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RESUMO

ARAGAO, Christina Nogueira. Efeitos do hipo- e do hipertireoidismo experimental na
concentracdo sérica de adiponectina. Rio de Janeiro, 2007. Dissertagdo — Doutorado em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2007.

A adiponectina, horménio produzido pelos adipdcitos, tem sido relacionada a redugado
de peso corporal em fun¢do do aumento da termogénese ¢ da oxidagdo de lipidios. Efeitos
semelhantes sdo observados por acdo dos hormdnios tireoideanos. Neste estudo, investigou-se
até que ponto o hipotireoidismo e o hipertireoidismo experimental, em ratos, ocasionam
variagOes na adiponectina sérica. Em animais adultos, o hipotireoidismo foi induzido a partir
do tratamento com metimazol 0,03%, na agua de beber, por 28 dias; e o hipertireoidismo foi
obtido através de inje¢des subcutineas de T4 (50nug/100g PC) por 10 ou 12 dias. A
adiponectina sérica dos hipertireoideos apresentou-se 3,2 vezes mais elevada em relacdo ao
grupo eutireoideo (P<0,001); enquanto que a adiponectina dos hipotireoideos tendeu a
reducdo (38%), apesar de este resultado ndo ter sido estatisticamente significativo. Houve
correlacdo positiva entre adiponectina sérica e T4 (= 0,81; P<0,001) e T; (r = 0,68; P=0,03)
totais, ¢ negativa entre adiponectina ¢ TSH (= -0,62; P=0,015). Observou-se, também,
correlacdo negativa entre adiponectina ¢ massa de tecido adiposo branco total (soma dos
tecidos inguinal, epididimal e retroperitoneal; r= -0,43; P=0,032), com redu¢do de 40,5% no
hipertireoidismo (P<0,01); além de associag@o positiva entre adiponectina sérica e massa de
tecido adiposo marrom (r= 0,43, P=0,03). O ganho de peso corporal, entretanto, encontrou-se
reduzido em ambos os grupos. O ganho de peso do grupo hipotireoideo apresentou redugao
significativa de 14% (P<0,01); enquanto que o tecido adiposo marrom do grupo
hipertireoideo apresentou aumento de 70% em relagdo ao grupo controle (P<0,001). Apesar
de estudos sugerirem um efeito sensibilizador da adiponectina sobre a insulina, em outro
grupo experimental de ratos hipertireoideos obtidos com o mesmo tratamento, ndo foram
observadas variacdes estatisticamente significativas na insulina sérica basal, na concentragdo
sangiiinea de glicose, nem na tolerancia a glicose, quando comparados com ratos eutireoideos;
com excecdo do ligeiro aumento da glicose sangiiinea observado aos 120 minutos apos
administracdo intraperitoneal de glicose (P<0,05). Portanto, constatou-se que, enquanto o
hipotireoidismo ndo ocasionou altera¢do significativa na adiponectina, o hipertireoidismo
experimental acarretou importante aumento da concentracdo sérica de adiponectina, efeito
cuja relevancia bioldgica ¢ ainda desconhecida.



ABSTRACT

ARAGAO, Christina Nogueira. Efeitos do hipo- e do hipertireoidismo experimental na
concentracdo sérica de adiponectina. Rio de Janeiro, 2007. Dissertagdo — Doutorado em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2007.

Adiponectin, an adipocyte-derived hormone, has been shown to decrease body weight
by increasing thermogenesis and lipid oxidation. Thyroid hormones have similar effects. Here
we investigated if experimental hypothyroidism and hyperthyroidism in rats would induce
changes in serum adiponectin. Adult rats became hypothyroid by treatment with methimazole
0.03%, in the drinking water for 28 days or hyperthyroid by T4 injections (50 ug/100g body
weight, sc.) for 10 or 12 days. Serum adiponectin of hyperthyroid rats was 3.2-fold higher
than euthyroid ones (P < 0.001) while in hypothyroid this tended to be lower (38%), but
without statistical significance. Serum adiponectin had a positive correlation with serum T4
(r=0.81; P < 0.001) and T3 (r = 0.68, P = 0.03), and a negative correlation with serum TSH
(r = -0.62, P = 0.015). In addition, there was a negative correlation between serum
adiponectin and total white adipose mass (sum of inguinal, epididimal and retroperitoneal
depots; r = -0.43; P = 0.032), which was reduced by 40.5% in hyperthyroid rats (P < 0.01),
but not in hypothyroid animals. A positive association between serum adiponectin and brown
adipose tissue mass was found (r = 0.43, P = 0.03), but not with body weight gain, which was
reduced in both hypo- and hyperthyroid groups. Body weight gain of hypothyroid animals
showed significative reduction of 14% (P < 0.01); while brown adipose tissue of hyperthyroid
group showed 70% increase in relation to control group (P < 0.001). Adiponectin has been
reported to have insulin-sensitizer effect. However, on a second experimental group of
hyperthyroid rats obtained with the same treatment, higher serum adiponectin was not
accompanied by statistically different changes in basal serum insulin, blood glucose
concentrations or glucose tolerance test as compared to euthyroid rats, except for a slight
increase in blood glucose at 120 minutes after glucose intraperitoneal administration (P <
0.05). Therefore, experimental hypothyroidism did not change significantly serum
adiponectin, while hyperthyroidism induced an important elevation in the serum hormone
concentration, with still unknown biological significance.
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13

1 INTRODUCAO

Os hormonios tireoideanos sdo importantes no crescimento e na diferenciagdo celular,
na regulacdo do metabolismo energético e no funcionamento adequado de basicamente todos
os tecidos do organismo. A produgcdo dos hormonios tireoideanos tiroxina (T4) e
triiodotironina (Ts) ¢ regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-tiredide, enquanto que a
atividade  bioldégica  hormonal ¢ influenciada principalmente por  enzimas
ativadoras/inativadoras, as desiodases, e por proteinas transportadoras de hormdnios
tireoideanos (Peeters et al., 2006).

No tecido adiposo ocorrem sintese e secre¢do de adipocitocinas, proteinas envolvidas
na regulacdo de diversos processos biologicos relacionados @ homeostase metabolica. Dentre
tais hormodnios, de relevante importancia, estdo a adiponectina e a leptina (Tsao et al., 2002).

A concentracgdo sérica de leptina tem correlacdo com o indice de massa corporal (IMC)
e com a massa total de gordura do organismo (Frithbeck, 2006), estando relacionada com as
reservas de energia do corpo: na alimentagdo excessiva e na obesidade, encontra-se
aumentada (Flier, 1998), enquanto no individuo em dieta hipocaldrica cronica, encontra-se
diminuida (Wolfe et al., 2004). A leptina atua principalmente no sistema nervoso central,
exercendo efeito anorexigeno e estimulante do gasto energético (Escobar-Morreale et al.,
1997).

A adiponectina esta relacionada aos mecanismos homeostaticos que regulam peso
corporal e metabolismo energético, apresentando importantes efeitos metabolicos tais como
estimulacdo da oxidagdo de acidos graxos, reducdo da gliconeogénese e aumento da
termogénese (Fruebis et al., 2001; Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 2002; Qi et al., 2004).

A partir de estudos epidemiologicos e experimentais observou-se que a deficiéncia de
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adiponectina esteve relacionada a obesidade e a resisténcia a insulina (Yamauchi et al., 2002;
Vasseur et al., 2003; Matsuzawa et al., 2004). Camundongos knockout para o gene da
adiponectina desenvolvem resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemia,
suscetibilidade a alteragdes vasculares e aterosclerose (Kubota et al., 2002; Maeda et al.,
2002; Matsuda et al., 2002): caracteristicas também presentes na Sindrome Metabolica
(anteriormente denominada "sindrome X" ou "sindrome de resisténcia a insulina”) em seres
humanos (Matsuzawa et al., 2004; Saad et al., 2006).

A administracdo de adiponectina, em camundongos agouti yellow (Ay/a) obesos
(Masaki et al., 2003), camundongos knockout para o gene da adiponectina (Maeda et al.,
2002), camundongos lipoatroficos e camundongos db/db obesos e diabéticos (Yamauchi et
al.,, 2001), ocasiona diminui¢do do peso corporal, reducdo da glicemia e diminuicdo da
resisténcia a insulina.

Disfungdes tireoideanas também estdo associadas a alteragdes na massa corporal, no
metabolismo do tecido adiposo e hepatico, ¢ na termogénese. Os estudos clinicos que
avaliaram concentragdes séricas de adiponectina em pacientes hipo- e hipertireoideos nao sao
conclusivos: em alguns estudos em humanos foram descritos niveis elevados de adiponectina
em pacientes hipertireoideos (Yaturu et al., 2004; Saito et al., 2005); enquanto em outros ndo
foi observada relagdo entre alteragdes da funcao tireoideana e adiponectina sérica (Iglesias et
al., 2003; Santini et al., 2004). No entanto, como a maioria das disfuncdes tireoideanas
estudadas era de doengas auto-imunes, existe a possibilidade de as alteracdes da adiponectina
haverem ocorrido devido a fatores ndo relacionados diretamente ao estado tireoideano. Em
individuos saudaveis, a concentragdo sérica de T, foi considerada uma variavel de predi¢do da
concentragdo plasmatica de adiponectina (Fernandez-Real et al., 2003), o que sugere que o

hormonio tireoideano pode ser um dos reguladores da secre¢ao de adiponectina. O objetivo do
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presente estudo € avaliar, em modelo animal, a influéncia do status tireoideano sobre a

modulagdo da produgdo de adiponectina.

1.1 HORMONIOS TIREOIDEANOS

A tiredide ¢ uma importante glandula do organismo, cujas principais células —
denominadas tiredcitos — sdo responsaveis pela sintese e secrecdo dos hormonios tireoideanos
Ta, T3 e 1T3, derivados iodados do aminoacido tirosina (Griffin, 2000). Embora a maior parte
da producao da tiredide corresponda ao T4 (Genuth, 2000), o T; apresenta atividade bioldgica
muito maior do que o T4 sendo, portanto, responsavel pela maioria das a¢des no organismo
(Nunes, 2003). A conversdo de T4 a T3 ocorre em varios tecidos e ¢ catalisada pelas enzimas
desiodase tipo I (D1) e tipo II (D2) (Nunes, 2003).

Na corrente sangiliinea, a maioria dos hormoénios tireoideanos encontra-se ligada as
proteinas plasmaticas, principalmente a globulina ligadora de tiroxina (TBG), a pré-albumina
ligadora de tiroxina (TBPA) (também denominada transtiretina), e a albumina. No soro
humano, em condi¢des normais, apenas cerca de 0,03% do T4 e de 0,3% do T; estdo na forma

livre (Bianco & Kimura, 1999).

1.1.1 Eixo hipotalamo-hipofise-tiredide

A sintese e a secre¢do dos hormdnios tireoideanos sao reguladas principalmente pelo
TSH e pela disponibilidade de iodeto no organismo que, por sua vez, ¢ fun¢do da ingestdo de
iodo pelo individuo (Scalon, 2001).

O TSH, também denominado tireotrofina, ¢ uma glicoproteina de cerca de 29kDa,

produzida e secretada pelos tireotrofos da adeno-hipofise, e composta por duas subunidades:
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alfa e beta. A subunidade alfa apresenta a mesma seqiiéncia de aminoacidos da subunidade
alfa das gonadotrofinas, enquanto a subunidade beta do TSH ¢ estruturalmente singular, sendo
responsavel pela especificidade biologica e imunologica do horménio (Nunes, 1999; Ojeda &
McCann, 2000). O hormoénio estimulador da tiredide atua através de ligacdes com receptores
localizados na membrana plasmatica de tireocitos (TSHR), estimulando etapas da sintese e
secrecdo de hormonios tireoideanos: o TSH estimula a expressdo de proteinas envolvidas na
sintese de T3 e T4, aumenta a atividade da célula tireoideana e estimula a secre¢do hormonal
(Nunes, 2003).

A sintese e a secrecdo de TSH, por sua vez, sdo reguladas negativamente pelos
horménios tireoideanos — estabelecendo um mecanismo de retroalimentacdo negativa — e
positivamente pelo TRH (hormonio liberador de tireotrofina) (Flier et al., 2000). O principal
horménio tireoideano envolvido neste mecanismo € o Ts: tanto o T3 sérico, quanto o T3
gerado a partir da conversdo do T, pela enzima D2 presente na adeno-hipdfise (Bianco &
Kim, 2006). Os hormoénios tireoideanos ocasionam diminui¢do do nimero de receptores de
TRH (TRHR) presentes nos tireotrofos, além de inibirem a expressdo do RNAm codificador
das subunidades alfa e beta do TSH (Chin et al., 1985; Gurr & Kourides, 1985; Ojeda &

McCann, 2000).

O TRH ¢ um tripeptideo (piroglutamil-histidil-prolinamida) proveniente da clivagem
pos-traducional de uma molécula precursora denominada pro-TRH, sendo ambos encontrados
no corpo celular de neurdnios do nucleo paraventricular (NPV) do hipotdlamo (Scalon, 2001).
A partir de sua liberagdo no sistema porta hipotalamico-hipofisario, localizado na eminéncia
média, o TRH atinge a adeno-hipdofise e se liga a receptores localizados na membrana

plasmatica dos tireotrofos, estimulando-os (Nunes, 2003).
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A atividade dos neurénios que sintetizam TRH ¢ regulada negativamente pelos
horménios tireoideanos através de mecanismo de retroalimentagdo negativa: eles inibem tanto
a transcricdo do gene codificador para TRH, quanto sua secre¢do hormonal (Segerson et al.,
1987; Hollenberg et al., 1995). Em ratos e camundongos, ocorreu reducao da expressdo do
RNAm do pro-TRH no NPV do hipotalamo em funcdo da administrag@o local de T3 (Dyess

et al., 1988; Abel et al., 2001).

1.1.2  Mecanismos de a¢ao dos horménios tireoideanos

Os hormonios tireoideanos exercem seus efeitos fisioldgicos basicamente através da
ligacdo com receptores nucleares especificos, TRs, regulando a transcri¢do génica; sendo que
a ligacdo do T3 ao receptor tem afinidade 10 a 15 vezes maior do que a do T4 (Jameson &
DeGroot, 2001). Apesar disso, ha crescentes evidéncias de que os hormonios tireoideanos
também tenham efeitos ndo-genomicos (Bassett et al., 2003; Davis et al., 2005). Em estudo de
Bergh e colaboradores (2005), foi demonstrado que o dominio extracelular da integrina
alfaVbeta3 (proteina de membrana plasmatica) ¢ um sitio receptor de hormonios tireoideanos,
cuja ligagcdo ao T4 ocasionou ativagdo de cascatas sinalizadoras intracelulares envolvendo a
MAPK (mitogen-activated protein quinase).

Os receptores de hormonios tireoideanos sdo proteinas pertencentes a superfamilia de
receptores hormonais nucleares, originados a partir dos genes do TRa (NR1A1) e do TR
(NR1A2) (Williams, 2000; Macchia et al., 2001), que apresentam sitio de ligagdo do TR ao
hormoénio situado na extremidade C-terminal, ¢ dominio de ligagdo ao DNA localizado
centralmente (Forrest & Vennstrém, 2000). A ligagdo do TR ao DNA ocorre no local

denominado TRE (elemento responsivo ao hormoénio tireoideano), situado na regido
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promotora do gene-alvo (Glass, 1994). Os receptores de hormonio tireoideano podem se ligar
ao TRE do DNA na forma de mondmeros, homodimeros do tipo TR/TR, ou heterodimeros
em associagdo com o receptor X de acido retindico (RXR) (Glass, 1994; Forrest &
Vennstrom, 2000).

TRa e TRP sdo codificados por genes distintos localizados em diferentes
cromossomas (Zhang & Lazar, 2000). O gene do TRa origina as isoformas TRal, TRa2 e
TRa3, que diferem quanto a extremidade carboxi-terminal (Izumo & Mahdavi, 1988;
Williams, 2000; Macchia et al., 2001). Ha indicagdes de que o TRa2 — que ndo liga T; —
exerce efeitos antagdnicos em relagdo ao hormonio tireoideano (Izumo & Mahdavi, 1988;
Macchia et al., 2001). Ja o gene do TR origina as isoformas TRB1, TRB2 ¢ TRB3, que
diferem quanto a extremidade amino-terminal (Schwartz et al., 1994; Williams, 2000;
Manzano et al., 2003).

A ligagdo do horménio tireoideano ao TR pode induzir ou suprimir a expressdo de
genes-alvos (Forrest & Vennstrom, 2000). Além disso, autores demonstraram que os
receptores de hormdnios tireoideanos podem regular a expressdo génica independentemente
da presenca de ligante (Brent et al., 1991; Fondell et al., 1993; Flamant et al., 2002). Nos
genes-alvos regulados positivamente, a auséncia do ligante favorece o recrutamento de co-
repressores (Burke & Baniahmad, 2000), enquanto que na presenca de T3 os TRs liberam co-
repressores € recrutam complexos co-ativadores, levando a ativacdo da transcricdo génica

(Zhang & Lazar, 2000; Yen, 2001).

1.1.3  Efeitos bioldgicos dos horménios tireoideanos

Os hormonios tireoideanos exercem influéncia sobre todos os tecidos do organismo,

atuando sobre desenvolvimento celular, diferenciagdo celular e vias metabdlicas. Alguns dos
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mais importantes efeitos dos hormdnios tireoideanos ocorrem durante o desenvolvimento fetal
e no inicio da infancia. Em adultos, seus efeitos estdo relacionados ao consumo de oxigénio,
além do metabolismo de proteinas, carboidratos, lipidios e vitaminas, podendo também
regular outras vias endocrinas através da alteragdo das taxas de sintese e degradagdo de outros

hormonios e fatores de crescimento (Jameson & DeGroot, 2001).

Existe a presenga de ambas as isoformas de receptores de hormdnios tireoideanos no
cérebro, sendo que o TRa ¢ encontrado em maior quantidade (Bradley et al., 1989; Lechan et
al., 1994; Li & Boyages, 1996; Alkemad et al., 2005). O TRa também exerce importante
efeito sobre o coracdo e os testiculos (Buzzard et al., 2000; Itoh et al., 2001; Bernal, 2002;
Flamant & Samarut, 2003), estando envolvido no desenvolvimento intestinal (Gauthier et al.,
2001; Plateroti et al., 2001) e na termogénese adaptativa (Ribeiro et al., 2001). No coragao, o
TRal medeia a agdo do hormoénio tireoideano, possibilitando o controle da freqiiéncia
cardiaca e da forga de contracdo da musculatura cardiaca (Wilkstrom et al., 1998).

Apesar de, na adeno-hipodfise, haver expressao das isoformas TRa ¢ TR (Yen et al.,
1992; Alkemade et al., 2005), esta ltima esta especialmente envolvida com o mecanismo de
retroalimentagdo negativa exercida pelos hormonios tireoideanos sobre a hipofise e o
hipotalamo: o TR atua tanto na regulagdo direta do TSH hipofisario, quanto na regulagdo do
TRH hipotaldmico e, portanto, apresenta importancia relevante no controle das concentracdes
sangiiineas dos hormonios tireoideanos (Flamant & Samarut, 2003; Dupré et al., 2004). Abel
e colaboradores (2001), em estudo com camundongos knockout para TRB2, ressaltaram sua
importancia nos neurdnios produtores de TRH do NPV do hipotadlamo. O TRf também esté
envolvido no desenvolvimento do ouvido interno e da retina (Ng et al., 2001; Rusch et al.,
2001; Roberts et al., 2006), além de mediar agdes metabolicas do T3 no figado, regulando

varias etapas do metabolismo hepatico (Weiss et al., 1998; Flamant & Samarut, 2003).
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Os horménios tireoideanos sdo os principais reguladores de processos metabdlicos
oxidativos no organismo (Lanni et al., 2003). A taxa metabdlica basal, que reflete o
metabolismo oxidativo basal, esta relacionada a atividade das mitocondrias e a formacao de
ligacdes da alta energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP) (Goodman, 2003). A
manuten¢do da reserva de ATP que armazena e fornece energia para manter o metabolismo
basal resulta em substancial produgdo de calor, denominada termogénese obrigatoria (Bianco
et al., 2005). Portanto, os mecanismos fundamentais da termogénese ¢ de seu controle estao
relacionados, direta ou indiretamente, com o aparato mitocondrial de transdu¢do de energia
(Lanni et al., 2003).

A termogénese adaptativa, diferentemente da termogénese obrigatoria, corresponde ao
calor produzido em fun¢do do aumento da taxa metabdlica do organismo. Esta produgdo de

calor varia rapidamente em resposta a fatores desencadeadores (Bianco et al., 2005).

Os hormonios tireoideanos sdo importantes reguladores da termogénese. Eles atuam
sobre proteinas desacopladoras (UCPs) — proteinas carreadoras de protons presentes na face
interna da membrana de mitocondrias — responsaveis pelo desacoplamento entre transporte de
elétrons e fosforilagdo oxidativa, estimulando o gasto energético e a termogénese (Lanni et
al., 2003; Hampl et al., 20006).

O tecido adiposo marrom (TAM) ¢ um importante local de geragdo de calor em recém-
nascidos humanos e em pequenos mamiferos: neles, em resposta ao frio, a termogénese
adaptativa, que ndo envolve tremores musculares, ¢ fundamental. Tal capacidade termogénica
do TAM deve-se, principalmente, a atividade da UCP1 (Cannon & Nedergaard, 2004).

A exposi¢ao ao frio leva a uma resposta hipotalamica de estimulagdo do Sistema

Nervoso Simpatico (SNS), aumentando a liberacdo de catecolaminas, principalmente no TAM
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(Ribeiro et al., 2001). A acdo do SNS sobre o TAM ocorre através de receptores adrenérgicos
o € PBi3. A ligagdo da norepinefrina ao receptor B leva a um aumento de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) e, conseqiientemente, estimulacdo da lipolise, ativando a
producdo de calor pelas mitocondrias; além de estimular a atividade da desiodase D2,
aumentando a conversdo intracelular de T4 a T3 (Silva & Larsen, 1983; Silva & Larsen, 1985;
Bianco & Silva, 1987; De Jesus et al., 2001). A maior atividade da D2 gera T; suficiente para
causar saturagdo dos receptores de hormoénios tireoideanos no TAM, criando um estado de
tireotoxicose tecido-especifica. O T; formado atua sobre genes envolvidos na termogénese,
principalmente o gene da UCP1 (Bianco & Silva, 1988; Bianco et al., 2002; Curcio-Morelli et
al., 2003).

Tanto os hormonios tireoideanos quanto a norepinefrina sdo importantes reguladores
da expressdo do gene da UCP1 no TAM, havendo, segundo estudos in vivo e in vitro, um
potente sinergismo entre os sinais gerados por esses hormonios (Bianco et al., 1992; Branco et
al., 1999).

Quanto aos receptores de hormoénios tireoideanos, tanto o TRa quanto o TR estdo
envolvidos em vias (diferentes) relacionadas com o mecanismo de termogénese adaptativa: a

estimulacdo da expressdo do gene da UCP1 ¢ principalmente mediada pelo TR; enquanto

que o TRa ¢ basicamente responsavel pela potencializa¢do da influéncia adrenérgica sobre o
TAM (Ribeiro et al., 2001).

Em ratos, De Lange e colaboradores (2001) relataram que o efeito calorigénico dos
horménios tireoideanos também tem relagdo com a regulagdo da UCP3 presente na
musculatura esquelética e cardiaca, tecidos metabolicamente relevantes. Recentemente,
autores demonstraram que a estimulacdo do Ts sobre a atividade desta UCP, no musculo
esquelético, ocorre através do aumento da expressdo do gene da UCP3 e da estimulacdo de

vias metabdlicas ativadas por ela (Silvestri et al., 2005; Solanes et al., 2005). Além disso, em
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seres humanos ja foi demonstrada, in vivo e in vitro, a estimulagdo do T; sobre a expressao do
RNAm da UCP2 e da UCP3 no tecido adiposo subcutaneo e na musculatura esquelética

(Barbe et al., 2001).

Os hormonios tireoideanos influenciam o turnover de uma série de reacdes ciclicas que
aumentam o consumo de ATP, como o transporte Na'/K" pela membrana plasmética (Desai-
Yajnik et al., 1995) e o ciclo do calcio entre citosol e sarcoplasma, na musculatura
esquelética; além de uma série de ciclos semelhantes envolvendo outros ions, intermedidrios
metabolicos e substratos energéticos, como por exemplo: lipdlise/lipogénese,
glicogenolise/glicogénese, protedlise/sintese protéica, formagdo Ossea/reabsorcdo Ossea,

dentre outros (Oppenheimer et al., 1991; Bianco et al., 2005; O'Shea et al., 2005).

Os hormonios tireoideanos estao envolvidos na regulagdo do metabolismo de lipidios e
carboidratos no figado, no musculo esquelético € no coracao (Freake & Oppenheimer, 1995;
Santini et al., 2004); também influenciam o metabolismo ¢ o desenvolvimento do tecido
adiposo modulando a proliferagdo e a diferenciacdo de adipdcitos (Hauner et al., 1989;
Darimont et al., 1993). Eles estimulam tanto a lipolise quanto a lipogénese (Oppenheimer et
al., 1991).

Em estudo de Oppenheimer e colaboradores (1991), em ratos, injegoes de Ts
ocasionaram elevagdo do consumo de energia, sendo que 15 a 19% deste aumento ocorreram
em funcdo da maior lipogénese (que atingiu um platdé apos 4 a 5 dias de tratamento), cujo
substrato principal foi a glicose. O custo metabolico da estimulagdo da lipogénese, entretanto,
correspondeu a apenas 3 a 4% do aumento da calorigénese observada em funcdo do
tratamento com T3. Desta forma, os autores concluiram que os acidos graxos provenientes do

tecido adiposo foram a fonte primaria de substrato para a calorigénese induzida pelo Ts, e que
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o aumento inicial da lipogénese serviu simplesmente para manter as reservas de gordura do
organismo.

O efeito estimulador dos hormoénios tireoideanos sobre a lipogénese deve-se a
estimulacdo da expressdo de genes de enzimas lipogénicas, como a enzima malica
(Goodridge, 1978; Towle et al., 1980; Strait et al., 1989), e proteinas intimamente
relacionadas com a lipogénese, como a proteina S14 hepatica (Perez-Castillo et al., 1987).

Os hormonios tireoideanos também incrementam a lipolise estimulada por
catecolaminas por aumentarem o numero de receptores beta-adrenérgicos e reduzirem a
atividade da enzima fosfodiesterase (Engfeldt et al., 1982; Wahrenberg et al., 1986; Liu et al.,
2003b), fatores que contribuem para o aumento dos niveis de AMPc e a estimulacdo da

atividade da lipase horménio-sensivel (Viguerie et al., 2002).

A funcdo tireoideana exerce influéncia sobre a concentracdo, a composi¢do € o
transporte de lipoproteinas. O hipotireoidismo € caracterizado por hipercolesterolemia e
aumento dos niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que ocorre devido a redugdo
do ntimero de receptores para LDL no figado e conseqiiente redugdo de sua depuracdo. Além
disso, quando o hipotireoidismo ¢ severo, as concentragdes de lipoproteinas de alta densidade
(HDL) estdo normais ou elevadas. No hipertireoidismo h4 aumento da excrecao de colesterol
e do turnover de LDL, resultando em diminui¢ao do colesterol total, enquanto os niveis
séricos de LDL estao reduzidos ou inalterados (Duntas, 2002).

No hipertireoidismo ocorre, freqiientemente, diminui¢do do peso corporal em fungio
do aumento do gasto energético (Saito et al., 2005). Em estudo de Knudsen e colaboradores
(2005), envolvendo individuos sem disfuncdo tireoideana, observou-se correlacdo negativa

entre T4 livre e IMC, além de correlagdo positiva entre TSH sérico e IMC, resultado que
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também foi obtido em estudo com mulheres que apresentavam obesidade ndo complicada,
sem alteragdes na fungdo tireoideana (Iacobellis et al., 2005b).

Quanto a influéncia dos hormonios tireoideanos sobre o metabolismo da glicose, foi
demonstrado um efeito estimulador sobre transportadores de glicose estimulados por insulina
(GLUT4) e sobre a fosforilagdo da glicose no tecido muscular (Weinstein et al., 1994;
Dimitriadis et al., 1997). Em musculo esquelético de ratos hipotireoideos observou-se redugio
da utilizacdo de glicose estimulada por insulina (redugdo da conversdo de glicose-6-fosfato a
lactato) devido ao declinio da glicélise e, também, aumento da conversdo de glicose-6-fosfato
a glicogénio. Observou-se, inclusive, reducdo da oxidacao da glicose no misculo, diminuigdo
dos niveis séricos de acidos graxos livres e aumento da glicemia (Dimitriadis et al., 1989;
Dimitriadis et al., 1997). Ao contrario, no hipertireoidismo, situagdo em que ocorre aumento
do uso de glicose pelos tecidos devido ao aumento da demanda energética (Dimitriadis et al.,
2005), observou-se aumento da utilizagdo de glicose estimulada por insulina e conseqiiente
formacdo de lactato, principalmente em fun¢do da reducdo na sintese de glicogénio em
musculo de ratos (Dimitriadis et al., 1997).

Os hormonios tireoideanos exercem importante estimulo sobre o transportador de
glicose GLUT4 (Weinstein et al., 1994). Torrance e colaboradores (1997) relataram aumento
da expressdo de GLUT4 no musculo esquelético de ratos hipotireoideos submetidos a
tratamento (injecdo intraperitoneal) com T3 por 10 dias. Além disso, em estudo realizado
recentemente, foi feita a quantificagdo dos transportadores de glicose na membrana
plasmatica de mondcitos de individuos hipertireoideos e verificado que, em relagdo ao grupo
controle, houve aumento de GLUTI1, GLUT3 e GLUT4; houve, também, aumento do
recrutamento de GLUT3 e de GLUT4 para a membrana dessas células por efeito da insulina

(Dimitriadis et al., 2005).
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Em estudo de Cettour-Rose e colaboradores (2005), ratos submetidos a tratamento
com propiltiouracil (hipotireoideos) apresentaram reducdo do turnover global da glicose e
diminui¢do da utilizacdo de glicose pela musculatura esquelética e pelo tecido adiposo em
resposta a insulina. Portanto, o hipotireoidismo reduziu a responsividade das células a
insulina. Ainda neste estudo, a glicemia basal dos ratos hipotireoideos encontrou-se normal,
enquanto os niveis plasmaticos de insulina apresentaram-se ligeiramente reduzidos,
provavelmente refletindo a inadequada secre¢do de insulina presente no hipotireoidismo

(Cettour-Rose et al., 2005).

Fukuchi e colaboradores (2002) estudaram a influéncia dos hormonios tireoideanos
sobre a secre¢do de insulina em ratos hipertireoideos devido a injegOes intraperitoneais de
altas doses de T4 (600ng/kg/dia) por duas semanas. Os animais apresentaram hiperglicemia
sem alteracdes significativas na insulina sérica em relacdo ao controle. No teste de tolerancia
a glicose, via oral, houve resposta insulinica deficiente e elevacdo extrema da glicemia. Em
células pancredticas isoladas destes ratos, a secrecdo de insulina em resposta a glicose
apresentou-se reduzida, e os autores concluiram que a principal responsavel pela tolerancia
anormal a glicose foi provavelmente a insuficiente resposta das células beta do pancreas a
glicose, tendo sido esse fator mais importante do que uma possivel resisténcia a insulina

(Fukuchi et al., 2002).

Em seres humanos, in vivo, as informagdes a respeito da influéncia de alteragdes do
status tireoideano sobre o metabolismo da glicose apresentam interpretagdes complexas. Em
pacientes hipertireoideos, foram relatados casos de tolerancia anormal a glicose (Dubaniewicz

et al., 1989; Bech et al., 1996; Giménez-Palop et al., 2005). J4 no hipotireoidismo, foi relatada
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tanto a ocorréncia (Dessein et al., 2004; Stanicka et al., 2005), quanto a auséncia (Owecki et
al., 2006; Giménez-Palop et al., 2005) de intolerancia a glicose.

Em estudo envolvendo adipdcitos provenientes de ratos hipertireoideos, nido se
observou alteracdes na captacdo de glicose induzida por insulina (Fryer et al., 1997).
Diferentemente, em estudo com adipocitos isolados do tecido subcutaneo de pacientes hipo- e
hipertireoideos, observou-se que a resposta das células a insulina esteve inibida no
hipotireoidismo e elevada no hipertireoidismo (Arner et al., 1984).

No hipertireoidismo, a tolerancia anormal a glicose foi observada por varios autores
(Dubaniewicz et al., 1989; Bech et al., 1996). Em estudo de Ohguni e colaboradores (1995),
pacientes com doenga de Graves e hipertireoidismo apresentaram reducdo da sensibilidade a
insulina e aumento da taxa de secre¢do basal de insulina (medida através do produto da taxa
de depuragdo metabolica da insulina pela insulina sérica basal), além de aumento da taxa de
depuracdo da insulina. Em outro estudo envolvendo pacientes hipertireoideos, a concentragao
sérica de insulina em resposta a glicose oral encontrou-se elevada, enquanto que a taxa de
secrecdo de insulina (medida através da razdo entre insulina sérica e glicose sangiiinea),

apresentou-se diminuida (Ikeda et al., 1990).

1.2 HORMONIOS DO TECIDO ADIPOSO

Antes da identificacdo do gene ob e da leptina, o tecido adiposo era considerado
simplesmente um local de reserva de energia, ou seja, acreditava-se que ele possuia um papel
passivo no metabolismo energético (Yaturu et al., 2004). Atualmente, sabe-se que substancias
secretadas pelos adipocitos participam na regulacdo de diversos processos bioldgicos que

envolvem homeostase metabolica e resposta imune (Tsao et al., 2002). Dentre as varias
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proteinas secretadas pelo tecido adiposo — denominadas adipocitocinas — a leptina, a
adiponectina e a resistina estdo especialmente envolvidas no metabolismo energético (Yaturu
et al., 2004).

O aumento dos niveis séricos de resistina estd relacionado a quadros de resisténcia a
insulina. Autores demonstraram, a partir de estudos realizados em camundongos, que a
resistina interfere na homeostase da glicose, antagonizando os efeitos da insulina através da
inibi¢do da supressdo da produgdo de glicose pelo figado, e da diminuigdo da capacidade da
musculatura esquelética e do tecido adiposo de captarem glicose em resposta a insulina
(Steppan & Lazar, 2004).

Dentre as adipocitocinas, a adiponectina tem atraido muita atencdo de pesquisadores
pelo fato de possuir efeitos antidiabéticos e antiaterogénicos, apresentando, provavelmente,
potencial terapéutico no tratamento do diabetes tipo 2 e da Sindrome Metabolica (Kadowaki
& Yamauchi, 2005).

Existe a possibilidade da interferéncia direta do status tireoideano sobre a produgdo de
adipocitocinas no tecido adiposo, uma vez que este possui receptores de hormodnios
tireoideanos e também de TSH (Tuca et al., 1993; Endo et al., 1995; Reyne et al., 1996; Saito

et al., 2005).

1.2.1 Leptina

A leptina ¢ um hormonio protéico, de aproximadamente 16kDa, inicialmente
identificado no tecido adiposo, seu principal local de sintese (Zhang et al., 1994). Atualmente,
sabe-se que a leptina também estd presente na placenta (Senaris et al., 1997), no estdmago

(Bado et al., 1998), na musculatura esquelética (Wang et al., 1998) e nas células epiteliais das
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glandulas mamarias (Smith-Kirwin et al., 1998), assim como no hipotdlamo e na adeno-
hipofise (Morash et al., 1999).

Tendo como base experimentos envolvendo camundongos geneticamente obesos,
estudos ressaltaram a importancia do gene ob na sintese de um determinado fator humoral que
ocasionava diminuicdo do apetite e aumento do metabolismo energético (Coleman, 1973). A
clonagem e o seqiienciamento do gene ob em camundongos, e seu homologo em humanos, foi
realizada em 1994 (Zhang et al., 1994), quando foi identificada a proteina codificada por este
gene, denominada leptina. Revelou-se entdo, que tais camundongos obesos apresentavam
mutagdes espontaneas no gene ob — camundongos ob/ob — e possuiam deficiéncia de leptina
(Halaas et al., 1995). Nestes animais, os fenotipos relacionados a obesidade decorrente da
deficiéncia genética de leptina puderam ser revertidos através da administracdo de leptina
recombinante murina, resultando em perda de peso, reducdo da ingestdo alimentar e aumento
da taxa metabdlica e da termogénese (Pelleymounter et al., 1995; Mercer et al., 1997). Em
seres humanos, apesar de ser uma doenga genética rara, a deficiéncia congénita de leptina
encontra-se relacionada a casos severos de obesidade (Montague et al., 1997).

A sintese e a secrecdo de leptina, em situacdo normal de ingestdo alimentar, estdo
diretamente relacionadas com a massa adiposa do organismo, existindo correlagdo positiva
entre leptina sérica, IMC e quantidade de gordura corporal (Mantzoros & Moschos, 1998;
Frithbeck, 2006). A leptina encontra-se aumentada na alimentacdo excessiva e na obesidade
(Flier, 1998), e diminuida no individuo emagrecido, em dieta hipocalérica (Wolfe et al.,
2004), na anorexia nervosa e em casos de lipoatrofia (Chan et al., 2003).

O receptor de leptina foi isolado por Tartaglia e colaboradores em 1995: ele ¢ um
receptor de membrana que esta presente no organismo na forma longa e nas formas curtas
(Ahima & Osei, 2004). Tais receptores estdo distribuidos amplamente pelo organismo

(Margetic et al., 2002; Ahima & Osei, 2004), tendo sido a forma longa encontrada
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principalmente nos nucleos hipotaldmicos arqueado, paraventricular e ventromedial (Mercer
et al., 1996; Fei et al., 1997; Chen et al., 1999). Também ja foi descrita a presenga destes
receptores na adeno-hipofise, principalmente nos tireotrofos, produtores de TSH (Jin et al.,
2000; Vicente et al., 2005).

No Sistema Nervoso Central, em estudo de Buchanan e colaboradores (1998), a leptina
foi capaz de alterar a express@o de neuropeptideos hipotalamicos envolvidos na regulagdo da
homeostase energética, influenciando, desta forma, mecanismos relacionados com aquisi¢ao e
gasto de energia (Flier, 2004). Além disso, autores demonstraram que a leptina inibiu a
producdo de neuropeptideos orexigenos, como o neuropeptideo Y (NPY), e estimulou os
anorexigenos (Wang et al., 1997; Ahima & Flier, 2001).

Perifericamente, no misculo esquelético e no tecido adiposo, a leptina exerceu efeito
lipolitico através da estimulagdo da oxidacdo de acidos graxos e hidrdlise de triacilglicerol,
reduzindo o armazenamento de gordura (Muoio & Dohm, 2002; Flier, 2004). Foi, também,
comprovada a influéncia estimuladora da leptina sobre a termogénese: em roedores, in Vivo, a
leptina aumentou a expressao de UCP1, UCP2 e/ou UCP3 no tecido adiposo, pancreas, figado
e musculatura esquelética, sugerindo ser esta uma das formas através das quais a leptina
ocasiona aumento do gasto energético e catabolismo de lipidios (Korbonits, 1998; Cusin et

al., 2000; Muoio & Dohm, 2002).

1.2.2 Interagdes da leptina com os horménios tireoideanos

1.2.2.1 Regulagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-tiredide pela leptina

A relagao entre leptina e hormdnios tireoideanos tem sido investigada. Sabe-se que no

jejum ocorre reducdo da concentracdo sérica de leptina (Ahima et al., 1996), além de
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alteracdes no eixo hipotalamo-hipofise-tiredide e conseqiiente diminuig¢do de T; e T4 (Légradi
et al, 1997): importante na limitacdo do gasto energético e do catabolismo. No jejum, a
expressdo do RNAm do pro-TRH e a secrecdo de TRH encontram-se diminuidas (Blake et al.,
1991; Rondeel et al., 1992), enquanto que o TSH encontra-se normal ou reduzido (Connors et
al., 1985; Romijn et al., 1990). Ocorre, ainda, favorecimento da conversao de T, para T3, em

detrimento da conversao de T4 para T3 (Gardner et al., 1979; Chan et al., 2003).

Em experimentos in Vitro, observou-se que a leptina ocasionou estimulagdo direta da
producdo e liberagdo de TRH por neurdnios secretores (Nillni et al., 2000). Além disso, em
estudo de Harris e colaboradores (2001), a ligagdo da leptina ao seu receptor desencadeou
uma via sinalizadora que resultou na ativacao da regido promotora do gene do TRH.

O efeito da Ieptina sobre o eixo tireoideano também ocorre de forma indireta: ela causa
inibicdo do NPY hipotaldmico (Wang et al., 1997) que, por sua vez, apresentaria efeito
inibitorio sobre neurdnios secretores de TRH (Légradi & Lechan, 1998; Fekete et al., 2001).
Outro horménio hipotalamico, o hormonio estimulador de melandcitos tipo alfa (a-MSH),
que possui a capacidade de ativar o promotor do gene do TRH (Harris et al., 2001), tem sua

secrecao estimulada pela leptina (Kim et al., 2000).

O declinio na concentragdo sérica de leptina no jejum ¢ rapido e acentuado, ndo
apresenta correspondéncia direta com a diminui¢do da massa de tecido adiposo (Boden et al.,
1996; Weigle et al., 1997) e estd envolvido com alteragdes no eixo hipotalamo-hipofise-
tiredide (Ahima et al., 1996; Chan et al., 2003). Em roedores, autores demonstraram que a
administracdo de leptina evitou, parcialmente, a reducdo de Ts observada na restri¢ao
alimentar (Ahima et al., 1996), e reverteu o efeito inibitorio do jejum sobre a secre¢ao de TSH

(Seoane et al., 2000), além de ter evitado a diminuicdo na expressdo do RNAm do pro-TRH
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pelos neurénios do NPV do hipotalamo (Légradi et al., 1997). Também no homem, a
administracdo de leptina foi capaz de reverter alteragcdes observadas no jejum de 72 horas: ela
preveniu as alteracdes na secre¢do de TSH, além de ter ocasionado um ligeiro aumento de T4
livre (Chan et al., 2003).

Em estudo envolvendo homens saudaveis e membros de uma familia com deficiéncia
genética de leptina, os autores observaram que o ritmo circadiano do TSH do paciente
homozigoto era desorganizado, enquanto nos individuos heterozigotos havia correlagdo entre
ritmo circadiano de leptina e de TSH que era, entretanto, muito menor do que a correlagao
observada nos individuos normais (Mantzoros et al., 2001).

Assim como em seres humanos (Jin et al., 1999), na adeno-hipé6fise de roedores
também existe a presenca do receptor de leptina e ha expressdo da propria leptina,
principalmente nos tireotrofos (Jin et al., 2000). Ortiga-Carvalho e colaboradores (2002)
sugerem que a leptina produzida localmente pelos tireotrofos possivelmente exerce efeito
inibitdrio sobre a secre¢ao de TSH.

Em ratos, a administracdo de leptina foi capaz de estimular a secrecdo de Tz e T4 € 0
crescimento da tiredide (Nowak et al., 2002). J4 em estudo de Rosenbaum e colaboradores
(2002), envolvendo humanos submetidos a uma dieta hipocalérica prolongada (cinco
semanas), a leptina foi capaz de reverter os declinios de T3 e T4 observados; resultado que nao
foi observado em outro estudo envolvendo individuos submetidos a um jejum de curta

duragao (trés dias) (Chan et al., 2003).

A conversdo de T4 para Ts realizada pelas desiodases ¢ necessaria para que os
hormoénios tireoideanos desempenhem suas agdes biologicas; e a leptina exerce influéncia
sobre tais enzimas (Lisboa et al., 2003; Cabanelas et al., 2006), atuando de forma tecido e

isoforma-especifica (Cabanelas, 2003). Em alguns estudos ela causou aumento da atividade
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da DI na tire6ide, no figado (Lisboa et al., 2003) e na hipdfise (Cabanelas et al., 2006); sendo
que, quanto a D2, foi relatado aumento da atividade no TAM (Cettour-Rose et al., 2002);

além da reduc¢ao de sua atividade no hipotalamo (Cabanelas et al., 2006).

1.2.2.2 Regulacao da leptina pelos horménios tireoideanos

As pesquisas que avaliam a influéncia da fungdo tireoideana sobre a leptina
apresentam resultados contraditorios. O hipertireoidismo geralmente ¢ acompanhado de
reducdo da massa de tecido adiposo, enquanto em individuos hipotireoideos freqiientemente
se observa aumento da gordura corporal (Duntas, 2002; Knudsen et al., 2005). Uma série de
autores afirma que a concentracdo sangiiinea de leptina ndo apresenta alteracdes significativas
em fungdo de varia¢des do status tireoideano de seres humanos (Corbetta et al., 1997; Sreenan
et al., 1997; Valcavi et al., 1997; Leonhardt et al., 1998; Wahrenberg et al., 2002). Entretanto,
outros pesquisadores demonstraram niveis de leptina baixos (Pinkney et al., 1998; Matsubara
et al., 2000; Iglesias et al., 2003) ou ligeiramente aumentados (Nakamura et al., 2000) em
pacientes hipertireoideos.

Com relagdo ao hipotireoidismo, ha muita divergéncia: apesar de alguns autores
demonstrarem o aumento da concentragdo de leptina em seus pacientes (Leonhardt et al.,
1998; Pinkney et al., 1998); outros relatam que os hipotireoideos apresentam niveis de leptina
reduzidos (Yoshida et al., 1998) que podem elevar-se em func¢do da reposi¢do com hormoénio
tireoideano (Valcavi et al., 1997; Hsieh et al., 2002; Iglesias et al., 2003). Alguns
pesquisadores afirmam, ainda, que no hipotireoidismo ndo ha alteragdo da leptina (Corbetta et

al., 1997; Sreenan et al., 1997).
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1.3 ADIPONECTINA

1.3.1 Estrutura e producao: sintese e secrecao

A adiponectina ¢ um horménio protéico sintetizado e secretado principalmente pelo
tecido adiposo e envolvido na regulacdo do metabolismo da glicose e dos lipidios. Ela
apresenta 244 aminoacidos e 28 kDa no homem, e 247 aminoécidos e 30 kDa no camundongo
(Tsao et al., 2002). Alteragdes na concentragdo sérica desta proteina estdo relacionadas a
enfermidades que envolvem obesidade, resisténcia insulinica, diabetes tipo 2 e doengas
cardiovasculares (Kumada et al., 2003; Vasseur et al., 2003).

A adiponectina foi inicialmente identificada, em 1995, como uma proteina similar ao
fator complemento Clq, tendo sido denominada ACRP30 (adipocyte complement-related
protein of 30 k-Da). A expressdo de seu RNAm foi observada exclusivamente no tecido
adiposo e em cultura de adipocitos 3T3-L1 murinos (Scherer et al., 1995).

O gene responsavel pela producdo de adiponectina foi identificado em 1996, por
grupos distintos de pesquisadores. Hu e colaboradores (1996) relataram haver isolado um
novo DNA complementar (cDNA) do tecido adiposo, denominado adipoQ, que originava um
polipeptideo formado por uma estrutura colagena na regido aminoterminal ¢ um dominio
carboxiterminal globular. A expressdo do RNAm deste gene encontrava-se reduzida no tecido
adiposo de camundongos e humanos obesos. Ainda neste ano, Maeda e colaboradores (1996)
isolaram o transcrito de um gene que foi denominado apM1 (adipose Most abundant gene
transcript 1), RNAm encontrado em grande quantidade no tecido adiposo humano.

Logo em seguida, Nakano e colaboradores (1996) identificaram, diretamente do

plasma humano, uma proteina de 244 aminoacidos que foi denominada GBP28 (gelatin
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binding protein of 28 k-Da) e cuja estrutura levou os autores a conclusido de que se tratava da
proteina formada a partir do gene apM1. Posteriormente, Saito e colaboradores (1999)
estudaram o gene da GBP28 e relataram que ele ocupa 16kb no cromossoma 327 humano,
sendo formado por trés éxons de tamanhos entre 18pb e 4277pb e dois introns, um com 0,8 e
outro com 12kb.

A adiponectina, portanto, também pode ser denominada ACRP30, apM1 ou GBP28
(Matsuzawa et al., 2004). Ela pertence a uma familia de proteinas que possuem seqiiéncias
homologas ao dominio globular do complemento Clq. Esta familia pode ser dividida em dois
grupos, em funcao da presenca ou auséncia de regido colagena (Kishore & Reid, 2000).

A estrutura primaria da adiponectina (figura 1) compreende uma regido amino-
terminal formada por uma seqiiéncia sinalizadora, seguida por uma curta regido de 24
aminoacidos no homem e 27 no camundongo, hipervariavel, onde ndo se observa homologia
entre as espécies animais. H4, em seguida, uma regido colagena contendo 22 repeticdes
idénticas formadas por residuos de glicina (Scherer et al., 1995; Tsao et al., 2002).
Finalizando sua estrutura, a adiponectina possui uma regido carboxi-terminal com estrutura
globular homoéloga a de outras proteinas da sua familia, tais como o dominio globular dos
colagenos tipo VIII e X (Reichenberger et al., 1992), as subunidades do complemento Clq
(Reid et al., 1982) e uma proteina encontrada no soro de animais que hibernam, a hib27

(Kondo & Kondo, 1992; Scherer et al., 1995; Hu et al., 1996).

sequéncia
sinalizadora

regido
\ variavel dominio colageno dominio globular

FIGURA 1. Estrutura primaria da adiponectina.
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O arcabougo cristalino da por¢do globular da adiponectina — aminoacidos 111 a 247,
no camundongo — compreende uma estrutura homotrimérica com um nucleo central
hidrofoébico formado pelas interfaces de trés mondmeros individuais (Shapiro & Scherer,
1998). Descobriu-se que esta proteina possui homologia estrutural com a familia do fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-o) de citocinas triméricas, apesar da pouca homologia entre si
com relacdo a seqiiéncia primaria (Tsao et al., 2002).

Apesar de a secre¢do de adiponectina ocorrer principalmente no tecido adiposo, ja
foram relatados outros locais de sintese e liberacao deste hormoénio, com provavel funcio
autodcrina e/ou paracrina (Pifieiro et al., 2005). Autores demonstraram que, em roedores, a
expressdo e secre¢do de adiponectina no tecido adiposo visceral ¢ maior do que no tecido
adiposo subcutaneo (Delporte et al., 2002; Altomonte et al., 2003). Em 2002, Viengchareun e
colaboradores fizeram a primeira descri¢do da producdo de adiponectina em cultura de células
do tecido adiposo marrom T37i. Posteriormente, Berner e colaboradores (2004)
demonstraram, in vitro, a secre¢do ¢ a expressdo de adiponectina em cultura de osteoblastos
primarios humanos.

Também ja foi descrita a indugdo da produgdo de adiponectina em células hepaticas de
camundongos. Observou-se que nos estagios iniciais da lesdo hepatica provocada através da
administracdo de tetracloreto, a adiponectina presente na circulagdo sanguinea ligou-se a
matriz extracelular dos hepatdcitos e, posteriormente, as proprias células lesadas passaram a
produzir adiponectina (Yoda-Murakami et al., 2001). J4& no musculo esquelético, foi
demonstrado que a expressdo de adiponectina pdde ser induzida por estimulos inflamatérios e
pela propria adiponectina (Staiger et al., 2003a; Delaigle et al., 2004). Além disso, estudos
recentes comprovaram que a adiponectina também ¢ produzida e secretada por cardiomiocitos

humanos e murinos em cultura (Pifieiro et al., 2005) e pela placenta (Caminos et al., 2005).



36

1.3.2 Transporte, receptores e sinalizacdo intracelular

A adiponectina ¢ uma adipocitocina abundante no plasma (Hattori et al., 2005). Ha
acentuado dimorfismo sexual quanto & concentracdo sérica de adiponectina: em mulheres
saudaveis, a concentracdo média é de 11,7 + 1,0ug/mL e, em homens, 7,9 + 0,5ug/mL (Hotta
et al., 2000). A concentragdo sangiiinea média da adiponectina em humanos obesos ¢ maior
do que em ndo-obesos (Arita et al., 1999; Yildiz et al., 2004); sendo que, mesmo neste caso,
este valor ¢ significativamente maior em mulheres do que em homens (Arita et al., 1999;
Hotta et al., 2000; Fernandez-Real et al., 2003; Pajvani et al., 2003). Quanto a sua meia-vida,
em estudo em seres humanos observou-se que adiponectina sérica apresentou meia-vida
relativamente curta, de cinco a seis horas (Pajvani et al., 2003).

Com relagdo a idade, ha artigos que relataram auséncia de variagdo expressiva na
concentracdo sérica de adiponectina, em homens ¢ mulheres adultos entre 30 ¢ 75 anos de
idade: obesos e ndo obesos (Arita et al., 1999); saudaveis ¢ diabéticos (Fernandez-Real et al.,
2003). Apesar disso, outros autores demonstraram a correlacdo positiva entre adiponectina
sérica e idade (Cnop et al., 2003; Nagasaki et al., 2005). Em camundongos em fase de
maturagdo sexual (entre sete e 40 dias de idade), Combs e colaboradores (2003) revelaram
que os niveis de adiponectina aumentaram quatro vezes no macho e 10 vezes na fémea.

Em homens normais (n3o-obesos) saudaveis, Gavrila e colaboradores (2003b)
demonstraram que, além de pulsatilidade ultradiana, a concentragdo sérica de adiponectina
também apresentou variagoes circadianas, tendo sido mais elevada durante o periodo diurno:
ocorreu um pico no final da manhd, pequenas variagdes ao longo do dia, e um declinio que
comecou no final da noite e atingiu o nadir no inicio da manha. No entanto, uma série de
autores nao observou (em individuos nao-obesos saudaveis e diabéticos) variagdes séricas

expressivas da adiponectina ao longo de 24 horas (Hotta et al., 2000; Yildiz, 2004; Shand et
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al., 2006). E, em individuos obesos, ha relatos de auséncia de variagdes circadianas (Calvani
et al., 2004; Yildiz et al., 2004).

Recentemente, Oliver e colaboradores (2006) demonstraram, em ratos Wistar adultos,
o ritmo circadiano na expressdo do RNAm da adiponectina em trés depodsitos de gordura do
organismo: mesentérico, epididimal e retroperitoneal. Houve variagdes que ndo resultaram,
entretanto, em alteracdes nos niveis séricos, que se mantiveram praticamente constantes ao
longo do dia (Oliver et al., 2006). Em camundongos, a expressdo do RNAm da adiponectina
no tecido adiposo visceral perigonadal apresentou ritmicidade circadiana: entretanto, neste
estudo ndo foi feita a dosagem da adiponectina sérica (Ando et al., 2005).

A partir da analise do plasma do homem e de camundongos autores revelaram que, na
circulagdo, a adiponectina pode se apresentar de multiplas formas, com pesos moleculares
distintos (Scherer et al., 1995; Nakano et al., 1996) (figura 2). A estrutura basica da
adiponectina ¢ um trimero, formado pela associagdo de trés mondmeros através de seus
dominios globulares (Scherer et al., 1995). No plasma de camundongos e de seres humanos,
autores descreveram a presenca de adiponectina na forma de trimeros de baixo peso
molecular; na forma de hexameros de 136 a 180kDa; e na forma de complexos de 12 a 18
subunidades, multimeros, de alto peso molecular (de 360 a 400kDa) (Pajvani et al., 2003;
Waki et al., 2003). De acordo com Lara-Castro e colaboradores (2006), no plasma de seres
humanos, os compostos triméricos de adiponectina presentes em maior quantidade sdo os

hexameros e os multimeros de alto peso molecular.
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FIGURA 2. Principais formas da adiponectina presentes na corrente sangiinea: (A) trimero, de
baixo peso molecular; (B) hexadmero, de médio peso molecular; (C) multimero, de alto peso
molecular. SS - ponte dissulfito.
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Arita e colaboradores (1999) sugeriram, ainda, que a adiponectina pode estar presente
no plasma também na forma de complexos com outras proteinas. Além disso, Fruebis e
colaboradores (2001) relataram a presenga, no sangue de seres humanos, de pequena
quantidade de uma forma truncada da adiponectina contendo o dominio globular da proteina,

e que possuia atividade biologica.

Os receptores da adiponectina AdipoR1 e AdipoR2 apresentam sete dominios
transmembrana, entretanto sdo estrutural e funcionalmente distintos dos receptores acoplados
a proteina G. A regido N-terminal do receptor ¢ interna, enquanto que a C-terminal € externa
(Kadowaki & Yamauchi, 2005; Mao et al., 2006). Em estudo in vitro, observou-se AdipoR1
possui maior afinidade para a por¢do globular da adiponectina e menor afinidade para a
adiponectina integra (Yamauchi et al., 2003a).

Yamauchi e colaboradores (2003a) demonstraram, em camundongos, expressao de
RNAm de AdipoR1 e AdipoR2 em cérebro, coragdo, rins, figado, pulmdes, musculatura
esquelética, baco e testiculos: enquanto que o receptor AdipoR1 encontrou-se amplamente
expresso no organismo, o receptor AdipoR2 esteve expresso predominantemente no figado. Ja
em ratos, Satoh e colaboradores (2005) observaram maior expressao de AdipoR1 e AdipoR2
no musculo esquelético, em comparac¢ao com o tecido hepatico.

Recentemente, foi relatada a expressdo de tais receptores em culturas de
cardiomiocitos humanos e murinos (Pifieiro et al., 2005) e em cultura de osteoblastos
primarios humanos (Berner et al., 2004). Foi demonstrado, inclusive, que no tecido adiposo
humano a expressdo do RNAm de AdipoR1 ¢ aproximadamente 10 vezes maior do que a
expressdo de AdipoR2 (Rasmussen et al., 2006). No pancreas de seres humanos e de ratos,

Kharroubi e colaboradores (2003) relataram a expressdo de AdipoR1 e AdipoR2 (em grande
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quantidade) nas cé€lulas [ pancreaticas, que podem estar, portanto, envolvidos na regulacdo da
secrecao de insulina.

O principal mecanismo através do qual a adiponectina estimula a oxidag¢do de acidos
graxos e a captacdo de glicose ¢ a fosforilacdo (ativacdo) da proteina quinase ativada por
adenosina monofosfato (AMPK) (Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 2002; Wu et al., 2003),
cuja estimulacdo em funcdo da administracio de adiponectina ja foi descrita em
cardiomiocitos (Shibata et al., 2004; Pifeiro et al., 2005), midcitos (Tomas et al., 2002;
Yamauchi et al., 2003b), hepatocitos (Yamauchi et al., 2002) e adipocitos (Wu et al., 2003).

Em cultura de midcitos tratados com adiponectina, Yamauchi e colaboradores (2003b)
relataram que a ativagdo da AMPK ocasionou aumento da atividade de receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa) dependente de ligante; enquanto que Tomas
e colaboradores (2002) relataram que a AMPK aumentou a sensibilidade de células
musculares esqueléticas a insulina.

Em camundongos, a administracdo sist€émica de adiponectina ocasionou, além de
reducdo da glicemia, ativagdo da AMPK, fosforilagdo e inibi¢do da atividade da acetil
coenzima A carboxilase (ACC), oxidagao de acidos graxos e aumento da captacdo de glicose
na musculatura esquelética; enquanto que no tecido hepatico observou-se fosforilagdo da
AMPK e diminui¢ao da expressdo de genes envolvidos na gliconeogénese (Yamauchi et al.,
2002).

Autores descreveram, inclusive, uma provavel via metabolica relacionada com a
estimulacdo da oxidacdo de acidos graxos pela adiponectina: inicialmente, a ativagdo da
AMPK levaria a inibi¢do da atividade da ACC. Ocorreria fosforilagdo e ativacdo da malonil
coenzima A (malonil-CoA) descarboxilase, ocasionando a reducdo do contetido de malonil-
CoA. A malonil-CoA ¢ uma reguladora-chave na sintese de acidos graxos, uma vez que ela ¢

inibidora da carnitina-palmitoil-transferase, enzima envolvida na entrada de 4cidos graxos na
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mitocondria. Logo, a redugdo da malonil-CoA levaria ao aumento da oxida¢do de acidos
graxos (McGarry & Brown, 1997; Winder & Hardie, 1999; Ruderman et al., 2003; Oh et al.,

2005).

1.3.3 Acg0es da adiponectina

Os principais 6rgaos alvos da adiponectina sdo o figado e o tecido muscular (Pajvani et
al., 2003). No figado, a adiponectina causa aumento da sensibilidade a insulina, redugdo do
influxo e aumento da oxidagdo de acidos graxos, redugdo da produgado de glicose e diminui¢do
da sintese de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), enquanto que no musculo ela
causa aumento da oxidacdo de acidos graxos, da sensibilidade a insulina e da captagdo de
glicose (Chandran et al., 2003).

A adiponectina esta envolvida no controle da homeostase da glicose e dos lipidios, e
no metabolismo energético (Vasseur et al., 2003). Sua deficiéncia esta relacionada com a
Sindrome Metabdlica, que envolve obesidade, resisténcia a insulina e outras complicagdes tais
como hiperlipidemia, diabetes mellitus tipo 2 e hipertensdo (Matsuzawa et al., 2004;
Sieminska et al., 2006).

Uma série de estudos sugeriu que a adiponectina de alto peso molecular ¢ a forma
mais ativa da proteina e que estd mais envolvida com sensibilidade a insulina e protegao
contra o diabetes do que a adiponectina sérica total (Pajvani et al., 2004; Fisher et al., 2005;
Hara et al., 2006; Kadowaki et al., 2006). Em estudo de Lara-Castro e colaboradores (2006), a
razdo entre adiponectina de alto peso molecular e adiponectina total apresentou maior
correlagdo com glicose e insulina do que o proprio valor da concentragdo plasmatica total de
adiponectina, em relacdo a glicose e a insulina. Logo, existe a possibilidade de alteragdes na

adiponectina de alto peso molecular serem mais relevantes na predicdo de resisténcia a
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insulina do que alteragdes na adiponectina plasmatica total (Kadowaki et al., 2006; Lara-

Castro et al., 2006).

1.3.3.1 Metabolismo da glicose

Uma série de autores demonstrou a correlagdo negativa que existe entre adiponectina e
glicose plasmatica. Experimentos realizados em animais comprovaram que a diminui¢do da
concentragdo sérica de adiponectina encontrou-se associada a redugdo da resposta dos tecidos
a insulina (Berg et al., 2001; Maeda et al., 2002). Inclusive, em modelos de camundongos
com resisténcia a insulina, a administragdo de adiponectina proporcionou recuperagdo da
sensibilidade dos tecidos a insulina (Yamauchi et al., 2001). Em cultura de hepatocitos
primarios de ratos, a adiponectina aumentou a capacidade de uma concentracao subfisiologica
de insulina suprimir a producdo de glicose, indicando ser a adiponectina uma potente
amplificadora da acdo da insulina (Berg et al., 2001). Também ja foi relatado, em cultura de
adipocitos, o aumento da utilizacdo de glicose pelas células em funcdo da adicdo de

adiponectina ao meio (Wu et al., 2003).

Interessantemente, ao se estudar Sindrome Metabdlica, um dos locais de relacdo com
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 foi mapeado exatamente no 16cus 3q27 do cromossoma
humano, local onde se situa o gene da adiponectina (Kissebah et al., 2000; Vionnet et al.,
2000). De acordo com Kondo e colaboradores (2002), esta descoberta sugere que a redugéo
da fungdo da adiponectina provavelmente tem relacdo com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina e diabetes tipo 2. Em seu estudo, Kadowaki e colaboradores (2006) propuseram a
hipotese de que o desenvolvimento de resisténcia & insulina, diabetes tipo 2 e Sindrome

Metabolica esté relacionado a redugdo nas concentracdes plasmaticas de adiponectina causada
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pela interacdo entre fatores genéticos (como polimorfismos no gene da adiponectina) e fatores
ambientais que causam obesidade (como o sedentarismo).

Em seres humanos, casos de mutacdes do gene da adiponectina estdo relacionados,
principalmente, com a ocorréncia de diabetes, além da hipoadiponectinemia (Hara et al.,

2002; Takahashi et al., 2000; Kondo et al., 2002; Waki et al., 2003).

Estudos com animais mostraram que a redug@o na concentragdo sérica de glicose,
observada apds administragdo periférica de adiponectina, ocorreu principalmente devido a
reducdo da producdo de glicose pelo figado (Berg et al., 2001; Combs et al., 2001). Berg e
colaboradores (2001) demonstraram que a reducdo da glicemia, decorrente de injegdo
intraperitoneal de adiponectina em camundongos, ocorreu primariamente em fungdo da
diminui¢do da producdo hepatica de glicose e ndo de um aumento da insulina, pois ndo foi
observada uma elevagdo da insulina em seguida a administracdo de adiponectina. Além disso,
Yamauchi e colaboradores (2002) avaliaram, in vivo e in vitro, a influéncia da adiponectina
sobre o tecido hepatico, e observaram reducdo na expressdo de genes envolvidos na

gliconeogénese, além da redugdo na glicemia.

Experimento com camundongos geneticamente modificados que nao possuiam o gene
da adiponectina (knockout) revelou que os animais homozigotos apresentaram resisténcia
insulinica e intolerancia a glicose, apesar de o ganho de peso corporal ter sido similar ao do
grupo wild-type (Kubota et al., 2002).

Da mesma forma, em outro estudo com camundongos Adipo-knockout, Maeda e
colaboradores (2002) observaram resisténcia severa a insulina, disturbios no catabolismo de
acidos graxos livres e aumento de TNF-a. Nestes camundongos, uma dieta rica em gordura e

sacarose ocasionou aumento acentuado dos niveis plasmaticos de glicose e de insulina, ndo
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tendo sido observado, até a sexta semana de administragdo da dieta, alteragdes significativas
no peso corporal e na adiposidade em comparagdo com os camundongos wild-type. O quadro
de resisténcia a insulina pdde ser atenuado através da suplementacdo de adiponectina por
meio de transfec¢do com adenovirus (Maeda et al.,, 2002). Diferentemente, Ma e
colaboradores (2002), em estudo envolvendo outro grupo de camundongos knockout para o
gene da adiponectina, ndo relataram resisténcia a insulina.

Camundongos transgénicos cuja mutagdo ocasionou aumento na expressao do RNAm
da adiponectina apresentaram reducdo da glicemia. A diminui¢do da glicose plasmatica
observada nestes animais, e também em casos de administragdo de adiponectina sistémica,
parece ter ocorrido em decorréncia da supressdao da produgdo de glicose pelo figado e do
aumento da oxidagdo de lipidios (Tsao et al., 2002; Yamauchi et al., 2003b). Em estudo de
Satoh e colaboradores (2005), ratos que apresentaram hiperadiponectinemia causada por
injecoes de construcdes de adenovirus e conseqiiente hiperexpressao hepatica de adiponectina,
apresentaram aumento da sensibilidade a insulina, na musculatura esquelética, observada
através de testes de tolerdncia a glicose e a insulina. Entretanto, o efeito da insulina na
supressdo da producdo hepatica de glicose ndo ocorreu, sugerindo que os altos niveis de
expressao do RNAm da adiponectina no figado podem ter ocasionado um quadro de
dessensibilizacdo local a propria adiponectina. Neste mesmo estudo, observou-se aumento da
ativacdo da AMPK no musculo esquelético, mas nao no tecido hepatico, o que confirmaria a

questdo da desensibilizacdo hepatica a adiponectina (Satoh et al., 2005).

Com relagdo as proteinas transportadoras de glicose, em estudo in vitro, células da
musculatura esquelética de ratos apresentaram aumento da translocacdo de GLUT4 e da

captacdo de glicose apds incubagdo com a por¢do globular da adiponectina. Além disso,
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observou-se diminui¢do da sintese de glicogénio e aumento de lactato, sugerindo que houve o
direcionamento do metabolismo da glicose para a produgdo de lactato (Ceddia et al., 2005).
Fu e colaboradores (2005), também in vitro, comprovaram que a adiponectina
aumentou a expressao do gene de GLUT4 e seu recrutamento para a membrana plasmatica de
adipocitos, aumentando a capacidade da insulina de estimular a captagcdo de glicose por tais
células. Observou-se, inclusive, a rapida diferenciacdo de fibroblastos 3T3-L1 que
hiperexpressavam o gene da adiponectina, em adipdcitos. Segundo os autores, no tecido
adiposo, a adiponectina provavelmente exerce efeito autocrino, promovendo proliferagao
celular e diferenciagdo de preadipocitos a adipocitos, a partir da estimulagdo de genes

responsaveis pela adipogénese (Fu et al., 2005).

1.3.3.2 Metabolismo de lipidios

Quanto ao peso corporal e a ingestao alimentar, em estudo envolvendo camundongos
submetidos a uma dieta rica em gordura e sacarose observou-se que a administracdo cronica
de baixas doses da fracdo globular da adiponectina ocasionou diminuigdo do peso corporal
independentemente da diminui¢do da ingestdo alimentar (Fruebis et al., 2001). Os autores
sugeriram que isto provavelmente ocorreu devido a estimulacdo da oxidagdo de lipidios,
principalmente no figado e no tecido muscular. Posteriormente, outros autores também
demonstraram que a administracdo de adiponectina, tanto intracerebroventricular (ICV)
quanto intravenosa, ocasionou diminui¢do do peso corporal em camundongos, sem que
houvesse reducdo da ingestdo alimentar: portanto, a redugdo do peso por influéncia da
adiponectina ocorreu devido a efeitos centrais e periféricos no gasto energético,
independentemente de uma agao central sobre os circuitos neuronais reguladores do apetite

(Qi et al., 2004).



45

Estudos em humanos também comprovaram a existéncia de uma estreita relagdo entre
hipoadiponectinemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (Weyer et al., 2001; Matsubara
et al., 2002b; Matsubara et al., 2003). A diminuicdo da concentragdo sérica de adiponectina no
estado pré-diabético precedeu a reducdo da sensibilidade & insulina, provavelmente
contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia a insulina no diabetes tipo 2 (Weyer et al.,
2001; Lindsay et al., 2002; Spranger et al., 2003).) Recentemente, Kantartzis e colaboradores
(2005) relataram a associacao entre adiponectina e aumento da sensibilidade a insulina, em
individuos obesos, enquanto Hug e Lodish (2005) observaram baixos niveis séricos de
adiponectina em pacientes com obesidade e diabetes tipo 2.

Quanto ao indice de resisténcia a insulina HOMA-IR (homeostasis model assessment
of insulin resistance), Matsubara e colaboradores (2003) observaram correlagdo negativa entre
este e a adiponectina sérica em mulheres nao-diabéticas; resultado também relatado por Yoon
e colaboradores (2005), em estudo envolvendo pacientes com doenca hepatica e individuos

saudaveis.

Além da relacdo entre obesidade e niveis sangiiineos reduzidos de adiponectina, ¢é
importante ressaltar que no tecido adiposo de pessoas obesas foi relatada reducdo da
expressdo de AdipoR1, tendo como provavel conseqiiéncia a diminuicdo dos efeitos
biologicos da adiponectina neste local (Rasmussen et al., 2006). Além disso, observou-se
reducdo da expressdo de ambos os receptores de adiponectina na musculatura esquelética de
individuos com diabetes tipo 2 (Debard et al., 2004).

Ja no estudo de Tsuchida e colaboradores (2004) em camundongos ob/ob com
resisténcia a insulina, as expressdoes de AdipoR1 e AdipoR2 no musculo ¢ no tecido adiposo

encontraram-se significativamente reduzidas. A obesidade ocasionou ndo sé a reducdo da
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adiponectina sérica, como também da expressdo de seus receptores, desta forma diminuindo a
sensibilidade dos tecidos a adiponectina e contribuindo para o quadro de resisténcia a
insulina. Ainda neste estudo, os autores demonstraram que, no musculo esquelético de
camundongos ob/ob, a ativacdo da AMPK induzida pela adiponectina encontra-se reduzida,

sugerindo a ocorréncia de resisténcia a adiponectina (Tsuchida et al., 2004).

Em estudos em seres humanos, a concentragdo plasmatica de adiponectina apresentou-
se inversamente proporcional a adiposidade do organismo, correlacionando-se negativamente
com o percentual de gordura corporal tanto no individuo saudavel quanto no diabético (Weyer
et al., 2001). Uma série de autores relatou a correlagdo inversa entre adiponectina e IMC
(Arita et al., 1999; Matsubara et al., 2002b; Cnop et al., 2003), enquanto que Gavrila e
colaboradores (2003a) observaram esta correlacdo entre adiponectina e parametros de
obesidade central “razdo entre cintura e quadril” e “circunferéncia da cintura”. Além disso, foi
relatada correlacao negativa entre adiponectina sérica e gordura intra-abdominal (Addy et al.,
2003; Cnop et al., 2003) e massa de gordura corporal central (soma de tecido adiposo
subcutaneo abdominal e tecido adiposo intra-abdominal visceral) (Staiger et al., 2003b).

Em humanos, Yang e colaboradores (2001) observaram baixa concentragdo plasmatica
de adiponectina em individuos obesos, com retorno ao normal apoés perda de peso. Ja em
mulheres, Bullo e colaboradores (2005) demonstraram que aquelas que possuiam maior grau
de adiposidade apresentavam menor expressdao de RNAm de adiponectina no tecido adiposo.
Além disso, houve correlagdo positiva entre a concentracdo sérica de adiponectina e a
atividade da lipase hormonio-sensivel no tecido adiposo subcutaneo das mulheres obesas, o
que levou os autores a sugerirem que a baixa expressao de adiponectina em individuos obesos
pode contribuir, através da influéncia sobre a atividade lipolitica e sobre a oxidacao de acidos

graxos, para a progressao da propria obesidade e para as co-morbidades associadas. Tajtadkova
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e colaboradores (2006) afirmaram que a baixa concentracdo sérica de adiponectina em
individuos obesos pode ser considerada um marcador preditivo da possibilidade de
desenvolvimento da Sindrome Metabdlica.

Em estudo com adipécitos humanos, in vitro, a secregdo de adiponectina por células
isoladas do tecido adiposo omental (visceral) foi maior do que a secre¢do por adipodcitos do
tecido subcutaneo, e apresentou correlagdo negativa com o IMC (Motoshima et al., 2002). De
acordo com Havel (2004), uma possivel explica¢do para a redugdo da adiponectina observada
em individuos obesos (e para seu aumento, apos perda de peso) € o fato de a adiponectina ser

realmente produzida primariamente pelo tecido adiposo visceral.

Quanto a relacdo entre concentracdo sérica de lipidios e adiponectina, ja foi
demonstrada a existéncia de correlacdo negativa entre adiponectina e triglicerideos e
correlagao positiva entre adiponectina ¢ HDL (Matsubara et al., 2002a; Addy et al., 2003;
Cnop et al., 2003; Tschritter et al.,, 2003; Yoon et al., 2005; Kantartzis et al., 2006).
Recentemente, em individuos obesos, Kantartzis e colaboradores (2006) relataram existir uma
correlacdo negativa entre adiponectina e LDL e massa de tecido adiposo visceral. A
concentragdo sérica de adiponectina também esteve diminuida em pacientes com lipodistrofia
congénita (Haque et al., 2002) ou associada ao HIV (Addy et al., 2003; Sutinen et al., 2003).

Em estudo realizado com pacientes que apresentavam esteatose hepatica nao alcoodlica,
Yoon e colaboradores (2005) encontraram correlagdo negativa entre a adiponectina e a massa
de gordura corporal, a insulina sérica e o grau de resisténcia a insulina. O grupo de individuos
doentes apresentou hipoadiponectinemia e elevados IMC, massa de gordura corporal,
insulina, € indice HOMA-IR.

A relacdo existente entre obesidade e hipoadiponectinemia levou alguns autores a

sugerirem a possibilidade da utilizagdo deste hormdnio no tratamento de individuos obesos,
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com o objetivo de melhorar a resisténcia a insulina e a aterosclerose (Haluzik et al., 2004). De
acordo com Havel (2004), o tratamento com adiponectina provavelmente também sera util no

controle de outros distirbios metabdlicos tais como esteatose hepatica e dislipidemia.

1.3.3.3 Sistema cardiovascular

A adiponectina sérica encontra-se freqlientemente reduzida em individuos com doenga
cardiovascular (Hug & Lodish, 2005). O acompanhamento de pacientes com insuficiéncia
renal durante alguns anos revelou que houve maior indice de mortes por doenca
cardiovascular dentre os individuos que apresentavam niveis mais baixos de adiponectina
(Zoccali et al., 2002). Além disso, Kistorp e colaboradores (2005) acompanharam, por cerca
de trés anos, pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica e concluiram que a concentrago
sérica de adiponectina pode ser considerada fator de predigao da mortalidade.

No homem, a hipoadiponectinemia esta associada a doengas da artéria coronaria (Hotta
et al.,, 2000; Yaturu et al., 2006). Pischon e colaboradores (2004) observaram que
concentragdes elevadas de adiponectina estiveram relacionadas a menor risco de infarto do
miocardio; enquanto Kumada e colaboradores (2003) verificaram que individuos com doenga
cardiaca isquémica tinham baixos niveis de adiponectina. Além disso, recentemente, foi
demonstrado que a produgado de adiponectina pelo tecido adiposo do epicardio humano estava
reduzida em pacientes com doenca da artéria coronaria (Iacobellis et al., 2005a).

Por sua vez, a mutagdo do gene da adiponectina, em humanos, esta associada a
ocorréncia de doencga da artéria coronaria e Sindrome Metabolica (Ohashi et al., 2004).

Foi comprovado, ainda, que a adiponectina possui propriedades anti-aterogénicas
relevantes, evitando a formacao de placas ateroscleréticas (Berg et al., 2002) e atuando como

fator de protecdo para o sistema cardiovascular (Zoccali et al., 2002). Ja foi relatado que a
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adiponectina inibiu mecanismos envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose: ela
dificultou a adesdao de mondcitos a células do endotélio vascular inibindo a expressdo de
moléculas de adesao (Ouchi et al., 1999) e a ativacdo do fator nuclear (de transcri¢ao) kappa-
B (NF-kB) induzida por TNF-o (Ouchi et al., 2000). Além disso, in vitro, a adiponectina
suprimiu a proliferagdo e a migragdo de células musculares lisas (Arita et at., 2002). Ouchi e
colaboradores (2000) sugeriram que a adiponectina presente na corrente sanguinea pode
modular a resposta inflamatoria das células endoteliais.

Em estudo de Okamoto e colaboradores (2000), na presenga de lesdo da barreira
endotelial, a adiponectina acumulou-se internamente na parede vascular, protegendo o
endotélio contra o desenvolvimento de alteracdes vasculares aterogénicas. De acordo com
Matsuzawa e colaboradores (2004), a entrada da adiponectina no endotélio é favorecida pela
sua capacidade de se ligar a colagenos subendoteliais, e ocorre em decorréncia das lesdes
vasculares causadas por estimulos inflamatorios e substincias quimicas presentes na
circulagao.

Outros estudos revelaram a acdo antiinflamatdria da adiponectina: em camundongos, a
injecdo intraperitoneal de lipopolissacarideo causou aumento da expressdo de adiponectina no
musculo esquelético; e em cultura de miotubos, a administragao de citocinas pro-inflamatdrias
estimulou a producao de adiponectina (Delaigle et al., 2004; Goldstein & Scalia, 2004).

Em camundongos transgénicos deficientes em apolipoproteina-E (apoE’/"), que
apresentam propensdo genética para o desenvolvimento de aterosclerose, o tratamento com
adiponectina impediu o desenvolvimento da doenca (Okamoto et al., 2002). Ainda em
animais deficientes em apolipoproteina-E, a hiperadiponectinemia causada pela
hiperexpressao da porcao globular da adiponectina pelo figado também impediu o

desenvolvimento de aterosclerose (Yamauchi et al., 2003b).
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Camundongos knockout para o gene da adiponectina apresentaram formacdo da
neointima vascular mais intensa do que a de animais wild-type, em resposta a lesdo mecanica
provocada por constriccdo (Kubota et al., 2002). Em outro estudo, de Matsuda e
colaboradores (2002), utilizando uma técnica de lesdo da artéria femoral diferente,
camundongos knockout também apresentaram espessamento acentuado da camada neointima
vascular e aumento da proliferacdo de células da musculatura lisa vascular. Tal proliferagdo
foi atenuada pela suplementagdo com adiponectina através de transfec¢do mediada por

adenovirus.

1.3.3.4 Metabolismo energético

A adiponectina estd envolvida na regulagdo do balango energético. Sua administragdo
reduz o ganho de peso ¢ o aumento de gordura corporal em camundongos alimentados com
dieta rica em gordura e sacarose, sem causar inibi¢ao da ingestao alimentar, além de ocasionar
um aumento da temperatura corporal que sugere haver efeito estimulatorio sobre o gasto
energético (Fruebis et al., 2001; Yamauchi et al., 2001).

Estudando a acdo central da adiponectina na regulacdo do balango energético, Qi e
colaboradores (2004) observarama redug¢do do percentual de gordura corporal
independentemente de reducdo na ingestdo alimentar, ap6és uma tUnica injecdo ICV em
camundongos, sugerindo que a perda de peso provavelmente ocorreu em func¢do de aumento
do gasto energético. Comprovou-se que as alteragdes observadas refletiram um efeito central
localizado, j& que ndo houve variagdo na concentracdo sérica de adiponectina apos as
injegdes. A analise imunohistoquimica hipotalamica revelou a presenga de maior nimero de
células positivas para adiponectina no nucleo paraventricular, um local comprovadamente

envolvido na homeostase energética. Neste mesmo experimento observou-se que tanto a
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administracdo ICV, quanto a intravenosa, ocasionou aumento da expressdo de UCP1 no TAM
e do consumo de oxigénio (VO,). Em camundongos ob/ob, que apresentam baixos niveis
séricos de adiponectina e termogénese reduzida, a administragao ICV da proteina ocasionou o
aumento da temperatura corporal até valores normais, sugerindo um efeito estimulatorio da
adiponectina sobre a termogénese (Qi et al., 2004).

Em estudo de Masaki e colaboradores (2003), a administragdo intraperitoneal de
adiponectina (por sete dias) em camundongos agouti yellow (Ay/a) obesos ocasionou uma
reducdo do peso e da massa de gordura dos animais. Houve aumento da expressao da UCP1
no TAM, da UCP2 no tecido adiposo branco (TAB), e da UCP3 na musculatura esquelética.
Além disso, o tratamento agudo também causou incremento da atividade simpatica no TAM e

aumento da temperatura corporal.

1.3.4 Regulacédo da producdo de adiponectina

Fatores que ocasionam alteragdes na adiponectina sérica estdo relacionados na tabela 1.

TABELA 1. Regulacdo da adiponectina.

AUMENTO

DIMINUIGAO

AUTORES

FRIO camundongos

PTN SOJA, OLEO PEIXE, ACIDO
LINOLEICO roedores

TIAZOLIDINEDIONAS (TZD)
in vivo, in vitro

LEPTINA
adm. sistémica

INSULINA
in vitro

RESTRICAO CALORICA
roedores normais e humanos obesos

JEJUM 24h ratos

ISOPROTERENOL in vitro
DEXAMETASONA in vitro

TNFa in vivo, in vitro
INTERLEUCINA -6 in vitro

LEPTINA
ICV

INSULINA
in vitro e camundongos

RESTRICAO CALORICA
humanos normais

Yoda 2001; Puerta 2002

Nagasawa 2002; Nagao 2003; Rossi 2005;
Flachs 2006; Kadowaki 2006

Fasshauer 2001; Delporte 2002; Viengchareun 2002

Hattori 2005

Maeda 2001; Combs 2002; Motoshima 2002;
Viengchareun 2002; Yu et al., 2002

Maeda 2001; Fasshauer 2002; Bruun 2003
Bruun 2003; Fasshauer 2003
Matsubara 2002; Zhang 2002; Ueno 2004; Lord 2005

Halleux 2001; Bliher 2002; Fasshauer 2002;
Motoshima 2002; Viengchareun 2002; Pajvani 2003

Hotta 2000; Berg 2001; Yang 2001; Combs 2003;
Faraj 2003; Wolfe 2004; Zhu 2004




52

Conforme artigo de Yoda e colaboradores (2001), a temperatura ambiente pode causar
alteracdo nos niveis séricos de adiponectina. Os autores relataram aumento na concentragao
sérica e na expressdo do RNAm da adiponectina no TAB em camundongos expostos a frio de
4°C. Entretanto, em estudo realizado com ratos expostos a 6°C durante 18 horas, ndo foram
encontradas alteragdes na concentracdo sérica nem na expressdo de adiponectina nos tecidos
adiposos branco e marrom, apesar de ter havido discreta e significativa redug¢ao da expressao

do seu RNAm no TAM (Puerta et al., 2002).

Quanto a alimentagdo, estudos em animais comprovaram que determinados alimentos
— como proteina de soja, 6leo de peixe e acido linoleico — relacionados com fatores protetores
contra o desenvolvimento da resisténcia a insulina, causaram aumento dos niveis séricos de
adiponectina (Nagasawa et al., 2002; Nagao et al., 2003; Rossi et al., 2005; Flachs et al.,
2006; Kadowaki et al., 2006).

As refeigdes habituais (o consumo de alimentos), ao longo do dia, parecem ndo
ocasionar variagdes nem na concentragdo sérica de adiponectina, nem na expressdo de seu
RNAm no tecido adiposo (Oliver et al., 2006).

Entretanto, ha relatos de eclevagdo da concentragdo sérica de adiponectina, em
roedores, em func¢do da diminuicdo da ingestao alimentar (Berg et al., 2001; Combs et al.,
2003; Zhu et al., 2004). Berg e colaboradores (2001) observaram praticamente a duplicagao
da adiponectina sérica em camundongos submetidos a restri¢do calorica cronica (ingestdo de
60% em relacdo a ingestdo ad libitum), por trés a quatro meses. Quanto a expressdo da
adiponectina, em ratos geneticamente obesos (Zucker, fa/fa), que apresentavam baixa
expressao do RNAm da adiponectina no tecido adiposo visceral, a restrigdo alimentar foi

acompanhada de aumento da expressao de volta a valores normais (Milan et al., 2002).
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Apo6s jejum de 48 horas, ratos apresentaram diminui¢do da expressdo do RNAm da
adiponectina no TAB, ocorrendo retorno aos valores normais em seguida a re-alimentagao.
Apesar disso, nao houve alteragdo significativa nos valores da adiponectina sérica (Zhang et
al., 2002). Da mesma forma, ainda em ratos, nem o jejum de 48h nem a re-alimentagdo
causaram alteracdes nos niveis de adiponectina (Kmiec et al., 2005). Entretanto, Altomonte e
colaboradores (2003) observaram, em ratos, redugdo significativa da concentracio sérica de
adiponectina apos 24 horas de jejum. Além disso, Bertile e Raclot (2004) relataram reducao
na expressao do RNAm da adiponectina nos tecidos adiposos subcutineo e epididimal de
ratos, ap6s jejum prolongado, ocorrendo retorno ao valores iniciais ap6s re-alimentacao.

Com relacdo aos receptores de adiponectina, em camundongos ob/ob, o jejum de 48
horas ocasionou aumento na expressdo de AdipoR1 e AdipoR2 no figado e na musculatura
esquelética, sendo que a posterior re-alimentagdo reduziu tal expressdo (Tsuchida et al.,

2004).

A alteracdo dos niveis séricos de adiponectina em fun¢ao de restricdo caldrica também
ja foi observada em seres humanos obesos. Hotta e colaboradores (2000) relataram que, em
individuos obesos submetidos a um programa alimentar de 800 kcal/dia por um periodo de
dois meses, a perda de peso (redugdo de 10% do IMC) foi acompanhada de aumento da
adiponectina, tanto em pacientes diabéticos quanto em nao-diabéticos. Em outros estudos,
também com individuos obesos — submetidos a cirurgia de redugdo de estbmago — observou-
se a relagdo entre diminui¢do do IMC e aumento das concentragdes de adiponectina (Yang et
al., 2001; Faraj et al., 2003). Entretanto, em estudo de individuos ndo-obesos, os resultados
foram diversos: mulheres saudaveis, ndo-obesas, submetidas a uma dieta hipocalorica (de
1000 a 1200 kcal/dia) pelo periodo de um més apresentaram modesta, mas significativa,

reducdo das concentracdes séricas de adiponectina (Wolfe et al., 2004). Além disso, em
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estudo de Gravila e colaboradores (2003a) com individuos saudaveis ndo-obesos submetidos a
jejum de 48 horas, nem a restricdo alimentar (que ocasionou a diminui¢do da concentragdo
sérica de leptina) nem a administracao de leptina em doses fisiologicas ou farmacologicas foi

capaz de alterar significativamente a concentracdo sérica da adiponectina.

Em ratos, a administra¢do cronica de leptina ndo alterou a sintese de adiponectina do
TAB, em comparagdo com o grupo controle. Entretanto, uma vez que a leptina ocasionou
redu¢ao do consumo alimentar e perda de peso, os autores formaram um grupo de ratos que
foi alimentado com a mesma quantidade de alimento consumida pelo grupo tratado com
leptina: conforme esperado, tais animais apresentaram reducdo da expressdo de adiponectina
no TAB. Portanto, concluiu-se que o tratamento com leptina preveniu tal reducdo na
expressao do RNAm da adiponectina no TAB induzida pela redugdo da alimenta¢do (Zhang et
al., 2002).

Em experimento in vitro, realizado por Lord e colaboradores (2005), a administra¢ao
de leptina resultou em reducdo significativa da expressio do RNAm da adiponectina em
cultura de células de estroma vascular de suinos. Além disso, em mulheres ndo diabéticas
obesas e ndo-obesas, Matsubara e colaboradores (2002b) evidenciaram a existéncia de
correlagdo negativa entre adiponectina e leptina. E. estudo com camundongos foi
demonstrado, ainda, que a administragdo central (ICV) de leptina foi capaz de reduzir as
concentragdes séricas de adiponectina (Ueno et al., 2004). Mais recentemente, outro autor
sugeriu que a produgdo de adiponectina €, provavelmente, em parte, regulada por acdes
hipotalamicas da leptina (Huypens, 2006).

Entretanto, camundongos ob/ob, que tém deficiéncia de leptina, apresentam baixas
concentragdes séricas de adiponectina (Qi et al.,, 2004). Além disso, em um estudo

envolvendo animais ob/ob, a expressdo de AdipoR1 e AdipoR2 no figado e na musculatura
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esquelética também estava reduzida, assim como a ligacdo da adiponectina com fracdes de
membrana e a ativacdo da AMPK pela adiponectina. Os autores concluiram que esta situacao
de resisténcia a adiponectina provavelmente ocasiona agravamento da resisténcia a insulina ja

presente no animal ob/ob (Tsuchida et al., 2004).

Quanto a influéncia da insulina sobre a regulacdo da producdo de adiponectina, os
resultados sdo conflitantes. Fasshauer e colaboradores (2002) demonstraram, em estudo com
cultura de adipdcitos 3T3-L1, que houve reducdo da expressdo do RNAm de adiponectina
entre 68% e 85%, nas células tratadas com insulina.

Em adipocitos humanos, in vitro, a secregdo de adiponectina por células isoladas de
tecido adiposo omental aumentou apos incubag¢do com insulina. O aumento foi ainda maior
quando foi feita a adi¢do de insulina juntamente com rosiglitazona (droga anti-diabética da
classe das tiazolidinedionas) ao meio de cultura. Entretanto, a secrecdo de células do tecido
adiposo subcutaneo nao foi influenciada por esse tratamento (Motoshima et al., 2002).

Em outro estudo envolvendo adipdcitos isolados de tecido adiposo visceral humano, a
insulina também estimulou a expressdao do gene da adiponectina (Halleux et al., 2001). Além
disso, em cultura de adipécitos T37i, do TAM, a administragdo de insulina ocasionou
aumento da expressdao do RNAm da adiponectina (Viengchareun et al., 2002).

Outros autores realizaram estudos com camundongos e relataram que os niveis séricos
de adiponectina encontraram-se reduzidos em resposta ao aumento sist€émico da insulina,
tendo sido estes valores normalizados ap6s o retorno da glicemia a niveis basais (Pajvani et
al., 2003). Em camundongos knockout para receptores de insulina especificos do tecido
adiposo, a auséncia de agdo da insulina acarretou aumento da adiponectina sérica (Bliiher et

al., 2002).
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Quanto aos receptores da adiponectina, em experimento in Vitro, a incubagdo de
hepatdcitos e miocitos com insulina ocasionou redug@o da expressao de AdipoR1 e AdipoR2.
Ainda neste estudo, a deficiéncia de insulina induzida pela droga estreptozotocina ocasionou
aumento na expressdo dos receptores da adiponectina no figado e na musculatura esquelética,

sendo que a posterior reposicdo com insulina reverteu este quadro (Tsuchida et al., 2004).

As drogas antidiabéticas da classe das tiazolidinedionas (TZDs) sdo ligantes sintéticos
do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPARY) capazes de aumentar a
sensibilidade a insulina e reduzir a hiperglicemia (Maeda et al., 2001). Autores demonstraram,
através de estudos in vitro, que a administragdo de TZD causou aumento da expressdo do
RNAm da adiponectina e/ou aumento da secrecdo de adiponectina em cultura de células do
TAM (Viengchareun et al., 2002), cultura de adipocitos 3T3-L1 (Maeda et al., 2001; Combs
et al., 2002) e células isoladas de tecido adiposo omental humano (Motoshima et al., 2002).
Foi identificado, na regido promotora do gene da adiponectina humana, um elemento
responsivo a PPAR, onde o heterodimero PPARY/RXR foi capaz de se ligar e estimular a
transcri¢do génica (Iwaki et al., 2003).

Em estudos in vivo envolvendo seres humanos saudaveis, diabéticos e obesos
observou-se aumento dos niveis sangiiineos de adiponectina em funcdo do tratamento com
TZDs (agonistas do PPARY) (Maeda et al., 2001; Combs et al., 2002; Yu et al., 2002). Combs
e colaboradores (2002) sugeriram que esta adipocitocina poderia ser utilizada como marcador
biologico da ativacdo do PPARY. Semelhantemente, em modelos de camundongos diabéticos
e obesos (db/db), a alimentagdo, por duas semanas, com racdo em que foi adicionada
troglitazona ou pioglitazona ou rosiglitazona (TZDs), ocasionou elevacdo da concentragdo

plasmatica de adiponectina em relacdo ao grupo controle (Maeda et al., 2001).
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Recentemente, Kubota e colaboradores (2006) desenvolveram camundongos ob/ob
knockout para o gene da adiponectina (adipo/). Nestes animais, apds duas semanas de
tratamento com a droga pioglitazona, houve melhora do quadro de resisténcia a insulina,
tendo havido aumento da captagdo de glicose pela musculatura esquelética, e ndo tendo sido
observada diminuicdo da producdo de glicose pelo figado. Houve, também, redugdo dos
niveis séricos de acidos graxos livres e triglicerideos. Os autores concluiram que a melhora
observada em tratamentos com a droga antidiabética pioglitazona provavelmente ¢
dependente de adiponectina, no figado; e independente da mesma, no musculo esquelético

(Kubota et al., 2006).

Uma série de estudos in vitro comprovou que o tratamento com TNF-o reduz a
expressao e a secrecdo de adiponectina (Maeda et al., 2001; Fasshauer et al., 2002; Bruun et
al., 2003). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) ¢ uma citocina proveniente do tecido
adiposo que estd aumentada em situagdes de obesidade e resisténcia a insulina, bloqueando as
acoes biologicas da insulina, inclusive o estimulo a capta¢ao de glicose (Hotamisligil et al.,
1994). Ja foi referido que essa adipocitocina estimula a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (Delaigle, 2004). Entretanto, em estudo recente envolvendo cultura de
adipdcitos humanos, Degawa-Yamauchi e colaboradores (2005) concluiram que o TNF-a
provavelmente nao estd diretamente envolvido na reducdo da sintese de adiponectina
observada na obesidade, uma vez que sua administracdo ndo ocasionou diminuicdo da

secrecdo de adiponectina em adipdcitos provenientes de individuos obesos.

A interleucina-6 (IL-6) ¢ outra adipocitocina cuja concentragcdo sérica encontra-se
elevada em casos de obesidade e resisténcia a insulina. Em cultura de adipécitos 3T3-L1, a

administracdo de IL-6 causou diminuigdo significativa da expressdo e da secrecdo de
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adiponectina (Fasshauer et al., 2003). Semelhantemente, Bruun e colaboradores (2003)
observaram, em tecido adiposo de individuos saudaveis ¢ de obesos, a diminui¢do da
expressdo do RNAm da adiponectina ap6s a adicdo de IL-6 ao meio de cultura. Além disso,

0s mesmos autores encontraram uma correlagdo negativa entre estas duas adipocitocinas.

Outra substancia que reduziu a expressdo da adiponectina tanto em cultura de células
do tecido adiposo branco, quanto do marrom, foi o isoproterenol, um ligante -adrenérgico
(Fasshauer et al., 2001; Viengchareun et al., 2002). Fasshauer e colaboradores (2001)
sugeriram que este efeito teria relagdo com o provavel envolvimento de altos niveis de
catecolaminas, liberadas pelo Sistema Nervoso Simpatico, no desenvolvimento de quadros de
resisténcia a insulina.

Em estudo de Delporte e colaboradores (2002), observou-se que a incubac¢do com
isoproterenol reduziu a expressdo do RNAm da adiponectina em explante de tecido adiposo
visceral humano. Semelhantemente, em tecidos adiposos visceral e subcutineo de
camundongos, a incubagdo com agonistas P-adrenérgicos diminuiu tanto a expressdo do
RNAm quanto a secre¢do de adiponectina. Além disso, in Vvivo, a injecdo subcutinea de
agonista Ps-adrenérgico (BRL37344) ocasionou reducdo da expressio do RNAm nos tecidos
adiposos visceral e subcutaneo, além de diminui¢ao da adiponectina sérica em camundongos
(Delporte et al., 2002).

Ja em experimento de Zhang e colaboradores (2002), a administracdo aguda
(intraperitoneal) de agonista B3 adrenérgico (CL316,243), em ratos, diminuiu a expressao do
RNAm da adiponectina no TAB e no TAM, com niveis séricos de adiponectina inalterados.
Entretanto, no tratamento crénico (por sete dias), observou-se aumento da expressdo da

adiponectina no TAB e duplicag@o de sua concentragdo sérica.
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Em experimentos in vitro, os glicocorticoides regularam negativamente a expressdo da
adiponectina, tanto no tecido adiposo branco, quanto no marrom (Fasshauer et al., 2002;
Viengchareun et al.,, 2002). Em um estudo realizado com adipdcitos humanos, a
dexametasona inibiu significativamente a liberagdo da adiponectina apos 24 horas de

tratamento (Degawa-Yamauchi et al., 2005).

Outro fator que ocasionou redugdo da expressao do gene da adiponectina foi o estresse
oxidativo. Em ratos, Hattori e colaboradores (2005) administraram angiotensina II
continuamente através da via subcutinea, durante sete dias, para induzir o estresse oxidativo:
além de reducdo na expressdo da adiponectina no tecido adiposo, estes animais
desenvolveram disfun¢do endotelial e hipertensdo. Ainda neste estudo, também se observou
supressao da expressdo da adiponectina em adipdcitos 3T3-L1, que foram expostos a H,O».

Furukawa e colaboradores (2004) observaram, em seres humanos € em camundongos,
a existéncia de correlacdo entre acimulo de gordura (obesidade) e estresse oxidativo
sistémico. Segundo Kadowaki e colaboradores (2006), este fato pode contribuir para a

reducdo da adiponectina observada na obesidade.

1.3.4.1 Regulacao da adiponectina pelos hormonios tireoideanos

Alguns estudos sugerem que a fungdo tireoideana influencia os niveis séricos de
adiponectina. Autores relatam que a concentracdo desta adipocitocina ¢ mais elevada no
hipertireoidismo, do que no eutireoidismo ou hipotireoidismo (Yaturu et al., 2004; Saito et al.,

2005). Foi demonstrada, em estudo em humanos, a diminuicdo de adiponectina em pacientes



60

na fase de hipotireoidismo, em comparagdo com a fase pré-tratamento hipertiredidea. Foi
observada correlagdo positiva entre adiponectina ¢ T4 e T3 livres, ndo havendo, entretanto,
correlagdo entre os niveis desta proteina e as concentracdes de leptina (Yaturu et al., 2004).

Além disso, Saito e colaboradores (2005) relataram a existéncia de correlagdo positiva
entre a concentragdo sérica de adiponectina e T3 e T4 livres em pacientes com doencga de
Basedow-Graves (hipertireoideos). Entretanto, em estudo com pacientes que apresentavam
insuficiéncia renal cronica, observou-se correlagdo negativa entre adiponectina e T3 livre.
Naqueles submetidos a hemodialise, houve correlagdo negativa entre os niveis séricos de
adiponectina e T4 livre, e positiva entre adiponectina e TSH (Malyszko et al., 2006).

Em seu estudo, Fernandez-Real e colaboradores (2003) relataram que individuos
normais que estavam no grupo com o maior quartil de adiponectina sérica apresentavam
também niveis séricos de T4 livre maiores do que os outros grupos.

Entretanto, Nagasaki e colaboradores (2005) realizaram o monitoramento de pacientes
hipotireoideos, ao longo de um ano, durante tratamento de reposi¢cdo hormonal e conseqiiente
normalizagdo dos efeitos dos hormoénios tirecoideanos, € ndo encontraram alteragdes
significativas nas concentracdes séricas de adiponectina destes individuos. Além disso, em
pacientes hipo- e hipertireoideos, Iglesias e colaboradores (2003) ndo observaram alteragdes
significativas nos niveis séricos de adiponectina em fun¢ao da variagdo do status tireoideano,
0 que os levou a sugerir que os hormonios tireoideanos tém pouca importancia na modulagao
dos niveis de adiponectina no organismo. Este mesmo resultado foi obtido por Santini e

colaboradores, em 2004.

Em cultura de tecido adiposo marrom de camundongos, observou-se aumento na
secrecdo € na expressdo da adiponectina, apos tratamento com T4 (Fujimoto et al., 2005).

Entretanto, in vitro, na linhagem celular de adipocitos 3T3-L1, ndo houve alteracdo
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significativa da expressdo do RNAm da adiponectina em funcdo da administragdo de Ts

(Fasshauer et al., 2002).

Iacobellis e colaboradores (2005b) demonstraram uma correlacdo negativa do TSH
com a adiponectina sérica, fraca, embora significativa, em mulheres obesas eutiredideas nado

complicadas.

1.4 JUSTIFICATIVA

A adiponectina aumenta a sensibilidade a insulina, estimula a oxida¢do de acidos
graxos, reduz a gliconeogénese e diminui a glicose plasmatica, além de reduzir a lipogénese, a
concentracdo de triglicerideos sangiiineos, e estimular a termogénese (Tomas et al., 2002;
Shklyaev et al., 2003). Esta adipocitocina tem efeitos metabodlicos, em grande parte,
semelhantes aos efeitos dos hormoénios tircoideanos. Sua administragdo, em roedores,
ocasiona alteragdes comumente presentes no hipertireoidismo, tais como redugdo do peso
corporal e da massa de tecido adiposo, aumento da atividade adrenérgica e da termogénese
(Masaki et al., 2003; Qi et al., 2004).

Na hiperadiponectinemia, assim como no hipertireoidismo, ha reducdo de LDL,
enquanto na hipoadiponectinemia, assim como no hipotireoidismo, observa-se aumento desta
lipoproteina (Duntas, 2002). Além disso, tanto os hormoénios tircoideanos quanto a
adiponectina estdo envolvidos no aumento da atividade da enzima lipase hormonio-sensivel

(Freake & Oppenheimer, 1995; Viguerie et al., 2002).
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Ha controvérsias quanto a influéncia da fun¢do tireoideana sobre a adiponectina. Os
resultados de estudos envolvendo pacientes hipo- e hipertireoideos sdo inconclusivos. Apesar
de, em alguns estudos, pacientes hipertireoideos apresentarem niveis elevados de adiponectina
(Yaturu et al., 2004; Saito et al., 2005) e alguns autores sugerirem ser o hormdnio tireoideano
um dos reguladores da secre¢do de adiponectina (Fernandez-Real et al., 2003), em outros
estudos ndo foi encontrada relagdo entre alteracdes da fungdo tireoideana e adiponectina
sérica (Iglesias et al., 2003; Santini et al., 2004).

A maioria dos estudos realizados em humanos, envolvendo fun¢do tircoideana e
concentracdo sérica de adiponectina, foi realizada em pacientes com disfungdes tireoideanas
devido a doencas, o que certamente dificultou o controle de uma série de fatores que podem
ter alterado a concentragdo sérica de adiponectina. A utilizacdo de animais possibilita maior
controle de determinadas varidveis que podem estar interferindo no resultado, minimizando os
fatores que possam comprometer a clareza das conclusdes. Até o momento, nao ha relatos de
estudos in vivo, em modelos animais com fungdo tireoideana alterada (hipertircoideos e
hipotireoideos), envolvendo status tireoideano e adiponectina sérica e, portanto, esse € um dos
objetivos do presente estudo.

A fung@o tireoideana influencia o grau de tolerancia a glicose do organismo e tanto o
hiper quanto o hipotireoidismo podem estar relacionados a resisténcia a insulina. Uma série
de estudos tem demonstrado a relagdo da adiponectina com variagdes na sensibilidade a
insulina: a reducdo dos niveis séricos de adiponectina tem sido associada com resisténcia a
insulina. Portanto, outro objetivo deste trabalho é observar possiveis associagdes entre

alteracdes na tolerancia a glicose e a adiponectina sérica nos grupos experimentais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo busca, essencialmente, avaliar a interferéncia do Status tireoideano

sobre a concentragdo sérica de adiponectina, utilizando, para tal, ratos eutireoideos,

hipotireoideos e hipertireoideos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Investigar possiveis efeitos do hipo- e do hipertireoidismo sobre a adiponectina, a

partir da dosagem da adiponectina sérica;

= Avaliar as correlagdes entre a adiponectina sérica e as concentracdes séricas de

horménios T, T4 e TSH nos diferentes estados tireoideanos;

= Correlacionar a concentragdo sérica de adiponectina com o peso corporal e a massa de

tecido adiposo branco e marrom nos diferentes estados tireoideanos;

= Investigar a ocorréncia de alteracdes na glicemia, na insulina sérica e no grau de

tolerancia a glicose no hipertireoidismo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados ratos machos Wistar adultos com, em média, 289,2 +
6,45g de peso corporal, que foram mantidos em ciclos controlados de claro-escuro de 12h:12h
(com inicio do ciclo claro as sete horas da manha), a temperatura de 24 + 1°'C, com dieta
alimentar padrdo (ragdo Nutrilabor/Guabi — Mogiana Alimentos S/A) e agua ad libitum.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Avaliagdo da

Utilizag¢do de Animais em Pesquisa de nossa Instituicado (CAUAP).

Na primeira parte do estudo foram realizados experimentos com ratos eutireoideos,
hipotireoideos e hipertireoideos. Na segunda parte do estudo, foram utilizados outros ratos
compondo um grupo de animais eutireoideos e outro de hipertireoideos, utilizando o mesmo

protocolo de obtengdo do hipertireoidismo.

O hipotireoidismo foi induzido através de tratamento via oral com a droga
antitireoideana metimazol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), a 0,03%, na agua de beber,
por 28 dias.

O hipertireoidismo foi induzido através de injecdo didria, subcutanea, de tiroxina na
dose de 50ug/100g PC (T4—L-Thyroxine, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) em cada

animal, por 10 dias ou por 12 dias, dependendo do experimento.
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3.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Efeitos do hipo- e do hipertireoidismo sobre a adiponectina sérica

Na primeira parte do estudo (figura 3), ratos eutireoideos, ratos hipertireoideos (apos
10 dias de tratamento com T4) e ratos hipotireoideos (apo6s 28 dias de metimazol) foram
sacrificados por decapitagdo. Os animais hipertireoideos foram sacrificados em torno de 10
horas ap6s a ultima administracdo de Ts. Foi realizada a exérese ¢ a imediata pesagem da
massa de tecido adiposo branco dos depdsitos retroperitoneal, inguinal e epididimal; da massa
de tecido adiposo marrom interescapular e do coracdo. O sangue obtido do tronco destes
animais foi centrifugado a 1600g por 15 minutos e o soro foi armazenado a —20°C, para

posterior dosagem de adiponectina, TSH e hormdnios tireoideanos Tj e Ta.

inicio sacrificio

DIAS 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2 22 24 26 28/ 30

N\ 0 /
—~
esagem animais HIPO pesagem animais
pesag tecidos adiposo
coracéao

. sangue (DOSAGEM HORMONAL)
n =9 a 14 animais por grupo
m) GRUPO EUTIREOIDEO (controle): solugéo salina sc 1x dia, por 10 dias.
B) GRUPO HIPOTIREOIDEO: Metimazol 0,03% na &gua de beber, por 28 dias.
B GRUPO HIPERTIREOIDEO: T4 (tiroxina) sc (50ug /100g PC) 1x dia, por 10 dias.

FIGURA 3. Primeiro protocolo experimental.
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3.2.2 Efeito do hipertireoidismo sobre a toleréncia a glicose

Em outra parte do estudo, foi realizada a andlise da tolerancia a glicose em ratos
hipertireoideos (ap6s 10 dias de tratamento com T,) e eutireoideos. Os animais foram
mantidos em jejum noturno e receberam, pela manha (ap6s 10h de jejum), uma unica injegdo
intraperitoneal de glicose (Merck, RJ, Brasil) na dose de 1,0g/kg de peso corporal. Aos 0, 20,
40, 60 e 120 minutos apos a administracdo de glicose, foi realizada a coleta de sangue da
cauda dos ratos, para dosagem da glicose sangiiinea.

Dois dias apo6s retornarem a rotina alimentar normal, os ratos eutireoideos e
hipertireoideos passaram novamente por um jejum noturno (10 horas) e foram sacrificados
por decapitacdo, pela manha, para a obtencdo de sangue do tronco. Foi realizada a medi¢do da
glicose sangiiinea, a centrifuga¢do do sangue a 1600g por 15 minutos e o armazenamento do
soro a -20 C, para posterior dosagem de insulina, TSH e horménios tireoideanos Ts e Ts.

A dosagem da glicose sangiiinea foi realizada a partir da aplicacdo do sangue em fitas

dosimétricas e medicdo em um glucometro (OptiumTM Medisense®) (figura 4).

inicio sacrificio
| | » n » » » » » » - » - n
1 | 1 | | 1 | | 1 | 1 1 |
DIAS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

TESTE DE TOLERANCIA
A GLICOSE

L sangue DOSAGEM
n = 8 animais por grupo HORMONAL e GLICEMIA

=) GRUPO EUTIREOIDEO (controle): solucéo salina sc 1x dia, por 12 dias.
=) GRUPO HIPERTIREOIDEO: T4 (tiroxina) sc (50ug /100g PC) 1x dia, por 12 dias.

FIGURA 4. Segundo protocolo experimental.
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3.2.3 Dosagens hormonais

A adiponectina sérica foi dosada por radioimunoensaio, utilizando-se o kit de
radioimunoensaio de adiponectina para camundongos e ratos produzido por Linco Research
(St Charles, MO, EUA), conforme as recomendagdes do fabricante. O kit baseia-se no método
do duplo anticorpo. Dentre seus reagentes, encontra-se: primeiro anticorpo (de coelho) anti-
adiponectina, adiponectina marcada com 1259, adiponectina para a preparacao dos padrdes
utilizados na constru¢do da curva padrio, e segundo anticorpo, de cabra (goat anti-rabbit IgG
serum).

Os soros de ratos (amostras) foram diluidos a 1:500. Apds incubacdo das amostras ou
padrdo com o 1° anticorpo e a adiponectina radioativa por 20 a 24 horas a temperatura
ambiente, foi realizada a adigdo do 2° anticorpo. Apos incubagao por mais 20 minutos a 4° C,
foi realizada a centrifugagao por 20 minutos, a 2000-3000xg, a 4° C. Por fim, efetuou-se a
decantacdo e a contagem da radioatividade dos precipitados em contador gama. O valor

minimo de deteccdo deste ensaio é Ing/mL.

A insulina sérica também foi determinada por radioimunoensaio, utilizando-se o Kit
comercial ImmuChem™ Coated Tube (MP Biomedicals LLC, NY, EUA), com o anticorpo
especifico aderido a parede do tubo, seguindo as instrugdes do fabricante. O limite de

deteccao ¢ de SpUI/mL.

As concentragdes séricas de TSH foram determinadas por radioimunoensaio
especifico, utilizando-se reagentes fornecidos pelo National Hormone Pituitary Program

(NHPP), National Institutes of Health (NIH) (Torrance, CA, EUA), e foram expressas de
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acordo com a preparagdo de referéncia (RP3). O kit de reagentes era composto por TSH de
rato para realizagdo da curva padrdo, TSH de rato para iodacdo e anticorpo de coelho anti-
TSH de rato (primeiro anticorpo). A iodagio do TSH com '*°I foi realizada em nosso
laboratoério, utilizando a técnica da cloramina T. A molécula marcada foi purificada em uma
coluna de gel de poliacrilamida conforme descrito anteriormente (Ortiga-Carvalho et al.,
1996). O radioimunoensaio foi realizado pelo método do segundo anticorpo, com adigdo de

5% de polietilenoglicol. O valor de detec¢do minima deste ensaio foi de 0,36ng/mL.

O T4 total sérico e o Ts total sérico também foram quantificados por
radioimunoensaio, utilizando Kits comerciais da ICN Pharmaceuticals (Costa Mesa, CA,
EUA). Estes kits (Antibody Coated Tube - **I RIA Kit) sio baseados no método de fase
solida, onde o anticorpo especifico encontra-se aderido a parede do tubo. A amostra ou padrao
¢ incubado com T4 ou T3 radioativo por uma hora, a temperatura ambiente, procendendo-se,
em seguida, a decantacdo e a contagem da radioatividade dos tudos com contador gama.
Conforme as indicacdes do fabricante, a sensibilidade do ensaio do T4 € de 0,76pg/dL e a do
T3, 6,7ng/dL, entretanto, no nosso estudo estabeleceu-se como limites de deteccdo o primeiro
ponto da curva padrio, tanto para o T4 quanto para o T;.

Em todos os ensaios, a variagdo intraensaio ficou abaixo de 9%, tendo sido as

amostras comparadas quantificadas em um mesmo ensaio.

3.2.4 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como MEDIA + erro padrdo da média (EPM). A analise de

variancia univariada seguida do teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls foi aplicada
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para a realizagdo da analise de dados relativos a adiponectina sérica, TSH, Tj; total, T4 total,
pesos corporais e pesos dos tecidos de animais do primeiro procedimento experimental, em
que havia trés grupos de ratos: eu-, hipo- e hipertireoideos. O TSH sérico foi analisado apos
transformagdo logaritmica.

O teste t de Student ndo-pareado foi utilizado na analise de TSH sérico, T total e T4
total de animais do segundo procedimento experimental, em que havia dois grupos de ratos:
eu- ¢ hipertireoideos, tendo sido o TSH, mais uma vez, analisado apos transformagdo
logaritmica. O teste t de Student ndo-pareado também foi empregado na analise da glicose
sangiliinea e da insulina sérica dos ratos eu- e hipertireoideos (segundo experimento), no
estado basal e também a cada intervalo de tempo ao longo do teste de tolerancia a glicose.

As relagdes entre variaveis distintas foram determinadas através de correlacdo
simples: teste de Pearson e teste de Spearman.

Os niveis de significancia estatistica foram estabelecidos para valores de P menores do

que 0,05.
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4 RESULTADOS

Na primeira parte do estudo foram utilizados nove a 14 ratos em cada grupo
experimental (eu, hiper- e hipotireoideos), enquanto que na segunda parte do estudo foram
utilizados oito animais hipertireoideos e oito eutireoideos.

Conforme demonstrado na tabela 2, a indug¢@o farmacologica do hipotireoidismo e do
hipertireoidismo (na primeira parte do estudo) efetivamente ocorreu. Nos ratos hipotireoideos,
as concentragdes séricas de T4 e T3 totais apresentaram-se muito reduzidas (P < 0,0001),
abaixo dos valores minimos detectaveis (2pg/dL e 50ng/dL, respectivamente), enquanto o
TSH sérico encontrou-se extremamente aumentado (12,6 vezes) em relagdo ao TSH dos
animais eutireoideos (P < 0,0001). Nos animais hipertireoideos, houve aumento de 65% na
concentragdo sérica de T4 total (P < 0,0001), e de 4,4 vezes na concentragdo sérica de T; total
(P < 0,0001) em relacdo ao grupo eutireoideo. Além disso, nestes animais, o TSH foi
reduzido a valores indetectaveis, abaixo de 0,36ng/mL.

Quanto ao peso do coragdo, houve reducdo de 33,6% nos ratos hipotireoideos em
rela¢do ao grupo eutireoideo (P < 0,001), e de 46,8% nos hipotireoideos em relacdo ao grupo
hipertireoideo (P < 0,001). Quanto aos animais hipertireoideos, houve aumento de 25% no
peso do coragdo em relagao aos eutireoideos (P < 0,001), e aumento de 89% em relagao aos
hipotireoideos (P < 0,001) (tabela 2). Estes achados sdo condizentes com os estados de hipo-
e hipertireoidismo dos animais.

Observou-se que o status tireoideano efetivamente afetou o peso corporal dos animais.
Tanto os ratos hipertireoideos quanto os hipotireoideos apresentaram redugdo do ganho de
peso corporal em relagdo aos animais eutireoideos, sendo que somente no segundo caso esta
variacdo foi significativa, tendo sido observada diminuicdo de cerca de 14% no peso dos

hipotireoideos, em relacdo aos eutireoideos (P < 0,01) (tabela 2 e figura 3A).
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TABELA 2. Caracteristicas gerais de ratos eutireoideos, ratos tratados com metimazol
(hipotireoideos) e ratos tratados com T4 (50ug/100gPC/10dias) (hipertireoideos).

T, total (ug/dL)
Ts total (ng/dL)

TSH (ng/mL)

Peso corporal antes do

tratamento ()

Peso corporal apos

tratamento (g)

Peso do coracéo (g)

Eutireoideos

4,54+0,18

2,52+0,62

290,1+9,6

396,3+11,5

1,13+0,03

Hipotireoideos

<2
<50
31,85+ 3,23 #

287,9+£12,0

341,3+12,8#

0,75+0,02 #*

7,49£0,42 #
3223+£22,6#
<0,36

289,6 £12,9

361,2+ 12,2

1,41£0,05#*

P<
0,0001
0,0001
0,0001

NS

0,01

0,001

# vs. eutireoideos; * Vvs. hipotireoideos ou hipertireoideos; NS = ndo significativo;

n =9 a 14 animais em cada grupo.
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FIGURA 5. (A) Massa corporal (peso) apos tratamento, (B) massa de tecido adiposo branco
(inguinal+epididimal+retroperitoneal) e (C) massa de tecido adiposo marrom de ratos normais
eutireoideos (EU), de ratos tratados com metimazol (hipotireoideos: HIPO), e de ratos
tratados com T4 (50 pg/100g PC/10 dias) (hipertireoideos: HIPER). Os resultados foram
expressos como MEDIA + EPM. ** P < 0,01 vs eutireoideos; # P < 0,001; * P < 0,01.
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Apesar de ter ocorrido redugdo do ganho de peso corporal em ambos os grupos
tratados (significativa somente no grupo hipotireoideo) (figura 3A), a massa total de tecido
adiposo branco, calculada a partir da soma das massas dos depositos de gordura inguinal,
epididimal e retroperitoneal, s6 apresentou variacdo significativa nos ratos hipertireoideos,
nos quais houve redugdo de 40,5% em relacdo ao grupo eutireoideo (P < 0,01) (figura 3B).

Especificamente, nos ratos hipertireoideos houve redugdo significativa das massas de
tecido adiposo retroperitoneal (de 47,7%; P < 0,01) (figura 4A) e inguinal (de 36,1%, P <
0,05) (figura 4B). E, no caso da massa de tecido adiposo branco epididimal, esta se encontrou
significativamente reduzida tanto nos animais hipertireoideos (reducao de 22,3%; P < 0,05),

quanto nos hipotireoideos (reducdo de 25,4%; P < 0,05) (figura 4C).

A massa de tecido adiposo marrom interescapular dos animais hipertireoideos foi 70%
maior em relacdo ao grupo eutireoideo (P < 0,001), enquanto que nos animais hipotireoideos

ndo se observou alteragdo significativa deste valor (figura 3C).
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FIGURA 6. Massa dos depodsitos de gordura (A) epididimal, (B) retroperitoneal ¢ (C)
inguinal de ratos normais eutircoideos (EU), de ratos tratados com metimazol
(hipotireoideos: HIPO), e de ratos tratados com T4 (50 png/100g PC/10 dias) (hipertireoideos:
HIPER). Os resultados foram expressos como MEDIA + EPM. # P < 0,01; * P < 0,05.
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A adiponectina sérica (figura 5) estava substancialmente elevada no grupo
hipertireoideo, apresentando valores cerca de 3,2 vezes maiores em relacdo ao grupo
eutireoideo (P < 0,001). Nos ratos hipotireoideos, apesar de ter sido observada uma tendéncia
a diminui¢do da adiponectina sérica em relacdo aos eutireoideos (38% menor),

estatisticamente tal alteracdo nao foi significativa (figura 5).

As concentracdes séricas de adiponectina apresentaram correlagao positiva com as
concentragdes de T4 total (r = 0,81; P < 0,001) (figura 6A) e de T; total (r = 0,68; P = 0,03)
(figura 6B), e associagdo negativa com o TSH sérico (r = -0,62; P = 0,015) (figura 6C). Além
disso, observou-se correlacdo negativa entre a adiponectina sérica e a massa total de tecido
adiposo branco, calculada a partir da soma dos trés depositos de gordura (inguinal, epididimal
e retroperitoneal; r = -0,43; P = 0,032) (figura 7A). Entre a adiponectina sérica ¢ a massa de
tecido adiposo marrom interescapular houve correlagdo positiva (r = 0,43; P = 0,03) (figura
7B); mas nao foi encontrada correlagdo entre a adiponectina sérica e o peso (massa) corporal

(r=-0,15) (figura 7C).
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FIGURA 7. Adiponectina sérica de ratos normais eutireoideos (EU), de ratos tratados com
metimazol (hipotireoideos: HIPO) e de ratos tratados com T4 (50png/100g PC/10 dias)
(hipertireoideos: HIPER). Resultados expressos como MEDIA + EPM. *P < 0,001.
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FIGURA 9. Relagdo entre adiponectina sérica e: (A) tecido adiposo branco (soma dos
depositos de gordura inguinal, epididimal e retroperitoneal); (B) massa de tecido adiposo
marrom; e (C) massa corporal de ratos eutireoideos, hipotireoideos e hipertireoideos.
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Na segunda parte do estudo foram comparados outros dois grupos de animais, eu- e
hipertireoideos. Os animais hipertireoideos apresentaram aumento de 44% na concentracao
sérica de Ty total, e de 3,8 vezes na concentragdo sérica de Ts total, em relacdo ao grupo
eutireoideo (P < 0,0001). Além disso, o TSH dos ratos hipertireoideos foi reduzido a
valores menores que o limite inferior de detecgdo do ensaio, abaixo de 0,36ng/mL (tabela
3).

Quanto a glicose sangiiinea e a insulina sérica (tabela 4), ndo se observou variagdes
estatisticamente significativas do grupo hipertireoideo em relagdo ao controle (eutireoideo).

Para avaliacdo da sensibilidade a insulina utilizou-se uma adaptacao do indice HOMA-
IR (homeostasis model assessment of insulin resistance), calculado a partir do simples
produto da glicose (mM) pela insulina (uUI/mL), conforme descrito anteriormente (Zhou et

al., 2004). Este valor também foi semelhante nos grupos eu- ¢ hipertireoideo (tabela 4).

Quanto ao teste de tolerancia a glicose, as concentragdes sangiiineas de glicose dos
animais hipertireoideos e eutireoideos, nos varios tempos avaliados ap6s a administragdo
intraperitoneal de glicose (0, 20, 40 e 60 minutos), foram semelhantes entre si (figura 8).
Apesar disso, no momento inicial (0 minuto) e aos 120 minutos apds a administragao
intraperitoneal, a glicose sangiiinea tendeu a ser ligeiramente mais alta no grupo
hipertireoideo, alcancando significancia estatistica (P<0,05) aos 120 minutos (figura 8). De
uma maneira geral, ndo se observou alteracdes expressivas na tolerancia a glicose nos animais

hipertireoideos em relagdo ao grupo controle (eutireoideos).



TABELA 3. Caracteristicas gerais de ratos
(50pg/ 100g PC/ 12 dias - hipertireoideos).

80

eutireoideos e ratos tratados com Ty

Eutireoideos P<
T, total (ug/dL) 4,71+0,32 6,78 £ 0,22 # 0,0001
T, total (ng/dL) 66,1 £2,0 2533+ 125# 0,0001
TSH (ng/mL) 2,16 + 0,52 <0,36

# vs. eutireoideos; n = 8 animais por grupo.
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TABELA 4. Glicose sangiiinea e insulina sérica de ratos eutireoideos em jejum e ratos
tratados com T4 (50pug/ 100g PC/ 12dias), hipertireoideos, em jejum.

Eutireoideos

Glicose sanguinea (mg/dL) 121 +4,2 132 +7,6
Insulina (LUI/mL) 147+2,8 16,7£2,0
HOMA-IR 116 + 32 125+ 20

(glicose mM x insulina pUI/mL)

n = 8 animais por grupo.
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FIGURA 10. Teste de tolerdncia a glicose em ratos eutireoideos (linha continua), e em ratos
previamente tratados com T4 (50ng/100g PC/ 10 dias), hipertireoideos (linha tracejada). Os
ratos, em jejum, receberam uma uUnica injecdo intraperitoneal de glicose (1g/kgPC).
A dosagem da glicose (sangue coletado da cauda dos animais) foi realizada utilizando-se um
glucometro. *P < 0,05.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi demonstrado que a concentracdo sérica de adiponectina
apresentou-se significativamente elevada no hipertireoidismo experimental em ratos. O
hipotireoidismo, por sua vez, apesar de ter induzido a um decréscimo na adiponectina sérica,

apresentou variagdo que ndo atingiu significancia estatistica.

Ha autores que, em estudos clinicos, anteriores, sugerem que o status tireoideano pode
exercer efeito regulador sobre a producdo de adiponectina (Yaturu et al., 2004; Saito et al.,
2005), apesar de outros ndo confirmarem tal hipdtese (Iglesias et al., 2003; Santini et al.,
2004). Yaturu e colaboradores (2004) e Saito e colaboradores (2005), em estudos em seres
humanos, descreveram a ocorréncia de niveis elevados de adiponectina em pacientes
hipertireoideos. Saito e colaboradores (2005) acompanharam, pelo periodo de um ano, 64
pacientes, homens e mulheres, que apresentavam doenca de Basedow-Graves. Além de os
hipertireoideos terem apresentado concentra¢des séricas de adiponectina significativamente
maiores do que os eutireoideos, foi relatada a ocorréncia de correlagdo positiva entre
adiponectina e T3 e T4 livres.

Yaturu e colaboradores (2004), por sua vez, fizeram o acompanhamento de pacientes
também com doenca de Graves, desde um momento inicial (anterior ao tratamento)
hipertireoideo, até o0 momento em que se tornaram hipotireoideos em fun¢do do tratamento
com iodo radioativo. Os autores observaram, igualmente ao estudo anterior, elevada
concentragdo de adiponectina sérica na fase de hipertireoidismo, ¢ uma intensa correlagdo
positiva entre adiponectina sérica e T; e T4 livres. Diferentemente, Iglesias e colaboradores

(2003) nao observaram relacdo entre niveis séricos de adiponectina e alteragdes do Status
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tireoideano. Em seu estudo foi feita a avaliagdo de pacientes hipo- e hipertireoideos (20
individuos por grupo, além dos 20 individuos do grupo controle eutireoideo), antes e apos a
normaliza¢do da fun¢ao tireoideana com tratamento adequado. Os pacientes hipertireoideos
apresentavam doenca de Graves, adenoma toxico ou bocio toxico multinodular; enquanto os
hipotireoideos apresentavam tireoidite autoimune (doenca de Hashimoto) ou tireoidite cronica
atrofica.

Ja em estudo de Santini e colaboradores (2004) foi feita a avaliagdo de um grupo de
pacientes hipotireoideos, outro hiper-, € um grupo controle eutireoideo, havendo 15
individuos em cada grupo. Além da dosagem da adiponectina sérica, foi feita a dosagem de T;
e T4 livres e TSH, e ndo foram encontradas diferencas significativas entre as concentragoes

séricas de adiponectina nos trés grupos estudados.

Entretanto, temos que considerar que ¢ complexa a realizacdo de observacdes
conclusivas em estudos envolvendo pacientes, uma vez que, além da insuficiente ou excessiva
acdo dos hormonios tireoideanos, ha uma série de fatores envolvidos na etiopatogénese, além
de fatores relacionados com a propria doenca tireoideana, que freqiientemente envolve

alteracdes imunoldgicas (doenga auto-imune).

Existe a possibilidade de os hormonios tireoideanos atuarem, in vivo, na regulagdo da
secrecdo de adiponectina. O T4 sérico encontrou-se relacionado a concentragdo de
adiponectina em estudo de Fernandez-Real e colaboradores (2003), envolvendo individuos
eutireoideos: 68 individuos saudéaveis e 18 individuos com diabetes tipo 2 controlada (sem
alteracdes de funcéo tireoideana). Neste trabalho, a concentragdo sérica de T, foi considerada
um fator de predi¢do da concentracdo plasmatica de adiponectina, pois se observou que

individuos que se enquadravam dentro do grupo que apresentava maior quartil de
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adiponectina sérica apresentavam niveis séricos de T, livre maiores em comparagdo com 0s
outros grupos (Fernandez-Real et al., 2003).

A correlagdo positiva entre adiponectina sérica e hormonios tireoideanos (T; e Ta
livres), relatada anteriormente em humanos (Yaturu et al., 2004; Saito et al., 2005), também
foi observada em nosso estudo. Além disso, houve, no presente trabalho, correlagdo inversa
entre concentracdo sérica de adiponectina e TSH sérico, fato que foi também demonstrado por
outros autores, em estudo envolvendo mulheres eutire6ideas que apresentavam obesidade ndo

complicada (Iacobellis et al., 2005b).

Quanto aos mecanismos responsaveis pelo aumento da adiponectina sérica nos
animais hipertireoideos, existe a possibilidade de estes estarem relacionados com a reducdo da
massa de tecido adiposo branco decorrente da administragdo de Ta.

No presente estudo, a massa de tecido adiposo branco “total” (formada pela soma dos
tecidos adiposos epididimal, inguinal e retroperitoneal) esteve significativamente reduzida nos
animais do grupo hipertireoideo. Além disso, na correlagdo simples realizada envolvendo os
trés grupos experimentais (eu-, hipo- e hipertireoideo), a concentracdo sérica de adiponectina
correlacionou-se negativamente com a massa de tecido adiposo branco (epididimal + inguinal

+ retroperitoneal).

Em humanos e também em modelos animais, ja foi demonstrada uma correlagédo
negativa entre a concentragdo sérica de adiponectina e a massa corporal, principalmente no
contexto da obesidade. Ha uma correlacdo negativa entre a adiponectina sérica e o percentual
de massa de gordura corporal (Weyer et al., 2001; Yoon et al., 2005) em humanos, assim
como uma correlacdo negativa entre a expressdao do RNAm da adiponectina no tecido adiposo

subcutaneo e o percentual de massa de gordura corporal, o IMC e o peso corporal, em
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mulheres obesas (Liu et al., 2003a). Ha correlagdo negativa, também, entre adiponectina e
gordura intra-abdominal (Addy et al., 2003; Cnop et al., 2003) e massa de tecido adiposo
visceral, ainda em humanos (Lee et al., 2006). Uma correlacdo negativa entre adiponectina e
IMC foi descrita ndo s6 em individuos obesos (Weyer et al., 2001), mas também em pacientes
com anorexia nervosa (Pannacciulli et al., 2003; Housova et al., 2005) ¢ em individuos
saudaveis (Arita et al., 1999; Hotta et al., 2000; Yoon et al., 2005).

Entretanto, a concentragdo de adiponectina nem sempre estd relacionada com
adiposidade. Em estudo de Wolfe e colaboradores (2004), nao foram observadas alteragdes na
concentracdo sérica de adiponectina em individuos saudaveis que perderam peso em fungdo
de terem sido submetidos a uma dieta alimentar hipocalérica. Além disso, em estudos
envolvendo mulheres que apresentavam anorexia nervosa, disturbio caracterizado por intensa
perda de massa corporal e de tecido adiposo, alguns autores relataram a ocorréncia de
aumento na adiponectina sérica (Pannacciulli et al., 2003; Housova et al., 2005), enquanto que

outros relataram a redug¢ao da mesma (Tagami et al., 2004).

No presente estudo, observou-se reducdo do ganho de peso corporal tanto no grupo
hipotireoideo quanto no hipertireoideo, sendo que apenas no hipotireoidismo tal diminuig¢do
foi significativa. Por sua vez, quanto a variagdo da concentragdo sérica de adiponectina,
conforme mencionado anteriormente, somente nos ratos hipertireoideos houve uma variagao,
um aumento, significativo. Além disso, a partir da correlagdo simples envolvendo os trés
grupos experimentais (eu-, hipo- e hipertireoideo), a adiponectina sérica ndo apresentou
correlacdo com a massa (peso) corporal. Portanto, a alteragdo no peso corporal,
especificamente, ndo foi o fator determinante das variagdes na concentragdo sérica de

adiponectina observadas neste trabalho, em ratos.
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A redug@o do ganho de peso corporal observada no grupo de ratos hipotireoideos esta
de acordo com resultados de estudos anteriores em animais (Escobar-Morreale et al., 1997,
Syed et al., 1999; Wang et al., 2000; Soukup et al., 2001) apesar de, em seres humanos, o
hipotireoidismo estar freqiientemente relacionado com aumento do peso corporal (Leonhardt
et al., 1999). Em estudo de Syed e colaboradores (1999), envolvendo ratos hiper- e
hipotireoideos, observou-se redugdo do ganho de peso corporal em ambos os grupos
experimentais, em relagdo ao controle, sendo que, no grupo hipotireoideo, os autores
relataram redugdo na ingestdo alimentar (hipofagia) apds 21 dias de tratamento com
metimazol. Em outro estudo, Soukup e colaboradores (2001) observaram redu¢do do ganho
de peso corporal em ratos experimentalmente hipotireoideos, enquanto os animais
hipertireoideos nao apresentaram alteracdes em seu peso corporal em comparacdo com o
grupo controle. Leonhardt e colaboradores (1999) relataram que apods 28 dias de tratamento
com metimazol houve aumento dos niveis séricos de leptina em ratos. Sabe-se que a leptina
tem efeito anorexigeno, causa hipofagia (Wang et al., 2000) e, portanto, pode ter sido um dos

fatores envolvidos na redugdo do ganho de peso observada nos animais hipotireoideos.

Quanto aos resultados referentes as massas de tecido adiposo branco retroperitoneal,
inguinal e epididimal, observou-se que, no grupo hipertireoideo, houve reducao significativa
das mesmas, além da reducdo da massa de tecido adiposo branco “total” (epididimal +

inguinal + retroperitoneal) mencionada anteriormente.

No grupo hipotireoideo, por sua vez, ndo houve alteracdes significativas das massas de
tecido adiposo retroperitoneal, inguinal e do tecido adiposo branco “total” (epididimal +

inguinal + retroperitoneal). No entanto, quanto a variagdo da massa de tecido adiposo
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epididimal, além da reducdo significativa observada no grupo hipertireoideo, no grupo
hipotireoideo esta diminui¢do foi igualmente significativa.

Em estudo realizado anteriormente por Syed e colaboradores (1999), em ratos, também
houve reducdo da massa de tecido adiposo epididimal tanto em animais hipertireoideos
quanto em hipotireoideos (ap6s 21 dias de tratamento com metimazol). Entretanto, neste
estudo, considerando-se a soma das massas adiposas epididimal e retroperitoneal — ou mesmo
a massa retroperitoneal isoladamente — os autores também encontraram diminui¢do
significativa da massa de tecido adiposo branco em ambos os grupos. Apesar disso, os autores
relataram que, ao se avaliar o pardmetro “razdo de massa adiposa total sobre peso corporal”,

somente no grupo hipertireoideo observou-se reducdo significativa deste valor.

Em nosso trabalho, o tecido adiposo marrom apresentou-se, conforme esperado, mais
desenvolvido nos ratos hipertireoideos. Além disso, houve correlagdo positiva entre
adiponectina sérica ¢ massa de tecido adiposo marrom. Portanto, talvez o tecido adiposo
marrom seja uma importante fonte de adiponectina em ratos experimentalmente

hipertireoideos.

Quanto a acdo dos hormonios tireoideanos, vale lembrar que estes podem regular
diretamente a expressao da adiponectina, uma vez que existem receptores de hormonios
tireoideanos tanto no tecido adiposo branco, quanto no marrom (Tuca et al., 1993; Reyne et
al., 1996). Em culturas de tecido adiposo marrom, a incubacdo com T4 resultou em um ligeiro
aumento na secre¢do ¢ na expressdo da adiponectina (Fujimoto et al., 2005) embora, em
cultura de adipécitos 3T3-L1, o tratamento com T3 ndo tenha sido capaz de alterar

significativamente a expressdao do RNAm da adiponectina (Fasshauer et al., 2002).
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Na segunda parte do nosso estudo, ndo encontramos diferencas entre os valores de
glicemia, insulina sérica, indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) e teste de tolerancia a
glicose de ratos hipertireoideos em relacdo aos eutireoideos, sugerindo nao ter havido
alteracdo da sensibilidade a insulina nestes animais, apesar da alta concentragdo de
adiponectina dos ratos hipertireoideos.

De uma forma geral, no teste de tolerdncia a glicose ndo houve alteragdes
significativas, com excecdo da glicemia elevada observada aos 120 minutos apds
administracao intraperitoneal de glicose, o que sugeriria um efeito nao de aumento, mas de
reducdo da sensibilidade a insulina.

Portanto, a condicdo hormonal tiredidea provavelmente interferiu, de alguma forma,
na modulagdo da influéncia da adiponectina sobre a insulina, uma vez que esta é complexa e
provavelmente envolve uma série de fatores intercorrentes.

Assim, nossos resultados sugerem que o aumento da adiponectina no estado

hipertireoideo provavelmente tem repercussao na homeostase glicémica.

Uma série de autores sugere que a adiponectina exerce efeito sensibilizador sobre a
acdo da insulina em seres humanos e em roedores (Berg et al., 2001; Fruebis et al., 2001;
Tomas et al.,, 2002; Yamauchi et al., 2002). Em estudo de Lee e colaboradores (2006),
maiores concentracdes séricas de adiponectina corresponderam a maior sensibilidade a
insulina. A diminui¢do da adiponectina sérica em pacientes obesos e em individuos diabéticos
esteve muitas vezes relacionada a resisténcia a insulina (Arita et al., 1999; Weyer et al.,
2001), e esta situagdo pode ser amenizada pela redu¢d@o do peso corporal, acompanhada de

aumento da adiponectina sérica (Yamauchi et al., 2001; Maeda et al., 2002; Shklyaev et al.,

2003).
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Entretanto, ndo ¢ em todas as circunstincias que se observa correlagdo entre
concentracdo de adiponectina e grau de sensibilidade a insulina. Ma e colaboradores (2002),
em estudo realizado com camundongos knockout para o gene da adiponectina, relataram que a
auséncia da adiponectina causou aumento da [-oxidagdo no figado ¢ no musculo, mas néo
causou intolerdncia a glicose ou resisténcia a insulina. Em outros estudos envolvendo
camundongos knockout para o gene da adiponectina, foi relatado que esses animais
apresentaram resisténcia muito branda a insulina, que se tornou severa quando foram tratados
com dieta altamente calorica (rica em gordura e sacarose) (Kubota et al., 2002; Maeda et al.,
2002). Além disso, em individuos obesos com resisténcia a insulina, Abbasi e colaboradores
(2006) demonstraram que as concentracdes séricas de adiponectina ndo variaram juntamente
com a recuperagao da sensibilidade a insulina apds perda moderada de peso corporal. Em um
outro estudo, em um grupo de individuos saudaveis, Kantartzis e colaboradores (2005) nao
observaram correlagdo entre adiponectina ¢ aumento da sensibilidade a insulina; associagao

que ocorreu somente no grupo de individuos obesos.

A relevancia fisiolégica do aumento da adiponectina no hipertireoidismo ¢é ainda
desconhecida. A administragdo de adiponectina a roedores ocasionou reducdo do peso
corporal ¢ da massa de tecido adiposo, além de aumento da atividade adrenérgica e da
termogénese (Masaki et al., 2003; Qi et al., 2004): alteragdes estas que estdo comumente
presentes no hipertireoidismo. Portanto, existe a possibilidade de as concentracdes elevadas
de adiponectina presentes no hipertireoidismo estarem, de alguma forma, contribuindo para os
efeitos do excesso de hormdnio tireoideano.

Por outro lado, o aumento da adiponectina pode representar um mecanismo
compensatdrio que contrabalancgaria o efeito do hipertireoidismo de predispor o organismo a

resisténcia a insulina (Chiovato et al, 2001; Fukuchi et al., 2002).
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De qualquer forma, a magnitude do aumento da adiponectina e a forte correlagdo
positiva observada entre adiponectina sérica e T4 reforcam a hipdtese de que o T4 deva ser um
importante regulador, in vivo, das concentragdes séricas de adiponectina, principalmente na
situacdo de hipertireoidismo, atuando de forma direta ou indireta. Sdo necessarios estudos

adicionais para se esclarecer quais os mecanismos envolvidos.
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6. CONCLUSOES

Em ratos, o hipertireoidismo aumenta a concentragdo sérica de adiponectina, enquanto
o hipotireoidismo ndo parece ter influéncia importante sobre este hormonio.

O aumento da adiponectina em fun¢do do aumento dos hormonios tireoideanos séricos
sugere que estes hormonios sejam importantes reguladores bioldgicos da concentragdo sérica
de adiponectina, principalmente na situacdo de hipertireoidismo.

No hipertireoidismo experimental murino, o aumento de adiponectina aparentemente
ndo esta associado a um aumento na sensibilidade a insulina, como poderia ser esperado pelos
efeitos relatados da adiponectina.

Portanto, a provavel relevancia bioldgica desta importante elevagdo da concentracdo

sérica da adiponectina nos animais hipertireoideos deve, ainda, ser devidamente esclarecida.
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8. ANEXO: TRABALHO PUBLICADO



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
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