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Resumo

O tecido adiposo, especialmente o branco (TAB), é um 6rgdo de grande
capacidade adaptativa que apresenta relevancia em patologias de interesse
clinico, tais como a obesidade e co-morbidades rotineiramente associadas a
ele, como diabetes mellitus tipo Il. Por isso, é constante a busca de terapias
que controlem a expanséo do tecido adiposo, inibindo seu desenvolvimento,
isto é, a adipogénese. O presente trabalho investiga a alteracao fenotipica
de adipdcitos quando expostos ao efeito do Rebaudiosideo A (RebA), um
glicosideo extraido da planta Stevia rebaudiana, utilizado como uma opg¢éo
alternativa de adocante devido a sua capacidade em equilibrar a glicemia e
possivelmente diminuir a adiposidade por inibir a adipogénese. Para testar
tal hipétese, pré-adipocitos da linhagem 3T3-L1 foram mantidos em cultura
celular e estimulados a diferenciagdo em adipécitos na presenca de
diferentes concentragbes de Reb A (100nM; 1uM; 10uM; 100pM e 1mM).
Andlises indiretas de inclusao lipidica (pelo software ImageProPlus) e de
expressdo proteica dos marcadores adipogénicos PPARy e C/EBPa e de
marcadores fenotipicos aP2, perilipina e adiponectina demonstram que a
diferenciacdo celular ndo foi alterada significantivamente sob o efeito do
RebA em quaisquer concentracdes utilizadas.
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Introducao

O interesse da comunidade cientifica em estudar o tecido adiposo (TA) bem
como adipogénese tem aumentado conforme aumenta em ndamero a
populacdo obesa no mundo. Desde Zhang et al, 1994, o
TA ndo mais € visto como um mero armazenador de triacilglicerideos (TAG),
mas como parte de um sistema complexo envolvido diretamente com a agéo
de varios horménios, como leptina, insulina, hormdnios tireocideanos, bem
como adipocinas e outras moléculas pré-inflamatérias. Portanto, o TA,
especialmente o tecido adiposo branco (TAB), é considerado fator crucial em
patologias de grande interesse clinico, incluindo disfungbes
cardiovasculares/ tireoidianas, obesidade e diabetes tipo II (Kopelman,
2000). E bem estabelecido na literatura que devido & sua regulacio
dindmica de metabolismo, as células do TAB (adipécitos) variam tanto no
volume quanto no formato, alterando sua atividade metabdlica. (Zechner et
al,2012) Fatores internos (como localizacdo anatdmica do coxim adiposo) e
externos, tais como dieta, exercicio e drogas podem modular o fenotipo
adiposo. O presente trabalho tem como objetivo investigar a interacdo entre
o TAB e o Rebaudiosideo A (RebA), um glicosideo extraido da Stevia
rebaudiana, uma planta nativa da regido limitrofe Brasil e Paraguai. Essa
planta € comumente utilizada como adocante natural e que aparenta
modular os niveis de glicemia em individuos diabéticos. (Gregersen et al,
2004).

Materiais e métodos

Pré-adipécitos da linhagem 3T3-L1 de camundongos foram mantidos em
cultura celular e estimulados a diferenciagdo mediante efeito de diferentes
concentragdes de Rebaudiosideo (100nM; 1uM; 10puM; 100uM e 1mM) e um
grupo controle (diferenciado apenas com o coquetel padréo). O potencial
adipogénico das células foi mensurado comparando o0s niveis de expressao
dos marcadores adipogénicos PPARy e C/EBPa e dos marcadores
fenotipicos P2, Perilipina e adiponectina por Western Blotting. (Fig.1)
(Rosen, Spiegelman, 2006). Além disso, imagens obtidas em microscépio
optico foram analisadas por meio do software Image-Pro Plus, calculando-se
automaticamente os campos refringentes (Imagens Invertidas),
correspondentes as regides de acumulo de lipidios (Fig. 2). Os resultados
foram analisados usando teste t-student e considerados significantes para
p<0,05.
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Resultados e Discussao

A expressdo dos fatores transcricionais pro adipogénicos PPARy e
C/EBPa e dos marcadores fenotipicos aP2, perilipina e adiponectina
ndo apresentam variacdo intensa sob concentracdes crescentes do
composto.
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Figura 1 — Expressdo proteica de marcadores adipogénicos em células
3T3L1 mantidas por 8 dias em cultura celular (DMSO veiculo) expostos a
concentragdes crescentes de RebA. Imagens obtidas em scanner sensivel a
guimioluminescéncia. N=3 para cada condicao.

Figura 2 — Fotomicrografia das inclusées lipidicas (campo claro, coluna &
esquerda, campos claros invertidos, coluna da direita) de adipdcitos
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induzidos a diferenciacdo na auséncia e presenca de Reb A na
concentracao final de 1 mM, mantidos em cultura celular. Imagens obtidas
em microscopio optico invertido (amplicacdo 200x). n=3 para cada condi¢ao.

Conclusbes

Como néo existem estudos prévios investigando os efeitos do Reb A em
adipécitos imortalizados, ndo é possivel inferir que a alteracdo no fenétipo
adipogénico observada em estudos de modelo animal esteja associado ao
grau de diferenciacéo das células.
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