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RESUMO

Actualmente, a obesidade é considerada uma epidemia em todo o mundo. O
tecido adiposo (TA) € um 6rgdo endocrino especializado no armazenamento do
excesso de energia na forma de triacilglicerois e tem também a capacidade de
segregar citocinas e adipocitocinas. O TA pode ser classificado de acordo com a
morfologia dos adipécitos que o compdem em hiperplasico, quando tem um
grande numero de adipodcitos, ou em hipertréfico, quando os adipdcitos séo de
grande tamanho. As complicacfes metabdlicas, que normalmente acompanham a
obesidade, parecem estar associadas a hipertrofia dos adipdcitos.

O xanto-humol (XN) € um flavonoide prenilado do lapulo (Humulus lupulus L.)
gue se pode encontrar na cerveja. A este composto tém sido associadas multiplas
actividades biologicas, nomeadamente quanto ao seu potencial anti-carcinogéneo.
Com este estudo, pretendeu-se explorar o efeito do XN no TA, utilizando uma
linha celular de pré-adipécitos de Ratinho, 3T3-L1. Para isso, testou-se o efeito do
XN na proliferacédo, diferenciacdo e apoptose dos pré-adipocitos. Para avaliar a
proliferacdo celular utilizaram-se dois meétodos: quantificacdo das proteinas
celulares com sulforrodamina B (SRB) e identificacdo do marcador de proliferacéo
celular Ki67 por imuno-fluorescéncia. A diferenciacdo foi avaliada através da
guantificacdo do conteudo lipidico nos adipOcitos e para estimar a apoptose
utilizou-se o método de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end-labeling). O XN demonstrou ter capacidade anti-proliferativa, com um ICsy de
26 (19,9-34,5) M, 12 (9,1-16,6) uM e 17 (11,6-27,9) uM apds 24, 48 e 72 h,
respectivamente. Na concentracdo de 5 pM, o XN reduziu significativamente a

expressdo do Ki67 nos pré-adipécitos. Quanto a diferenciagdo, o XN reduziu o
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conteudo lipidico dos adipdcitos e esta reducdo foi mais marcada quando as
células foram pré-incubadas antes do inicio da diferenciacdo (46% do controlo, p
< 0,05) ou durante o periodo de diferenciacdo (47% do controlo, p < 0,05). Nos
estudos de apoptose, verificou-se que o XN (5 uM) aumentou o numero de pré-
adipdcitos e adipocitos em apoptose, nestes ultimos com significado estatistico.
Segundo estes resultados, o0 XN tem a capacidade de reduzir o nimero de
adipdcitos, contribuindo para a sua hipertrofia. Tendo em conta as consequéncias
metabdlicas resultantes da hipertrofia dos adipocitos, o0 XN ndo parece contribuir

para a melhoria do perfil metabdlico associado a obesidade.

Palavras-chave: Adipdcitos, apoptose, diferenciacdo, flavonoides, hipertrofia,

obesidade, pré-adipdcitos, xanto-humol.
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ABSTRACT

Obesity is currently considered a global epidemic. Adipose tissue (AT) is an
endocrine organ specialized in the storage of energy excess as triacylglycerols,
also possessing the ability of secreting citokines and adipocitokines. AT may be
categorized according to the characteristics of the adipocytes that compose it as
hyperplastic, when there are a great number of small adipocytes, or hypertrophic
when there are adipocytes of larger size. The metabolic complications which are
usually associated with obesity seem to be more linked with AT adipocyte
hypertrophy.

Xanthohumol (XN) is a hop (Humulus lupulus L.) prenylflavonoid that may be
found in beer. Several biological activities are being attributed to this compound,
namely related to its anti-carcinogenic potential. In the present study, we aimed at
studying the effect of XN in the AT, using a mouse preadipocyte cell line, 3T3-L1.
To do so, preadipocyte proliferation, differentiation and apoptosis were measured
after XN treatment. Two methods were used to assess proliferation: the
guantification of whole culture protein content and the identification of the
proliferation marker protein Ki67 through immunofluorescence. Differentiation was
measured by assessing culture lipid content and apoptosis was determined by
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling (TUNEL). XN was
able to decrease cell proliferation, displaying an 1Csp of 26 (19.9-34.5) uM, 12 (9.1-
16.6) uM and 17 (11.6-27.9) uM after 24, 48 and 72 h, respectively. At 5 uM, XN
significantly reduced preadipocyte Ki67 expression. Concerning differentiation, XN
reduced adipocyte lipid content and this effect was more pronounced when cells

were pre-treated before differentiation (46% of control, p < 0.05) or during
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differentiation procedure (47% of control, p < 0.05). As to apoptosis, XN (5 uM)
increased the number of apoptotic preadipocytes and adipocytes, the difference
being significant in the later.

These results suggest that XN is able to reduce adipocyte number, which may
contribute to their hypertrophy. Knowing the metabolic consequences of adipocyte
hypertrophy, XN does not seem to contribute to the improvement of the metabolic

profile associated with obesity.

Keywords: Adipocytes, apoptosis, differentiation, flavonoids, hypertrophy, obesity,

preadipocytes, xanthohumol.
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INTRODUCAO

A incidéncia de obesidade, jA considerada uma das grandes epidemias da
sociedade moderna, tem aumentado de uma forma vasta em todo o mundo®. O
actual ambiente obesogénico, caracterizado pela disponibilidade de alimentos
hipercaléricos e pelo sedentarismo, é apontado como a sua principal causa®.
Esta situacdo resulta num balanco energético positivo em que o excesso de
energia é armazenado no tecido adiposo (TA) sob a forma de triacilgliceréis (TAG),
para utilizacdo posterior em momentos de escassez alimentar, praticamente
inexistentes hoje em dia®.

Desde a descoberta da leptina e da sua producéo pelo TA que este comecgou
a ser encarado como 6rgdo endécrino®. Desde entdo, outras hormonas
derivadas do TA, designadas em conjunto como adipocitocinas, tém sido
descritas. Outra caracteristica do TA que ultimamente tem ganho relevo € a
presenca de outro tipo de células além dos adipécitos, como células endoteliais,
pericitos, mondcitos, macréfagos e células pluripotentes, todas elas com um papel
fundamental na regulacéo da funcéo do TA®.

Nos individuos obesos e com excesso de peso, a acumulacdo de TA resulta
no aumento do tamanho dos adipécitos (hipertrofia) e/ou no aumento do nimero
de adipécitos (hiperplasia)”. Deste modo, o TA pode ser caracterizado de duas
formas: hiperplasico — com um grande numero de adipdcitos, ou hipertréfico —
com adipécitos de grande tamanho®. Embora se acreditasse que o nimero de
adipocitos de um individuo era determinado a nascenca ou em idades mais

precoces e que o crescimento do TA se devia principalmente a hipertrofia das
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células adiposas!”, esta ideia tem sido refutada. Foi ja demonstrada a capacidade
de células do TA de Rato incorporarem *H-timidina, o que esta associado & sua
necessidade de sintetizarem acidos nucleicos essenciais durante o processo de
proliferacdo®. Assim, a proliferacdo das células precursoras, mesmo durante a
idade adulta, serd importante para a determinacdo do numero de adipdcitos de
um individuo.

Um outro processo essencial ao desenvolvimento do TA € a diferenciacdo dos
pré-adipocitos em células com capacidade de exercerem a funcdo de
armazenamento de lipidos, os adipécitos!”. Embora ndo seja muito claro quais os
estimulos que ocorrem in vivo para esta transformacao, é possivel promover a
diferenciacdo de pré-adipécitos em adipocitos maduros por incubacdo com
insulina, glicocorticéides e factores que aumentam o AMP ciclico (AMPc)!". Assim,
do balanco entre a proliferacdo e a diferenciacdo, sera determinado nédo s6 o
namero de adipocitos mas também o seu tamanho, uma vez que a mesma
guantidade de gordura pode ser armazenada num grande numero de adipoécitos
de pequeno tamanho ou num nudmero reduzido de adipécitos de maiores
dimensoes.

A obesidade hipertréfica é a mais comum nos adultos®. Este tipo de
obesidade esta correlacionada com as complicacbes metabdlicas que ocorrem
num individuo obeso, tais como resisténcia a insulina e diabetes de tipo 2,
dislipidemias, hipertensdo e doencas cardiovasculares® 9. Segundo alguns
autores, a origem destas complica¢cfes esta associada a inflamacao existente no
TA) Ao contrario da ideia anterior de que para se reduzir as complicagbes
associadas a obesidade seria necessario impedir a diferenciagcdo de pré-

7z

adipdcitos em adipécitos, é cada vez mais comum uma outra visdo deste
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problema. A modulacdo do tamanho do adipécito tem ganho relevo, uma vez que
tem sido sugerido que o rebentamento dos adipdcitos constitui um factor iniciador
da inflamacdo com génese no TA e que os adipdcitos de maior tamanho sdo mais
susceptiveis a rotura®. Assim, parece de extrema importancia o conhecimento
de factores que possam contribuir para a reducao do tamanho dos adipdcitos.
Alguns nutrientes e outros componentes da alimentacdo sdo capazes de
modular o metabolismo do TA, como por exemplo o acido linoleico conjugado, a
epigalocatequina-3-galato e outras catequinas, a capsaicina e a genisteina®® ¥,
O xanto-humol (XN) € um flavonoide prenilado do lapulo (Humulus lupulus L.)
(Figura 1), que pode estar presente em pequenas quantidades na cerveja, sendo
em parte responsavel pelo sabor amargo caracteristico desta bebida®®. A cerveja
€ a principal fonte alimentar de XN, no entanto, a sua concentracdo € baixa. A
concentracdo de XN e iso-XN (isdmero do XN) na cerveja é cerca de 0,69 mg/L

(1,95 uM) e 3,44 mg/L (9,7 uM), respectivamente, e o conteudo total de

prenilflavonéides na cerveja pode atingir os 4 mg/L (11 uM)®.

HaCO o)

Figura 1 — Estrutura quimica do xanto-humol.

O XN é adicionado durante a producdo da cerveja na forma de extracto de
lGpulo. O teor final de XN depende de varios factores do processo produtivo,
como por exemplo, o momento de adi¢do do lapulo, a eficacia da extraccdo do XN

da planta, isomerizacéo térmica do XN em iso-XN, e também das perdas durante
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a fermentacédo e a filtracdo, fases finais do fabrico. Tendo por base o potencial
dos flavondides na melhoria da saude, a industria alimentar procura aperfeicoar o
processo produtivo da cerveja para minimizar as perdas de XN®®.

Sao ja reconhecidas algumas actividades bioldégicas do XN: inibicdo da
bioactivacéo de carcinogéneos presentes na dieta®”; inducéo da actividade das
enzimas de fase Il da biotransformacéo de xenobiéticos®”; inibicdo da producéo
de prostaglandinas e de monéxido de azoto™®; actividade anti-tumoral em células
tumorais em hipoxia®. A juntar a estes resultados, estad o seu potencial anti-
proliferativo e pré-apoptético demonstrado em diferentes linhas celulares

tumorais®? e a sua capacidade anti-angiogénica®®.

OBJECTIVOS

Embora os mecanismos envolvidos nos efeitos anti-tumorais do XN estejam a
ser alvo de estudos recentes, a possibilidade deste polifenol interferir com o
metabolismo do TA tem sido pouco explorada. Com este estudo pretendemos
analisar a interaccdo do XN no desenvolvimento do TA, com o intuito de prever a
sua potencial utilizacdo na prevencao e/ou tratamento da obesidade. Para isso,
analisou-se a influéncia do XN na proliferacdo e na apoptose na linha celular de
pré-adipocitos de Ratinho, 3T3-L1, e 0 seu efeito na acumulagcéo de lipidos em

diferentes fases da diferenciacdo dos pré-adipocitos em adipécitos maduros.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

Linha celular de pré-adipécitos 3T3-L1 de Ratinho (CL-173) obtida na
American Type Culture Collection, através da LGC Promochem (Barcelona,
Espanha). Albumina de soro bovino (BSA), meio de cultura Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), oil red O, solucéo antibidtica e anti-micética, solucdo de
0,25% de tripsina-acido etileno-diaminotretacético (EDTA), soro de feto bovino,
sulforrodamina B (SRB) e Tris-HCI (hidrocloreto de tris-hidroxi-aminometano)
adquiridos a Sigma-Aldrich Chemicals (St. Louis, MO, EUA). Gelatina, Triton X-
100 e p-formaldeido adquiridos na Merck (Darmstadt, Alemanha). Di-hidrocloreto
de 4',6-diamidino-2'-fenilindol (DAPI) e kit para determinagdo da apoptose por
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling (TUNEL) adquiridos
a Roche Applied Science (Basel, Suica). Anticorpo primario (goat polyclonal
immunoglobulin G anti-Ki67) e anticorpo secundario conjugado com isotiocianato
de fluoresceina (FITC) (donkey anti-goat immunoglobulin G-FITC) obtidos na
Santa Cruz Biotechnologies (CA, EUA). XN fornecido pela Hopsteiner (Mainburg,

Alemanha) através do Instituto de Bebidas e Saude.

Cultura celular

A linha celular de pré-adipécitos 3T3-L1 foi mantida em meio de cultura DMEM
com vermelho de fenol suplementado com 2,5 mM de L-glutamina, 4,5 g/L de
glicose, 1,5 g/L de NaHCO3 e 10% de soro de feto bovino (inactivado a 56°C, 30
min), 100 unidades/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL

de anfotericina, numa atmosfera modificada com 5% CO, — 95% em placas de
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cultura de poliestireno até atingirem 80% de confluéncia. Nesta altura, a cultura
celular era dividida de 1:3. Para tal, o meio de cultura era removido e as células
eram incubadas com 500 uL de solucéao de tripsina-EDTA durante 5 minutos a
37°C.

Para estudos em adipdcitos maduros as células foram diferenciadas dois dias
apos a confluéncia com isobutilmetilxantina (IBMX, 0,5 mM), dexametasona (0,25
MM) e insulina (10 ug/mL) dissolvidas no meio de cultura (dia 0). Dois dias ap6s o
inicio da diferenciacdo, as células eram cultivadas em meio de cultura normal. Ao

fim de 7-8 dias de cultura, cerca de 80% das células encontram-se diferenciadas™.

Efeito do XN

Preparou-se uma solucgéo stock de XN na concentragao de 100 mM dissolvido
em etanol que foi mantida a -80°C até ao seu uso. Todas as solu¢cdes de menor
concentracdo utilizadas neste estudo foram diluidas a partir de aliqguotas da
solucéo concentrada. O XN ou o solvente foram adicionados ao meio de cultura
para estudo do seu efeito nos diferentes parametros. Em todas as situacoes, a

concentracdo de solvente no meio de cultura foi inferior a 0,1%.

Proliferacao celular de pré-adipécitos

O efeito do XN na proliferagédo celular foi determinado recorrendo a dois
métodos. O primeiro consistiu na coloragdo das proteinas celulares com o corante
SRB e quantificacao espectrofotométrica®”, enquanto que o segundo consistiu na
identificacdo por imuno-fluorescéncia de uma proteina celular que é expressa no

nicleo de células que se encontram em proliferac&o®® 2,
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Quantificacdo das proteinas celulares

Para a coloracdo das proteinas celulares totais, as células foram semeadas
em placas de 96 pocos, numa densidade de 8000 células por poco. Apds 24 h as
células foram incubadas com diferentes concentracdes finais de XN (0,1; 0,5; 1; 5;
10; 15; 25; 35 e 50 uM) adicionado ao meio de cultura (200 pyL de volume final)
durante 24, 48 e 72 h. No final do tempo de tratamento, as células eram fixadas
com 25 pL de &cido tricloroacético a 50% (m/v) adicionado ao conteudo de cada
poco durante 1 h a 4°C. As células fixadas nas placas foram lavadas 4 vezes com
agua destilada e depois de deixar a placa secar, coraram-se as proteinas
celulares adicionando a cada poco 50 pL de solucdo de 0,4% (m/v) de SRB em
solucéo de 1% (v/v) de acido acético, durante 15 minutos a temperatura ambiente.
O excesso de corante foi retirado com 5 lavagens com solucdo de acido acético a
1% e secaram-se novamente as placas. O corante ligado as proteinas foi
dissolvido em 150 yL de Tris-HCI 10 mM (pH 10,5) com agitacdo e quantificado

por espectrofotometria a 550 nm com referéncia a 650 nm.

Identificacdo do marcador de proliferacao celular Ki67 por imuno-fluorescéncia

Os pré-adipdcitos foram semeados em lamelas revestidas com 0,2% (m/v) de
gelatina, e colocadas em placas de 24 pocos, numa densidade de 40000 células
por poco. Apos 24 h em cultura, os pré-adipdcitos foram tratados com XN durante
24 h. No final do tratamento as células foram fixadas com solucdo de p-
formaldeido a 4% (m/v), bloqueadas com BSA 4% (m/v) em solucéo
amortecedora de fosfatos (PBS; 137 mM de NaCl, 10 mM de fosfatos e 2,7 M de
KCI, pH 7,4) e incubadas com o anticorpo primario anti-Ki67 (diluido de 1:50 em

PBS com BSA). Apés lavagem do anticorpo primario em excesso com PBS, as
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lamelas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado com FITC
(diluido de 1:200 em PBS com BSA). Os nucleos foram contrastados com DAPI
(1 pg/mL em metanol) para contagem das células totais. As lamelas foram
montadas em laminas e visualizadas ao microscéopio de fluorescéncia com
ampliacdo de 400x. A proliferacdo foi expressa em percentagem de células em
proliferacdo (com o nucleo marcado com Ki67) relativamente ao numero de

nacleos totais (com o nucleo marcado com DAPI).

Diferenciacéo celular

A diferenciacdo dos pré-adipdcitos em adipocitos foi determinada através da
quantificacdo dos lipidos acumulados no interior das células maduras com o
corante oil red O, conforme descrito anteriormente®®.

Para tal, as células foram semeadas em placas de 24 pocos revestidas com
0,2% de gelatina (40000 células por poco) até atingirem confluéncia. Os
tratamentos com XN foram realizados em diferentes periodos da diferenciacéao
celular, conforme se encontra esquematizado na Figura 2 . Sete dias ap0s o inicio
da diferenciacdo, o meio de cultura foi removido, as células lavadas com PBS e
fixadas com p-formaldeido (4% em PBS) durante 1 h a temperatura ambiente. As
células foram entdo coradas com solucdo de oil red O a 0,3% (m/v) em
isopropanol:agua destilada (3:2). Apds 4 lavagens com agua destilada e secagem
da placa, o corante foi dissolvido em 150 uL de isopropanol e mediu-se a
absorvancia a 492 nm com referéncia a 650 nm.

Para fotografar as células sujeitas aos diferentes tratamentos ap0s coloracao

com oil red O, foram cultivadas em lamelas revestidas com gelatina e sujeitas a

um procedimento semelhante de tratamento e coloracdo. No final do periodo de




Efeito do xanto-humol em adip6citos 17

coloragéo com oil red O, as lamelas foram montadas em laminas, visualizadas e
fotografadas ao microscopio (Nikon 50i, Nikon, Japdo) com uma ampliacdo de

200x ou 400x.

Pré-confluéncia Pés-confluéncia Diferenciacao

<& »d »d
l Ll Ll

A 4

Tratamento A

A 4
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< >
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Seeding Confluéncia Diferenciacao

Figura 2 — Esquema de tratamento das células 3T3-L1 com varias concentracdes de XN (A) desde a
confluéncia dos pré-adipécitos até ao final do periodo de diferenciagdo (dia -2 ao dia 7); (B) apenas nos dois
dias anteriores ao dia de diferenciacdo (dia -2 ao dia 0); (C) desde o inicio da diferenciacdo até ao final do
periodo de diferenciagéo (dia 0 ao dia 7); (D) apenas nos dois primeiros dias do periodo de diferenciacao (dia

0 ao dia 2); (E) desde o segundo dia do periodo de diferenciacéo (dia 2 ao dia 7).

Apoptose de pré-adipdcitos e de adipocitos

Os pré-adipocitos foram semeados em lamelas revestidas com 0,2% de
gelatina colocadas em placas de 24 pocos. Para ensaios com pré-adipécitos, as
células foram tratadas com XN (5 uM) ou com solvente (etanol 0,1%) apds cultura
durante 24 h. No caso dos adipdcitos, as células foram diferenciadas e tratadas 7
dias apos a inducao da diferenciacéo, durante 24 h.
A apoptose de pré-adipdcitos e adipécitos foi determinada pelo método de TUNEL
de acordo com as instrucdes do fabricante, que passo a descrever brevemente.

Apds o tempo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas com p-
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formaldeido (4% em PBS) durante 30 minutos. De seguida foram incubadas com
solucdo de permeabilizacdo [0,1% (m/v) de citrato de sédio com 0,1% (v/v) de
Triton X-100] durante 8 minutos a temperatura ambiente. As preparacoes
celulares foram incubadas em camara humida a 37°C durante 1 hora com a
mistura de reac¢do do TUNEL numa proporc¢éo de 1:10 em solugédo amortecedora
fornecida no kit. Apos incubacdo, os nucleos foram contrastados com DAPI (1
Mg/mL em metanol) durante 5 minutos para marcacdo dos nucleos totais. A
apoptose foi determinada pela contagem ao microscopio de fluorescéncia do

namero de nucleos marcados com TUNEL (em apoptose) relativamente ao

numero de nucleos totais.

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados na forma de médias aritméticas e
respectivo erro padrédo da meédia (EPM). Os resultados relativos aos ICsy estédo
apresentados na forma de média aritmética com respectivos intervalos de
confianca (IC) a 95%. As diferencas entre dois grupos foram avaliadas através da
utilizacdo do teste t de Student. Quando se compararam mais de dois grupos,
efectuou-se a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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RESULTADOS

O XN reduziu a proliferacéo dos pré-adipocitos

A gquantificacdo das proteinas celulares pelo método de SRB é uma forma
indirecta de medir a proliferacdo celular em que se assume que quanto maior a
concentracdo de proteinas na cultura, maior serd o numero de células na cultura.
Assim, ao corar as proteinas com o corante SRB, quanto maior a intensidade da
cor, maior sera a proliferacdo celular. Como se observa na Figura 3, com o
aumento da concentracdo de XN houve uma diminuicdo da proliferacdo celular
em todos os tempos de tratamento. Para todos os tempos de tratamento, esta
reducdo na proliferacdo foi estatisticamente significativa a partir de 10 uM. O
tratamento das células com XN na concentracdo de 50 uM, durante 48 ou 72 h,
provocou citotoxicidade, evidenciada pela presenca de menos proteinas celulares
em comparac¢ao com o inicio do tratamento.

A partir destes valores calculou-se o0 IC5p do XN em relacdo a proliferacéo para
cada periodo de tratamento. O ICs representa a concentracdo de XN que reduziu
em 50% a proliferacéo celular em comparacao com o controlo. O ICso do XN para
inibicdo da proliferacao celular nas 24, 48 e 72 h foi de 26 (19,9-34,5) uM, 12 (9,1-
16,6) uM e 17 (11,6-27,9) uM, respectivamente (Tabela 1).

Para avaliar o efeito do XN na proliferacéo celular, utilizou-se ainda uma outra
técnica, mais especifica, em que se recorre a um anticorpo para marcar
selectivamente as células que se encontram em proliferacdo. O anticorpo
identifica uma proteina nuclear, Ki67, que é expressa nos nucleos celulares

durante a proliferacéo®?.
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Figura 3 — Efeito do xanto-humol (XN) na proliferagdo dos pré-adipdcitos. A proliferacéo foi estimada através
da quantificagcdo das proteinas celulares com SRB, apds tratamento com diferentes concentragcdes de XN
durante 24 (a), 48 (b) ou 72 h (c). Os gréaficos da direita mostram as curvas concentracdo-efeito utilizadas
para calcular os ICso. Os resultados representam a média + EPM de pelo menos trés experiéncias

independentes realizadas em triplicado ou médias aritméticas com respectivos IC a 95%. *p < 0,05 vs
respectivo controlo.
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Tempo de incubacéo (h) IC s (IC 95%) uM do XN
24 26 (19,9-34,5)
48 12 (9,1-16,6)
72 17 (11,6-27,9)

Tabela 1 — ICso do xanto-humol (XN) na inibi¢cdo da proliferacédo dos pré-adipécitos para os diferentes tempos

de incubacéo. Os resultados estdo expressos em média geométrica com o respectivo IC.

Na figura 4 € possivel observar fotografias obtidas em microscopia de
fluorescéncia de pré-adipocitos tratados durante 24 h com o veiculo (Figuras 4a e
4b) em comparacao com os pré-adipocitos tratados com XN (5 uM) (Figuras 4c e
4d). Os nucleos totais estdo corados de azul e os nucleos das células em
proliferacéo estdo corados de verde. Através da contagem dos nucleos marcados
com o anticorpo anti-Ki67 (corados de verde) foi possivel verificar que o XN
reduziu significativamente a expressdo deste marcador quando adicionado as

células na concentragdo de 5 uM (Figura 5).

Figura 4 — Fotografias de microscopia de fluorescéncia de pré-adipdcitos marcados com anticorpo anti-Ki67

sujeitos a tratamento com veiculo (b) ou xanto-humol 5 uM (d). A azul (a e c) encontram-se os nucleos totais,
corados com DAPI, contados para a normalizacdo dos resultados. As fotografias foram obtidas com uma
ampliagcdo de 400x.
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Figura 5 — Efeito do xanto-humol (XN) na proliferagdo dos pré-adipécitos. A proliferacédo foi determinada
através da identificacdo da expressao do marcador de proliferagdo nuclear Ki67 por imuno-fluorescéncia em
células tratadas com XN ou veiculo (C, etanol) durante 24 h. Os resultados representam a média + EPM da
razdo entre o numero de nudcleos em proliferacdo e o ndmero de nucleos totais de 3 experiéncias

independentes. *p < 0,05 vs respectivo controlo.

O XN reduziu a diferenciacéo dos pré-adipocitos

Os pré-adipocitos apresentavam uma morfologia fibroblastica, que era mantida
no inicio do periodo de diferenciagcdo. No segundo dia apés a inducdo da
diferenciacdo, os adipdcitos tinham uma forma arredondada e apresentavam
algumas goticulas lipidicas no citoplasma. No final do periodo de diferenciacéo
(dia 7 ou 8), as goticulas lipidicas eram mais abundantes e maiores, chegando a
ocupar todo o citoplasma.

Como forma de medida de diferenciacdo, determinou-se a quantidade de
lipidos acumulados no interior dos adipdcitos. Assim, quanto mais diferenciados
estavam os adipdcitos, maior o seu conteudo lipidico. Para quantificar o contetdo
lipidico utilizou-se um corante lipossoluvel oil red O e assim a intensidade da cor
sera proporcional a quantidade de lipidos.

Na figura 6 estdo os resultados dos tratamentos com XN durante a

diferenciacdo. O tratamento com XN resultou numa diminuicdo da acumulacao de
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lipidos no interior dos adipdcitos. Quando adicionado ao meio de cultura durante
todo o periodo de diferenciacéo (tratamento A), na concentracdo de 20 uM, este
composto induziu a maior reducédo do conteudo lipidico em relacdo aos outros
periodos de tratamento, para cerca de 39,3% do controlo (Figura 7).

Para compreender em que periodo da diferenciacdo o XN exercia maior efeito
na reducdo do conteudo lipidico, trataram-se as células em diferentes fases da
diferenciacdo. O tratamento com XN 20 yM desde o dia -2 ao dia O (tratamento B)
ou desde o dia 0 ao dia 2 (tratamento D) diminuiu o conteudo lipidico para 46,4%
e 47,0% do controlo (p < 0,05) respectivamente. N&o houve alteracao significativa
do conteudo lipidico em relagcdo ao controlo quando as células foram tratadas

apenas apos a inducédo da diferenciagéo, ou seja, do dia 2 ao dia 7 (tratamento E).
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Figura 6 — Efeito do xanto-humol (XN) em diferentes fases da diferencia¢do. Tratamento A (dia -2 ao dia 7);
tratamento B (dia -2 ao dia 0); tratamento C (dia 0 ao dia 7); tratamento D (dia O ao dia 2); tratamento E (dia 2
ao dia 7). Os pré-adipécitos estavam em confluéncia ao dia -2 e a diferenciagao foi induzida 2 dias depois
(dia 0) com 0,5 mM de IBMX, 0,25 uyM de dexametasona e 10 yg/mL de insulina (dia 0). Dois dias mais tarde
(dia 2), o meio foi substituido por meio de cultura sem agentes de diferenciagdo. Sete dias apés o inicio da
diferenciacéo (dia 7), efectuou-se a coloracdo e doseamento dos lipidos acumulados no interior das células
com oil red O por espectrofotometria a 492 nm com referéncia a 650 nm. Os resultados representam a média

+ EPM de trés experiéncias independentes realizadas em triplicado. *p < 0,05 vs respectivo controlo.
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Figura 7 — Adipdcitos em diferentes fases de diferenciagdo corados com oil red O (Tratamento A). (a)

Adipécitos controlo ao dia 0 da diferenciagdo (ampliacao 400x). (b) Adipdcitos controlo ao dia 7 da
diferenciacdo (ampliacdo 200x). (c) Adipdcitos sujeitos ao tratamento com XN 20 pM ao dia 7 da

diferencia¢do (ampliagéo 400x).

O XN aumentou a apoptose

Avaliou-se a apoptose de pré-adipécitos e de adipécitos tratados com XN
durante 24 h. Durante a apoptose ocorre a quebra da molécula de ADN
originando pequenos fragmentos com a extremidade 3-OH livre. Estes
fragmentos podem ser identificados pela ligacdo de nucleotideos marcados com
fluoresceina a extremidade livre da molécula fragmentada. De seguida, 0s
ndcleos marcados sédo detectados por microscopia de fluorescéncia. Os nucleos
totais sdo corados de azul (DAPI), enquanto que os nucleos das células em
apoptose séo corados de verde (Figuras 8 e 9). Além disso, nos tratamentos com
XN, também foi possivel verificar a presenca de ndcleos com a cromatina
condensada e com menores dimensodes, 0 que também é indicador da ocorréncia
de apoptose.

O tratamento com XN aumentou o nimero de nucleos apoptéticos em cerca
de 50% nos pré-adipdécitos, embora esta diferenca ndo tenha atingido significado
estatistico (Figura 10a). Nos adipdcitos, o tratamento com XN aumentou
significativamente a apoptose, cerca de 6 vezes em relagédo ao controlo (p < 0,05)

(Figura 10b ).
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Figura 8 — Fotografias de microscopia de fluorescéncia de pré-adipécitos sujeitos a tratamento com veiculo

(b) ou com xanto-humol 5 pM (d) em apoptose. Coradas de azul (a e c) aparecem todas as células enquanto

que a verde aparecem os nucleos de células em apoptose. As fotografias foram obtidas com uma ampliagéo
de 400x.

Figura 9 — Fotografias de microscopia de fluorescéncia de adipdcitos sujeitos a tratamento com veiculo (b)

ou com xanto-humol 5 uM (d) em apoptose. Coradas de azul (a e ¢) aparecem todas as células enquanto que

a verde aparecem os nucleos de células em apoptose. As fotografias foram obtidas com uma ampliagcdo de
400x.
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Figura 10 — Efeito do xanto-humol (XN) na apoptose de pré-adipécitos (a) e adipécitos (b). Os pré-adipécitos
foram tratados 24 h apés a cultura e os adipdcitos foram tratados 7 dias apds a diferenciagdo com XN
durante 24 h. Os resultados representam a média + EPM de trés experiéncias independentes realizadas em
triplicado. *p < 0,05 vs respectivo controlo.
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DISCUSSAO

Actualmente, a investigagdo de compostos alimentares com actividade
biolégica de interesse para o tratamento ou prevencdo da obesidade tem
aumentado. E o caso do cha verde (e dos seus componentes epigalocatequina-3-
galato e catequinas), da soja (genisteina) e do pimento vermelho (capsaicina),
entre outros® '?. Para muitos deles foi j4 demonstrada uma associacéo positiva
entre o seu consumo e a reducéo do risco de ocorréncia de obesidade®” em que
os seus efeitos directos no TA justificam, com frequéncia, esta associagao.

A obesidade resulta no aumento do TA devido ao excesso de ingestéo
energética, conjugado com o baixo gasto energético?. A associagao entre a
obesidade e a activagado de vias de sinalizacdo celulares envolvidas na resposta
ao stresse e a inflamacdo comeca a ser cada vez mais conhecida®. Os
individuos obesos apresentam niveis plasméticos elevados de citocinas
inflamatérias®. O adipécito é capaz de segregar muitas dessas citocinas, como o
factor de necrose tumoral alfa, interleucina-6 e factor de quimiotaxia para
mondcitos-1, mas também adipocitocinas, exclusivamente expressas pelo TA,
como a leptina, adiponectina e resistina® ?®. O tamanho do adipécito parece ser
importante para a origem da inflamacdo no TA, existindo uma relacdo entre o
tamanho do adipécito e o perfil de secrecdo de citocinas. Adipocitos de pequeno
tamanho segregam mais adiponectina, proteina com propriedade anti-inflamatoria,
do que os adipdcitos de grande tamanho, enquanto que estes segregam mais
factor de necrose tumoral alfa, uma citocina inflamatoria, em relacdo aos de
menores dimensdes®. Podera ser por este motivo que a obesidade hipertréfica,
caracterizada pela presenca de adipocitos de grande tamanho, esta relacionada

com as complicacdes metabdlicas da obesidade, como a resisténcia a insulina,
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dislipidemias, hipertensdo resultando aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares e diabetes de tipo 2@”. Esta caracteristica morfoldgica do TA
pode explicar alguns casos em que individuos magros desenvolvem alteracbes
nos seus perfis metabolicos. De facto, de acordo com Bernstein (1975) concluiu
gue o unico parametro de composicéo corporal que distinguia individuos magros
saudaveis de individuos magros com hiperlipoproteinemia, era o tamanho dos
adipécitos®®. Deste modo, parece prioritario reduzir o tamanho do adipécito para
reduzir o risco de inflamacdo no TA, e assim minorar as complicacbes
metabdlicas associadas a obesidade.

Neste estudo, exploraram-se os efeitos do XN na linha celular 3T3-L1 de pre-
adipécitos de Ratinho. Este flavonodide pode encontrar-se em alguns tipos de
cerveja, embora em concentracdes reduzidas, sendo proveniente do IGpulo®®.
Ultimamente tém sido documentados diferentes efeitos celulares deste composto,
mas 0s seus efeitos no TA séo ainda pouco conhecidos. No presente estudo,
demonstrou-se que o XN reduziu a proliferacdo dos pré-adipécitos de uma forma
dependente da concentracdo. O efeito anti-proliferativo deste flavonoide ja tinha
sido anteriormente demonstrado em diversas linhas de células tumorais humanas
de carcinoma da mama (MCF-7), carcinoma do célon (HT-29) e carcinoma do
ovario (A2780)%,

Os pré-adipécitos sédo células com uma morfologia fibroblastica com elevada
capacidade proliferativa em que, quando atingem a confluéncia, o contacto entre
as células resulta na inibicdo da proliferacdo'”. Por esta razdo os ensaios de
proliferacdo celular foram efectuados na pré-confluéncia, tendo as células sido
semeadas numa densidade previamente determinada para que nao atingissem a

confluéncia durante as 72 h de tratamento. O efeito do XN foi mais marcado
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gquando as células foram incubadas com o composto durante 48 e 72 h, em
comparacdo com a incubacdo de 24 h. Estes resultados, obtidos a partir da
medicao das proteinas celulares, foram também confirmados pela identificacdo do
Ki67, marcador de proliferacdo celular, apos tratamento com 5 uM de XN. Embora
nesta concentracdo, apds 24 h de tratamento, ndo se verificasse reducédo do
conteudo proteico da cultura, a expressao do marcador envolvido na proliferacédo
ja estava reduzida.

Diferentes propriedades biologicas do XN tém sido relacionadas com o seu
efeito anti-proliferativo. Num ensaio in vitro, 0 XN inibiu a actividade da enzima
polimérase a humana do ADN, enzima responsavel pelos passos iniciais da
sintese de ADN, apresentando um ICso de 23 + 3,5 pM®®. Além disso, esta
descrita a relacdo entre a capacidade anti-oxidante de varios compostos fendlicos
e 0 seu efeito na proliferacdo celular de pré-adipocitos 3T3-L1, tendo sido
demonstrado que quanto maior a capacidade anti-oxidante, menor a proliferacéo
celular dos pré-adipécitos®. Como os demais flavonéides, o XN é também um
potente anti-oxidante. Tanto o XN como o seu produto de oxidacdo desmetil-XN
sao anti-oxidantes eficazes na prevencéo da oxidac&o das lipoproteinas de baixa
densidade®. No entanto, uma dose excessiva de anti-oxidantes podera

®Y " favorecendo um ambiente oxidado e

desequilibrar o estado redox celular
aumentando a sua resisténcia aos indutores da proliferac&o®®?. Este efeito podera
ser mais evidente para as concentragdes mais elevadas de XN, que para além de
terem reduzido a proliferagdo de forma acentuada, também induziram
citotoxicidade.

Um outro dado importante deste trabalho esté relacionado com a observacao

de que o XN foi capaz de reduzir a diferenciagdo dos pré-adipdcitos em adipdcitos.
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Para se tentar compreender a forma de actuacéo deste flavondide no processo de
diferenciacao, as células foram tratadas em diferentes periodos da diferenciacéo.
Quando os pre-adipécitos atingem a confluéncia, o contacto entre as células
activa vias de sinalizacdo que vao interromper o ciclo celular. Esta € uma fase
importante na transicdo entre a proliferacdo celular e a diferenciacdo, apesar de
nao constituir um pré-requisito no processo de conversdo em adipdcitos
maduros'”. Nessa fase alguns pré-adipécitos comecam a expressar factores de
diferenciacao precoces envolvidos na diferenciacdo destas células. No entanto,
para activar o programa de diferenciacdo nos pré-adipdcitos in vitro, de forma
sincronizada, é necessario utilizar uma mistura de indutores adipogénicos, que
consiste habitualmente em IBMX, dexametasona e insulina'”. Passadas 24 h do
inicio da diferenciacdo ocorre uma amplificacdo clonal. Nesta fase, os pré-
adipdcitos, que tinham o ciclo celular interrompido, prosseguem o ciclo celular e
passam por uma mitose pos-confluéncia e uma expansao clonal, que consiste em
duplicacdo celular. Estes dois acontecimentos sdo cruciais na diferenciacao®.
Os genes necessarios para o inicio da adipogénese comecam a Ser expressos.
Dois dias ap6s a inducéo da diferenciacdo ha novamente a interrupcédo do ciclo
celular nos pré-adipécitos. Neste momento estdo comprometidos a diferenciarem-
se em adipdcitos maduros. Ao fim de 3 dias ja expressam marcadores de
diferenciacéo tardios, e entre o dia 5° e o 7° ficam mais esféricos e comecam a
acumular goticulas lipidicas, estando completamente diferenciados no final deste
periodo”.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o XN teve um efeito anti-
adipogénico, revelado pela diminuicdo do conteudo de lipidos no interior das

células, de forma dependente da concentracdo. No entanto, este efeito sé foi
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evidente quando o XN esteve em contacto com as células durante a pos-
confluéncia e/ou durante a fase de inducdo da diferenciacdo. Este resultado
parece sugerir que o efeito anti-proliferativo, anteriormente evidenciado, do XN
podera estar implicado na inibicdo da adipogénese, uma vez que, conforme ja foi
referido, a mitose pds-confluéncia e a expansao clonal sdo fundamentais para a
diferenciacdo. O facto deste composto néo ter alterado a acumulacéo de lipidos
guando incubado com as células apos a inducédo da diferenciacdo parece apoiar
esta suposicdo. Este € um efeito similar ao da genisteina, que bloqueia a
diferenciacdo dos pré-adipécitos apenas quando esta presente nas 72 h apds o
inicio da diferenciacéo, e este facto foi justificado pelo seu efeito anti-proliferativo
nos pré-adipécitos pés-confluentes®?.

Por outro lado, € ainda possivel que o XN tenha interferido na sinalizacao
celular dos agentes de diferenciacdo. A accdo do IBMX decorre através da
inibicdo da fosfodiesterase, com o consequente aumento dos niveis de AMPc que
posteriormente activa o factor de transcricdo cyclic AMP response element-
binding protein, um dos eventos mais precoces na diferenciagéo(7). A
dexametasona, tal como os glicocorticoides enddgenos, actua nos receptores de
glicocorticoides facilitando a expressdo de novos factores de transcricdo!”). A
sinalizacao pela insulina parece ser mediada pela sua interac¢do com o receptor
para o IGF-1 (insulin-like growth factor), ja que os pré-adipécitos ndo expressam o
receptor da insulina®?.

As prostaglandinas estimulam a ciclase do adenilato aumentando a producéo
do AMPc que esta envolvido no processo de adipogénese®?. Sabe-se que o XN
inibe a ciclo-oxigenase tipo 1 (constitutiva) e a ciclo-oxigenase tipo 2 (indutivel)

(35

reduzindo a produgéo de prostaglandinas*™. Assim, esta propriedade do XN
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poderd constituir um mecanismo adicional para explicar a inibicdo da
diferenciacao, apesar da adicdo do inibidor da fosfodiesterase, o IBMX.
Da mesma forma, o XN podera ter interferido na sinalizacéo da insulina. O XN

inibe a activacdo do Akt®Y

. O Akt pertence a familia das cinases de residuos
serina/treonina e € um mediador intracelular que € activado quando a insulina se
liga ao seu receptor ou ao IGF-1%% %) Estas vias de sinalizacdo sdo essenciais
no controlo dos mecanismos envolvidos na diferenciacdo celular’®. Alguns
polifendis bloqueiam a adipogénese, e este facto foi justificado com a sua
interferéncia na via de sinalizacdo activada pela insulina, através da sua
capacidade de inibir as cinases de tirosina, impedindo a fosforilacdo do receptor
da insulina e sua consequente activacao®”.

A fosfatase alcalina € uma enzima expressa em diversos tipos celulares que
parece estar envolvida na diferenciacdo celular e no desenvolvimento tecidual®®?.
Recentemente foi demonstrada a expressdo desta enzima nos pré-adipécitos
3T3-L1, possivelmente na membrana da goticula lipidica, tendo um papel
importante na acumulacéo de lipidos®®. A inibicdo da sua actividade bloqueou a
acumulacdo lipidica, reduzindo a adipogénese nas 3T3-L1, que leva a crer que a
sua actividade é importante para a diferenciacdo®®. Ja foi demonstrado que o XN
inibe a expressdo e a actividade da fosfatase alcalina noutro tipo de células®®?.
Um estudo preliminar realizado no nosso laboratorio também demonstrou que a
actividade da fosfatase alcalina em pré-adipdcitos era reduzida pela incubacéo
com 20 uM de XN (resultados ndo mostrados).

As caracteristicas redox do XN também poderao ter contribuido para os efeitos

na diferenciagdo. Tem sido demonstrado que o0 stresse oxidativo impede a

diferenciacéo dos pré-adipécitos®® 49,
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Um outro evento que podera ser importante para determinar o numero de
células no TA é a morte celular, nomeadamente por apoptose. Este fenOmeno
pode ocorrer no TA tanto em pré-adipdcitos como em adipécitos™?. Assim, testou-
se o efeito do XN na apoptose das células nos dois estadios de desenvolvimento.
O XN aumentou a morte celular programada de forma significativa em adipdcitos.
Nos pré-adipécitos também parecia induzir a apoptose, embora esta diferenca
nao apresentasse significado estatistico.

Estudos anteriores tém relacionado o XN com a actividade pré-apoptética™®.
Um trabalho realizado numa linha celular de cancro do célon demonstrou o
envolvimento do XN na via extrinseca e intrinseca (mitocondrial) de sinalizacdo da
apoptose. O tratamento com XN aumentou a clivagem da pro-caspase-8 e
consequente activacdo das caspases-3 e -7, envolvidas na via extrinseca, e
reduziu a expressao do anti-apoptotico Bcl-2 e activou a caspase-9, envolvidos na

via intrinseca®®

. Este facto pode ser explicado pelo possivel efeito pré-oxidante
do XN quando presente em elevada concentracdo. Muitos autores referem a
actividade pré-oxidante dos compostos fendlicos como um factor importante na
toxicidade mitocondrial e na apoptose™. O excesso de anti-oxidantes na
presenca de metais de transicdo ou de peroxidases podem provocar um
desequilibrio no estado redox intracelular, resultando em lesdes nas estruturas
celulares e activando vias de sinalizacao da apoptose®Y. Estudos anteriores com
outros polifendis revelaram a sua capacidade de provocar a deplecgdo ou
oxidacdo de um dos mais importantes anti-oxidantes intracelulares, a glutationa

reduzida, em hepatdcitos®®. O estado redox da célula é determinante para o

modo como as células respondem aos estimulos externos, e quando o meio
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intracelular estd mais oxidado, a célula torna-se mais susceptivel aos indutores de
apoptose celular®® 42

Segundo 0s nossos resultados, o XN parece contribuir para a reducdo do
namero de células acumuladoras de gordura, tanto pela diminuicdo da
proliferacdo das células precursoras como pela inducdo da apoptose, 0 que
sugere que pode contribuir para a redu¢cado do numero de adipdcitos diferenciados.
Estes resultados estdo de acordo com um estudo realizado em ratinhos KK-AY
diabéticos tratados com uma dieta suplementada em XN em que se verificou uma
reducdo do TA nos animais tratados?). No entanto, a reducdo do nimero de
adipdcitos diferenciados provavelmente resultara num aumento do seu tamanho
que, como ja foi referido, leva a um perfil de secrecdo de citocinas mais
desfavoravel®.
Por esse motivo é importante chamar a atencdo da industria alimentar, que
procura enriquecer a cerveja neste composto, com base em estudos que apontam
para efeitos benéficos do XN. Este estudo vem mostrar que o beneficio do XN é
incerto, e o consumo de alimentos fortificados ou de suplementos com o intuito de
melhorar a salde pode suscitar efeitos desfavoraveis no desenvolvimento
equilibrado do TA e no processo inflamatorio associado, sugerindo que néo é o
composto ideal para ser usado no tratamento da obesidade e na melhoria das
suas complicagfes metabdlicas.
Por esta razdo, torna-se imperativo esclarecer o envolvimento do XN na

hipertrofia e na hiperplasia dos adipécitos e o seu possivel beneficio.
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CONCLUSOES

O xanto-humol:

* Reduziu a proliferacéo dos pré-adipécitos;

* Reduziu a diferenciacdo dos pré-adipdécitos, principalmente quando o XN

estava presente durante a expansao clonal e a inducao da diferenciacao;

* Aumentou a apoptose nos pré-adipocitos e nos adipdcitos.
Assim, o XN parece contribuir para a reducdo do numero de adipdcitos
diferenciados, o que possivelmente resultara na hipertrofia dos adipdécitos
presentes. Tendo em conta as consequéncias da hipertrofia dos adipdcitos, estes
resultados sugerem que o XN, apesar de ter potencial para reduzir o TA, ndo sera

favoravel para a redugdo das consequéncias metabdlicas associadas a obesidade.

Para esclarecer o motivo da menor acumulagéo lipidica nos adipdcitos tratados
com XN, seria necessario pesquisar o efeito deste composto na lipogénese e na
lipdlise. Pesquisas ja iniciadas no nosso laboratério sugerem o aumento da
lipogénese e a diminuicdo da lipolise basal nos adipdcitos tratados com XN
(resultados ndo mostrados).

De futuro, sera necessario realizar mais estudos para confirmar os efeitos do XN
sobre a diferenciacdo, pesquisando a expressdo de proteinas e/ou ARN de
marcadores de pré-adipécitos, como o Pref-1 (preadipocyte factor-1), e de
adipécitos, como o PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor gamma).
Por fim, para complementar todos estes resultados, seria também interessante
aprofundar o conhecimento dos efeitos deste composto na remodelacdo do TA in

Vivo.
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