento prévio. As ilhotas
pancreaticas desses animais foram extraidas e incubadas em meio de cultura por 12 horas na presenga ou nao
de 2nmol PGC-1a/AS e entdo estimuladas com glicose, potassio e os aminoacidos leucina e arginina. A insulina

foi dosada pelo método de radioimunoensaio. *p<0,05 vs. gli 2,8 ctl e gli 2,8 AS. Em todos os experimentos n =
12.
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Conclusdes parciais relativas a Fase 1 - O composto oligonucleotidico antisense
PGC-1a aumenta a secrecao de insulina tanto em ilhotas pancreaticas isoladas como
em animais vivos apenas nas situagdes nas quais o quadro de diabetes mellitus esta
instalado. Em ilhotas de animais ndo diabéticos e mesmo em animais vivos nao
diabéticos o composto ndo apresenta efeito estimulador sobre a secrecdo de

insulina.

Fase 2. Avaliagado do efeito do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a
sobre a agao da insulina em tecidos periféricos

Item 1

Efeito do composto utilizado por via parenteral (ip) sobre a concentragado sanguinea
de glicose. Camundongos Swiss, ob/ob e db/db, obesos e diabéticos, foram tratados
com o composto por via parenteral, por 0 a 20 dias de acordo com as doses
apresentadas nas respectivas figuras. O uso de 0,5 nmol/dia de PGC-1a/AS nao
provocou alteracdo na glicemia destes animais (Figuras 3 - 5 a, b), entretanto 2,0
nmol e 4,0 nmol/dia provocaram redugdo da glicemia de aproximadamente 50% em
camundongos Swiss (Figura 3 ¢, d, f, g) e camundongos ob/ob (Figura 4 c, d, f, g).
Em camundongos db/db observou-se que mesmo com 1,0 nmol/dia de PGC-1a/AS
houve grande reducdo da glicemia (Figura 5 c, d). A queda na glicemia torna-se
acentuada apos quatro dias de tratamento em camundongos ob/ob e Swiss. Ocorreu

um padrao de resposta dose e tempo dependente.
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Glicemia (mg/dL)

Figura 3. Analise do efeito de doses crescentes de PGC-10AS sobre a glicemia de camundongos Swiss machos
com obesidade e diabetes induzidos por dieta rica em lipides. O tratamento com PGC-1aAS foi iniciado quando
estes animais atingiram glicemia igual ou superior a 250mg/dl. Os camundongos receberam injegles
intraperitoneais diarias de 0,5nmol de PGC-1aAS (a, b) durante 20 dias. Depois passaram por um periodo de
recuperagao de 20 dias e o tratamento com PGC-1aAS foi reiniciado com 2nmol (c, d) e posteriormente com
4nmol (e, f). As porcentagens de redugdo da glicemia referentes as doses utilizadas também estéo graficamente
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apresentadas (b, d, f). *p<0,05 vs. tempo 0 do mesmo tratamento. Em todos os experimentos n = 5.
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Figura 4. Analise do efeito de doses crescentes de PGC-10AS sobre a glicemia de camundongos ob/ob machos
com obesidade e diabetes. O tratamento com PGC-1aAS foi iniciado quando estes animais atingiram glicemia
igual ou superior a 250mg/dl. Os camundongos receberam injegdes intraperitoneais diarias de 0,5nmol de PGC-
10AS (a, b) durante 20 dias. Depois passaram por um periodo de recuperagédo de 20 dias e o tratamento com
PGC-10AS foi reiniciado com 2nmol (c, d) e posteriormente com 4nmol (e, f). As porcentagens de redugdo da

glicemia referentes as doses utilizadas também estao graficamente apresentadas (b, d, f). *p<0,05 vs. tempo 0 do
mesmo tratamento. Em todos os experimentos n = 5.
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Figura 5. Andlise do efeito de doses crescentes de PGC-1a/AS sobre a glicemia de camundongos db/db machos
com obesidade e diabetes. O tratamento com PGC-1a/AS foi iniciado quando os animais atingiram glicemia igual
ou superior a 250mg/dl. Os camundongos receberam injegdes intraperitoneais diarias de 0,5nmol (a, b) de PGC-
1a/AS durante 20 dias. Depois passaram por um periodo de recuperagdo de 20 dias e o tratamento com PGC-
1a/AS foi reiniciado com 1nmol/dia (c, d). As porcentagens de redugéo da glicemia referentes as doses utilizadas

também estdo graficamente apresentadas (b, d). *p<0,05 vs. tempo 0 do mesmo tratamento. Em todos os
experimentos n = 5.

Item 2

60



Efeito de uso prolongado do composto administrado por vias parenteral e enteral.
Camundongos Swiss, obesos e diabéticos foram tratados com 2,0 nmol/dia do
composto, por 40 dias. A avaliagdo da concentracdo de glicose sanguinea foi
realizada a cada 5 dias. Os resultados apresentados nas figuras 6 e 7 mostram que
uso de PGC-1aAS por 40 dias provoca reducdo da glicemia de forma semelhante ao
tratamento de 20 dias, fazendo com que os niveis de glicose sanguinea fiquem

normais ou proximos dos niveis normais.
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Figura 6. Efeito do uso de 2nmol de PGC-10AS, via intraperitoneal durante 40 dias, sobre a glicemia de
camundongos Swiss machos com obesidade e diabetes induzidos por dieta rica em lipides (a). O tratamento com
PGC-10AS foi iniciado quando estes animais atingiram glicemia igual ou superior a 250mg/dl. Os camundongos
receberam injegdes intraperitoneais diarias de 2nmol de PGC-1aAS durante 40 dias sendo a glicemia dosada
periédicamente. A porcentagem de redugédo da glicemia também esta graficamente apresentada (b). *p<0,05 vs.
glicemia inicial. Em todos os experimentos n = 5.
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Figura 7. Efeito do uso de 2nmol de PGC-10AS, via oral durante 40 dias, sobre a glicemia de camundongos
Swiss machos com obesidade e diabetes induzidos por dieta rica em lipides (a). O tratamento com PGC-1aAS foi
iniciado quando estes animais atingiram glicemia igual ou superior a 250mg/dl. Os camundongos foram tratados
diariamente com 2nmol de PGC-1aAS durante 40 dias sendo a glicemia dosada periédicamente. A porcentagem

de redugdo da glicemia também esta graficamente apresentada (b). *p<0,05 vs. glicemia inicial. Em todos os
experimentos n = 5.

O tratamento por periodo prolongado ndo resultou em qualquer alteragéo clinica
geral dos camundongos. Ndo houve mortalidade e o comportamento alimentar, a

variagao de peso a movimentagao e outros aspectos comportamentais gerais foram

preservados.

Item 3

Clamp euglicémico-hiperinsulinémico em animais tratados com o composto. Ao final
de cinco dias de tratamento com o composto, os animais foram submetidos a um
clamp euglicémico-hiperinsulinémico. Para tal, os animais receberam infusdo venosa
continua de insulina em dose suficiente para induzir hipoglicemia. Pela veia femoral
foi infundida glicose em quantidade suficiente para manter o nivel sanguineo de

glicose em 100 mg/dL. O consumo de glicose necessario para manter tal nivel de
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glicemia durante 1 h de procedimento, é utilizado em calculo que reflete a
sensibilidade corporal a insulina. Durante o clamp euglicémico-hiperinsulinémico
ocorreu um aumento na taxa de consumo de glicose nos animais tratados com PGC-

1aAS (figura 8).

PGC-10AS 2nmol

o 161 *
2 [
2= 12
S T 121
o £
T O
S E
2 4
o
o
Dieta Dieta+AS

Figura 8. Para o clamp euglicémico-hiperinsulinémico um grupo de oito animais foi tratado com 2nmol de PGC-
10AS e o consumo de glicose (mg kg'1 min'1) foi medido. *p<0,05 vs. Dieta. N=8.

Conclusdes relativas a Fase 2 — O uso prolongado do composto tanto por via
entereal como parenteral teve resultados semelhantes ao uso por periodo mais curto.
Nao foram observados sinais de toxicidade ou modificacbes comportamentais nos
animais tratados com o composto por periodo prolongado. O clamp euglicémico-
hiperinsulinémico, método de referéncia para determinagcdo da sensibilidade a

insulina in vivo, confirmou a eficacia do composto.

Fase 3. Avaliagao do efeito do Composto oligonucleotidico antisense PGC-1a

sobre a gliconeogénese hepatica
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ltem 1

O efeito de PGC-1aAS sobre a producao hepatica de glicose foi avaliado. Para tal,
camundongos Swiss obesos, diabéticos e tratados com PGC-10/AS foram
submetidos a um processo de perfusdo hepatica sendo avaliada a producido de
glicose estimulada por L-Glutamina. O tratamento com PGC-1a/AS provocou uma
diminuigdo na produgédo hepatica de glicose quando estimulada por L-Glutamina

(Figura 9).

Glutamina 5mM
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Figura 9. Avaliagdo da produgado de glicose através de perfusdo de figado. L-Glutamina 5mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Camundongos Swiss com obesidade e diabetes induzidos por dieta rica em
lipides foram submetidos a jejum de 12 horas. Os animais foram tratados por 5 dias com inje¢des intraperitoneais
de 2nmol de PGC-1a/AS. *p<0,05 vs. dieta. N=8

Item 2

Avaliacao do mecanismo envolvido na reducéo da produgao hepatica de glicose pelo
composto oligonucleotideo antisense PGC-1a. Como o composto reduziu a produgéo
de glicose hepatica quando o figado foi perfundido com L-Glutamina, decidimos
avaliar o efeito da inibicao da PGC-1a sobre a expressdo da enzima PEPCK,

principal enzima envolvida no processo de gliconeogénese. Para tal, camundongos
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Swiss obesos e diabéticos foram tratados por cinco dias com injecbes
intraperitoneais de 2,0 nmol de PGC-1a/AS. O figado foi obtido para preparo do
extrato protéico e do mRNA e PEPCK foi avaliada por western blot e real-time PCR.
A Figura 10 mostra que o uso de PGC-1a/AS provoca redugao no conteudo protéico

e na expressao do mRNA de PEPCK.
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Figura 10. Expresséo hepatica de PEPCK. Camundongos Swiss com obesidade e diabetes induzidos por dieta
rica em lipides foram tratados por 5 dias com injegbes intraperitoneais diarias de 2nmol de PGC-1a/AS. O
conteudo proteico (a) e a expressdo do mRNA de PEPCK (b) foram avaliados. HF=dieta hiperlipidica. *p<0,05 vs.
dieta. N=8.

Conclusdes relativas a Fase 3 — O composto oligonucleotideo antisense PGC-1a
reduz significativamente a producao hepatica de glicose gerada por um substrato que
depende de enzimas mitocondriais para sua metabolizagdo. Tal fato ja representa
vantagem sobre as tiazolidinodionas (rosiglitazona) que nao possui qualquer efeito
sobre esse mecanismo indutor de hiperglicemia. O efeito do composto aqui relatado

depende, pelo menos em parte de sua agéo sobre a expressao da enzima PEPCK.
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Fase 4. Avaliagdo do efeito do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a

sobre a esteatose hepatica induzida por alimento

Nesta Fase do projeto foram avaliados os efeitos do composto oligonucleotideo
antisense PGC-1a sobre a esteatose hepatica apresentada por modelos animais

alimentados por longo tempo com dieta hiperlipidica.

ltem 1

Na primeira etapa desta fase, camundongos Swiss com obesidade e diabetes
induzidos por dieta hiperlipidica ofertada durante 10 semanas foram tratados por 20
dias com o composto oligonucleotideo antisense PGC-1a por via parenteral e ao final
do periodo, fragmentos dos figado foram obtidos para analise. Macroscopicamente
havia clara diferenga no volume e coloragdo do 6rgdo. Enquanto todos os animais
que nao foram tratados com PGC-10AS (tratados apenas com salina) apresentavam
figado volumoso e com coloragdo amarelada, os camundongos tratados como
composto tinham figado de tamanho préximo ao normal e com coloragao
avermelhada. A analise histolégica revelou reversdo completa da esteatose nos
animais tratados com o composto (Figura 11). Tal reversao foi ainda acompanhada
da melhora da acdo molecular da insulina caracterizada por sua capacidade de
induzir a fosforilacdo e ativacao da enzima Akt e pela fosforilagao/inativacdo do fator

de transcricao FOXO1 (Figura 12).
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CTL

Figura 11. Avaliagéo histolégica (HE) do efeito do tratamento com o composto oligonucleotideo antisense PGC-1a
sobre a esteatose hepatica induzida por dieta. Camundongo Swiss dieta padrao (CTL), dieta hiperlipidica (HF) e
dieta hiperlipidica + PGC-1a/AS (AS) (figura representativa de n = 5). Coloragdo Hematoxilina Eosina.
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Figura 12. Avaliacdo do efeito do tratamento com o composto oligonucleotideo antisense PGC-1a, sobre a
fosforilagdo da akt e da FOXO1 em figado de camundongos obesos tratados com salina (CT) ou com o composto
PGC-10AS (n=5).

Item 2

Como complemento da avaliagdo dos efeitos do composto sobre o figado
determinamos as concentragdes sanguineas das enzimas hepaticas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) em camundongos Swiss

tratados por 40 dias com o composto na dose de 2nmol/dia tanto por via parenteral
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como por via oral. Como pode ser notado na Figura 13 o composto ndo alterou a

concentracao das enzimas independentemente da via de administragao.
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Figura 13. Avaliagdo das concentragdes sanguineas das enzimas ALT (a) e AST (b) em camundongos Swiss
tratados com PGC-1aAS durante 40 dias via oral (Dieta+Gav AS) e via intraperitoneal (Dieta+IP AS). Em todos os
experimentos n = 8.

Item 3

Os efeitos do composto foram ainda analisados através da determinacdo da
concentragao sanguinea de colesterol total e triglicérides. Para tal, camundongos
Swiss foram tratados por 40 dias com o composto na dose de 2,0 nmol/dia tanto por
via parenteral como por via oral. Como pode ser notado na Figura 14 PGC-1aAS
provocou uma redugdo nos niveis plasmaticos tanto de colesterol como de

triglicérides em ambas formas de administragéo.
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Figura 14. Determinagdo da concentragdo sanguinea de colesterol total e triglicérides em camundongos Swiss
tratados com PGC-1aAS durante 40 dias via oral (Dieta+Gav AS) e via intraperitoneal (Dieta+IP AS). *p<0,05 vs.
Ctl e Dieta. #p<0,05 vs. Ctl. Em todos os experimentos n = 8.

Conclusdes relativas a Fase 4 — O composto reverte a esteatose hepatica em
modelo animal de esteatose induzida por dieta. No periodo avaliado ndo ha alteracao
dos niveis sanguineos das enzimas hepaticas AST e ALT refletindo a estabilidade
funcional do figado. Entretanto ha uma redugédo nas concentragdes sanguineas de

colesterol total e triglicérides.

Fase 5. Avaliagao do efeito do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a
sobre a esteatose e cirrose hepaticas induzidas por alcool e outros agentes

toxicos

Como parte dos estudos que visam avaliar a reversibilidade da lesdo hepatica pelo

composto PGC1aAS, implantamos dois protocolos destinados a induzir esteato-
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hepatite toxica nos modelos animais. O primeiro protocolo utiliza tetracloreto de
carbono (CCL4) e fenobarbital e o segundo protocolo utiliza uma dieta liquida

contendo alcool.

Item 1

Para indugéo da esteato-hepatite toxica grave, ratos Wistar de 30 dias foram tratados
por quatro semanas com fenobarbital (0,4 g/L diluido na agua de beber) ad libitum.
Ao final da segunda semana de tratamento, iniciou-se injecao ip de tetracloreto de
carbono (100%) na dose de 0,15 mL/Kg, aplicado duas vezes por semana. Ao final
do periodo de quatro semanas os animais ja apresentam lesdo hepatica
moderada/avangada, conforme apresentado na Figura 15.

Nota-se presenga de infiltrado linféide nas regides perivasculares e grande

desorganizagao do parénquima hepatico.

Figura 15. As figuras acima sao ilustrativas de figados de 5 animais tratados com tetracloreto de carbono de
acordo com o protocolo acima. Coloragdo Hematoxilina Eosina.

70



Apesar do grande dano histolégico do figado causado pelo tratamento com
tetracloreto de carbono, a expressao hepatica de PGC1-a ndo se modificou com
relacdo ao controle (Tabela 4), sugerindo que o mecanismo de lesdo nessa condi¢céo
experimental, difere daquela vista na esteato-hepatite induzida por dieta rica em

gordura.

Tabela 4. Expresséao de PGC1aq, determinado por real-time PCR. Médias gerais.

Modelo animal PGC1 a
Wistar (O nmol) 0,91+0,02
Wistar CCL4 0,91+0,04

Wistar CCL4+PGC1 (2,0 nmol)  0,4+0,04

Resultado em unidades arbitrarias, representativas da quantidade de mRNA de PGC1a nas amostras analisadas.
Sublinhado p<0,05 vs. Onmol e vs. CCL4. N = 5.

Item 2

Efeito do tratamento com o composto sobre a lesdo hepatica causada por
tetracloreto de carbono. Amostras representativas de cortes histolégicos obtidos de
figados de ratos Wistar tratados com tetracloreto de carbono e submetidos ou ndo ao
tratamento com PGC-1aAS por 20 dias (Figura 16). De acordo com os resultados
histologicos ndo observou-se modificacdo importante do padréao de dano hepatico

induzido pelo CCl4.
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Figura 16. Os cortes apresentados acima sdo representativos de figados de um grupo de 7 animais de cada
grupo. Apos o periodo de 4 semanas de indugdo de dano hepatico os animais foram tratados com 2nmol de
PGC1aAS por 20 dias (CCL4+PGC1aAS ). Coloragdo Hematoxilina Eosina.

Item 3

Para a indugao de esteatose alcodlica ratos Wistar de 200g foram alimentados com
uma dieta liquida contendo 6,4% de etanol. Apés 9 semanas sendo alimentados com
essa dieta os animais ja apresentavam grande acumulo de gordura no figado sendo

estabelecido um quadro avangado de esteatose hepatica.

72



Nota-se a presenca de grande quantidade de goticulas de gordura no parénquima

hepatico (figura 17).

Etanol Etanol

Figura 17. As figuras acima s3o ilustrativas de figados de 10 animais tratados com dieta contendo etanol de
acordo com o protocolo acima. Coloragdo Hematoxilina Eosina

Item 4

Efeito do tratamento com o composto PGC-1aAS sobre a lesdao hepatica causada
por dieta contendo etanol. As amostras representativas de cortes histoldgicos obtidos
de figados de ratos Wistar tratados com etanol e submetidos ou ndo ao tratamento
com PGC-1aAS por 2 semanas estao apresentadas na Figura 18.

Nota-se que o uso de PGC-10AS provoca reversao total no quadro de esteatose

alcodlica.
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Etanol AS

Figura 18. As figuras acima séo ilustrativas de figados de 10 animais tratados com dieta contendo etanol de
acordo com o protocolo acima. Apds 9 semanas de indugdo alcodlica da esteatose os animais foram tratados
com PGC-10AS por 2 semanas (AS). Coloragdo Hematoxilina Eosina.

Item 5

Determinacdo do conteudo protéico e de mRNA de PGC-1a em ratos Wistar
alimentados com dieta contendo etanol. Um fragmento de figado foi extraido para
preparo do extratro proteico e do mRNA e PGC-1a foi avaliada por western blot e
real-time PCR. A Figura 19 mostra que a administracao da dieta contendo etanol

provoca aumento no conteudo proteico e na expressao do mRNA de PGC-1a.
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Figura 19. Expressdo hepatica de PGC-1a em ratos Wistar alimentados com dieta contendo etanol. Apos 9
semanas de indugdo de esteatose alcodlica os animais foram tratados por 2 semanas com injegcbes
intraperitoneais diarias de 2nmol de PGC-1a/AS. O conteldo proteico (a) e a expressdo do mRNA de PGC-1a (b)
foram avaliados. Et=etanol. *p<0,05 vs. Ctl e etanol+AS. N=8

Item 6

Avaliagcado de parametros bioquimicos. As concentragdes plasmaticas de colesterol
total (Figura 20a), triglicérides (Figura 20b), AST (Figura 20c), ALT (Figura 20d) e
fosfatase alcalina (Figura 20e) foram analisadas em ratos Wistar submetidos ao
protocolo de indugdo de esteatose alcoodlica. O conteudo total de triglicérides
presente no figado também foi medido (Figura 20f). Apds 9 semanas de dieta os
animais foram tratados com PGC-1aAS durante 2 semanas. Apos este periodo foram
colhidas amostras de sangue e fragmentos de figado para a realizagcdo das
dosagens bioquimicas. Os resultados das analises mostraram que PGC-10AS
provocou alteragbes apenas nas concentragbes plasmaticas de colesterol e
triglicérides e também no conteudo total de triglicérides do figado. Nao houve

alteracao nas concentragdes das enzimas hepaticas AST, ALT e fosfatase alcalina.
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Figura 20. Determinagdo da concentragdo sanguinea de colesterol total (a), triglicérides (b), AST (c), ALT (d),
fosfatase alcalina (e) e triglicérides hepatico (f) em em ratos Wistar alimentados com dieta contendo etanol. Os
animais foram tratados com PGC-10AS durante 2 semanas (Etanol+AS). *p<0,05 vs. Ctl e etanol. #p<0,05 vs. Ctl
e etanol+AS. Em todos os experimentos n = 10.

Conclusdes relativas a Fase 5 — O tratamento com PGC-1aAS durante 20 dias n&o
reverte o dano hepatico causado pelo tratamento com tetracloreto de carbono. Nota-
se apenas uma aparente melhora morfoldgica discreta nos figados dos animais
tratados com o composto, nos quais se observa menor infiltrado inflamatério e
discreta redugao no deposito de gordura, sugerindo que a inibicdo da expresséo de
PGC-1a nesse modelo de lesdo hepatica ndao resulta em melhora funcional.
Entretanto, o uso de PGC1aAS provoca reversao da esteatose hepatica provocada
pela ingestao de etanol. No periodo avaliado ndo ha alteragdo dos niveis sanguineos
das enzimas hepaticas AST, ALT e fosfatase alcalina refletindo a estabilidade
funcional do figado. No entanto ha uma redugcédo nas concentragdes sanguineas de

colesterol e triglicérides e no conteudo total de triglicérides hepatico.
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Fase 6. Estudos de toxicologia e distribuigao tecidual do composto

Para tais experimentos o composto oligonucleotideo antisense PGC-1a foi
sintetizado contendo uma base marcada com fluoresceina para que sua distribuicdo
pudesse ser avaliada por fluorometria. Ratos Wistar foram tratados com uma dose
unica de 2,0 nmol do composto por via oral ou por via intraperitoneal apoés tempos
apresentados Figuras 21 -25 . Os 6rgaos assinalados nas respectivas figuras foram
retirados e preparados para analise fluorimétrica. Um grupo de animais foi tratado
por via ip e os orgaos retirados apenas apds 6 h do tratamento. A figura 26 apresenta
a distribuicado de PGC-1aAS mostrando apenas os pontos de maior concentragao do

composto em cada um dos tecidos analisados.
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Figura 21. Determinagdo da presenga do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a em coragdo de ratos
tratados com o composto marcado por fluorescéncia por via oral (1 a 24 h) ou por via ip (6 h). *p<0,05 vs. demais
tempos de tratamento. N = 5.
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Figura 22. Determinagdo da presenga do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a em tecido adiposo de
ratos tratados com o composto marcado por fluorescéncia por via oral (1 a 24 h) ou por via ip (6 h). *p<0,05 vs.
demais tempos de tratamento. N = 5.
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Figura 23. Determinagdo da presenga do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a em figado de ratos
tratados com o composto marcado por fluorescéncia por via oral (1 a 24 h) ou por via ip (6 h). *p<0,05 vs. demais
tempos de tratamento. N = 5.
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Figura 24. Determinagdo da presenga do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a em musculo de ratos
tratados com o composto marcado por fluorescéncia por via oral (1 a 24 h) ou por via ip (6 h). *p<0,05 vs. demais

tempos de tratamento. N = 5.
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Figura 25. Determinagdo da presenga do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a em pancreas de ratos
tratados com o composto marcado por fluorescéncia por via oral (1 a 24 h) ou por via ip (6 h). *p<0,05 vs. demais

tempos de tratamento. N = 5.
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Figura 26. Grafico representativo da distribuicdo de PGC-1aAS mostrando apenas os pontos de maior
concentragdo do composto em cada um dos tecidos analisados. *p<0,05 vs. demais tecidos. N = 5.

Conclusdes relativas a Fase 6 — Os resultados das analises fluorimétricas mostram
que a distribuicao de PGC-1aAs no tecido adiposo e pancreas, quando administrado
por via oral, atingiu maior pico de concentragdo apos 6 horas da administracdo. Para
coragdo e figado o pico de maior concentragdo ocorreu pouco tempo apds a
administracdo sendo de 3 horas para o coragédo e apenas 1 hora para o figado. No
entanto, para o tecido muscular o maior pico de concentragdo ocorreu mais

tardiamente sendo 24 horas apds a administragao.
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Discussao Geral

Estudos recentes em modelos animais e em humanos tem associado a
sinalizagdo alterada de PGC-1a a intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e
diabetes. No entanto, o papel de PGC-1a como um fator protetor ou mediador da
progressdao da doenca nao é clara, especialmente porque seus efeitos sobre a
sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose variam entre os tecidos [38].

PGC-1a foi inicialmente identificada como um coativador de receptores
nucleares que participa no controle da termogénese respondendo diretamente as
oscilagbes térmicas ambientais. No entanto, passou-se a investigar as possiveis
funcbes desempenhadas por esta proteina em tecidos nao tradicionalmente
envolvidos com a termogénese. Alguns desses estudos tém fornecido pistas
importantes a respeito do papel de PGC-1a sobre o controle da homeostase da
glicose. Neste contexto, PGC-1a vem sendo associada a regulagcdo da
gliconeogénese hepatica, producdo de insulina pelas células beta pancreaticas,
controle de captagéo de glicose pelo musculo e modulagéo da sinalizagao da insulina
no tecido adiposo. Como participante do controle transcricional de diversos
programas relacionados ao metabolismo da glicose e mobilizagado de energia, PGC-
1a tornou-se um potencial alvo para a terapéutica do diabetes, obesidade e doencgas
relacionadas [50]. Dessa forma, foi empregado neste estudo um oligonucleotideo

antisense para PGC-1a com o objetivo de avaliar os efeitos da inibicdo da expressao
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de PGC-1a no organismo como um todo, e em alguns parametros clinicos do
diabetes tipo 2 induzido por dieta ou por disfungdes génicas.

Na primeira fase do estudo, foi avaliado o efeito da inibicdo de PGC-1a
sobre a secrecdo de insulina em animais que apresentavam obesidade e diabetes
tipo 2 e em animais normais, ou seja, ndo obesos e nao diabéticos. O fino ajuste da
taxa de secrecao de insulina € um requisito importante para evitar grandes variagées
na concentragao de glicose no sangue [62].

A inibicdo da expressdo de PGC-1a restaura parcialmente a capacidade
das células beta de secretar insulina [50]. Além disso, a indugédo adenoviral de PGC-
1a em ilhotas pancreaticas reduz a secregédo de insulina [63]. Por fim, em diversos
modelos animais de diabetes a expressdo de PGC-1a esta aumentada, coincidindo
com a supressdao de proteinas envolvidas no metabolismo das células beta e
producao de ATP [50].

Em concordancia com estes dados, nossos resultados mostraram que em
modelos animais de obesidade e diabetes tipo 2 como camundongos Swiss
alimentados com dieta hiperlipidica e camundongos ob/ob e db/db, o uso de PGC-
1aAS provoca um aumento na secrecao de insulina tanto em ilhotas pancreaticas
isoladas (Figura 1) como em animais vivos (Tabela 3). Isto ndo ocorre em animais
normais, ndo obesos e nao diabéticos, mesmo quando a secrec¢ao de insulina é
estimulada por diferentes compostos como arginina, leucina, potassio e altas
concentragdes de glicose (Figura 2). O efeito do aumento da secrec¢ao de insulina sé

ocorre em animais nos quais o quadro de diabetes mellitus esta instalado.
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A proxima etapa do estudo foi avaliar o efeito do composto
oligonucleotideo antisense PGC-1a sobre a agédo da insulina em tecidos periféricos.
Inicialmente os animais foram tratados com PGC-1aAS durante 20 dias e com esse
tempo de tratamento houve reducéo da glicemia dos animais diabéticos para valores
préximos de 50% (Figuras 3, 4 e 5). As doses de 2,0 e 4,0 nmol reverteram o quadro
de hiperglicemia tornando os animais normoglicémicos sem provocar hipoglicemia.
Foi entdo avaliado se o uso prolongado do composto por 40 dias seria capaz de
manter o mesmo efeito sem provocar uma redugédo ainda maior da glicemia. Os
resultados mostraram que além de manter o mesmo efeito observado com 20 dias de
tratamento, o uso de PGC-10AS por via oral durante 40 dias apresentou efeito muito
semelhante ao observado no tratamento via ip (Figuras 6 e 7) . Uma vez que a via de
administracdo oral de farmacos é a mais adequada para terapéutica humana, este
resultado foi considerado de grande relevancia no estudo do composto. Em adi¢ao a
este resultado, muitos estudos tem comprovado a eficacia da administragao oral de
oligonucleotideos antisense [64-66]

O consumo de glicose através de clamp euglicémico-hiperinsulinémico
também foi avaliado e mostrou que o uso de PGC-10AS em camundongos Swiss
diabéticos provocou um aumento no consumo de glicose em relagdo aos animais
diabéticos nao tratados com o composto (Figura 8). O proximo passo foi avaliar quais
mecanismos estariam envolvidos nessa melhora do quadro geral de diabetes.

Durante um periodo de jejum, a indugdo da producédo hepatica de
glicose e oxidagdo dos acidos graxos € essencial para sustentar o equilibrio

energético. A producao e oxidagcao de glicose e acidos graxos pelo figado sao
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controladas através de uma complexa rede de reguladores transcricionais. Dentre
eles, o coativador de transcricdo PGC-1a desempenha importante funcdo no
metabolismo da glicose hepatica e sistémica e também no metabolismo lipidico [67].

Em pacientes que apresentam diabetes tipo 2, a produgéo hepatica de
glicose € o fator predominante responsavel pelos elevados niveis de glicose
plasmatica principalmente nos periodos de jejum [68]. O papel critico da insulina em
suprimir a gliconeogénese ¢ refletida pelo fato de que a excessiva produgao hepatica
de glicose é um caracteristica do diabetes n&o tratado. O aumento da produgéo de
glicose hepatica é o principal responsavel pela hiperglicemia de jejum no diabetes e
€ um componente importante da hiperglicemia poés-prandial [39].

A maioria das enzimas que participam de diversas vias envolvidas na
homeostase da glicose e lipidios sdo controladas em nivel transcricional. Nos ultimos
anos, PGC-1a foi identificado como principal regulador da transcricdo de muitas
enzimas e vias metabdlicas. A propriedade de controle transcricional de PGC-1a é
alvo de sinais hormonais e nutricionais e € regulada positivamente por glucagon e
negativamente pela insulina. Esta regulacdo leva a alteragbes na expressdo de
genes envolvidos no metabolismo de glicose e lipidios [67].

Das drogas atualmente em uso para o tratamento do diabetes tipo 2
somente a metformina tem certo efeito no controle da gliconeogénese [69].
Entretanto, alguns comemorativos clinicos, como principalmente a insuficiéncia renal
e a indugdo de acidose latica, inviabilizam o uso dessa substéncia em alguns

pacientes. O desenvolvimento de um farmaco que tenha efeito benéfico sobre o
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controle da gliconeogénese e que possa ser utilizado com seguranga em pacientes
com nefropatia é, portanto, de grande interesse clinico.

Assim, o efeito do composto oligonucleotidico antisense PGC-1a sobre
a producao hepatica de glicose foi avaliado. O aminoacido L-Glutamina foi utilizado
como precursor gliconeogénico sendo que a producdo hepatica de glicose nos
animais que receberam o composto foi 50% menor do que aqueles que nao
receberam o tratamento (Figura 9). Além disso, foi encontrada redugéo do conteudo
protéico e menor expressdo do mRNA de PEPCK, principal enzima envolvida com o
processo de gliconeogénese (Figura 10). Dessa forma, O efeito do composto aqui
relatado depende, pelo menos em parte de sua agdo sobre a expressao da enzima
PEPCK.

Diversos estudos relatam que L-Glutamina € um importante precursor
gliconeogénico [70-73] e que a agdo de hormébnios contrarerreguladores (glucagon,
glicocorticoides), devido a falhas na secrecdo e na sinalizagdo da insulina no
diabetes tipo 2, provoca um aumento na expressao da enzima glutaminase. A enzima
glutaminase viabiliza a entrada de glutamina no Ciclo de Krebs através de sua
conversao a glutamato. O glutamato é deslocado do Ciclo de Krebs e entra na via
gliconeogénica em um passo anterior a agao da enzima PEPCK atuando como um
precursor da produgéao de glicose [70, 72].

Estudos mostraram que em paralelo ao envolvimento em processos
gliconeogénicos, PGC-1a também desempenha importantes fungdes nos complexos

mecanismos que coordenam o armazenamento e oxidagao de lipidios no figado [50].
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A doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD) vem se tornando a
forma mais comum de doenga hepatica relacionada ao aumento da incidéncia de
obesidade. NAFLD representa o constituinte hepatico da sindrome metabdlica e
individuos resistentes a insulina apresentam elevada lipogénese e acumulo de
gordura no figado [74].

O acumulo macrovesicular de gordura acompanhado pelo elevado
estresse oxidativo dentro do hepatdcito, seguido de inflamagéo e resisténcia a
insulina sdo os principais mecanismos conhecidos, que provocam graves lesdes no
figado levando a esteato hepatite n&do alcodlica [75].

Em populagdes de paises desenvolvidos e em desenvolvimento que
adotaram um modelo ocidental de dieta, a esteatose hepatica induzida pelo alimento
€ o principal precursor da esteato hepatite ndo alcodlica e um dos mais importantes
fatores de risco para cirrose hepatica. Uma pesquisa recente demonstrou que, em
roedores, a ingestdo de dieta contendo alto teor de gorduras promove o
desenvolvimento de esteatose hepatica independentemente do consumo de calorias
[76].

Até o momento, nenhum medicamento em uso clinico apresenta a
propriedade de reverter a esteatose hepatica. As principais estratégias utilizadas
para tentar melhorar as lesées provocadas pelo acumulo de gordura no figado sao a
perda de peso, um regime alimentar saudavel e exercicio fisico [75].

Entretanto, foi apresentado neste estudo que camundongos Swiss que
apresentavam esteatose hepatica induzida por dieta hiperlipidica tiveram reversao do

acumulo de gordura no figado apds tratamento com PGC-1aAS (Figura 11). Isso foi
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acompanhado por melhora da agdo molecular da insulina caracterizada por sua
capacidade de induzir a fosforilacdo e ativacdo da enzima Akt e pela
fosforilagdo/inativacdo do fator de transcricdo FOXO1 (Figura 12). Estudos
mostraram que PGC-1a induz a expressdo da proteina 1c ligadora do elemento
regulador de esterdis (SREBP1c) e através deste mecanismo regula a expressao de
enzimas lipogénicas como FAS e ACC. Desta forma, a inibicdo de PGC-1a promove
a menor expressao destas enzimas [50].

O desenvolvimento de modelos animais que reproduzam adequadamente
as lesdes hepaticas induzidas por diferentes drogas, incluindo alcool, em humanos, é
tépico de grande controvérsia.

Tetracloreto de carbono (CCL4) € um agente quimico altamente tdxico
usado como solvente industrial. CCL, € amplamente utilizado para induzir esteatose
hepatica e para estudar os efeitos de agentes protetores, especialmente
antioxidantes [77]. CCL4 foi banido dos Estados Unidos em 1970 por causa da sua
hepatotoxicidade. CCL; aumenta em 195% a concentracdo de triglicerideos
hepaticos dentro de 3 horas apds a administragdo em ratos. Dessa forma, uma
caracteristica distinta da toxicidade de CCL4 € o rapido acumulo de triglicérides no
figado devido a falhas em seu mecanismo secretorio [78].

Como parte dos estudos que visam avaliar a reversibilidade da lesao
hepatica pelo composto PGC-1aAS, foram implantados dois protocolos destinados a
induzir esteato-hepatite téxica nos modelos animais. O uso de PGC-1aAS n&o causa
melhora nos danos causados pelo tratamento com tetracloreto de carbono (Figura

16). Além disso, a lesdo hepatica provocada por tetracloreto de carbono ndo causa
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alteragbes na expressdo de PGC-1a (Tabela 4) sugerindo que 0s mecanismos
moleculares envolvidos nessa lesdo sejam diferentes dos que ocorrem na esteatose
induzida por dieta hiperlipica, uma vez que nesse modelo observa-se grande
aumento na expressao de PGC-1a.

O abuso crénico de alcool é um importante fator causador de morbidade e
mortalidade no mundo todo. O dano hepatico devido a crbnica intoxicacao por alcool,
surge inicialmente pelo acumulo de lipidios no figado e com a exposi¢gao permanente
essa condicdo de esteatose pode evoluir para um estagio inflamatoério que leva a
fribrinogénese e finalmente a cirrose hepatica. O consumo de alcool, seja agudo ou
cronico, leva a esteatose hepatica em pelo menos 80% dos individuos que ingerem
alcool [79].

Os mecanismos que levam a esteatose alcodlica e ao agravamento da
doenca sao complexos e ndo completamente bem entendidos. Dentre os
mecanismos que levam a esteatose alcodlica estao as alteragdes no estado redox. O
metabolismo do alcool no figado utiliza NAD" como coenzima da reagdo que produz
acetaldeido e NADH'. Essa mudanga no estado redox provoca um aumento na
disponibilidade de substratos para a sintese de acidos graxos. O aumento da
produgdo de NADH" também altera a B-oxidagdo mitocondrial de acidos graxos,
diminuindo a taxa de oxidacéo lipidica [80].

Outra possivel alternativa ou mecanismo adicional pelo qual o etanol pode
induzir esteatose € através da indugdo de citocinas como TNFa. TNFa aumenta a
liberacdo de acidos graxos, isso aumenta a lipogénese nos hepatdcitos e inibe a 3-

oxidagao de acidos graxos. O desenvolvimento da esteatose pelo consumo crénico
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de alcool também esta ligado a duas vias de sinalizagédo que levam ao aumento da
lipogénese no figado: inibicdo da AMPK e ativagdo de SREBP-1 [79].

Neste estudo a indugado alcélica da esteatose foi feita através de uma
dieta liquida contendo etanol na proporgao de 6,4% do volume total. Neste protocolo,
o uso de PGC-1aAS reverte os danos causados pelo etanol (Figura 18) além de
causar grande diminuicdo no conteudo total de triglicérides presente no figado
(Figura 20f). Além do mais, o uso de etanol promove aumento na expressado de PGC-
1a (Figura 19) sugerindo forte relagdo com o mecanismo de indu¢do de esteatose
causada por dieta hiperlipidica.

Por fim, os testes de distribuigao tecidual de PGC-10AS mostraram que o
figado é o unico 6rgéo que apresenta o maior pico de concentragao de PGC-1aAS
apenas 1 hora apds sua administragao (Figura 23). Além disso, o figado foi o 6rgao
que apresentou a maior concentragao do composto entre todos os tecidos analisados

(Figura 26).
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Conclusoes

Em modelos animais de obesidade, DM2 e disfugcdo hepatica induzida
pelo alcool, a expressdao de PGC-1a esta aumentada. A inibicao parcial de sua
expressao utilizando-se um composto oligonucleotidico antisense reverte a
hiperglicemia por promover simultaneamente o aumento da secrec¢éo de insulina e a
melhora da sinalizagao periférica da insulina. Como parte da acéo periférica do
composto, deve-se destacar a reducédo da producédo hepatica de glicose. Ainda, em
modelo animal de esteatohepatite alcodlica, observou-se reversao parcial do quadro
com a utilizacdo do composto.

A inibicdo parcial de PGC-1a surge como abordagem terapéutica
potencialmente util para o tratamento de DM2 e outras disfungées metabdlicas afins,
alem se se constituir em uma abordagem com potencial terapéutico disfungéo

hepatica induzida por alcool.
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