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RESUMO

Neto, Jessika. Tratamento com cinamaldeido reprograma danos metabdlicos
induzidos pela superalimenta¢ao precoce em ratos. 2020. Tese (Doutorado em
Ciéncias Biomédicas) — Universidade Federal Fluminense, Niteroi, 2020.

A nutricdo nas fases iniciais da vida € um fator que contribui para a obesidade
infantil e esta relacionada com o desenvolvimento de doencas crénicas na vida
adulta. O cinamaldeido, principal componente da canela, € capaz de aumentar a
sensibilidade a insulina, modular a adiposidade e o metabolismo lipidico. O
objetivo foi analisar o impacto do tratamento com cinamaldeido durante a
adolescéncia em modelo de obesidade precoce (induzido por redugao da ninhada)
no curto e longo prazo. Ratos Wistar machos foram tratados com cinamaldeido
(40mg/Kg PCldia, gavagem) a partir do 30° dia de vida (inicio da adolescéncia) por
30 dias. Aos 60 dias, o tratamento promoveu reducdo da adiposidade visceral,
triacilglicerol sérico e atenuacao da eficiéncia energética e resisténcia a insulina. O
tratamento reduziu o didmetro do adipocito no tecido adiposo branco (TAB)
visceral e subcutaneo, reduziu a lipogénese em ambos, enquanto estimulou
marcadores de browning no compartimento subcutdneo. No tecido adiposo
marrom (TAM), promoveu aumento de marcadores de 3-oxidacao e termogénese.
No figado, foi observada reducdo da sintese lipidica, aumento da autofagia e
reducdo do estresse de reticulo endoplasmatico (RE). Aos 180 dias (4 meses apos
o tratamento), os animais apresentaram normalizacdo da adiposidade visceral, do
acumulo de gordura no TAM e eficiéncia energética, atenuacdo da hiperfagia,
hipertrigliceridemia e do contetdo de triacilglicerdis hepéticos, com reducdo de
marcadores lipogénicos. No TAB, o tratamento promoveu reducdo do diametro
dos adipdcitos e reducdo da lipogénese no TAB visceral, subcutaneo e TAM. No
entanto, o efeito benéfico observado aos 60 dias na homeostase glicEémica,
ativacdo do TAM, autofagia e estresse de RE no figado foram perdidos. Portanto,
a suplementacao de cinamaldeido durante a adolescéncia tem efeitos benéficos
no curto e longo prazos, destacando seu efeito reprogramador do metabolismo
lipidico e potencial como adjuvante no tratamento da obesidade precoce.

Palavras-chave. Obesidade precoce, programacdo metabdlica, metabolismo
lipidico, autofagia, estresse de reticulo, cinamaldeido.



ABSTRACT

Neto, Jessika. Treatment with cinnamaldehyde reprograms metabolic
damages induced by early overnutrition in rats. 2020. Thesis (Doctor in
Biomedical Science) - Universidade Federal Fluminense, Niteroi, 2020.

Nutrition at the early stages of life contributes to childhood obesity development
and is associated with other comorbidities in adult life. Cinnamaldehyde, the major
component of cinnamon, increases insulin sensitivity, modulates adiposity and lipid
metabolism, therefore this study aimed to analyze the impact of cinnamaldehyde
treatment during adolescence in a rat model of early obesity (induced by litter size
reduction). At postnatal day 30 (adolescence), the animals received
cinnamaldehyde by gavage (40mg/Kg of body weight/day) for 30 days. Male Wistar
rats were studied after ending treatment at 60 days of age, or 4 months thereafter
(180 days of age). At 60 days of age, the treatment with cinnamaldehyde promoted
reduced visceral adiposity, serum triacylglycerol, and attenuation of energy
efficiency and insulin resistance. The treatment reduced adipocyte size in visceral
and subcutaneous white adipose tissue (WAT), reduced lipogenesis in both, while
stimulated browning markers in subcutaneous compartment. In brown adipose
tissue (BAT), higher expression of marker of beta oxidation and thermogenesis
were observed. In the liver, it was observed reduced lipid synthesis, stimulated
autophagy and reduced endoplasmic reticulum (ER) stress. At 180 days of age,
animals treated with cinnamaldehyde during the adolescence exhibited
normalization of visceral adiposity, BAT lipid accumulation and energy efficiency,
attenuation of hyperphagia, of serum hypertriglyceridemia and hepatic
triacylglycerol content, with molecular markers indicative of reduced hepatic
synthesis. At WAT, the treatment reduced adipocyte size and lipogenesis in
visceral, subcutaneous WAT and BAT. However, the beneficial effect observed at
60 days on glucose homeostasis, BAT activation, autophagy and ER stress at liver,
were lost. Therefore, the cinnamaldehyde supplementation during the adolescence
has short- and long-term metabolic beneficial effects, highlighting its
deprogramming effect and potential as an adjuvant in the treatment of early
obesity.

Keywords: Early obesity, cinnamaldehyde, lipid metabolism, autophagy, ER
stress, metabolic programming.
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1. INTRODUCAO

A obesidade esta associada ao desenvolvimento de diversas disfuncdes
metabdlicas, que quando ocorrem de forma precoce, aumentam a predisposicdo de
manter ou agravar estas disfuncdes na vida adulta. A programacdo do metabolismo
ocorre devido a alteracdes epigenéticas que alteram o padrdo de expressao génica de
diversos tecidos, sendo estas alteracfes estaveis, mas potencialmente reversiveis
(Engin, 2017; Stefanidis & Spencer, 2012; Barker 2004)

Dentre estes tecidos, o tecido adiposo branco, marrom e o figado desempenham
papéis importantes na manutencdo do metabolismo de glicose e lipideos, e no
desenvolvimento das doengas cronicas associadas. Desregulacdo de vias como as
lipogénicas e oxidativas/termogénicas, assim como de seus reguladores, estdo
diretamente relacionadas ao acumulo de gordura e a disfuncdo do tecido (Luo & Liu,
2016). Além disso, o estresse do reticulo endoplasmatico e alteracdo do processo
autofagico levam a prejuizos no desempenho celular e contribuem para agravar as
alteracdes sistémicas (Zhang et al., 2019).

O cinamaldeido € um composto capaz de modular positivamente o metabolismo
lipidico, reduzindo as vias lipogénicas e os depoésitos de gordura, além de agir
diretamente sobre a sinalizacdo de insulina, aumentando a sensibilidade tecidual
(Yazdanpanah et al.,, 2019; Zuo et al.,, 2017). Dessa forma, hipotetizamos que o
cinamaldeido suplementado durante a fase da adolescéncia (ainda considerado uma
janela de programacao), poderia ser usado para o tratamento das disfuncdes
metabdlicas associadas a obesidade precoce, através da reprogramacdao ou
reprogramacgao do metabolismo.

1.1. Programacgé&o metabolica

A plasticidade do desenvolvimento € a capacidade de um organismo de modificar
seu fendtipo em resposta a estimulos. Os periodos iniciais da vida, como a gestagao,
infancia e adolescéncia sdo muito importantes para o adequado desenvolvimento do
organismo. Nestes periodos criticos do desenvolvimento, observa-se grande
capacidade plastica de resposta aos estimulos ambientais, hormonais e/ou alimentares.

Quando as respostas adaptativas geram fenoétipos com alteracdes nas funcoes



enddcrino-metabolicas, este fendmeno é chamado de programacéo metabdlica, e pode
ser resultado de alteracdes no numero de células ou na estrutura dos tecidos, na
producdo hormonal, no padréo de expresséo génica, entre outros fatores (Barker, 2004;
Moura & Passos, 2005). AlteracGes nutricionais qualitativas ou quantitativas podem
promover alteracdes epigenéticas e desequilibrio metabdlico precoce, com a exibicao
de disfuncbes metabodlicas que perduram até a idade adulta (Conceicéo et al., 2013;
Franco et al., 2012; Habbout et al., 2013; Stefanidis & Spencer, 2012).

Alteracbes quantitativas e qualitativas na alimentacdo materna e da prole durante os
periodos criticos do desenvolvimento como a gestacéo, lactacdo e infancia tem grande
impacto para o desenvolvimento e metabolismo da prole que podem perdurar por toda
a vida. A desnutricdo materna, por exemplo, leva ao nascimento de bebés com baixo
peso, o que esta relacionado com o desenvolvimento de doencas crbnicas na vida
adulta, como obesidade e diabetes tipo 2 (Moura & Passos, 2005). Em concordancia,
restricdo cal6rica de 20 a 40% durante a gestacao e/ou lactacdo levam a obesidade,
resisténcia a insulina e resisténcia a leptina na vida adulta (Ayala-Moreno et al., 2013;
Palou et al., 2012).

Por outro lado, a obesidade materna durante a gestacdo e/ou lactacdo também
podem ter consequéncias graves no desenvolvimento. Modelos animais de obesidade
materna durante a gestacdo e lactacdo mostraram o desenvolvimento de obesidade e
hiperinsulinemia, e doencgas cardio-metabdlicas na prole adulta (Fan et al., 2013;
Franco et al., 2015). Além disso, a superalimentacdo durante o periodo da lactacdo
programa a prole para o desenvolvimento de obesidade, hiperfagia, hiperinsulinemia,
hiperleptinemia, dislipidemia e NAFLD (Habbout et al., 2013)

Estas alteragbes adaptativas sdo possiveis através das modificacdes epigenéticas,
que provocam alteracdes nos padroes de expressdo génica. A regulacdo epigenética
consiste em mudancas na estrutura da cromatina, sem alterar o cédigo genético, que
ocorrem principalmente em regibes promotoras. A metilacdo do DNA, acetilacdo de
histonas e RNAs de interferéncia sdo as principais alteracdes epigenéticas que alteram
a atividade de determinado gene (Attig et al., 2010; Pinney & Simmons, 2012).

As alteracBes epigenéticas podem ser revertidas através de alteragbes na dieta e
estilo de vida (Cheng et al., 2018), evidenciando a importancia de buscar estratégias

para minimizar ou reverter a programacao metabdlica. Ja foi mostrado que intervencdes
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na dieta podem ter efeitos benéficos. O consumo de 6leo de peixe, rico em lipidios poli-
insaturados n-3 EPA (acido eicosapentaenoico) e DHA (&cido docosahexanoico),
melhora a adiposidade, dislipidemia e a tolerancia a glicose em modelos de obesidade
(Albracht-Schulte et al., 2018). Souza e colaboradores (2019) mostraram que a
obesidade materna programa a prole para o desenvolvimento de obesidade e esteatose
hepética na vida adulta. No entanto, ao fazer uma intervencdo com Oleo de peixe
apenas durante a fase da adolescéncia (periodo critico do desenvolvimento) foi capaz
de atenuar os desfechos deletérios da obesidade materna. Os autores mostraram que
Oleo de peixe foi capaz de reprogramar o metabolismo da prole durante a exposi¢cédo na
adolescéncia levando a um fendtipo de menor adiposidade visceral e acumulo de
gordura hepética na vida adulta.

1.2. Obesidade e disfungcdes metabdlicas

A obesidade é uma doenca cronica, caracterizada pelo excesso de acumulo de
gordura no tecido adiposo branco, que afeta milhdes de pessoas ao redor do mundo. A
génese da doenca € multifatorial e esta relacionada a fatores genéticos, epigenéticos,
ambientais e sociais, e estd associada a desordens metabolicas e ao desenvolvimento
de comorbidades como resisténcia a insulina, dislipidemia, doenca hepatica gordurosa
nao alcodlica (Non Alcoholic Fatty Liver Disease - NAFLD), doencas cardiovasculares e
cancer (Arroyo-Johnson & Mincey, 2016; Engin, 2017). Na progressdo da doenca,
observam-se desequilibrios moleculares e celulares que comprometem a funcdo de
diversos tecidos metabolicamente ativos, como tecido adiposo branco e marrom, e
figado. No tecido adiposo branco, observa-se capacidade de expansdo comprometida,
hipertrofia, aumento da inflamacdo, e metabolismo lipidico e glicidico alterado
(Goossens, 2017).

A obesidade infantil é ainda mais preocupante, pois o numero de criancas e
adolescentes obesos aumentou de forma alarmante nas ultimas quatro décadas (WHO,
2016). Um estudo da NCD Risk Factor Collaboration (NCD-RisC, 2017) avaliou o indice
de obesidade e sobrepeso em criancas e adolescentes de todas as partes do mundo

(entre 1975 e 2016) e identificou que a prevaléncia aumentou de 0,7% para cerca de
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7,8% em ambos os sexos. Em 2016 cerca de 50 milhdes de meninas, e cerca de 74
milhées de meninos ao redor do mundo eram obesos (NCD-RisC, 2017).

O periodo poés-natal e da adolescéncia sdo determinantes para o correto
desenvolvimento da massa tecido adiposo. Nesses 2 periodos, ocorre a proliferacéo e
aumento do tamanho do adipécito (Knittle et al., 1979; Lemonnier, 1972). A nutricdo
nessas fases é de extrema importancia e impactam a fisiologia do tecido adiposo,
levando a efeitos deletérios prolongados que contribuem para a disfuncdo metabdlica
sistémica associada a obesidade infantil (Holtrup et al., 2017).

1.3. Tecido adiposo branco

O tecido adiposo branco (TAB) é formado por adipdcitos, pré-adipécitos, e também
por células endoteliais, fibroblastos e células do sistema imune, como macréfagos e
leucdcitos. E um tecido especializado no armazenamento da gordura na forma de
triacilglicerol (TAG), que ocorre na forma de uma Unica goticula que ocupa 80 a 90% do
citoplasma do adipdcito, deslocando o nucleo e outras organelas para a periferia
(llustracéo 1). Além do armazenamento de energia, os adipdcitos brancos possuem um
importante papel enddcrino, produzindo diversos horménios com ac¢des metabdlicas e
fisiol6gicas, como a leptina, adiponectina, entre outros (Galic et al., 2010).

A leptina é um hormdnio produzido pelos adipdcitos cuja funcéo € sinalizar para o
sistema nervoso central a massa adiposa do organismo, de forma que sua producéo é
proporcional ao tamanho do adipdcito. A leptina atua principalmente no hipotalamo
estimulando a saciedade e aumentando o gasto energético. Na obesidade, observa-se
resisténcia central a acdo da leptina, um dos fatores que contribui para o
desenvolvimento da hiperfagia (Galic et al., 2010; Gruzdeva et al., 2019). Por outro
lado, o aumento do adipdcito é inversamente proporcional a producao de adiponectina,
importante hormonio sensibilizador da insulina (Fang & Judd, 2018).

O TAG pode ser armazenado em diferentes compartimentos, localizados
principalmente na regido subcutanea (TAB subcutaneo), ou na cavidade toracica e
abdominal (TAB visceral). O armazenamento no compartimento visceral € muito mais
deletério para o organismo, sendo esse compartimento o principal responsavel pela

inflamac&o cronica de baixo grau caracteristico da obesidade (Crujeiras et al., 2019).



Isso acontece por que o compartimento visceral € mais propenso a hipertrofia (aumento
do tamanho do adipdcito), levando a compressdo dos vasos que irrigam o tecido
adiposo, e ao desenvolvimento de hipdxia, e consequentemente, morte celular. Em
resposta, ocorre a infiltracdo de macréfagos, com mudanca de perfil anti-inflamatoério
para pro-inflamatorio, e producéo de citocinas inflamatorias pelos macrofagos, fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 beta (IL1B) e interleucina 6 (IL6). Além
disso, a hipdxia também leva ao aumento da producédo de citocinas inflamatorias pelos
adipocitos, principalmente devido ao estresse oxidativo e estresse de reticulo
endoplasmatico (RE) (Masoodi et al., 2015; Shimizu & Walsh, 2015). A inflamac&o que
ocorre no tecido adiposo branco visceral € um fator importante para o desenvolvimento
de resisténcia a insulina sistémica devido a interferéncia negativa na via de sinalizacao
da insulina em tecidos como musculo e figado (Crujeiras et al., 2019).

Na obesidade, o aumento de lipideos circulantes provenientes da alimentacéo
estimula ndo s6 a hipertrofia, mas também a hiperplasia (aumento do numero de
células) do TAB, principalmente durante a infancia e adolescéncia devido intensa
adipogénese, favorecendo ainda mais o acumulo de gordura na vida adulta. Além disso,
o aumento de lipideos circulantes favorece o depdsito de TAG em outros tecidos
metabolicos como figado, péncreas, musculo e tecido adiposo marrom (TAM),
comprometendo o funcionamento celular (van Herpen & Schrauwen-Hinderling, 2008).

1.4. Tecido adiposo marrom e bege

Os adipécitos marrons séo células especializadas na producédo de calor através da
termogénese. Essas células sdo caracterizadas pela morfologia multilocular no
armazenamento do TAG, sdo ricos em mitocondrias e possuem alta taxa de oxidacéo
(llustragcdo 1). A producdo de calor ocorre devido a expressdao da proteina
desacopladora 1 (UCP1) na membrana interna das mitocéndrias, 0 que permite que a
energia seja dissipada na forma de calor (Luo & Liu, 2016).

A funcdo termogénica do TAM é regulada principalmente pelo sistema nervoso
simpatico, via ativacdo dos receptores adrenérgicos presentes na membrana do
adipécito. A ativacdo tanto do receptor adrenérgico, quantos dos receptores para

horménios tireoidianos levam a transcrigdo de genes como UCP1, Co-ativador 1 alfa do
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receptor ativado por proliferador do peroxissoma (PGC1a), receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa) e gama (PPARYy) (Bargut et al., 2016).

Um terceiro tipo de adipdcito foi identificado recentemente e classificado como bege.
Os adipdcitos bege estdo presentes principalmente no TAB subcutaneo e apresentam
morfologia multilocular e expressao de UCP1 (Montanari et al., 2017). O recrutamento e
a diferenciacdo dos adipocitos bege podem ser induzidos por diversos fatores como a
norepinefrina, PPARYy, pelo fator de crescimento de fibroblastos 21 (FGF21), irisina,
horménios tireoidianos, entre outros. Este processo de diferenciacado de pré-adipdcitos,
ou transdiferenciacdo de adipécitos brancos maduros para adipécito bege (com
caracteristicas termogénicas) é chamado de browning (llustracdol). O co-regulador de
dominio PR 16 (PRDM16) € um fator de transcricdo que controla a diferenciacdo para
adipdcito bege, através da ligacdo com o PPARy e PGC1a, que estimula a biogénese
mitocondrial e a expressao de UCP1. O PRDM16 também atua reprimindo a expressao
de genes caracteristicos dos adipdcitos brancos (Barquissau et al., 2016; Montanari et
al., 2017).
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llustracdo 1. A: Adipdcitos branco, bege e marrons. Os adip6citos brancos possuem a fungéo priméria
de armazenamento, caracterizado pelo acumulo unilocular do triacilglicerol e poucas mitocondrias. Os
adipécitos marrons possuem a func@o primaria de produzir calor através da termogénese, e séo
caracterizados pelo acimulo de triacilglicerol multilocular e rico em mitocondrias. Adaptado de Paul,
2018. B: Os adipédcitos brancos podem ser estimulados a se diferenciarem/transdiferenciarem a
adip6citos bege (com caracteristica de marrom e capacidade termogénica) através do processo de
browning. Quando expostos a um gquadro obesogénico, tanto os adipdcitos marrons, quanto os bege
podem se transdiferenciam a branco (com perda da capacidade termogénica) através do processo de
whitening. Adaptado de Bartelt e Heeren 2013.

Além de participar do processo de browning e da indugdo da termogénese, o
FGF21 é

tém chamado atengcdo devido aos seus efeitos anti-diabéticos e anti-obesogénicos

uma molécula expressa no figado, pancreas, musculo e tecido adiposo, e que
(Sonoda et al., 2017). O FGF21 melhora a sensibilidade & insulina, aumenta a secre¢ao
de adiponectina pelo tecido adiposo branco, aléem de promover perda de peso em

modelos de obesidade (Coskun et al., 2008; Xu et al., 2009). A estimulacdo do



processo de browning no TAB e ativacdo do TAM, tém sido apontado como uma
estratégia para aumentar 0 gasto energético e atuar na prevencao e tratamento da
obesidade (Barquissau et al., 2016; Montanari et al., 2017; Poher et al., 2015).

1.5. Figado

O figado é um 6rgédo metabdlico importante para o metabolismo de carboidratos e
lipideos. Ele recebe substratos provenientes da alimentacdo através do sistema porta-
hepatico, e capta a glicose por um processo de difuséo facilitada pelo transportador de
glicose que é usado principalmente para formar o estoque de glicogénio. A glicose
também é direcionada para a sintese de acidos graxos (AG) através da lipogénese de
novo. Em situacdo de demanda energética, os estoques de glicogénio hepético sédo
guebrados para liberar glicose na circulacdo. A glicose também pode ser sintetizada a
partir de substratos como aminoacidos, lactato e glicerol através da gliconeogénese
(Rui, 2014).

Tanto os AGs provenientes da lipogénese de novo quanto os captados da circulacao
(provenientes da lipdlise do TAB ou da alimentacdo) sédo esterificados a TAG e
armazenados e/ou usados para a formacdo das lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), que sao liberados na circulagdo e transportados para outros tecidos. O
colesterol presente na circulacdo pode ser proveniente da alimentacdo, através da
absorcéo intestinal, ou pela sintese de colesterol de novo. No figado, o colesterol é
esterificado para ser armazenado nas goticulas de lipideos, ou sdo usados para formar
VLDL. O processo de formacdo do VLDL ocorre no RE, em que TAG, fosfolipideos e
colesterol séo transportados para a apolipoproteina B. Uma vez na circulagdo, os
VLDLs perdem TAG ao passar pelos tecidos, formando as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), ricas em colesterol. O transporte reverso do colesterol periférico para
o figado ocorre através das lipoproteinas de alta densidade (HDL), onde é excretado
pela bile fezes (Rui, 2014; Yu et al., 2019).

No figado, o acumulo intracelular de triacilglicerol € chamado de esteatose hepética,
0 processo inicial para o desenvolvimento da NAFLD. A esteatose esta diretamente
relacionada com o desenvolvimento de resisténcia a insulina e inflamacéo, aumentando

o risco de desenvolvimento de fibrose, cirrose e até carcinoma hepatocelular (Byrne &



Targher, 2015). A prevaléncia mundial de NAFLD é alta em pacientes que apresentam

obesidade e diabetes tipo 2, chegando a 64% (Younossi et al., 2019).

1.6. Metabolismo lipidico celular
1.6.1. Regulacéo

O metabolismo lipidico celular nos adipdcitos e hepatocitos compartilha vias em
comum. O acumulo de gordura ocorre devido a diversas alteracdes, que levam ao
aumento da captacao, sintese e armazenamento de gordura e/ou diminui¢cédo da lipdlise
e oxidacao/liberacdo (Masoodi et al., 2015). Os receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma (PPARs) sdo membros de uma grande familia de receptores nucleares
gue desempenham papel fundamental no metabolismo lipidico em diversos tecidos. O
PPARYy é expresso principalmente no tecido adiposo (branco e marrom) em que atua na
inducdo da adipogénese, lipogénese e sensibilidade a insulina, além de estar envolvido
com a termogénese e o processo de browning. Ja o PPARa, é um importante indutor da
B-oxidacéo lipidica, expresso predominantemente no figado, mas também no TAM e
TAB. O PPARa expresso no TAM atua em conjunto com PGC1a (fator de transcricao
gue estimula a biogénese mitocondrial) para inducédo da termogénese (Corrales et al.,
2018). A proteina ligadora do elemento regulador de esteréis 1¢ (SREBP1c), estimulada
principalmente pela insulina, e a proteina de ligacdo do elemento responsivo a
carboidratos (ChREBP) atuam na transcricdo de enzimas lipogénicas envolvidas na
etapa de captacdo dos acidos graxos livres da circulacdo, e na sintese de triacilglicerol
a partir dos acidos graxos (lipogénese) e a partir da glicose (lipogénese de novo). O
SREBP1c age na inducéo da lipogénese principalmente no figado, enquanto ChREBP

age principalmente no TAB e TAM junto ao PPARYy (Song et al., 2018).

1.6.2. Lipogénese

Os lipideos séo obtidos pelos hepatdcitos e adipocitos (branco e marrom) através de
duas vias: pela captacdo direta dos acidos graxos circulantes, e através da lipogénese
de novo. A energia é armazenada na forma de TAG, onde é necesséaria uma fonte de
glicerol-3-fosfato (obtido a partir da glicose, proveniente principalmente da via glicolitica)
e de AG livres complexados a coenzima A. O AG livre pode ser captado direto da
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circulacao a partir dos TAGs presentes nas VLDL e quilomicrons produzidos no figado e
intestino, respectivamente. A hidrélise dos TAGs presentes nas VLDL e quilomicrons, é
catalisada pela enzima lipoproteina lipase (LPL) presente no endotélio vascular, que
libera AG livres e glicerol. Os AG livres entram na célula através de transportadores de
AG como o CD36 e a proteina transportadora de acido graxo (FATP), que atuam como
um facilitador da difusdo. Uma vez dentro da célula, os AGs séo carreados através do
citosol pela proteina de ligacdo aos acidos graxos (FABP) até a enzima acil-CoA sintase
gue adiciona uma coenzima A ao AG para formar acil-CoA. O acil-CoA é transportado
pela proteina de ligacdo ao acil-CoA (ACBP) para o local de esterificacdo ao glicerol 3

fosfato (Calderon-Dominguez et al., 2016; Engin, 2017b) (llustracéo 2).
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llustrac&o 2. Metabolismo do triacilglicerol. No estado alimentado, ocorre o estimulo para a lipogénese:
captacdo do AG a partir da circulagéo, e esterificac@o para formar TAG. Sintese de AG a partir da glicose
pela via da lipogénese de novo. Durante o jejum, ocorre o estimulo para a lipélise: quebra dos estoques
de TAG e liberacéo de acidos graxos e glicerol na circulagdo, ou oxidacao/termogénese. ACC: acetil-CoA
carboxilase. AG: 4cido graxo. AKT: proteina quinase B. AR: receptor adrenérgico. ATGL: Lipase de
triacilglicerol do adipdcito. DG: diacilglicerol. DGAT: diacilglicerol aciltransferase. HSL: lipase horménio
sensivel. IR: receptor de insulina. LPL: lipoproteina lipase. MG: monoacilglicerol. PKA: proteina quinase
A. SNC: sistema nervoso central. TG: triacilglicerol. Adaptado de Luo & Liu 2016.
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Na lipogénese de novo, o TAG é formado a partir da glicose. O figado é o principal
local de formacédo de TAG a partir da lipogénese de novo, mas ela também ocorre nos
adipdcitos (Song et al., 2018). Nessa via, a glicose captada da circulacdo entra
principalmente na via glicolitica e na via do acido tricarboxilico para produzir citrato na
mitocondria, que é entdo transportado para o citosol e convertido a acetil-CoA pela
enzima ATP-citrato liase (ACLY). A enzima acetil-CoA carboxilase (ACC) catalisa a
formacdo do acetil-CoA a malonil-CoA, que é convertido a acido palmitico (palmitato)
pela acido graxo sintase (FAS). Por altimo, o acido palmitico € convertido a acido graxo
monoinsaturado pela enzima estearoil-CoA desnaturase 1 (SCD1), e a seguir
esterificado para formar TAG. Durante o processo de esterificagdo, a diacilglicerol
aciltransferase (DGAT) é responsavel pela ultima etapa de formacdo do TAG, onde o
terceiro acil-CoA é adicionado e o TAG armazenado. A DGAT estd presente na
membrana do reticulo endoplasmatico, mitocéndria e das goticulas de lipideos
(Calderon-Dominguez et al., 2016; Song et al., 2018)(llustracéo 2).

As goticulas de lipideos sdo uma forma eficiente e segura de armazenar o excesso
de energia na forma de tracilglicerdis neutros. Os adipdcitos sdo células especializadas
no armazenamento de TAG, e o fazem nas goticulas compostas por uma monocamada
de fosfolipideos, que se originam no RE (Barneda & Christian, 2017). O acumulo de
TAG, e suas fragdes, em outros tecidos levam ao desenvolvimento da lipotoxicidade e
consequentemente ao comprometimento da funcao celular. O figado é um 6rgédo chave
no metabolismo de lipideos, e também é capaz de armazenar TAG em pequenas
goticulas. No entanto, o conteudo de lipideos no figado € baixo, e ndo excede 5% de
gordura/massa de figado. Quando esse valor é ultrapassado, o acumulo de lipideos nos
hepatdcitos pode ser danoso para o tecido, e 0 processo passa a ser chamado de

esteatose (van Herpen & Schrauwen-Hinderling, 2008).

1.6.3. Lipdlise

O TAG armazenado nas goticulas de lipideos € hidrolisado pela via lipolitica para
liberar acidos graxos livres e glicerol em situacdes de demanda energética. Os acidos
graxos livres provenientes da lipdlise do TA servem como substrato para a B-oxidagao

em diversos tecidos, enquanto o glicerol € captado pelo figado para formar glicose
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atraveés da gliconeogénese. A lipase de triacilglicerol do adipécito (ATGL) esta presente
na membrana da goticula de gordura e catalisa o primeiro passo da lipdlise, em que
ocorre a quebra do TAG a diacilglicerol. A lipase horménio sensivel (HSL) é recrutada
para a goticula e catalisa a quebra a monoacilglicerol. A lipase de monoacilglicerol
(MGL), presente tanto no citosol quanto na membrana da goticula, quebra o

monoacilglicerol e libera o glicerol e o terceiro AG livre (Luo & Liu, 2016) (llustracéo 2).

1.6.4. B-oxidacdo mitocondrial e producao de ATP/calor

A mitocdndria € uma organela chave para o metabolismo celular e geracédo de
energia, além de participar da manutencdo da homeostase de calcio e dinamica redox
(Picard et al., 2018). Acidos graxos livres entram na via de B-oxidag&o que ocorre na
matriz mitocondrial, e para isso 0s AG sao esterificados a Acil-CoA pela ACSL, presente
na membrana da mitocondria, para entdo ser transportado para o interior da organela.
Acil-CoA interage com a enzima carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1), localizada na
membrana externa da mitocéndria e responsavel por produzir Acil-carnitina, que €
conduzido para dentro da mitocondria por uma translocase, onde volta a ser acil-CoA
pela acado da CPT2 (Mashek, 2013). Acil-CoA passa por ciclos de B-oxidagao que levam
a formacdo de NADH e FADH, e acetil-CoA. NADH e FADH; transferem elétrons a
cadeia respiratéria presente nas cristas da membrana interna mitocondrial. Ao final da
cadeia respiratdria, o oxigénio é usado como aceptor final de elétron e reage com
prétons para formar agua. A passagem dos elétrons pelas proteinas da cadeia
respiratoria promove o bombeamento dos prétons para o espaco inter-membranas. O
gradiente de protons formado retorna para a matriz através da ATP sintase, que usa a
forca proton-motriz para sintetizar ATP (Nsiah-Sefaa & McKenzie, 2016; Picard et al.,
2018)(llustracao 3).
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llustracdo 3. Cadeia respiratoria mitocondrial. NADH e FADH, provenientes da metabolizacdo dos
substratos energéticos doam elétrons e protons para a cadeia respiratéria. A passagem dos elétrons
pelos complexos da cadeia respiratoria promove o bombeamento dos prétons presente na matriz, para o
espaco inter-membrana. Os prétons retornam para a matriz pela ATP sintase e a for¢ca préton-motriz é
usada para formar ATP. A presenca da UCP1 na membrana interna desacopla a cadeia respiratoria e
permite o retorno dos prétons por ela, e a energia é dissipada na forma de calor. UCP1: proteina
desacopladora 1. NADH: Nicotinamida-Adenina-Dinucleotidio. FADH,: Flavina-Adenina-Dinucledétidio.
ATP: Adenosina trifosfato. ADP: Adenosina difosfato. H™: Proton. e: Elétron. Adaptado de Krauss et al.,
2005.

Nos adipdcitos marrons e bege, a presenca de UCP1 na membrana interna da
mitocondria desacopla a cadeia respiratoria, desviando o retorno de protons pela UCP1
e a energia gerada se dissipa na forma de calor (Bargut et al., 2016)(llustragao 3).
Dessa forma, uma disfungdo na fisiologia mitocondrial tem sido associada a uma
reducdo da oxidagdo dos substratos energéticos como os lipideos, podendo contribuir
para o acumulo de gordura dentro da célula e contribuir para a progressdao da

obesidade e doencgas associadas (Lopez-Lluch, 2017).
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1.7. Autofagia e estresse de reticulo endoplasmético

7

Autofagia é um processo catabolico intracelular fisioldégico, essencial para a
manutencdo do controle de qualidade celular. O processo ocorre pela digestdo e
reciclagem de organelas velhas ou danificadas, agregados proteicos e goticulas de
lipideos. Na macroautofagia, ocorre a formacdo de um autofagossomo, formado por
dupla membrana que engloba partes do citoplasma e organelas inteiras.
Posteriormente, o autofagossomo se funde ao lisossomo, e 0 seu conteudo é
hidrolisado pela acdo das enzimas lisossomais liberando aminoéacidos, glicose e AG

livres para serem reutilizados pela célula (Eskelinen, 2019).
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llustracdo 4: Processo autofagico. Iniciacao: dupla membrana é recrutada. Alongamento: a vesicula se
forma ao redor do material a ser degradado. Fusdo: o autofagossomo se funde ao lisossomo.
Degradacdo: o contetdo é degradado pelas enzimas lisossomais. ATG: proteinas relacionadas a
autofagia. LC3I: forma inativa da proteina leve associada a microtibulos 3. LC3lII: forma ativa da proteina
leve associada a microtibulos 3. LAMP: proteina de membrana associada ao lisossomo. PI3KIII:
fosfatidilinositol-3-quinase classe lll. Arquivo pessoal.

A maquinaria molecular basica da autofagia envolve a atividade das proteinas
relacionadas a autofagia (ATG), que participam da formacdo de autofagossomo. O
processo se inicia com o complexo quinase ativadora de autofagia 1 semelhante a unc-
51 (ULK1) que se liga a uma dupla membrana isolada (fagéfaro) para dar inicio a
formacéo do autofagossomo. A proteina fosfatidilinositol-3-quinase classe Il (PI3KIII), a
gual se encontra complexada a proteina Beclinl (equivalente de mamifero do gene
ATG6), produz o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), uma molécula lipidica
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sinalizadora essencial para recrutamento de outros complexos e alongamento do
autofagossomo. No alongamento, o complexo ATG5-ATG12 é recrutado até o fagéfaro.
Enquanto isso, a proteina leve associada a microtibulos 3 (LC3), sintetizada numa
forma precursora, € clivada pela ATG4 resultando na forma citosolica LC3l. LC3I é
entdo conjugada a fosfatidiletanolamida pela acdo do complexo ATG7-ATG3, para
formar o LC3Il, que se une a membrana do fagofaro. O alongamento do fagéfaro se
inicia ao redor das moléculas/organelas a serem degradadas, e entdo o complexo
ATG5/ATG12 é clivado, enquanto LC3Il permanece ligado a membrana interna e
externa do autofagossomo. A LAMP2 (proteina de membrana 2 associada ao
lisossomo) esta presente na membrana do lisossomo e do autofagolisossomo e
participa do processo de fusdo. Ao se fundir com o lisossomo, ATG4 cliva o LC3Il na
membrana externa, enquanto o LC3Il presente na membrana interna € degradado
dentro do autolisossomo (Galluzzi et al., 2017)(llustragéo 4).

Os principais reguladores do processo autofagico sdo o complexo mTOR1 (proteina
alvo da rapamicina em mamiferos) e o AMPK (proteina quinase ativada por AMP). O
complexo mTOR1 inibe a autofagia, e é ativado principalmente pela via Insulina/
Fosfatidilinositol3-quinase (PI3K)/Proteina quinase B (AKT). A AMPK é sensivel ao
estado energético da célula, sendo ativado pelo aumento da relacdo AMP/ATP. A
AMPK ativada, inibe mTOR1 levando ao aumento da autofagia (Codogno & Meijer,
2005).

Na obesidade, a autofagia pode estar tanto aumentada, quanto reduzida,
dependendo do tecido estudado e do estagio de desenvolvimento da obesidade. Essa
variacdo torna o estudo da autofagia na obesidade complexo, e a desregulacédo do
processo autofagico estd diretamente relacionado com a disfuncdo tecidual e o
desenvolvimento das doencas metabdlicas (Zhang et al.,, 2018). No figado, tem sido
mostrado que a obesidade se correlaciona com a diminuicdo da lipofagia, processo
autofagico envolvido com a degradacdo das goticulas de lipideos (Christian et al.,
2013). A reducado da lipofagia contribui para o aumento do acumulo de gordura no
figado e consequentemente para o desenvolvimento da esteatose hepatica (Lavallard &
Gual, 2014). No TAM, a obesidade esta correlacionada com a reducéo da lipofagia,
mas principalmente com o aumento da mitofagia, processo que degrada e recicla

mitocondrias disfuncionais, contribuindo para a reducdo do niumero de mitocondrias e
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perda da funcdo termogénica (Shimizu & Walsh, 2015). Ja no TAB, o estimulo da
autofagia € importante para diferenciacdo celular e atua em conjunto com a lipdlise para
degradacéao dos estoques de TAG (Ferhat et al., 2018; Zhang et al., 2018).

Além das modificacdes no padrdo da autofagia, tem sido mostrado que a disfuncéo
do RE pode levar a alteracdo no metabolismo celular e contribuir para o acumulo de
gordura e a resisténcia a insulina em diversos tecidos. Em situagdes patoldgicas e/ou
de estresse metabolico, como acumulo de lipideos e estresse oxidativo, a demanda por
sintese proteica aumenta e pode ocorrer uma queda na qualidade das proteinas
produzidas pelo reticulo e consequentemente um acumulo de proteinas malformadas e
mal enoveladas (Senft & Ronai, 2015).

Com o objetivo de restaurar a homeostase, 0 RE inicia uma resposta adaptativa
denominada resposta a proteina ndo dobrada (UPR), que ocorre a partir da ativacao de
trés diferentes vias de sinalizacdo mediadas por receptores presentes na membrana
RE: proteina quinase endoplasmatica similar & PKR (PERK); enzima ativada por inositol
1 alfa (IRE1a) e fator ativador de transcricdo 6 (ATF6). Esses 3 receptores estao
acoplados a chaperona BIP (chaperona do reticulo endoplasmatico). A medida que as
proteinas malformadas se acumulam no limem do RE, as BIP se ligam a essas
proteinas, liberando IRE1a, PERK e ATF6 para ativacdo. De forma geral, essas trés
vias regulam a transcricdo génica de varios fatores envolvidos na expansdo do RE,
diminuicdo na sintese de proteinas, aumento da sintese de chaperonas, degradacédo de
proteinas malformadas e resposta inflamatéria e anti-oxidante (Hetz et al., 2015; Senft &
Ronai, 2015)(llustracao 5).

A PERK fosforila e ativa o fator de iniciacdo da traducdo eucarittica 2 alfa
(elF2a), que inibe a traducdo global de proteinas, enquanto facilita a transcricédo do fator
ativador da transcricdo 4 (ATF4). O ATF4 é responsavel pela indugcédo de fatores pré-
apoptoéticos como a proteina homologa C/EBP (CHOP) e consequentemente a proteina
de parada de crescimento celular induzida por danos ao DNA (GADD34) durante o
estresse crénico. A PERK também é responsavel pela forsforilagdo do fator nuclear
eritrdide 2-relacionado ao fator 2 (NRF2), um importante fator anti-oxidante. Quando
ativada, a IRE1a age como endonuclease levando ao splicing do RNAm da XBP1
(proteina de ligacdo a X-box 1), cuja proteina estimula a transcricdo de chaperonas,

componentes da degradacdo de proteinas associada ao RE (ERAD) e a biossintese de
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fosfolipidios, que contribui para a expansdo do RE. IREla também pode agir como
RNAse, degradando RNAm presentes na membrana do RE e também reduzindo o
aporte de proteinas. Ja o ATF6 quando liberado, é transportado pra o complexo de
Golgi onde é clivado e ativado. O ATF6 também age como fator de transcricédo e regula
componentes do ERAD, expansdo do RE e transcricdo de chaperonas (Cnop et al.,
2012).

A disfuncdo crénica da organela contribui para o desenvolvimento da resisténcia a
insulina através principalmente da via da IRE1a, no qual leva a ativagdo da c-Jun N-
terminal quinase (JNK) e fosforilacdo em serina do substrato do receptor de insulina tipo
1 (sitio inibitério) (Sun et al., 2015). Além disso, o estresse do reticulo pode levar a
clivagem e maturacdo do SREBP1c presente na membrana do RE, o que contribui para
ativacdo da maquinaria lipogénica (Fang et al., 2013; Kammoun et al., 2009).

O estresse de RE esta diretamente relacionado a progressédo da NAFLD no figado,
devido ao estabelecimento de um estado inflamatério durante a UPR. A Via da PERK
leva a ativagao do fator nuclear kappa B (NFkB), que aumenta a expresséo de citocinas
pré-inflamatérias como TNFa, IL1B e IL6. Dessa forma estresse de RE estimula a
inflamacdo, que por sua vez contribui para a permanéncia do estado de estresse,

gerando um ciclo vicioso (Passos et al., 2015).
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llustracdo 5. Estresse de reticulo endoplasmatico. Em situagcéo de estresse, a Bip se desacopla dos 3
receptores presentes na membrana e permite a ativagdo das vias de sinalizacdo. Via ATF6, que precisa
ser clivado no Aparato de Golgi para sua ativagdo. Via IRE1-XBP1. Via PERK-elF2a-ATF4. ATF4, ATF6,
XBP1 atuam como fatores de transcricdo e regulam a expresséo de diversos genes. ATF4: fator ativador
da transcricdo 4. ATF6: fator ativador de transcricdo 6. BIP: chaperona do reticulo endoplasmatico.
CHOP: proteina homéloga C/EBP. elF2a: fator de iniciagdo da traducdo eucariética 2 alfa. IRE: enzima
ativada por inositol. JNK: c-Jun N-terminal quinase. NRF2: fator nuclear eritride 2-relacionado ao fator 2.
PERK: proteina quinase endoplasmaética similar a PKR. XBP1: proteina de ligacdo a X-box 1. Adaptado
de Zhang et al., 2019.

Disfuncao na via autofagica contribui para o estabelecimento do estresse de RE. Por
outro lado, a UPR estimula o processo autofagico como um mecanismo complementar
de degradagdo para a remocdo de agregados proteicos, goticulas de lipideos,
mitocondrias disfuncionais, e partes do reticulo danificado e contribuir para o
restabelecimento da homeostase. Durante a UPR, a ativagado da IRE1a-JNK fosforila a
linfoma de células B (Bcl2); esta se encontra complexada a Beclinl, e quando ativada,

libera a Beclinl para a formag¢do do autofagossomo. Além disso, a XBP1s estimula a
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transcricdo da Beclinl, enquanto o ATF4 regula a expressao da ATG5 e ATG12, que

participam junto ao LC3 do alongamento do autofagossomo (Zhang et al., 2019).

1.8. Canela e cinamaldeido

A canela (Cinnamomun verum) é uma das especiarias mais consumidas no mundo,
com efeitos benéficos comprovados, principalmente quanto a melhora da homeostase
glicémica, atuando como insulina-simile e potencializando os efeitos da insulina (Allen
et al.,, 2013; Khan et al., 2003; Hlebowicz et al., 2007; Ranasinghe et al., 2013)
Trabalhos também demonstram os beneficios da canela quanto a composi¢éao corporal,
reducdo do ganho de peso e do perfil lipidico (Couturier et al., 2010; Khan et al., 2003;
Lopes et al., 2015; Yazdanpanah et al., 2019) , além de apresentar importante acéo
anti-oxidante (Kaur et al., 2019) e anti-inflamatoéria (Khare et al., 2016). Dessa forma, o
uso da canela tem sido apontado como uma especiaria capaz de reduzir complicagbes
associadas a obesidade e comorbidades (Kwan et al., 2017; Mollazadeh &
Hosseinzadeh, 2016), que ocorre via modulacdo de vias lipogénicas e de lipdlise e
oxidacao no TAB e figado (Lopes et al., 2015; Kwan et al., 2017).

A canela é considerada um nutracéutico de baixa toxicidade, em que é possivel
observar efeitos benéficos no metabolismo na dose entre 1 a 6 gramas de canela por
dia, como demostrado em estudos em humanos (Allen et al., 2013; Hlebowicz et al.,
2007). E importante ressaltar que os estudos explorando os efeitos da canela tanto na
homeostase glicémica, quanto na composicao corporal sdo feitos em animais/individuos
adultos. Esses efeitos em modelo de obesidade em idades como a infancia e
adolescéncia nunca foram investigados.

Dentre os componentes bioativos da canela, o cinamaldeido se destaca devido a
sua alta concentracdo (~90% do Oleo essencial da canela) (Ranasinghe et al., 2013,
2012), e sua capacidade de mediar os efeitos benéficos da canela como anti-
diabetogénico e anti-obesogénico (Camacho et al., 2015; Huang et al., 2007), anti-
oxidante (Subash Babu et al., 2007) e anti-inflamatorio (Khare et al., 2016).

De forma interessante, a canela € amplamente divulgada como uma especiaria
termogénica, entretanto, sdo poucas e recentes as evidéncias na literatura sobre seu

papel sobre a termogénese no TAM e browning no TAB subcutaneo (Kwan et al., 2017).
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Quanto a atividade do TAM, ja foi mostrado que o cinamaldeido estimula a
termogénese através do aumento de marcadores como PPARy, PRDM16, PGC1a e
UCP1 (Khare et al.,, 2016; Tamura et al., 2012; Zuo et al., 2017). Além disso, o
cinamaldeido é capaz de estimular o browning no tecido adiposo branco, aumentando a
expressdo de genes relacionados a termogénese, como o FGF21 e a UCP1 (Jiang et
al., 2017; Zuo et al., 2017). No trabalho de Jiang e colaboradores (2017), foi mostrado
qgue o cinamaldeido, em cultura primaria de adipécitos subcutaneos (murino e humano),
0 componente é capaz de aumentar a expressdao de genes relacionados a
termogénese, de forma dependente do FGF21.

Os efeitos da canela e/ou cinamaldeido sobre a termogénese pode ser um
mecanismo complementar que contribua para reducdo da gordura e melhora da
composicdo corporal. Ainda é preciso explorar os mecanismos envolvidos na ativacao
do tecido adiposo marrom e avaliar em modelo de obesidade precoce se a
termogénese estimulada pelo cinamaldeido possa contribuir para a reversdo desse
guadro. Quanto aos mecanismos de acéo, ja foi descrito que componentes do extrato
de canela (Sheng et al., 2008) e o cinamaldeido (Li et al., 2015) atuam como agonistas
dos PPARSs, sendo esse possivelmente um dos mecanismos envolvidos na indugcédo da
B-oxidacéo, termogénese e reducdo da lipogénese e consequentemente de modulagéo
da composicédo corporal e sensibilidade a insulina.

A canela vem sendo apontada na literatura como um nutracéutico com potencial
para ser um adjuvante no tratamento de desordens metabdlicas devido ao seu efeito
benéfico no metabolismo energético. Sabendo da importancia da obesidade infanto-
juvenil e sua associacdo com diversas doencas metabdlicas, a busca por tratamentos
curativos e preventivos é de extrema importancia. Intervencdes durante a fase da
adolescéncia pode ser uma estratégia para o tratamento da obesidade precoce, uma
vez que o periodo da adolescéncia ainda possui grande capacidade plastica adaptativa,
sendo considerada uma janela de programacdo. Além disso, avaliar alteracdes
moleculares de vias relacionadas ao metabolismo lipidico, autofagia e estresse de RE
em tecidos metabdlicos é essencial para compreender os mecanismos associados ao
desenvolvimento e tratamento da doenca. Dessa forma, é possivel que tratamentos na
fase da adolescéncia revertam as alteragcbes metabdlicas induzidas pela obesidade

precoce e reduzam o risco de desenvolver doencas associadas a longo prazo.
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Hipotetizamos que tratamento com cinamaldeido durante a adolescéncia seja
capaz de melhorar o quadro da obesidade infanto-juvenil e comorbidades associadas
tais como dislipidemia e resisténcia a insulina. Além disso, é possivel que os efeitos
benéficos do cinamaldeido perdurem apds a suspensdo do tratamento, revertendo de

forma permanente alteracdes negativas associadas a obesidade infanto-juvenil.
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2. OBJETIVO
O objetivo do estudo foi avaliar o potencial do cinamaldeido como tratamento da
obesidade precoce, caracterizando os mecanismos moleculares no figado, tecido

adiposo branco e marrom no curto e longo prazo.

2.1. Objetivos especificos

Avaliar os seguintes parametros nos animais aos 60 dias de idade (logo ap6s o
tratamento) e aos 180 dias de idade (4 meses apos o fim do tratamento):
- Massa corporal dos animais, ingestdo alimentar, eficiéncia energética e massa dos
tecidos (figado, tecido adiposo branco visceral, tecido adiposo marrom);
- Glicemia, perfil lipidico e insulina;
- Morfologia do tecido adiposo branco (subcutaneo e visceral) e tecido adiposo marrom
por histologia;
- Conteudo de triacilglicerol, acidos graxos livres, colesterol total e esterificado no figado
por cromatografia em camada fina;
- Expressdo de RNAmM de genes envolvidos no metabolismo do tecido adiposo branco
subcuténeo e visceral por PCR em tempo real;
- Expressdo de RNAmM de genes envolvidos no metabolismo, regulagédo e fluxo
autofagico no tecido adiposo marrom por PCR em tempo real;
- Expressdo de RNAmM de genes envolvidos no metabolismo de triacilglicerol, colesterol,
marcadores da autofagia e estresse de RE no figado por PCR em tempo real;
- Expressado proteica de marcadores da autofagia e estresse de RE no figado por
Western blot.
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3. METODO

3.1. Desenho experimental

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Fluminense (n° 711/2015). Ratos Wistar foram mantidos no
biotério do Instituto Biomédico da UFF, com temperatura de aproximadamente 24°C,
ciclo claro (12h) e escuro (12h) controlados (luzes acesas as 7h), e livre acesso a agua
e racdo comercial (Nuvilab, Brasil).

Os animais, com idade de 2 a 3 meses, foram colocados para acasalamento na
proporcdo de trés fémeas para um macho. Quando identificada a gestacao, as fémeas
foram separadas e alocadas em gaiolas individuais. Para a indugdo da obesidade
precoce, 72h ap0s o nascimento, as ninhadas foram reduzidas para 3 machos por méae
(grupo superalimentado - SL - N=38; total de 14 maes)(llustracdo 6). As ninhadas do
grupo controle foram ajustadas para 10 machos (grupo controle - CT - N=23; total de 7
maes). Foram utilizadas somente ninhadas com 8 filhotes ou mais.

Os filhotes foram desmamados aos 21 dias de idade e alocados em gaiolas com
4 animais cada. Aos 30 dias de idade (inicio da adolescéncia) (Schneider, 2013),
iniciou-se o tratamento com cinamaldeido (Sigma-Aldrich, EUA) em metade do grupo
SL (grupo superalimentado tratado com cinamaldeido - SLC). O tratamento foi feito na
dose de 40mg/Kg de massa corporal/dia, por gavagem, ao longo de 30 dias (Huang et
al., 2011). O grupo controle e o restante do grupo SL recebeu veiculo (Dimetilsulféxido
[DMSO] 0,5%) por gavagem. Apos 24h da ultima dose de tratamento, parte dos animais
foi sacrificado (60 dias de idade) (llustracdo 6). Os grupos analisados aos 60 dias de
idade foram chamados: CT60 (N=10); SL60 (N=10); SLC60 (N=10). A outra parte foi
mantida até a idade adulta (180 dias de idade), com livre acesso a agua e comida
(llustracdo 6). Os grupos analisados aos 180 dias de idade foram chamados: CT180
(N=13); SL180 (N=9); SLC180 (N=9). Cada grupo foi formado usando animais machos
de diferentes ninhadas, de forma que todos 0s grupos possuem ao menos um animal

de cada méae utilizada no estudo.

23



Eutanasia Eutanasia

- N=10 N=0-13
o Joafsa| |21a [S0a] 60d
o +— . [ cT

Controlé
10 Filhotes/mae

| od
|

][5
| 1 ] ]

1 T | i | SL

Y& 53
DY | 1 1 1 1
I 1 1

4
J

]
1 1 |
lod | 3a| 210 |[B0a] 180d

Superalimentado
3 Filhotes/mae

v

Ratos Wistar ‘ Ajuste da ninhada ‘ | Adolescéncia — Tratamento com cinamaldeido 40mg/kg PC/dia |

llustrac&o 6. Esquema do desenho experimental. Od - dia do nascimento; 3d - dia do ajuste da ninhada
para 3 filhotes/mae ou 10 filhotes/mée; 21d - dia do desmame; 30d - inicio do tratamento com
cinamaldeido; 60d - eutandsia dos grupos aos 60 dias de idade; 180d - eutanasia dos grupos aos 180
dias de idade. CT: grupo controle. SL: grupo superalimentado. SLC: grupo superalimentado tratado com
cinamaldeido.

Durante a lactacdo os animais foram pesados diariamente. Apdés o desmame a
massa corporal e a ingestdo alimentar foram monitorados 3 vezes por semana. O
tratamento e cuidado dos animais foram realizados com a colaboragédo da aluna Silvia
Karl Boechat.

Os animais aos 60 e 180 dias de idade foram sacrificados por decapitacdo apés 3h
de jejum e o sangue do tronco foi coletado e centrifugado (1600g, 4° C, 15 minutos)
para obtencédo do soro, que foi armazenado a -70° C. O figado, tecido adiposo branco
(compartimento epididimal) e tecido adiposo marrom foram coletados, pesados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -70° C para andlises
moleculares. O tecido adiposo branco inguinal (compartimento subcutaneo) foi
coletado, imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -70° C. O
tecido adiposo branco retroperitoneal também foi dissecado e pesado. A soma das
massas dos compartimentos epididimal e retroperitoneal representa a massa do tecido
adiposo branco visceral (Mann et al., 2014). A eficiéncia energética foi calculada
usando a massa de tecido adiposo branco visceral dividido pela ingestdo total de
alimentos (massa de tecido adiposo branco visceral [mg]/ingestao total de alimento [g]).
Para os grupos analisados aos 60 dias de idade, o consumo total de alimentos

24



compreendeu o periodo do tratamento (30 a 60 dias), e para os grupos analisados aos
180 dias de idade, o consumo total compreendeu o periodo do tratamento até 180 dias
de vida.

3.2. Insulina sérica, perfil lipidico e glicemia

As concentracBes seéricas de insulina foram analisadas por radioimunoensaio
através de kit comercial (Linco Research, EUA) de acordo com as instrucfes do

fabricante. Todas as amostras foram medidas no mesmo ensaio e a variacao intra-
ensaio foi de 3,5% e o resultado foi expresso em plU/mL. O colesterol, triacilglicerol e

glicose no soro foram medidos por meio de ensaios colorimétricos utilizando Kits
comerciais (Colesterol Liquiforme, Triglicerideo Liquiforme e Glucose Liquiforme,
Labtest, Brasil), seguindo as instrugdes do fabricante. Os resultados foram expressos
em mg/dL. A resisténcia a insulina foi medida de acordo com a avaliagdo indice do
Modelo de Avaliacdo da Homeostase para determinacdo da resisténcia a insulina
(HOMA-IR) pela equacéao: glicemia em jejum em [mg/dL] x insulina em jejum [ulU/mL]
/405 (Antunes et al., 2016).

3.3. Concentracdes lipidicas hepaticas

As concentracfes de lipidios hepaticos foram avaliadas pela técnica de
cromatografia em camada fina (TLC). Homogeneizacédo do tecido foi feita em tampéo de
lise por tampéo de lise (Hepes 50mM, MgCl, 1mM, EDTA 10 mM e Triton X 1%) a partir
de 30 mg de figado e posteriormente normalizado pela concentracdo de proteinas.
Apés quantificacdo, o equivalente a 3000 pug de proteina foi misturado a uma solugéo
de cloroformio-metanol (1:2 v/v) e agitado de forma intermitente (durante a noite). A
mistura foi centrifugada (1000g durante 20 minutos a 20° C), e ao sobrenadante foram
adicionados 1mL de agua e 1mL de cloroformio. Apos centrifugagdo (1000g durante 20
minutos, em temperatura ambiente), a fase organica (contendo os lipideos) foi removida
e seca usando nitrogénio gasoso (N,). Os lipideos extraidos foram analisados por TLC
unidimensional para lipideos neutros. Os lipideos foram separados numa placa de silica
(Silicagel, Merck Millipore, HE, Alemanha), usando uma solugdo de hexano/éter
dietilico/acido acético na proporcdo 60:40:1. As solucdes padréo: triacilglicerol,
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colesterol, éster de colesterol e acido graxo foram usados como referéncia. Para
visualizacdo dos lipideos, as placas foram carbonizadas ap6s serem imersas numa
solugéo de 10% de CuSO, e 8% de H3PO, (v/v) e aquecidas a 150 °C durante 10
minutos. As placas foram analisadas por densitometria (software ImageJ, EUA). Os
resultados foram expressos em micrograma por micrograma de proteina. Para analise

do TLC, foram utilizadas 9 amostras por grupo.

3.4. Western blot

Para a andlise proteica, 50 mg figado foram homogeneizados em tampéao de lise
contendo inibidores de protease e fosfatase (Pierce Protease and Phosphatase inhibitor
mini Tablet, Thermo Scientifc, EUA). A concentracdo total de proteinas foi quantificada
utilizando kit de ensaio de proteinas BCA (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo
Scientifc). As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (10-
15% SDS-PAGE) e transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) (Amersham Hybond, GE, Alemanha). A membrana foi entdo bloqueada em 3%
de albumina sérica bovina (BSA, INLAB), ambos diluidos em TBS-T (tampé&o salina com
Tris 25 mM, Glicina 190 mM, Metanol 20%, com 0,1% de Tween) em temperatura
ambiente, durante 1 hora para evitar ligagbes inespecificas do anticorpo primario.
Sequencialmente, a membrana foi incubada overnight a 4 °C com o0s seguintes
anticorpos primarios: anti-LC3B (1:1000, céd 3868, Cell Signaling, EUA), anti-Beclinl
(1:1000, cod 3495, Cell Signaling), anti-ATG12 (1:1000, céd 4180, Cell Signaling), anti-
AMPK fosforilado (1:500, c6d sc-101630, Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-IRE1a
(2:200, cod sc-20790, Santa Cruz Biotechnology), anti-Xbpls (1:500, c6d 12782, Cell
Signaling), anti-PERK fosforilada (1:400, céd sc-32577, Santa Cruz Biotechnology),
anti-elF2a fosforilado (1:400, cod 3398, Cell Signaling). A ciclofilina (1:1000, céd sc-
20361, Santa Cruz Biotechnology) foi usada como proteina constitutiva para normalizar
os dados obtidos. ApGs o anticorpo primario, a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase, especifico para a origem do anticorpo primario
(diluicdo de 1:10.000 a 1:40.000), durante 2 horas em temperatura ambiente. A
expressdo das proteinas foi detectada por meio de um sistema de deteccdo de
guimiluminescéncia com ECL Prime (Healthcare, GE) e as imagens das bandas foram
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obtidas com o sistema ChemiDoc (Bio-Rad, EUA). A intensidade das bandas

guimioluminescentes foi determinada utilizando o software ImageJ, verséo 1.48.

3.5. Reagcédo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

Andlise da expressdo de RNAm foi feita no figado, tecido adiposo marrom e
branco (compartimento epididimal e inguinal) por PCR em tempo real.
Aproximadamente 50 a 60 mg de tecido foram usados para extracdo de RNA total
usando o reagente Trizol (TRIzol Reagent®, Invitrogen®, EUA) de acordo com as
instrucbes do fabricante. Em seguida, o RNA foi quantificado através da leitura em
absorbancia de 260nm e a pureza foi avaliada pela razdo 260/280nm. O cDNA foi
sintetizado a partir de 06 a 1ug de RNA total usando a enzima Transcriptase Reversa
(Superscript 111, Invitrogen®, EUA). O PCR em tempo real, foi feita com o kit GoTaq®
gPCR Master Mix (DNA polimerase, Promega, EUA), equipamento Step One Real-Time
PCR system (Applied Biosystems, EUA), para quantificagdo dos genes seguindo 0s
seguintes parametros: 95°C por 2 minutos; 40 ciclos a 95°C por 15 segundos; 60°C por
60 segundos. Apds os 40 ciclos, os amplicons foram avaliados quanto a sua
especificidade pela curva de dissociacdo (melting). As sequéncias dos
oligonucleotideos usados para 0s genes de interesse estdo descritos na tabela 1. O
gene de referéncia Rplp0 (36p4) foi usado no figado e TAM, e o Gapdh (GAPDH) no
TAB epididimal e inguinal. A expressdo dos genes de referéncia ndo apresentou
variacdo entre 0S grupos experimentais em nenhum dos tecidos estudados. A

quantificacao relativa foi feita pelo método 27247,

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos (primers) usados para avaliar a expressao de RNAm.

Gene Proteina Sequéncia

Acaca ACC1 Forward 5-GCCTTACAGGATGGTTTGGCCTTT-3’
Reverse 5-AACAAATTCTGCTGGCGAAGCCAC-3

Acat ACAT1 Forward 5-GCTGAAGTGAACTACCCCTT-3
Reverse 5-GAGCCATGCCTCTAGTACCT-3

Adrb3 ARB3 Forward 5-CGTTGCTTGTCTTTCTGTCTT-3'
Reverse 5-AGAACTCACCGCTCAACAG-3’

Atf6 ATEG Forward 5-CACTAGCATCAGTAGGA-3’
Reverse 5-GGTGGTAGCTGGTAATA-3

Atg5 ATG5 Forward 5-CTGAAGACGGAGAGAAGAAGAG-3’
Reverse 5-TGTGAAGGAAGTTGTCTGGATAG-3'

Atg7 ATG7 Forward 5-CAGCCCTGCCATACTTCTTAT-3’

Reverse 5-CCGACTGTTAACTTTGTCCTTTG-3’

27



Forward 5-GCTCAGTACCAGCGAGAATATAG-3’

Becnl Beclinl Reverse 5-CATAGCGCATCTGGTTCTCTAC-3’
Cptta CPT1a Forward 5'-GAGCCAGACCTTGAAGTACC-3’
Reverse 5-AGCGACTCTTCAATACTTCCC-3’
Ddit3 CHOP Forward 5-GAAGCCTGGTATGAGGATCTG-3'
Reverse 5-TGATTCTTCCTCTTCGTTTCCT-3’
Eitoa oIF2g Forward 5-CTCTCTGTTCTCAATCAGGCTATG-3'
Reverse 5-ACTTTGGGCTCCATCTGAAC-3’
. Forward 5-GCGGCAGGTCCTTAGTAATC-3’
Eif2ak3 PERK Reverse 5-CCAGATCCCACGTCCAAATC-3’
Eml RE1a Forward 5-CTCCGAGCCATGAGGAATAAG-3’
Reverse 5-GAAGTAGCGCACGAAGTCA-3’
Fasn EAS Forward 5-GTCACAGTGTCCTCAGAGTTG-3’
Reverse 5-AGGCCAGTGCATTAAGGATG-3’
— . Forward 5'-CAAATCCTGGGTGTCAAAGC-3’
Reverse 5-GCCTCAGACTGGTACACATTG- 3
Forward 5-TCTCTGCTCCTCCCTGTT-3’
Gapdh GAPDH Reverse 5-GTAACCAGGCGTCCGATA-3’
Hmger HMGCOA Forward 5'-CCAGGATGCAGCACAGAATGT-3’
redutase Reverse 5°-CCAATTCGGGCAAGCTGCCG-3’
Hspab BIP Forward 5-GTTGTGACTGTACCAGCTTACT-3
Reverse 5-AGCTGCTGTTGGCTCATT-3’
I11b IL1B Forward 5-TTGTCGTTGCTTGTCTCTCC-3’
Reverse 5-GTGCTGTCTGACCCATGT-3’
6 L6 Forward 5-TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC-3'
Reverse 5-TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC-3'
Lamp2 L AMP2 Forward 5'-AGCACTATTGGGGCATTCAC-3’
Reverse 5-GGTGTGAATGATGGGTGCTA-3’
Ldir LDLR Forward 5-CCAGTGCGGCGTAGGATT-3'
Reverse 5-GGGACTCATCGGAGCCAT-3’
Lep Leptina Forward 5'-CCATCTTGGACAAACTCAGAATG-3’
Reverse 5-GACCATTGTCACCAGGATCA-3
Lipe HsL Forward 5'-AGATCCAGTCCACTAATCCCA-3’
Reverse 5-GCTCCATCCACTTGTCAT-3’
Lol ™ Forward 5-GCTTGTCATTCTCAGTTCCAGA-3’
Reverse 5-AGCCAAGAGAAGCAGTAAGATG-3’
Maplb LCaB Forward 5'-GAGCGATACAAGGGTGAGAAG-3’
Reverse 5-GCAGGCGCCTTCTAATTATCT-3’
Ppara PPARG Forward 5-TTCAATGCCCTCGAACTGGA-3’
Reverse 5-GCACAATCCCCTCCTGCAAC-3’
Pparg PPARY Forward 5-AGCAGGTTGTCTTGGATGTC-3’
Reverse 5-GAATTAGATGACAGTGACTTGGC-3
Ppargela PGCa Forward 5'-ACTGAGCTACCCTTGGGATG-3'
Reverse 5-TAAGGATTTCGGTGGTGACA-3’
RplpO 3684 Forward 5-TTCCCACTGGCTGAAAAGGT-3’
Reverse 5-CGCAGCCGCAAATGC-3’
Sqstml 062 Forward 5'-GGGAACTCGCTATAAG-3’
Reverse 5-GAGAGAAGCTATCAGAG-3'
Forward 5'-AAAACCAGCCTCCCCAGAGC-3’
Srebflc SREBP1c Reverse 5-CCAGTCCCCATCCACGAAGA-3’
Forward 5'-CACTCACGCTCCTCGGTCAC-3’
Srebi2 SREBP2 Reverse 5-CGGATAAGCAGGTCTGTAGGTTGG-3’
Tnf TNFa Forward 5-GTCTTTGAGATCCATGCCATTG-3’
Reverse 5-AGACCCTCACACTCAGATCA-3’
Forward 5-TCAACACTGTGGAAAGGGACGACT-3’
Ucpl UCP1

Reverse 5-TCTGCCAGTATGTGGTGGTTCACA-3’




3.6. Histologia

Uma parte do tecido adiposo marrom e tecido adiposo branco (epididimal e
inguinal) armazenado foi descongelado e fixado em formalina 10% (v/v) durante 24
horas. Os tecidos foram desidratados em 4&lcoois de concentracdo crescente até
alcancar o alcool absoluto, diafanizados em xilol e incluido em Paraplast plus (Sigma-
Aldrich, EUA). O material foi seccionado com 5 ym de espessura e entdo os cortes
foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas do TAB e TAM foram
escaneadas pelo aparelho Pannoramic Midi — 3D Histech. As laminas do TAM foram
fotografadas (com objetiva de 30x) entre 4 a 6 campos por amostra (n=5 animais por
grupo) no programa Pannoramic Viewer. A gordura no TAM foi quantificada por pixels
pelo programa Image-Pro Plus® e o resultado foi normalizado pela area da imagem
(Mandarim-de-Lacerda et al., 2010). As laminas do TAB inguinal e epididimal foram
analisadas pelo programa Aperio ImageScope (versdo 12.4), em que a altura e a
largura de 50 adipdcitos por animal (com objetiva de 20x) foi mensurada, e a média
usada para determinar o diametro expresso em pm. O diametro dos adipécitos também
foi usado para determinar a classificacdo dos adipocitos por tamanho de acordo com as
seguintes medidas: <35um - pequeno; >35um e <71um - médio; >71um - grande
(Alexandre-Santos et al., 2018; Mandarim-de-Lacerda et al., 2010).

As analises histoldgicas do tecido adiposo marrom fizeram parte da dissertacéo de
mestrado da aluna Silvia Karl Boechat e integram os resultados desta tese para fins de

contextualizacdo com analises moleculares.

3.7. Anélise estatistica

Os dados foram expressos como a meédia * erro padréo da média. A normalidade
dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e analisada por One-way ANOVA
seguida do poés-teste de Holm-Sidak e Tukey ou analise ndo paramétrica de Krustal-
Walllis seguida do poés-teste de Dunn. Os valores P pos-testes foram descritos na
subsecao dos resultados. O teste t de Student foi usado para comparar o ganho de
massa corporal entre os grupos CT e SL durante o periodo de lactagcdo. O software
GraphPad Prism 6 (versdo 6.01, EUA) foi utilizado para esta analise e as diferencas

foram consideradas significativas em P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. A superalimentacdo precoce induziu alteragcdes metabdlicas nos ratos
jovens.

O modelo de superalimentacéo precoce induzido pela reducdo do tamanho da
ninhada levou a um maior ganho de massa corporal no grupo SL durante a lactacdo, a
partir do 6° dia (CT 32,849 + 1,44; SL 40,279 + 0,88; P<0,001). No desmame (21 dias
de idade), o grupo SL continuou apresentando maior massa corporal em relacdo ao
controle (CT 42,319 + 1,74; SL 50,189 + 0,91; P<0,001) e esse fendtipo persistiu até a
idade adulta (Tabela 2: P=0,017, SL60 vs CT60). Aos 60 dias de idade, o grupo SL60
também apresentou maior massa de TAB visceral (P<0,001, SL60 vs CT60), maior
ingestéo alimentar acumulada (P=0,007, SL60 vs CT60), resisténcia a insulina (HOMA-
IR: P=0,047, SL60 vs CT60), maior eficiéncia energética (P=0,006, SL60 vs CT60),
aumento na massa do TAM (P=0,006, SL60 vs CT60) e uma tendéncia para aumentar o
colesterol sérico (P=0,064, SL 60 vs CT60) (Tabela 2). Apesar das alteracbes
metabdlicas observadas no grupo SL60, ndo houve outras alteracdes importantes no
triacilglicerol sérico e massa hepatica (Tabela 2) e conteado de AG e triacilglicerol
hepético nessa idade (Fig4A e 4B).

Tabela 2. Parametros metabdlicos e morfométricos dos animais aos 60 dias de idade.

A One-way
Parametros Grupos ANOVA
CT60 SL60 SLC60

Massa corporal (g) 270,6 £ 5,07 288,6 + 4,46* 287,4 +£1,93* P=0,006
Massa de tecido adiposo visceral (g) 3,45+0,21 5,29 £ 0,29* 4,52 + 0,23*# P<0,001
Ingestdo alimentar acumulada (kg)? 0.320 + 0,003 0,338 + 0,04* 0,333+ 0,002*  P=0,006
Eficiéncia energética (mg/g) 11,58 £ 0,45 15,62 +£1,17* 13,97 £ 0,56 P=0,007
Insulina sérica (uIU/mL) 14,06 + 0,84 19,47 £ 2,18 15,25 + 1,53 P=0,062
Glicose sérica (mg/dL) 128,9 + 4,7 136,2 + 4,34 129,3+5,34 P=0,200
HOMA-IR 4,43 +0,24 6,66 £ 0,97* 4,93 + 0,62 P=0,035
Triacilglicerol sérico (mg/dL) 82,31 +7,47 99,63 + 8,61 71,81 +£5,09# P=0,035
Colesterol sérico (mg/dL) 103,7 £ 4,06 117,1 + 4,46 108,7 + 3,06 P=0,065
Massa do figado (g) 12,05+ 0,29 12,28 + 0,28 12,18 £ 0,25 P=0,968
Massa do tecido adiposo marrom (g) 0,22 + 0,008 0,28 + 0,017* 0,25 + 0,006 P=0,008

Resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média.

* Diferenca estatistica vs grupo CT60.
# Diferenca estatistica vs grupo SL60.
® Durante o tratamento.
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4.2. O tratamento com cinamaldeido induziu resultados benéficos no curto
prazo.

Aos 60 dias de idade (ap6s o término do tratamento com cinamaldeido), os
animais SLC60 apresentaram menor massa de tecido adiposo visceral (P=0,010,
SLC60 vs CT60; P=0,040, SLC60 vs SL60), sem apresentar alteragcdo na ingestéo
alimentar e massa corporal quando comparado ao grupo SL60. Os animais SLC60
também apresentaram atenuacao da eficiéncia energética e da massa do TAM (Tabela
2). Além disso, o tratamento com cinamaldeido foi capaz de atenuar a resisténcia a
insulina, conforme indicado pelos valores HOMA-IR e reduzir o triacilglicerol sérico em
comparacao com o grupo SL60 (P=0,032) (Tabela 2).

4.3. O tratamento com cinamaldeido reduziu a obesidade hipertrofica e
modulou marcadores de fungdo do TAB no compartimento inguinal e
epididimal no curto prazo.

Avaliamos a morfologia do tecido adiposo branco epididimal (representando o
compartimento visceral), através de cortes histologicos corados com Hematoxilina-
Eosina (FiglA), e vimos que 0s animais SL60 apresentaram adipdcitos com diametro
maior (P<0,0001, SL60 vs CT60) (FiglB). Corroborando com a reducdo na massa de
tecido adiposo visceral, o grupo tratado com cinamaldeido apresentou reducdo no
didmetro dos adipdcitos (P<0.0001, SLC60 vs SL60) (FiglB).

Avaliamos diversos genes relacionados ao metabolismo do TAB epididimal e
inflamacéao por gPCR e ndo vimos alteracédo na expressao do Tnfa (TNFa), ll1b (IL1B) e
116 (IL6) (FiglC), Lep (Leptina), Pparg (PPARY), Srebplc (SREBP1c), Fasn (FAS), Lpl
(LPL) e Dgat2 (DGAT?2) (FiglD). A Unica alteracdo estatistica encontrada foi a redugéo
da Acaca (ACC) no grupo SLC60 vs SL60 (P=0,0378) (FiglD).
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Figura 1. Avaliagdo histolégica e da expressdo de RNAm no tecido adiposo branco epididimal aos 60
dias de idade. Grupo controle (CT60, barra branca), grupo superalimentado (SL60, barra preta), grupo
superalimentado tratado com cinamaldeido (SLC60, barra cinza). A: Imagem representativa dos cortes
histolégicos. Objetiva de 20X; Barra de escala em 100um. B: Didmetro dos adipdcitos (um). C: Expresséo
de RNAm de citocinas inflamatérias (Tnfa, 1l1b, 116). D: Expressdo de RNAm de marcadores do
metabolismo (Lep, Pparg, Srebplc, Acaca, Fasn, Lpl, Dgat2). E:. Valores expressos como média + erro
padrdo da média. Os resultados do qPCR s&o expressos em relagdo aos valores do grupo de controle,
gue foi definido como 1. N= 5-8. * Diferenca estatistica vs grupo CT60; # Diferenca estatistica vs grupo
SL60.
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Ao avaliarmos o compartimento inguinal, observamos o mesmo perfil morfolégico
(Fig2A): hipertrofia dos adipdcitos (P<0,0001, SL60 vs CT60) no grupo SL60, e reducao
no grupo SLC60 comparado ao SL60 (P<0,0001) (Fig2B). Nesse tecido ndo vimos
alteracao na expressao de RNAm da Lep, Fasn, Lpl, Dgat2. No entanto, o grupo SLC60
apresentou reducéo significativa do Srebplc (P=0,0037, SLC60 vs CT60; P=0,0114,
SLC60 vs SL60) e uma tendéncia a reducao na expressao da Acaca (P=0,0759, SLC60
vs CT60) (Fig2C). Além disso, o0 grupo SLC apresentou aumento na expressao do
Pparg (P= 0,0498, SLC60 vs SL60; P= 0,0780, SLC60 vs CT60), Ppargcla (PGC1a)
(P=10,0523, SLC60 vs SL60; P=0,0142, SLC60 vs CT60) e Fgf21 (FGF21) (P=0,0327,
SLC60 vs SL60) (Fig2C).
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Figura 2. Avaliacéo histoldgica e da expressédo de RNAm no tecido adiposo branco inguinal aos 60 dias
de idade. Grupo controle (CT60, barra branca), grupo superalimentado (SL60, barra preta), grupo
superalimentado tratado com cinamaldeido (SLC60, barra cinza). A: Imagem representativa dos cortes
histolégicos. Objetiva de 20X; Barra de escala em 100um. B: Didmetro dos adipdcitos (um). C: Expresséo
de RNAmM de marcadores do metabolismo (Lep, Pparg, Srebplc, Acaca, Fasn, Lpl, Dgat2, Ppargcla,
Fgf21). Valores expressos como média + erro padrdo da média. Os resultados do qPCR sao expressos
em relacdo aos valores do grupo de controle, que foi definido como 1. N= 5-8. * Diferenca estatistica vs
grupo CT60; # Diferencga estatistica vs grupo SL60.
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4.4. O tratamento com cinamaldeido estimulou marcadores de funcédo e
regulacdo do tecido adiposo marrom no curto prazo

A avaliacdo histolégica do TAM (Fig3A) ndo mostrou diferenca estatistica no
acumulo de lipideos entre os grupos aos 60 dias de idade (Fig3B). Na expressédo de
RNAm do Ppargcla, Pparg e do Adrb3 (ARB3 - receptor adrenérgico beta 3), ndo
encontramos alteracdo entre os grupos. No entanto, o tratamento com cinamaldeido
estimulou a transcricdo do Ppara (PPARa) (P<0,0418, SLC60 vs CT60), da Ucpl
(UCP1) (P=0,0193, SLC60 vs CT60) e do Fgf21 (P=0,0092, SLC60 vs SL60) (Fig3C).

A expressdo de RNAmM dos genes da autofagia Becnl (Beclinl), Atg5 (ATGb),
Maplb (LC3) ndo variou nem no grupo SL60, nem no grupo SLC60. No entanto, o
tratamento estimulou a expressao do Lamp2 (LAMP2) nos animais SLC60 (P=0,0493,
SLC60 vs CT60) (Fig3D).
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Figura 3. Avaliacdo histoldgica e da expressdao de RNAm no tecido adiposo marrom aos 60 dias de
idade. Grupo controle (CT60, barra branca), grupo superalimentado (SL60, barra preta), grupo
superalimentado tratado com cinamaldeido (SLC60, barra cinza). A: Imagem representativa dos cortes
histolégicos. Objetiva de 30X; Barra de escala em 50um. B: Quantificacdo da porcentagem de lipideos.
C: Expressdo de RNAm de marcadores do metabolismo (Ppargcla, Pparg, Ppara, Ucpl, Adrb3, Fgf21).
D: Expressdo de RNAmM de marcadores da autofagia (Becnl, Atg5, Maplb, Lamp2). Valores expressos
como média + erro padrdo da média. Os resultados do gPCR sdo expressos em relacdo aos valores do
grupo de controle, que foi definido como 1. N= 5-8. * Diferenca estatistica vs grupo CT60. # Diferenca
estatistica vs grupo SL60.
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4.5. O tratamento com cinamaldeido melhorou o metabolismo lipidico
hepatico, estimulou a autofagia e reduziu o estresse de RE no curto prazo

O perfil lipidico hepéatico avaliado pelo TLC ndo mostrou alteracdo nos niveis de
acidos graxos livres ou triacilglicerdis (Fig4A e 4B). Quando os marcadores de sintese
de triacilgliceréis foram analisados, o grupo SL60 ndo apresentou alteragBes na
expressdo de RNAm do Srebflc, Acaca, Fasn e Lpl (Fig4C). J4 os animais SLC60
apresentaram menor expressao do Srebflc (P=0,003, SLC60 vs SL60; P=0,037, SLC60
vs CT60) e Acaca (P=0,003, SLC60 vs SL60) (Fig4C).

Foi observada uma reducdo na expressdo da Lipe (HSL) nos grupos SL60
(P=0,001) e SLC60 (P=0,001) em comparacdo com o controle (Fig4D). Além disso, ndo
houve alteracdo na expressdo génica de marcadores de oxidacao lipidica, como Ppara
e Cptla (CPT1la) (Fig4D).

N&o houve alterac¢des significativas no colesterol livre e no colesterol esterificado
no figado dos grupos SL60 ou SLC60, comparados ao grupo controle (FighA e 5B).
Além disso, ndo houve alteracdo na expressdo de RNAm de Srebf2 (SREBP2), Hmgcr
(HMG-CoA redutase), Acat (ACAT) e LdIr (LDLR) (Fig5C).
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Figura 4. Metabolismo de triacilglicerol hepatico aos 60 dias de idade. Grupo controle (CT60, barra
branca), grupo superalimentado (SL60, barra preta) e grupo superalimentado tratado com cinamaldeido
(SLC60, barra cinza). A: Contetudo de acidos graxos livres. B: Contetdo de triacilglicerol. C: Expresséao
de RNAm de genes envolvidos na sintese lipidica (Srebflc, Acaca, Fasn, Lpl). D: Expressdo de RNAm de
genes envolvidos na quebra e oxidacdo lipidica (Lipe, Ppara, Cptla). Os resultados do gPCR sé&o
expressos em relacdo aos valores do grupo controle, que foi ajustado para 1. N= 7-9. Os valores séo
expressos como média = erro padrdo da média. *Diferenga estatistica vs grupo CT60. #Diferenca
estatistica vs grupo SL60.
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Figura 5. Metabolismo de colesterol hepatico aos 60 dias de idade. Grupo controle (CT60, barra branca),
grupo superalimentado (SL60, barra preta) e grupo superalimentado tratado com cinamaldeido (SLC60,
barra cinza). A: Conteldo de colesterol livre. B: Conteldo de ésteres de colesterol. C: Expressao de
RNAmM dos genes envolvidos no metabolismo do colesterol (Srebf2, Hmgcr, Acat, Ldlr). Os resultados do
gPCR sé&o expressos em relagdo aos valores do grupo controle, que foi ajustado para 1. N= 7-9. Os
valores sdo expressos como média * erro padrdo da média.

Avaliando a via autofagica no figado, o grupo SL60 ndo apresentou alteracdes na
expressdo de RNAm da Becnl, Atg5, Atg7, Maplb e Lamp2 (Fig6A), nem alteracéo na
expressdo proteica de Beclinl, ATG12 e AMPK fosforilado (FigéB). No entanto, a
superalimentacdo precoce induziu a uma maior expressdo de RNAm de Sqgstml (p62)
(P=0,050, SL60 vs CT60) (Fig6A), enquanto reduziu a razdo da proteina LC3Il/I
(P=0,012, SL60 vs CT60) (Fig6B).

De forma interessante, o tratamento com cinamaldeido estimulou expressao
proteica da razdo LC3Il/I (P=0,019, SLC60 vs SL60) (FigéB), enquanto reduziu a

expressdo de RNAm do Sgstml (P=0,010, SLC60 vs SL60) (Fig6A). Além disso, a

39



expressdo da proteina ATG12 apresentou um perfil semelhante de expressédo de
LC3Il/l, apresentando um aumento n&o significativo no grupo SLC60 comparado ao
grupo SL60 (P=0,064, SLC60 vs SL60). Além disso, o grupo SLC60 apresentou maior
expressdo do AMPK fosforilado (P=0,053, SLC60 vs CT60; P=0,053, SLC60 vs SL60)
(Fig6B).
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Figura 6. Marcadores da via autofagica no figado aos 60 dias de idade. Grupo controle (CT60, barra
branca), grupo superalimentado (SL60, barra preta) grupo superalimentado tratado com cinamaldeido
(SLC60, barra cinza). A: Expressdo de RNAm (Becnl, Atg5, Atg7, Maplb, Sgstm1, Lamp2). B: Expresséo
proteica (Beclin, LC3Il/l, ATG12, p-AMPK). C: Bandas representativas obtidas por Western blot. Os
resultados sdo expressos em relagcdo aos valores do grupo de controle, que foi definido como 1. N= 7-
9.Valores expressos como meédia + erro padrdo da média * Diferenca estatistica vs grupo CT60. #
Diferenca estatistica vs grupo SL60.

Avaliando marcares de estresse de reticulo, nenhuma alteracdo na expressao de
RNAm de, Atf6 (ATF6), Eif2ak3 (PERK), Eif2a (elF2a), Hspa5 (BIP) e Ddit3 (CHOP)
foram observados entre os grupos (Fig7A). O grupo SL60 apresentou uma tendéncia de
aumento da IRE1a (P=0,080, SL60 vs CT60). O tratamento com cinamaldeido levou a
uma tendéncia de reducéo da Ernl (IRE1a)(P=0,085, SLC60 vs SL60) e a uma menor
expressédo da proteina IRE1a (P=0,041, SLC60 vs SL60) e elF2a fosforilado (P=0,009,
SLC60 vs CT60; P=0,016, SLC60 vs SL60) (Fig7B). Nao foram encontradas alteracdes
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na expressao proteica da PERK fosforilada e XBP1s em nenhum dos grupos nesta
idade (Fig7B).
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Figura 7. Marcadores do estresse de RE no figado aos 60 dias de idade. Grupo controle (CT60, barra
branca), grupo superalimentado (SL60, barra preta) grupo superalimentado tratado com cinamaldeido
(SLC60, barra cinza). A: Expressdo de RNAm (Ernl, Atf6, Eif2ak3, Eif2a, Hspa5, Ddit3). B: Expressao
proteica (IRE1a, XBP1s, p-PERK, p-elF2a). C: Bandas representativas obtidas por Western blot. Os
resultados sdo expressos em relacdo aos valores do grupo de controle, que foi definido como 1. N= 7-
9.Valores expressos como meédia + erro padrdo da média * Diferenca estatistica vs grupo CT60. #
Diferenca estatistica vs grupo SL60.

Os resultados referentes ao metabolismo lipidico, autofagia e estresse de reticulo
no figado aos 60 dias, estdo descritos no artigo recentemente publicado pela Journal of
Nutritional Biochemistry (J Nutr Biochem. 2020. doi: 10.1016/}.jnutbio.2019.108321).

4.6. O tratamento com cinamaldeido durante a adolescéncia resultou em
beneficios metabélicos no longo prazo

Aos 180 dias de idade, como esperado, o grupo SL180 manteve maior massa
corporal (P=0,033, SL180 vs CT180), apresentando maior obesidade visceral (P<0,001,
SL180 vs CT180), maior ingestao alimentar (P<0,001, SL180 vs CT180) associada a
maior eficiéncia energética (P=0,005, SL180 vs CT180), e um aumento nao significativo
do HOMA-IR (P=0,065, SL180 vs CT180) e da insulina sérica (P=0,065, SLC180 vs
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CT180). Além disso, os animais apresentaram aumento da massa do TAM (P<0,001,
SL180 vs CT180), da massa do figado (P=0,001, SL180 vs CT180), e do triacilglicerol
sérico (P=0,004, SL180 vs CT180)(Tabela 3).

Surpreendentemente, o tratamento com cinamaldeido (apenas na fase
adolescente) foi capaz de normalizar a adiposidade visceral (P=0,007, SLC180 vs
SL180), a eficiéncia energética (P=0,033, SLC180 vs SL180), e normalizar a massa do
TAM (P=0,043, SLC180 vs CT180; P=0,043, SLC180 vs SL180), enquanto reduziu a
hiperfagia (P<0,001, SLC180 vs SL180) no longo prazo (Tabela 3). O cinamaldeido
também foi capaz de atenuar o aumento de triacilglicerol sérico, no entanto, ndo foi
capaz de prevenir a maior massa hepatica induzida pela superalimentacdo precoce

(Tabela 3).

Tabela 3. Parametros metabdlicos e morfométricos dos animais aos 180 dias de idade.

A One-way
Parametros Grupos ANOVA
CT180 SL180 SLC180

Massa corporal (g) 467,9 £10,78 507 £11,18* 487,4 + 7,36 P=0,003
Massa de tecido adiposo visceral (g) 12,08 £ 1,07 18,92 + 1,39* 13,75 £ 0,65# P<0,001
Ingest&o alimentar acumulada (kg)® 0,697 £0,003 0,796 £0,012* 0,745+ 0,007*#  P<0,001
Eficiéncia energética (mg/qg) 17,1+ 13 23,73 +1,6* 18,46 £ 0,8# P=0,005
Insulina sérica (ulU/mL) 9,29+ 0,44 11,91 +£0,79 11,21 £1,00 P=0,056
Glicose sérica (mg/dL) 121,4 + 3,16 110,9+ 4,76 112,2+ 7,61 P=0,250
HOMA-IR 2,79+ 0,15 3,23+0,19 3,15+0,43 P=0,460
Triacilglicerol sérico (mg/dL) 54,85 + 5,37 100,4 £ 15,20* 84,66 + 7,36 P=0,004
Colesterol sérico (mg/dL) 107,4 £ 2,39 112,5 + 3,07 104,5 £ 1,07 P=0,116
Massa do figado (g) 14,40 + 0,43 16,81 + 0,45* 15,75 + 0,32* P=0,001
Massa do tecido adiposo marrom (g) 0,28 £ 0,01 0,42 + 0,02* 0,36 £ 0,01# P<0,001

Resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média.

* Diferenca estatistica vs grupo CT60.
# Diferenca estatistica vs grupo SL60.

Do dia 30 ao dia 180 de idade (durante e ap0s o tratamento).

4.7. O tratamento com cinamaldeido reduziu a obesidade hipertrofica e
modulou marcadores de funcdo do TAB no compartimento inguinal e
epididimal no longo prazo.

Aos 180 dias de idade, a avaliagdo histologica do TAB epididimal (Fig8A)
mostrou hipertrofia dos adipdcitos no grupo SL180 (P<0,0001, SL180 vs CT180)
(Fig8B). O tratamento com cinamaldeido durante a adolescéncia promoveu redugéo do
didmetro dos adipdcitos comparado ao grupo SL180 (P<0,0001) e ao grupo CT180
(P<0,0001) (Fig8B).
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Na avaliacdo da expressdo génica, ndo encontramos alteracdo na expressao de
citocinas inflamatorias Tnfa, 1l1b e 116 (Fig8C). No entanto, observamos aumento da Lep
(P=0,0026), Lpl (P=0,049) e Dgat2 (P=0,035) no grupo SL180 comparado ao CT180
(Fig8D). De forma interessante, o grupo SLC180 apresentou atenuacdo na expressao
da Lep, Lpl e Dgat2 e reducdo na expresséo do Pparg (P=0,034, SLC180 vs SL180)
(Fig8D).
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Figura 8. Avaliacé@o histoldgica e da expressdo de RNAm no tecido adiposo branco epididimal aos 180
dias de idade. Grupo controle (CT180, barra branca), grupo superalimentado (SL180, barra preta), grupo
superalimentado tratado com cinamaldeido (SLC180, barra cinza). A: Imagem representativa dos cortes
histolégicos. Objetiva de 20X; Barra de escala em 100um. B: Didmetro dos adipdcitos (um). C: Expresséo
de RNAm de citocinas inflamatérias (Tnfa, 1l1b, 116). D: Expressdo de RNAm de marcadores do

metabolismo (Lep, Pparg, Lpl, Dgat2). Valores expressos como média +

erro padrao da média. Os

resultados do qPCR sé&o expressos em relacéo aos valores do grupo de controle, que foi definido como 1.
N= 5-8. * Diferenca estatistica vs grupo CT180; # Diferenca estatistica vs grupo SL180.
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A avaliacdo histologica do compartimento inguinal (Fig9A) também mostrou
aumento do diametro dos adipocitos no grupo SL180 (P<0,0001, SL180 vs CT180), e 0
grupo SLC180 apresentou reducao desse parametro em comparacéo ao grupo CT180
(P<0,0001) e SL180 (P<0,0001) (Fig9oB).

Na avaliacdo da expressdo de RNAmM, o grupo tratado com cinamaldeido na
adolescéncia apresentou reducdo do Pparg (P=0,022, SLC180 vs CT180) e da Dgat2
(P=0,008, SLC180 vs CT180; P=0,052, SLC180 vs SL180), enquanto aumentou a
expressdo Ppargcla (P=0,028, SLC180 vs CT180; P=0,056, SLC180 vs SL180). Nao
vimos alteracdo na expresséao da Lep, Lpl, e Fgf21 (Fig9C).
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Figura 9. Avaliacao histoldgica e da expressdo de RNAm no tecido adiposo branco inguinal aos 180 dias
de idade. Grupo controle (CT180, barra branca), grupo superalimentado (SL180, barra preta), grupo
superalimentado tratado com cinamaldeido (SLC180, barra cinza). A: Imagem representativa dos cortes
histolégicos. Objetiva de 20X; Barra de escala em 100um. B: Didmetro dos adipdcitos (um). C: Expresséo
de RNAm de marcadores do metabolismo (Lep, Pparg, Lpl, Dgat2, Ppargcla, Fgf21). Valores expressos
como média * erro padrdo da média. Os resultados do gPCR sao expressos em relagcao aos valores do
grupo de controle, que foi definido como 1. N= 5-8. * Diferenca estatistica vs grupo CT180; # Diferenca
estatistica vs grupo SL180.
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4.8. O tratamento com cinamaldeido reduz o whitening do tecido adiposo
marrom no longo prazo.

Aos 180 dias de idade, a avaliagdo histolégica do TAM mostrou acumulo de
lipideos no grupo SL180 (P=0,007, SL180 vs CT180) (Figl0B), com morfologia similar a
dos adipdcitos brancos (Figl0A). O grupo tratado com cinamaldeido apresentou
reducdo do acumulo de lipideos em comparacdo ao grupo SL180 e em comparagcao ao
grupo CT180 (P=0,002, SLC180 vs CT180; P<0,001, SLC180 vs SL180) (Figl0B), com
reducdo do tamanho e nimero de goticulas de gordura (Fig10A).

Ao avaliarmos a expressao de RNAm, ndo vimos alteracdo no Ppargcla, Ppara e
Ucpl(Figl0C). No entanto, o grupo tratado com cinamaldeido apresentou reducdo na
expressdo do Pparg (P=0,039) e do Adrb3 (P=0,050) comparado ao grupo SL180, e
aumento na expressao de Fgf21 (P<0,0001, SLC180 vs CT180; P=0,0013, SLC180 vs
SL180) (Figl0C). A expressao dos genes relacionados ao processo autofagico Becnl,

Atg5, Maplb e Lamp2 ndo apresentou alteragdo em nenhum dos grupos (Fig10D).
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Figura 10. Avaliacdo histolégica e da expressdo de RNAm no tecido adiposo marrom aos 180 dias de
idade. Grupo controle (CT180, barra branca), grupo superalimentado (SL180, barra preta), grupo
superalimentado tratado com cinamaldeido (SLC180, barra cinza). A: Imagem representativa dos cortes
histolégicos. Objetiva de 30X; Barra de escala em 50um. B: Quantificagdo da porcentagem de lipideos.
C: Expressdo de RNAm de marcadores do metabolismo e regulacdo (Ppargcla, Pparg, Ppara, Ucpl,
Adrb3, Fgf21). D: Expressdo de RNAm de marcadores da autofagia (Becnl, Atg5, Maplb, Lamp2).
Valores expressos como média + erro padrdo da média. Os resultados do gPCR sdo expressos em
relacdo aos valores do grupo de controle, que foi definido como 1. N=5-8. * Diferenca estatistica vs grupo
CT180. # Diferenca estatistica vs grupo SL180.
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4.9. O tratamento com cinamaldeido induziu alteracbes benéficas no
metabolismo lipidico hepético, enquanto os efeitos sobre a autofagia e
estresse de RE séo perdidos no longo prazo

O grupo SL180 apresentou maior contetudo de triacilglicerol hepético (P=0,057,
SL180 vs CT180) (FigllB), sem alteracdes no conteudo de acidos graxos livres
(Figl1A). O tratamento com cinamaldeido foi capaz de atenuar o teor de triacilglicerol
hepético (FigllB). Investigando o0s mecanismos moleculares envolvidos no
metabolismo lipidico, observamos que a expressdao de RNAm do Srebflc (P=0,055,
SL180 vs CT180) e Acaca (P=0,012, SL180 vs CT180) foi maior no grupo SL180
(FigllC), e o tratamento foi capaz de atenuar a expressdao de ambos 0Ss genes
(Figl1C). Nao foram observadas alteracbes na expressdo do RNAm de Fasn, Lpl

(Fig8C), Lipe, Ppara e Cptla (Figl0D) entre os grupos aos 180 dias de idade.
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Figura 11. Metabolismo do triacilglicerol hepatico aos 180 dias de idade. Grupo controle (CT180, barra
branca), grupo superalimentado (SL180, barra preta) e grupo superalimentado tratado com cinamaldeido
(SLC180, barra cinza). A: Conteldo de acidos graxos livres. B: Contelido de triacilglicerol. C: Expresséo
de RNAm de genes envolvidos na sintese lipidica (Srebflc, Acaca, Fasn, Lpl). D: Expressdo de RNAm de
genes envolvidos na quebra e oxidacéo lipidica (Lipe, Ppara, Cptla). Os resultados do qPCR sao
expressos em relacdo aos valores do grupo controle, que foi ajustado para 1. N= 7-9. Os valores séo
expressos como média * erro padrdo da média. * Diferenca estatistica vs grupo CT180.

Da mesma forma do que foi descrito aos 60 dias de idade, ndo foram observadas
alterac6es nos marcadores de sintese de colesterol (Srebf2, Hmgcr, LdIr, Acat) entre os
grupos (Figl2C), nem alteragBes no colesterol total e colesterol esterificado no figado
(Figl2A e 12B), ou no colesterol sérico (Tabela 3).
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Figura 12. Metabolismo do colesterol hepatico aos 180 dias de idade. Grupo controle (CT180, barra
branca), grupo superalimentado (SL180, barra preta) e grupo superalimentado tratado com cinamaldeido
(SLC180, barra cinza). A: Conteddo de colesterol livre. B: Conteido de ésteres de colesterol. C:
Expressdo de RNAm dos genes envolvidos no metabolismo do colesterol (Srebf2, Hmgcr, Acat, LdIr). Os
resultados do qPCR sé&o expressos em relagéo aos valores do grupo controle, que foi ajustado para 1. N=
7-9. Os valores sdo expressos como média + erro padréo da média.

Quando os marcadores de autofagia foram avaliados por qPCR, ndo foram
observadas alteragdes na expressdo de RNAm da Becnl, Atg7, Maplb, Sgstml e
Lamp2 (Figl3A). Apesar de ser de baixa magnitude, o grupo SLC180 apresenta um
aumento na expressao do RNAmM do Atg5 (P=0,042, SLC180 vs CT180) (Figl3A). Em
relacdo a expressdo proteica, o grupo SLC180 apresentou reducdo de Beclinl
(P=0,055, SLC180 vs CT180), enquanto os grupos SL180 (P=0,007) e SLC180
(P=0,001) apresentaram aumento significativo na razao LC3Il/l em relagdo ao controle
(Fig13B). Nao foram observadas alteragbes na expressao proteica do AMPK fosforilado
ou ATG12 nesta idade entre os grupos (Figl13B).
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Figura 13. Marcadores da via autofagica no figado aos 180 dias de idade. Grupo controle (CT180, linha
CT), grupo superalimentado (SL180, barra preta) grupo superalimentado tratado com cinamaldeido
(SLC180, barra cinza). A: Expressdo de RNAm (Becnl, Atg5, Atg7, Maplb, Sgstml, Lamp2). B:
Expressao proteica (Beclin, LC3Il/I, ATG12, fosfo-AMPK). C: Bandas representativas obtidas por Western
blot. Os resultados sdo expressos em relagdo aos valores do grupo de controle, que foi definido como 1.
N= 7-9.Valores expressos como média + erro padrao da média. * Diferenca estatistica vs grupo CT180.

Aos 180 dias de idade, nenhuma alteracdo na expressdo de RNAm da Ernl,
Eif2ak3, Eif2a e Hspab foi encontrada entre os grupos (Figl4A). Contudo, o RNAm de
Ddit3 estava aumentado nos grupos SL180 (P=0,033) e SLC180 (P=0,009) em
comparacao com o controle. J4 a expressdo do Atf6 estava aumentada apenas no
SLC180 (P=0,004, SLC180 vs CT180) (Figl4A). Em relacdo a expressao proteica, nao
foram observadas alteragdes significativas em IRE1a, elF2a fosforilada e XBP1s entre
os grupos (Figl4B), enquanto o grupo SLC180 apresentou uma alta expressdo de
PERK fosforilada (P=0,010, SLC180 vs CT180; P=0,004, SLC180 vs SL180) (Fig14B).

52



-
Y
?

=]

x 2.5+ it
£z 23
= 2719 L5 £ 3 2.0 [
el £t
e = < 1.5
o = 10' -
2 e = =
& 0% £ 3 0.5
= v (.54
0.0- L 0.0
< o 2 S 5 2 % 1 o, “
L. R R 7, <, ®, , 73
4\1) < o @ & 4)IfA ‘jt’?.
C | CT180 : SL180 : SLC180 |
120KkDa [ il vt s s s s . s | IRE 10 O Grupo CT180
24KkDa| s mw m— e o q— = | Ciclofilina 8 Grupo SL1s0
GOKDa| - w—— - — — — — XBPls O Grupo SLC180
2AKD g [— e m— v o— — — — | (Cic|ofilina
125KkDa [ © mws === @mes | p-PERK
24kDa —_— — e | Ciclofilina
BSkDa_'— - . o p-elF2a
2AKD Q| ee—— . — e, s | ("iclofilina

Figura 14. Marcadores do estresse de RE no figado aos 180 dias de idade. Grupo controle (CT180, linha
CT), grupo superalimentado (SL180, barra preta) grupo superalimentado tratado com cinamaldeido
(SLC180, barra cinza). A: Expressdo de RNAm (Ernl, Atf6, Eif2ak3, Eif2a, Hspa5b, Ddit3). B: Expressao
proteica (IRE1a, XBP1s, fosfo-PERK, fosfo-elF2a). C: Bandas representativas obtidas por Western blot.
Os resultados sao expressos em relacdo aos valores do grupo de controle, que foi definido como 1. N= 7-
9.Valores expressos como média + erro padrdo da média. * Diferenca estatistica vs grupo CT180. #
Diferenca estatistica vs grupo SL180.

Os resultados referentes ao metabolismo lipidico, autofagia e estresse de reticulo
no figado aos 180 dias, estdo descritos no artigo recentemente publicado pela Journal
of Nutritional Biochemistry (J Nutr Biochem. 2020. doi: 10.1016/j.jnutbio.2019.108321).
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Tabela 4. Resumo dos resultados obtidos aos 60 e 180 dias de idade ap0s tratamento com cinamaldeido
durante a fase da adolescéncia no modelo de obesidade precoce induzida pela superalimentacdo na
lactacao.

Efeito do cinamaldeido

60 dias de idade 180 dias de idade
(logo apbs o final do tratamento) (4 meses apos o fim do tratamento)
| Massa corporal
| Eficiéncia energética
| Hiperfagia
|Massa de TAB visceral
| Triacilglicerol sérico

|Eficiéncia energética
|HOMA-IR

|Massa de TAB visceral
| Triacilglicerol sérico

JTamanho do adipécito JTamanho do adipécito
e~ Epididimal: Epididimal:

2 / ) |Acaca lLep |Pparg |Lpl |Dgat2
=« __  Inguinal Inguinal:

|Srebplc |Pparg |Dgat2

tPparg tPpargcla 1Fgf21 TPpargcla
= JAcumulo de triacilglicerol
|<£ @ tPpara 1Fgf21 tUcpl |Pparg |Adrb3 1Fgf21
= |Srebplc |Acaca |Lipe igfggmilo de triacilglicerol
© plc |Acaca
S " Tp-AMPK 1LC3II/I | Sgstm1 |Becn1 1LC3II!
o IRE1a |p-elF2a

1p-PERK 1Ddit3 1Atf6

Acaca: Acetil-CoA carboxilase 1. Adrb3: Receptor adrenérgico beta 3. Atf6: Fator ativador de transcri¢cdo
6. Becnl: Equivalente de mamifero do gene ATG6. Ddit3: Proteina homdloga C/EBP. Dgat2:
Diacilglicerol aciltransferase. Fgf21: Fator de crescimento de fibroblastos 21. HOMA-IR: indice do Modelo
de Avaliagdo da Homeostase para determinacdo da resisténcia a insulina. IRE1a: Enzima ativada por
inositol 1 alfa. LC3Il/I: Proteina leve associada a microtibulos 3 ativada. Lep: Leptina. Lipe: Lipase
horm&nio sensivel. Lpl: Lipoproteina lipase. p-AMPK: Proteina quinase ativada por AMP fosforilada. p-
elF2a: Fator de iniciacdo da tradugdo eucaridtica 2 alfa. Ppara: Receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma alfa. Pparg: Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama. Ppargcla: Co-
ativador 1 alfado receptor ativado por proliferador do peroxissoma. p-PERK: Proteina quinase
endoplasmatica similar & PKR fosforilada. Sqstm1: Sequestossomo 1. Srebplc: Proteina ligadora do
elemento regulador de esterdis 1c. TAB: Tecido adiposo branco. TAM: Tecido adiposo marrom.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou pela primeira vez o potencial efeito reprogramador do
cinamaldeido sobre o metabolismo energético em modelo animal de obesidade
precoce. Além disso, descrevemos pela primeira vez o impacto tanto do modelo de
superalimentacdo precoce, quanto do cinamaldeido sobre a modulacdo do processo
autofagico e estresse de RE.

O modelo de superalimentacdo precoce, induzido pela reducdo da ninhada,
levou a diversas alteraces metabdlicas, como maior massa de TAB visceral, maior
ingestdo alimentar e resisténcia a insulina aos 60 dias de idade, como descrito na
literatura (Bei et al., 2015; Conceicgéao et al., 2013; Habbout et al., 2013; Rodrigues et al.,
2007). Além disso, os animais do grupo SL60 apresentaram maior eficiéncia energética,
indicando maior armazenamento de gordura na regido visceral para a mesma ingestao
calorica. Os animais superalimentados também apresentaram hipertrofia dos adipocitos
tanto no compartimento epididimal (representante do tecido adiposo branco visceral)
guanto no compartimento inguinal (representante do tecido adiposo branco
subcutaneo), como descrito no modelo ao desmame (Conceicao et al., 2015; Kayser et
al., 2015).

O tratamento com cinamaldeido durante a adolescéncia foi capaz de reduzir a
massa de TAB visceral sem alterar a ingestédo alimentar, resultando em uma atenuacao
da eficiéncia energética. A capacidade de cinamaldeido como um nutracéutico anti-
obesidade, diminuindo a adiposidade visceral foi demonstrada anteriormente em
modelos de obesidade (Camacho et al., 2015; Khare et al., 2016), e o presente estudo
€ 0 primeiro a mostrar esse efeito em animais jovens. Os estudos na literatura sobre o
efeito do cinamaldeido sobre a saciedade sao pouco conclusivos, uma vez que
trabalhos descrevem reducédo da ingestdo (Khare et al., 2016; Zuo et al., 2017)
enquanto outros autores ndo veem alteracdo (Camacho et al., 2015; Huang et al.,
2011), como observado no presente estudo nessa idade.

Aos 180 dias, o grupo SL180 manteve o fendtipo de maior massa corporal,
apresentando maior obesidade visceral, e hipertrofia dos adip6citos brancos, maior
acumulo de gordura nos adipécitos marrons, maior ingestao alimentar associado a

maior eficiéncia energética, e maior nivel sérico de insulina, evidenciando a eficiéncia
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deste modelo de programacédo na inducédo de alteragcdes metabdlicas no longo prazo
(Bei et al., 2015; Conceicéo et al., 2017, 2015, 2013).

O cinamaldeido e o acido cinamico (produto da metabolizacdo do cinamaldeido)
sdo encontrados em diversos tecidos 12 horas apds a administracdo do cinamaldeido
em ratos. Apos 24h, nenhum dos compostos pode ser encontrado no organismo (Zhao
et al., 2015). Porém, sendo a fase da adolescéncia um dos periodos criticos do
desenvolvimento, com importante capacidade plastica de adaptacdo (Holtrup et al.,
2017), é possivel que a intervencdo com cinamaldeido nessa fase pudesse gerar
alteracbes epigenéticas estaveis e duradouras que promovessem beneficios
metabolicos para os animais no longo prazo.

Surpreendentemente, aos 180 dias (4 meses ap6s o fim da intervencdo) o
cinamaldeido usado na fase da adolescéncia foi capaz de normalizar a adiposidade
visceral, e a eficiéncia energética, e reduzir a hiperfagia. Ndo podemos descartar a
possibilidade de o cinamaldeido ter alterado mecanismos de saciedade, como descrito
por alguns autores (Khare et al., 2016; Zuo et al., 2017), que gerasse esse fendétipo aos
180 dias. Portanto, a reducado da adiposidade e hiperfagia observado nessa idade pode
ser consequéncia de diversos mecanismos centrais e periféricos, que sugerem um
efeito programador do cinamaldeido sobre o metabolismo. A partir desse resultado,
objetivamos explorar os mecanismos moleculares que poderiam estar envolvidos no
metabolismo lipidico do tecido adiposo aos 60 e 180 dias.

No grupo SL60 ndo vimos alteragcdo na expressdo da Lep, e de genes
relacionados a lipogénese e adipogénese como Pparg, Srebplc, Acaca, Fasn, Lpl e
Dgat2 em ambos os compartimentos. Apesar desse grupo ter apresentado aumento da
massa adiposa visceral e do diametro dos adipdcitos epididimais e inguinais, nao
identificamos as alteragfes moleculares que levaram a esse fenétipo. Outros autores ja
relataram aumento na expresséo proteica da ACC e FAS ao desmame (Conceicao et
al., 2015), e aumento da atividade da FAS no TAB visceral ao desmame e 84 dias de
idade (Balonan & Sheng, 2000). Esses dados sugerem aumento da lipogénese ao
desmame, que podem ter gerado o acumulo de gordura observado por nés aos 60 dias
de idade.

No grupo tratado, vimos que o cinamaldeido reduziu a obesidade hipertrofica nos

dois compartimentos do TAB, através da reducdo do didametro do adipdécito, enquanto
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reduziu significativamente a expressdo da Acaca (marcador da lipogénese de novo)
(Song et al, 2018) no TAB epididimal, sugerindo reducdo dessa via. Ja no
compartimento inguinal, o tratamento reduziu significativamente a expressdo do
Srebplc (fator de transcricdo indutor da lipogénese de novo) (Song et al., 2018),
sugerindo também reducdo da lipogénese nesse compartimento. Em cultura de
adipdcito, j& foi mostrado que o cinamaldeido reduz a lipogénese e acumulo de TAG
(Huang et al., 2007; Khare et al., 2016). A reducdo da lipogénese induzida pelo
cinamaldeido no TAB epididimal e inguinal parece ser um dos mecanismos
responsaveis pela reducdo do acumulo de TAB visceral e do tamanho do adipdcito,
como observado aos 60 dias.

N&o vimos alteracdo na expresséo do Ppargcla e Fgf21 no grupo SL60 no TAB
inguinal. No entanto, o cinamaldeido estimulou a expressdao do Pparg, Ppargcla e
Fgf21 nesse compartimento, sugerindo aumento do browning e termogénese. O
PPARy, PGC1a e FGF21 sao fatores essenciais na indugdao do browning, que ocorre
principalmente no compartimento subcutaneo do TAB (Cuevas-Ramos et al., 2019;
Merlin et al., 2018). O FGF21 é importante para o recrutamento e ativacdo dos
adipdcitos bege (Cuevas-Ramos et al., 2019; Sonoda et al., 2017), além de estimular a
transcrigdo de diversos genes relacionados a termogénese, dentre eles PGC1a e UCP1
(Fisher et al., 2012). O cinamaldeido estimula em adipécitos primarios, a transcricdo da
Ucpl de forma dependente do FGF21 (Jiang et al., 2017). O efeito do cinamaldeido
sobre o browning do tecido adiposo branco também foi mostrado em modelo de
obesidade por dieta hiperlipidica, em que foi visto aumento da expressao proteica de
UCP1, PGC1a, PPARYy (Zuo et al., 2017).

O grupo SL180 mostrou aumento da expressdao da Lpl e Dgat2 no
compartimento epipidimal, sugerindo aumento na captacao e formacao de TAG e que
pode ter contribuido para o aumento do volume do adipdcito (Yang et al., 2018). Além
disso, o aumento da expresséo da Lep é coerente com o fenétipo de maior tamanho do
adipdcito observado nestes animais (Guo et al., 2004), e o aumento da expressao
corrobora a hiperleptinemia ja vista neste modelo por outros autores (Liu et al., 2013;
Stefanidis & Spencer, 2012). O grupo SLC180 manteve a redugédo do tamanho dos
adipocitos no compartimento epididimal, em concordancia com a normalizagdo da

adiposidade visceral aos 180 dias de idade. Este fenétipo pode ser consequéncia da
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atenuacgdo na expresséo da Lpl e Dgat2, enzimas envolvidas na captacéo e sintese de
TAG (Song et al., 2018), além da menor expressédo do Pparg, fator de transcricdo que
regula a maquinaria lipogénica (Ahmadian et al., 2013), além de estar envolvido com a
regulacdo da adipogénese (Lefterova et al., 2014). O efeito do cinamaldeido sobre o
PPARYy foi descrito no trabalho de Huang e colaboradores (2011), em que foi visto
redugdo da atividade transcricional do PPARy em cultura de adipécitos brancos. E
possivel que um efeito programador do cinamaldeido sobre esses marcadores tenha
contribuido para a reducédo na expressao de RNAm aos 180 dias de idade e contribuir
para o fenotipo. Além disso, a atenuacdo da expressao da Lep corrobora a reducdo no
tamanho dos adipécitos observada nos animais SLC180.

Classicamente, a hipertrofia do TAB visceral na obesidade é associada ao
aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNFa, IL18 e IL6 o que
contribui para a instalacdo da inflamagao cronica de baixo grau (Magnuson et al., 2018).
De forma inesperada, ndo vimos alteracdo na expressao de citocinas pro-inflamatérias,
pelo menos no que se refere a expressdo de RNAm no TAB epididimal no grupo SL nas
duas idades, apesar da hipertrofia do tecido. No modelo de superalimentacdo na
lactacao ja foi mostrado aumento na expressdo do Tnfa no TAB visceral ao desmame
(Chen et al., 2008), o que néao foi visto aos 150 dias de idade (Liu et al., 2013), apesar
do autor também destacar aumento na infiltracdo de macréfagos. Além disso, os
animais tratados com cinamaldeido também ndo tiveram alteracdo no padrdo de
expressado das citocinas pré-inflamatérias. Ndo descartamos uma acao anti-inflamatéria
do cinamaldeido nestes animais, visto que este nutracéutrico reduziu niveis sistémicos
de IL1B e reduziu a expressao génica de citocinas como Tnfa e 116 no TAB visceral de
animais obesos por dieta hiperlidica (Khare et al., 2016), e assim contribuir para os
fenétipos benéficos observados por nés.

Ao avaliarmos o efeito do cinamaldeido no compartimento inguinal aos 180 dias
de idade, vimos que o tratamento manteve a area dos adipOcitos menor no grupo
SLC180. Além disso, o tratamento promoveu a reducdo na expressdo do Pparg e
Dgat2, sugerindo um efeito programador sobre a expressao desses marcadores, que
pode ser relacionado a reducdo da lipogénese/adipogénese e com a redugcdo do
tamanho do adipdcito. O tratamento também manteve a expressdo do Ppargcla

aumentada, fator de transcricdo que estimula a biogénese e funcédo mitocondrial
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(Puigserver & Spiegelman, 2003), aléem de estar diretamente relacionado com a
termogénese em adipocitos beges (Lemecha et al., 2018). E possivel que o efeito
programador do cinamaldeido sobre o aumento do Ppargcla contribua para a melhora
da funcdo mitocondrial e consequentemente do metabolismo tecidual.

Com relacdo a fisiologia do tecido adiposo marrom aos 60 dias de idade, o
aumento na massa de TAM observada no grupo SL60 se correlaciona com a morfologia
unilocular dos adipécitos marrons (observado pela histologia) e com o quadro
obesogénico, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica na deposicao de gordura.
O modelo de superalimentacédo se correlaciona com reducédo da funcdo do TAM (Xiao
et al., 2007) e aumento na deposicdo de gordura (principalmente na periferia do tecido),
associado a reducado da temperatura do TAM (de Almeida et al., 2013). Além disso, 0
grupo SL60 apresentou reducdo na expressao do Fgf21l, o que pode gerar prejuizos
metabdlicos para o tecido no longo prazo, visto que o FGF21 é importante ndo s6 para
a atividade termogénica, mas também para o metabolismo de glicose no tecido (Fisher
& Maratos-Flier, 2016).

Nos animais tratados, a analise de expressédo génica do TAM mostrou aumento
da expressdo do Ppara, Ucpl e Fgf21 no grupo SLC60, sugerindo estimulo a B-
oxidagdo e termogénese. O efeito do cinamaldeido de ativar o TAM, através do
aumento da expressdo de RNAm e proteica da UCP1 foi descrito em outros modelos de
obesidade (Khare et al., 2016; Tamura et al., 2012). Além de que a estimulagédo da B-
oxidacao (através do aumento da Cptla), e termogénese (através do aumento do Fgf21
e Ucpl) ja foram descritos em adipécitos brancos (Jiang et al., 2017).

A autofagia é um processo catabdlico através do qual os componentes celulares
sdo reciclados, pela digestdo de macromoléculas, assim como de organelas velhas
e/ou danificadas, e contribuindo para a degradacdo dos estoques lipidicos e renovagéo
de mitocondrias (Eskelinen, 2019). N&o vimos alteracdo na expressao de RNAm dos
marcadores da autofagia no grupo SL60. A avaliacdo de marcadores da via autofagica
no TAM mostrou aumento somente na expressao do Lamp2 no grupo SLC60. O LAMP2
€ uma proteina presente na membrana do lisossomo e do autofagolisossomo (Galluzzi
et al., 2017). No entanto, 0 aumento observado no grupo SLC60 néo é suficiente para

confirmar um aumento no fluxo autofagico.
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Aos 180 dias de idade, a andlise histolégica do TAM mostrou aumento no
acumulo de lipideos no grupo SL180, com caracteristica morfolégica unilocular (de
Almeida et al., 2013; Conceicdo et al.,, 2017). O processo de whitening (excesso de
acumulo de gordura no adipdécito) na obesidade esta relacionado com a perda da
funcao termogénica (Shimizu & Walsh, 2015), o que gera prejuizos sistémicos, uma vez
que o TAM também possui a importante funcdo de regular a homeostase energética
(Chondronikola et al., 2014; Stanford et al., 2013). O tratamento com cinamaldeido
reduziu o acumulo de lipideos, apresentando inclusive morfologia similar ao grupo
CT60, com armazenamento multilocular e poucas goticulas, e sugerindo reducdo do
whitening. Além disso, o tratamento reduziu a expressdo do Pparg, o que pode ter
contribuido para a reducdo da lipogénese e do acumulo (Corrales et al., 2018), e
consequentemente reducdo da massa do TAM. Nao vimos alteracdo nos marcadores
da autofagia nos dois grupos aos 180 dias.

O grupo SLC180 manteve a expressao do Fgf21 aumentada no TAM, enquanto
apresentou reducao na expressao do Adrb3. O TAM aumenta a producao de FGF21 em
resposta a estimulacdo adrenérgica (Hondares et al., 2011). Uma vez que a expressao
do Adrb3 se encontra reduzida no grupo SLC180, é possivel que o aumento da
expressdo do Fgf21 seja consequéncia de uma programacao induzida diretamente pelo
cinamaldeido durante o tratamento na adolescéncia. Considerando o aumento
importante na expressédo do Fgf21 no TAM dos animais SLC180, sugerimos que iSso
impacte em maior nivel sérico deste horménio nos animais tratados com cinamaldeido
na adolescéncia. Além disso, a reducdo do acumulo de gordura ndo parece ser devido
a lipofagia, uma vez que ndo observamos alteragdo nos marcadores de autofagia neste
tecido, nesta idade.

Ao avaliarmos o efeito do tratamento sobre a expressado do Pparg, observamos
um aumento no TAB inguinal aos 60 dias de idade, o que foi correlacionado ao
aumento da termogénese (Montanari et al., 2017), principalmente por estar associado
ao aumento de genes como Ppargcla e Fgf2l (Fisher et al., 2012). No entanto, a
reducdo na expressao do Pparg observada no TAM, TAB inguinal e epididimal aos 180
dias, parecem ser consequéncia de um efeito programador e sugere reducdo da
lipogénese (Corrales et al., 2018), uma vez que os trés tecidos apresentaram reducgao

da massa e acumulo de lipideos no grupo tratado com o cinamaldeido. Além disso, o
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PPARYy é um importante regulador da adipogénese (Lefterova et al., 2014) e a reducao
dele aos 180 dias de idade no TAB inguinal e epididimal, pode estar relacionado com a
reducdo na formacédo de novos adipdcitos e ter contribuido para a reducdo da massa do
tecido.

Dessa forma, podemos sugerir que a reducdo da obesidade visceral observada
aos 60 dias seja em consequéncia da reducdo da lipogénese/adipogénese no TAB
visceral, reducéo da lipogénese/adipogénese e aumento de marcadores de browning no
TAB subcutaneo, associado ao aumento da termogénese no TAM induzido pelo
tratamento. No longo prazo, o tratamento refletiu em menor massa corporal, obesidade
visceral associada a reducdo da lipogénese no TAB e TAM, reforcando o efeito do
cinamaldeido como reprogramador do metabolismo.

Ao avaliarmos a homeostase glicémica aos 60 dias de idade, observamos que o
tratamento com cinamaldeido foi capaz de atenuar a resisténcia a insulina induzida pela
superalimentacdo, como indicado pelos valores de HOMA-IR. Este resultado esta de
acordo com a literatura, onde o cinamaldeido € descrito como insulina-simile,
aumentando a sensibilidade a insulina e melhorando a homeostase glicémica (Zhu et
al., 2017). No entanto, o tratamento parece nao ter efeito benéfico sobre a homeostase
glicémica no longo prazo, uma vez que nao houve diferengas no HOMA-IR aos 180 dias
de idade. Esse resultado sugere que o efeito benéfico do cinamaldeido sobre a
homeostase glicémica dependa da presenca do cinamaldeido no organismo.

N&do houve alteracBes significativas no colesterol sérico, colesterol livre e
colesterol esterificado no figado, nem na expressdo de genes associados ao
metabolismo do colesterol hepético entre os grupos nas duas idades. Estudos
anteriores também ndo mostraram alteracdes no colesterol sérico no modelo SL em
diferentes idades (Ji et al., 2014; Rodrigues et al., 2007). Além disso, o cinamaldeido
nao parece induzir mudancas significativas no colesterol sérico, como descrito por
outros estudos em modelos de obesidade (Camacho et al., 2015; Tamura et al., 2012).

N&o vimos alteragdo no triacilglicerol sérico aos 60 dias de idade, como descrito
por outros autores em diferentes idades (Bei et al., 2015; Liu et al., 2013), uma vez que
o aumento do triacilglicerol sérico € uma das caracteristicas da dislipidemia,
diretamente associado com a obesidade e o desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Vekic

et al., 2018). No entanto, vimos que o tratamento reduziu o triacilglicerol sérico no grupo
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SLC60. O efeito hipolipemiante do cinamaldeido ja havia sido demonstrado em modelos
de obesidade e diabetes tipo 2 (Huang et al., 2011; Li et al., 2012).

No metabolismo hepético, ndo observamos alteracdo nos marcadores de
lipogénese no modelo aos 60 dias de idade, apesar de ja ter sido descrito aumento do
Srebplc, Acaca, Fasn nos animais ao desmame e na idade adulta (Ji et al., 2014; Yang
et al.,, 2018). Ao avaliarmos o grupo SLC60, vimos que o tratamento reduziu a
expressdo do Srebflc e Acaca. Portanto, nossos dados sugerem que o cinamaldeido
reduz a sintese hepatica de triacilglicerdis, que associado a menor sintese de lipideos
no TAB, pode estar refletindo a menor liberacdo, contribuindo para a reducédo do
triacilglicerol sérico observado no grupo SLC60 e contribuindo para a prevencdo da
dislipidemia no longo prazo.

Aos 180 dias de idade, observamos aumento dos niveis séricos de
triacilglicerdis, massa hepéatica e conteudo hepatico de triacilglicerdis, acompanhados
de uma maior expressdo do maquinario lipogénico no figado dos animais SL180, como
ja descrito na literatura (Conceicao et al., 2013; Ji et al., 2014; Liu 2013). O tratamento
com cinamaldeido durante a adolescéncia foi capaz de atenuar 0s niveis séricos e
hepéticos de triacilglicer6is e a expressdo de Srebplc e Acaca, sugerindo efeito
reprogramador do cinamaldeido, que pode ter levado a menor acumulo de TAG
hepatico e possivelmente o desenvolvimento de esteatose.

A obesidade tem sido correlacionada com a reducdo da autofagia nos
hepatdcitos, em que o comprometimento do fluxo autofagico hepético esta associado a
diminuicdo da mobilizacdo dos estoques lipidicos, através da reducdo da lipofagia
(Singh et al., 2009). O grupo SL60 apresentou reducéo na razao proteica LC3Il/l aos 60
dias de idade, sugerindo uma redugdo no processo autofagico, consistente com o
guadro de obesidade (Che et al., 2018; Ferhat et al., 2018; Lavallard & Gual, 2014). A
expressdo da forma ativa do LC3 (LC3Il) € comumente utilizada como marcador de
atividade autofagica, uma vez que o LC3Il esta presente nas membranas autofagicas
durante todo o processo até a digestdo pelas enzimas lisossomais (Mizushima et al.,
2010).

O tratamento com o cinamaldeido levou a um aumento da razdo LC3Il/I,
enquanto a reduziu a expressao do gene Sgstml, sugerindo um efeito estimulatério do

cinamaldeido na autofagia via ativacdo da AMPK, um sensor energético da célula e o
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principal regulador da autofagia (Cetrullo et al., 2015). Além disso, a expressdo da
proteina ATG12 apresentou um perfil semelhante de expresséo de LC3Il/l. O efeito do
cinamaldeido na autofagia tem sido descrito em diferentes patologias, como o cancer
(Ahn et al., 2015; Meng et al., 2017), doencas neuroldgicas (Bae et al., 2018), cardiacas
(Zhao et al.,, 2016) e disfungcbes musculares (Kaur et al., 2018), por exemplo. O
aumento ou diminui¢cdo da autofagia pode ser prejudicial para célula, dependendo da
doenca. Parece que o cinamaldeido atua como um normalizador do fluxo autofagico,
trazendo beneficios para a homeostase celular, como observado no presente estudo.
Além disso, € possivel que a lipofagia também seja estimulada pelo cinamaldeido,
mecanismo que poderia compensar a reducdo da Lipe (marcador de lipdlise) (Luo &
Liu, 2016) no grupo SLC60. Dessa forma, aumento da lipofagia associada a reducgéo
da sintese de triacilgliceréis pode contribuir para menor acumulo de gordura nos
hepatdcitos.

O estresse de reticulo endoplasmético € um mecanismo ativado em resposta a
situacbes de estresse metabdlico (Ghemrawi et al.,, 2018). A ativacdo das vias
mediadas pela PERK, IRE1a e ATFG6, regula a transcricdo génica de diversos fatores
envolvidos na expansdo do RE, diminuicdo na sintese de proteinas e degradacédo de
proteinas malformadas e mal dobradas (Hetz et al., 2015). No figado dos animais aos
60 dias de idade, ndo vimos alteracdo na expressao de RNAm e de proteinas que
indiguem aumento de estresse de RE no grupo SL60. No entanto, o tratamento com
cinamaldeido diminuiu a expresséo proteica de IREla e elF2a fosforilada, sugerindo
reducdo do estresse (Cnop et al., 2012), que pode ter contribuido para a reducédo da
resisténcia a insulina nesse grupo. Além disso, a reducdo da fosforilacdo de elF2a esta
relacionada a maior tolerdncia a glicose e a atenuagcdo da esteatose hepética
(Oyadomari et al., 2008). O estresse de RE, como observadas em modelos de
obesidade, aumentam a clivagem e ativacdo da SREBPlc e estdo diretamente
relacionadas ao desenvolvimento de esteatose hepatica (Kammoun et al.,, 2009).
Portanto, a reducgéo do estresse do RE no grupo SLC60 pode contribuir para prevencao
da progressao da NAFLD no longo prazo.

Quando os marcadores de autofagia foram avaliados no figado aos 180 dias de
idade, ambos os grupos SL180 e SLC180 exibiram maior expresséo proteica da razédo

LC3Il/l comparado ao controle, indicando que o cinamaldeido ndo induziu uma
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modificacdo de longo prazo no fluxo autofagico, e o efeito observado pode ser
consequéncia de uma adaptacéo induzida pela superalimentacéo precoce. O aumento
do LC3II/I no grupo SLC180 parece ocorrer de forma independente da Beclinl.

Aos 180 dias de idade, o grupo SL180 também ndo parece apresentar estresse
de RE no figado. De forma similar ao que foi observado nos marcadores de autofagia, o
efeito benéfico do cinamaldeido no estresse do RE foi perdido no longo prazo. O grupo
SLC180 apresentou um fendtipo molecular sugerindo aumento do estresse do RE,
devido ao aumento na expressao do Atf6, Ddit3 e ativacdo de PERK (Cnop et al., 2012)
em SLC180, apesar disso observamos melhora no fenétipo hepatico, devido a reducéo
da lipogénese e acumulo de TAG. E possivel que o aumento da PERK fosforilada
esteja relacionado a expressao do NRF2, importante fator relacionado a reducdo do
estresse oxidativo e citoprotecéo (Cullinan & Diehl, 2006).

A canela e o cinamaldeido sdo capazes de induzir melhora no metabolismo do
triacilglicerol em humanos e modelos animais (Huang et al., 2011; Khan et al., 2003;
Lopes et al., 2015). No entanto, este € o primeiro estudo que mostra que a ingestao de
cinamaldeido pode induzir beneficios no longo prazo no metabolismo lipidico hepatico e
adipocitario, e reforcando que a suplementacéo precoce com este nutracéutico poderia

induzir uma reprogramacao do metabolismo lipidico.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o tratamento com cinamaldeido durante a fase
da adolescéncia tem efeitos benéficos no curto e longo prazo no modelo de obesidade
precoce. Logo apos o tratamento com o cinamaldeido, os animais apresentaram varios
beneficios metabdlicos, incluindo reducdo da resisténcia a insulina, reducdo da
adiposidade visceral e obesidade hipertréfica, redugcdo da maquinaria lipogénica no
tecido adiposo branco e figado, estimulacdo da termogénese no tecido adiposo branco
subcutaneo e tecido adiposo marrom. Além de estimular o fluxo autofagico e melhorar o
estresse de RE no figado. No longo prazo, o cinamaldeido reprograma varios fenétipos
negativos, normalizando a obesidade visceral associado & modulagdo do metabolismo
lipidico no TAB, TAM e figado. Portanto, nossos dados destacam que a fase
adolescente é uma janela importante para a intervencdo das disfuncées metabdlicas
infanto-juvenis, e o cinamaldeido pode ser um adjuvante eficiente no tratamento da

obesidade precoce.
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