Adriana Cabanelas Pires

REGULACAO DA SECREGAO DE LEPTINA E ADIPONECTINA E DA EXPRESSAO

DE ADIPONECTINA POR HORMONIOS TIREOIDEANOS EM RATOS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia),
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte
dos requisitos necessarios a obtencido do titulo de

Doutor em Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia)

Orientador: Carmen Cabanelas Pazos de Moura

Rio de Janeiro

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



CABANELAS, Adriana

Regulacao da secrecao de leptina e adiponectina e da
expressao de adiponectina por hormonios tireoideanos em ratos/
Adriana Cabanelas Pires. Rio de Janeiro, 2009.

XV, 153 p., il

Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
2009.

1. Horménios Tireoideanos. 2. Leptina. 3. Adiponectina 4.
Tecido Adiposo. 5. Explantes. 6. Expressao de mRNA. — Tese. I.
Pazos-Moura, Carmen Cabanelas (Orient.). Il. Universidade Federal
do Rio de Janeiro. Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho. Ill.
Titulo.




Adriana Cabanelas Pires

REGULACAO DA SECREGAO DE LEPTINA E ADIPONECTINA E DA EXPRESSAO
DE ADIPONECTINA POR HORMONIOS TIREOIDEANOS EM RATOS

Rio de Janeiro, 04 de Margo de 2009.

(Prof. Carmen Cabanelas Pazos de Moura, IBCCF, UFRJ)

(Prof. Vania Maria Corréa da Costa, IBCCF, UFRJ)

(Prof. Doris Rosenthal, IBCCF, UFRJ)

(Prof. Valeria de Mello Coelho, ICB, UFRJ)

(Prof. Patricia Cristina Lisbéa da Silva, DCF-IBRAG, UERJ)



A todos aqueles que acreditaram que
seria possivel.



Agradecimentos

A memoéria do meu pai, Ivo José Pires, que n3o tera a oportunidade de viver
esse momento.

A minha mae, Concepcion Cabanelas Justo, e & minha avé, Concepcion Justo
Cendon de Cabanelas, por todo apoio, incentivo e carinho, mesmo que de maneira
um tanto diferente. A minha irma, Alice Cabanelas Pires, pela amizade e por toda
ajuda.

A minha orientadora, Carmen Cabanelas Pazos de Moura, pelo incentivo,
paciéncia, competéncia e dedicacdo com que vocé me orientou todos esses anos.
Muito obrigada!

Ao meu namorado, Bruno Macedo Fernandes, pelo amor e carinho. Obrigada
por tolerar as minhas auséncias fisicas e mentais e se dedicar com afinco em me
ajudar em todo o possivel, trabalhando noite adentro para que tudo ficasse pronto.
Sem a sua ajuda, arrumando um computador no fim do mundo, circulando bolinhas,
desenhando e pintando as figuras mais lindas, formatando referéncias, me levando
para passear quando eu queria mesmo era quebrar tudo, me abracando quando o
mundo parecia desabar, enfim, essa tese nunca teria ficado pronta. Amo muito vocé.

Aos queridos amigos do LEM, os alunos Aline Cordeiro de Faria Fernandes,
Ana Claudia de Lima Silva, Camila Calvino Moraes, Debora Cristina de Moraes,
Erika dos Santos Lima, Flavia Fonseca Bloise, Gabriela Silva Monteiro de Paula,
Larissa Costa Faustino, Leticia Aragao Santiago, Luana Lopes de Souza, Marcia
Helena Soares Costa, Marcio de Oliveira Nunes, Mariana Martins da Costa, Monique
Nunes Carvalhaes Pinheiro, Norma Aparecida dos Santos, Raquel Maranduba Pires,
Ricardo Henrique da Costa Souza, Rodrigo da Silva Fraga de Souza, a professora
Tania Maria Ortiga Carvalho, e a eterna membro oficial do LEM Karen de Jesus
Oliveira. Obrigada ndo apenas pela ajuda técnica e pelo trabalho em equipe, mas
principalmente pelo companheirismo, festas, chopes e risadas. Vocés conseguem
tornar o ato de ir ao Fundao todos os dias simplesmente maravilhoso.

Aos meus amigos-terapeutas Sergio Sclebin e Henrique Oliveira. Impressiona
o fato de mesmo sem se conhecerem, dizerem as mesmas coisas. Seus conselhos e
ajudas foram sempre muito importantes, apesar desta teimosa nunca colocar nada
em pratica. Aos amigos do Alegria e Arte, por ouvirem as minhas queixas-piadas
performaticas e sempre me incentivarem a seguir em frente e acreditar mais em
mim.

Aos amigos do Instituto Shin Kage Ryu, pela amizade e pela filosofia que
inspiram, mesmo na minha auséncia.

A todos aqueles que, mesmo nao citados, me acompanharam nessa jornada.



“O sucesso nasce do querer, da
determinacgao e persisténcia em se chegar
a um objetivo. Mesmo ndo atingindo o
alvo, quem busca e vence obstaculos, no
minimo fara coisas admiraveis."

José de Alencar



RESUMO

CABANELAS, Adriana. Regulagdo da secrecdo de leptina e adiponectina e da
expressao de adiponectina por horménios tireoideanos em ratos. Rio de Janeiro,
2009. Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas) — Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009

Triiodotironina (T3), leptina e adiponectina possuem agdes comuns na
regulagcdo do metabolismo energético. Avaliamos se os hormdnios tireoideanos
poderiam regular a secregao de leptina e adiponectina e a expressdao de mRNA de
adiponectina.

Adiponectina e leptina foram quantificadas em soro e em meio de incubagao
de explantes contendo 50mg de tecido adiposo branco inguinal e epididimal de ratos
eu-, hipo- ou hipertireoideos incubados em soro livre de iodotironinas por diferentes
tempos na presenga ou auséncia de T3 e outros reguladores. Nos mesmos tecidos,
avaliamos o RNA mensageiro de adiponectina, por PCR em tempo real, e a
histologia por coloragdo de hematoxilina-eosina.

O T3 nao foi capaz de alterar a expressao e secrecdo de adiponectina nos
explantes provenientes de ratos normais, enquanto que diminuiu a secrecao de
leptina nos explantes de tecido adiposo branco epididimal incubados por 48h com
T3. A rosiglitazona diminuiu a secre¢ao de adiponectina e aumentou a expressao do
seu mMRNA no tecido adiposo inguinal, assim como diminui a secreg¢ao de leptina em
48h. A dexametasona aumenta a secrecdo de leptina em ambos os tecidos e
adiponectina apenas no tecido epididimal. O hipo- e hipertireoidismo levaram a
diminuicdo do ganho de peso, 97 e 41%, respectivamente, e somente os animais
hipertireoideos apresentaram diminuicdo da massa de tecido adiposo Os adipécitos
tiveram reducado de area e perimetro nos animais hipotireoideos e hipertireoideos.
Adiponectina sérica apresentou-se aumentada no hipotireoidismo e inalterada nos
hipertireoidismo. A leptina sérica reduziu no animal hipertireoideo e nio se alterou
no animal hipotireoideo. A expressdo de mRNA de adiponectina diminuiu no tecido
epididimal dos animais hipertireoideos. Os explantes dos tecidos adiposos
provenientes dos ratos hipotireoideos apresentaram aumento da secrecao de
adiponectina sem alteracdo do seu mRNA. Explantes de ratos hipertireoideos
apresentaram redugao da secrecéo de adiponectina somente no tecido inguinal, com
concomitante aumento do mRNA. Os explantes de ambos os tecidos dos ratos
hipertireoideos secretaram menos leptina, ja o dos animais hipotireoideos foi menor
apenas no tecido inguinal.

O T3 n&o parece ser um regulador direto no tecido adiposo branco da
secregao de adiponectina e da expressdo de seu mRNA. As alteragdes de secregao
e expressao génica de adiponectina obtidas com as disfungdes tireoideanas devem
ser decorrentes de efeitos extra-tecido adiposo. O hormdnio tireoideano é um
regulador direto da secregcao de leptina nos adipécito, o que sugere que as
alteracdes no hipo- e hipertireoidismo decorrentes em parte deste efeito.



ABSTRACT

CABANELAS, Adriana. Regulagdo da secrecdo de leptina e adiponectina e da
expressao de adiponectina por horménios tireoideanos em ratos. Rio de Janeiro,
2009. Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas) — Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009

Triiodothyronin (T3), leptin and adiponectin possess common actions in the
regulation of energy metabolism. We evaluate if the thyroid hormones could regulate
the secretion of leptin and adiponectin and mRNA expression of adiponectin.

Adiponectin and leptin were quantified in serum and in incubation medium of
50mg explants of inguinal and epididimal fat pads of eu-, hypo- or hyperthyroid rats
cultured with iodothyronin-free serum for different times in the presence or absence
of T3 and other regulators. In the same tissues, we evaluate the mRNA of
adiponectin, with real time PCR, and histology with hematoxilin-eosine dye.

T3 was not able to modify the expression and secretion of adiponectin in
explants of normal rats, whereas diminished the secretion of leptin in explants of
white epididimal adipose tissue cultured by 48h with T3. Rosiglitazone diminished
adiponectin secretion and increased its mMRNA expression in inguinal adipose tissue,
and decreased leptin secretion in 48h. Dexametasone increased leptin secretion in
both tissues and adiponectin secretion only in epididimal tissue. Hypo- and
hyperthyroidism reduced the weight profit, 97 and 41%, respectively, and only the
hyperthyroid animals presented reduction of the adipose tissue mass. A reduction of
area and perimeter of adipocytes was seen in the hypothyroid and hyperthyroid
animals. Serum Adiponectin was increased in the hypothyroidism and unchanged in
the hyperthyroidism. Serum leptin reduced in the hyperthyroid animals and did not
change in the hypothyroid animals. The expression of mMRNA of adiponectin
diminished in the epididimal tissue of the hyperthyroid animals. The adipose tissue
explants from the hypothyroids rats presented increase of the secretion of
adiponectin without altering its mRNA. Explants of hyperthyroid rats only presented
reduction of the secretion of adiponectin in inguinal tissue, with concomitant increase
of mMRNA. The explants of both the tissues of the hyperthyroid rats released less
leptin, but in the hypothyroid animals it was less only in the inguinal tissue.

T3 does not seem to be a direct regulator of the secretion of adiponectin and
the expression of its mRNA in the white adipose tissue. The secretion and mRNA
expression alterations of adiponectin with the thyroid dysfunctions must be caused by
extra-adipose tissue effect. The thyroid hormone is a direct regulator of the secretion
of leptin in the adipocytes, wich suggest that the alterations in hypo- and
hyperthyroidism occurring are in part of this effect.
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1. INTRODUCAO

Os hormonios tireoideanos (HTs) sdo importantes no crescimento e na
diferenciagdo celular, na regulacdo do metabolismo energético e no
funcionamento adequado de todos os tecidos do organismo. A produgdo dos
horménios tireoideanos tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) € regulada pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-tiredide, enquanto que a atividade biolégica hormonal é
influenciada por enzimas ativadoras/inativadoras e por proteinas

transportadoras’.

No tecido adiposo ocorrem sintese e secre¢cdo de adipocitocinas,
proteinas envolvidas na regulacdo de diversos processos bioldgicos
relacionados a homeostase metabdlica. Dentre tais hormdnios, de relevante

importancia, estdo a adiponectina e a leptina®.

A concentragao sérica de leptina tem correlagédo com o indice de massa
corporal (IMC) e com a massa total de gordura do organismo®, estando
relacionada com o estado das reservas de energia do corpo: na alimentagao
excessiva e na obesidade, encontra-se aumentada"’, enquanto que no individuo
em dieta hipocalérica crénica, encontra-se diminuida®. A leptina atua
principalmente no sistema nervoso central, exercendo efeito anorexigeno e

estimulante do gasto energético®.

A adiponectina esta envolvida com mecanismos homeostaticos que
regulam peso corporal e metabolismo energético. Ela apresenta importantes

efeitos metabdlicos, tais como estimulacdo da oxidagdo de acidos graxos,
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reducdo da gliconeogénese e aumento da termogénese’®%'% A partir de
estudos epidemioldgicos e experimentais, observou-se que a deficiéncia de
adiponectina esta relacionada a obesidade e a resisténcia a insulina®''?, Além
disso, a administracdo de adiponectina em determinados modelos de
camundongos ocasionou diminuicdo do peso corporal, redugdo da glicemia e

diminuicdo da resisténcia a insulina™'*1°.

O hormbnio tireoideano tem efeitos metabdlicos importantes e esta

1617 Efeitos sobre o tecido

associado quando em excesso, a perda de peso
adiposo tém sido relatados, modulando a proliferagdo e diferenciacdo do
adipocito, alterando a resposta lipolitica e a sensibilidade do tecido a outros

hormonios 81920,

1.1.  FUNGAO TIREOIDEANA

1.1.1. Hormonios Tireoideanos

As células, denominadas tireocitos, da glandula tiredide sintetizam,
armazenam e liberam os hormdnios tireoideanos, que sao derivados iodados
do aminoacido tirosina: o T4 e o T3, contendo quatro e trés atomos de iodo,

respectivamente?”.

O T4 e o T3 sao horménios vitais para o crescimento e desenvolvimento
normais dos vertebrados, sendo responsaveis por controlar diversos processos
bioldgicos relacionados ao metabolismo e diferenciagao celular. Isso fica mais

evidente em anfibios, pois a metamorfose nao ocorre em larvas
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tireoidectomizadas, a ndo ser que seja administrado HT exdgeno®’. Em
mamiferos, é evidente a importancia dos HTs no desenvolvimento do sistema
nervoso central, onde a sua deficiéncia pode levar a anormalidades
morfologicas e funcionais®. A producdo desses hormonios na tiredide é
dependente da secregcdo normal e adequada dos hormébnios do eixo

hipotalamo-hipdfise-tiredide®.

1.1.1.1. Regulacédo da Secrecao e Sintese

O hipotalamo representa uma interface entre o sistema nervoso e o
endoécrino. Junto com a hipdfise, exerce controle sobre varias glandulas
endocrinas, regulando diversos processos fisiologicos. Os neurdnios
hipotalamicos dos nucleos paraventriculares produzem o hormoénio liberador de
tireotrofina (TRH), um tripeptideo cuja principal fungdo é estimular a sintese e
secrecdo do horménio estimulador da tiredide (TSH) nos tireotrofos da
adenohipdfise®®. A ligacdo do TRH ao receptor, que pertence a familia de
receptores acoplados a proteina G, resulta em ativagcdo de fosfolipase C,
aumentando a concentracao intracelular de calcio e estimulando a secrecao de
TSH?. A ligacdo do TRH ao receptor também aumenta a transcrigdo dos genes

que codificam as cadeias a e B do TSH, pela fosforilagdo, mediada por uma

fosfocinase C, de elementos protéicos que atuam sobre a transcricdo génica®’;
os mMRNAs para estas subunidades ja estdo elevados 30 minutos apds
administracdo in vivo do TRH?®. Em ratos, a concentracdo sérica de TSH

alcanca um pico apos 15 minutos de aplicacdo intravenosa de TRH*. A meia
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vida plasmatica do TRH é curta, sendo rapidamente degradado no sangue e
nos tecidos por acao da enzima piroglutamil aminopeptidase. Na

adenohipdfise, esta enzima é estimulada por T3%%°",

O TSH, também denominado tireotrofina, é o principal responsavel pela
fungéo, morfologia e crescimento da tiredide, estimulando todas as etapas da
sintese e liberacdo dos HTs*. Com a remocdo da hipdfise ocorre atrofia e
hipovascularizagao da tiredide, com queda da producédo dos HTs, mostrando a
importancia do TSH para a célula tireoideana®. O TSH é uma glicoproteina de
cerca de 29kDa composta por duas subunidades: alfa e beta. A subunidade
alfa deste horménio apresenta a mesma sequéncia de aminoacidos da
subunidade alfa das gonadotrofinas, enquanto a subunidade beta do TSH é
estruturalmente singular, sendo responsavel por sua especificidade bioldgica e
imunolégica®®>*. O TSH é processado no Reticulo Endoplasmatico e no Golgi,
onde é glicosilado. A glicosilagdo confere atividade biologica, tornando essa
etapa importante para a agdo hormonal®*. A sua secregdo é pulsatil, com ciclo
circadiano com secrecdo maior & noite em seres humanos®. O TSH atua no
tiredcito através de ligagbes com receptores denominados receptores de TSH
(TSHR) localizados na membrana plasmatica, estimulando a expressao de
proteinas envolvidas na sintese de T3 e T4, aumentando a atividade da célula

tireoideana e estimulando a secregdo hormonal®

. O TSHR €& um receptor
acoplado a proteina Gs, que ativa adenilil-ciclase, aumentando a concentracéo
de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) e ativando cinase protéica A,
fosforilando proteinas envolvidas na sintese de HTs. Também participam em

parte do efeito do TSH receptores acoplados a proteina Gq, que ativam

fosfatidil-inositol e cinase protéica C, que atuam na proliferacdo da tiredide®.
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A retroalimentacdo negativa dos horménios tireoideanos € a principal
regulacdo da liberagdo de TSH. Os HTs podem atuar no hipotalamo,
bloqueando a producédo de TRH*, mas sua agao direta no tireotrofo parece ser
0 mecanismo predominante pelos quais os HTs atuam na determinacdo do
TSH sérico®®, apesar de estudos recentes questionaram esta hipétese®’. O

TSH tem a transcrigdo da subunidade B rapidamente suprimida por T3 ligado

ao seu receptor nuclear. Outros fatores, além dos HTs, atuam como

moduladores. Estes s&o oriundos do sistema nervoso central, da circulagao

sanguinea ou agem como fatores autdcrinos/paracrinos 338394041,

Figura 1: Eixo Hipotalamo-Hipdfise-Tiredideo: O hipotdlamo produz o horménio
liberador de tireotrofina (TRH), que estimula a adeno-hipdfise a secretar o horménio
estimulador da tiredide (TSH). Este age sobre a tiredide aumentando a sintese e
liberagao dos horménios tireoideanos (HTs), que regulam a sua propria sintese
inibindo a secrecéo de TRH e TSH.
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A ingestdo adequada de iodo € um pré-requisito para a sintese normal
de HT. Atualmente, as principais fontes alimentares deste elemento sao frutos
do mar e o sal iodado®. As células foliculares da tiredide captam o iodeto junto
com o sodio através de uma proteina transportadora presente na membrana, o

* 42 & o concentram no seu interior e no coldide. O

co-transportador de Na®/l
iodeto é carreado em direcdo a membrana apical, onde se liga a um co-
transportador iodeto/cloreto chamado pendrina*® e é rapidamente oxidado e
organificado na molécula de tireoglobulina (TG). Formam-se os radicais mono e
diiodotirosina (MIT e DIT, respectivamente), que se acoplam dando origem aos
HTs. Estas reacbes sdo catalisadas pela tireoperoxidase, uma hemo-
glicoproteina com peso molecular de 103 kDa, situada principalmente nas
microvilosidades da membrana apical da célula folicular. Esta enzima requer
H,O, como cofator, sintetizado pela enzima NADPH-oxidase®. A TG é
armazenada no coldide. Para que ocorra a secrecdo hormonal, a TG sofre um
processo de endocitose, seguida de protedlise, liberando os HTs. Pode ainda
ocorrer reutilizagdo do iodo pela desiodacdo de MIT e DIT, assim como a
desiodacao intratirecideana de T4 a T3 pelas enzimas iodotironina desiodase
tipo 1 (D1) e 2 (D2). Os HTs entdo ultrapassam a membrana do endossoma-

lisossoma e a membrana plasmatica basolateral da tiredide e alcancam a

circulagdo sangiiinea®**° (Figura 2).
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Figura 2: Biossintese dos hormdnios tireoideanos

Co-transpostad

Na circulagao periférica, a maior parte dos HTs € transportada associada
a proteinas plasmaticas. Em seres humanos, cerca de 80% do T4 esta ligado a
globulina ligadora de T4 (TBG), 15% a pré-albumina ligadora de T4, conhecida
também como transtiretina (TTR) e 5% sao carreados pela albumina®'. Ja o T3
plasmatico encontra-se distribuido de forma um pouco diferente: 38% ligado a
TBG, 27% a TTR e aproximadamente 35% a albumina?"3*. Em ratos, a TTR é
a principal carreadora de HT, sendo responsavel por 55% do transporte de T4;

ja a TBG garante o transporte de 18% e a albumina de 15% “°.
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1.1.1.2. Mecanismo de agao

Por um longo tempo se acreditou que, devido a sua lipofilicidade, os HTs
entrariam na célula por difusdo. Entretanto, foram descritos transportadores de
horménios tireoideanos que se localizam na membrana plasmatica e regulam a
entrada de HTs na célula*’ (Figura 3). Hoje se admite que membros da familia
dos polipeptideos transportadores de anions organicos (OATPs),
transportadores de aminoacidos (LAT), peptideos co-transportadores de
Na®/taurocolato (NTCP), bombas de resisténcia multidrogas (MDR),
translocases de acidos graxos e transportadores de monocarboxilatos (MCT)

estdo envolvidos na entrada de HTs para o interior da célula®’.

MNTCF, OATP, LAT1, MCT 8

=3
O—= ®
Q = Q

Figura 3: Transportadores de hormdnios tireoideanos (T3 e T4) conhecidos.
Abreviaturas: NTCP, peptideos co-transportadores de Na*/taurocolato; OATP, familia
dos polipeptideos transportadores de anions organicos; LAT, transportadores de
aminodcidos; MCT, translocases de acidos graxos e transportadores de
monocarboxilatos. Retirado e modificado de www.hotthyroidology.com

O OATP1A2 ¢é expresso em células endoteliais da barreira
hematoencefalica onde se acredita atue no transporte de HT para o cérebro®.

Ja a familia OATP1C contém transportadores de HTs de alta afinidade que
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parecem importantes para o metabolismo dos HTs. OATP1C1 é expresso em
capilares da barreira hematoencefalica e é regulado positivamente tanto na
expressao de mRNA quanto na de proteina em ratos hipotireoideos e
negativamente em ratos hipertireoideos*®. MCT8 é um transportador especifico
de HTs*. Mutagdes de MCT8 em humanos causam retardo mental grave e T3
elevado®', mostrando que essa proteina é importante para a regulacédo da acao

de HTs no cérebro. Em outros tecidos, seu efeito precisa ser investigado.

A tiredide produz predominantemente T4 e a desiodagdo do T4 da
origem a pelo menos 80% do T3 em seres humanos e 55% no rato®**2. Como
o0 T3 - e ndo o T4 - € o hormbnio que predominantemente se liga ao receptor, a
desiodacao extra-tireoideana do anel externo pode ser vista como o primeiro
passo para a ativagdo do pro-hormdnio T4 (Figura 4). Duas diferentes enzimas
catalisam a conversdo de T4 para T3, D1 e D2°. Elas realizam desiodagao do
anel fendlico ou externo na posigédo 3’ ou 5 (equivalentes pela rotagao livre do
anel). A D1 e a iodotironina desiodase do tipo 3 (D3)*°, desiodam o T4 e T3 a
T3 reverso (rT3) e 3,3’ — diiodotironina (T2), respectivamente, pela desiodagéo
do anel tirosilico ou interno na posicdo 3 ou 5. A D2 é uma proteina chave no
controle da concentragdo intracelular de T3. Ela é uma proteina
transmembrana localizada no reticulo endoplasmatico®, enquanto que a D1 e a
D3 se localizam na membrana plasmatica®>. A D3 é a principal enzima
inativadora de T4 e T3, uma vez que a D1, em condigdes fisioldgicas, tem uma
capacidade pequena de retirar o iodo do anel interno®, a n3o ser que os HTs
estejam sulfatados®. A D3 contribui para a homeostase protegendo os tecidos

do excesso de horménio tireoideano.
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rT3 e T2 sdo metabdlitos com atividade biolégica restrita e menos
conhecida, apesar de estar cada vez mais claro pelos trabalhos recentes que

nao sdo hormdnios inativos como se acreditava®.

Dio1 Dio3
Dio2 Dio1

Ativacdo do pré-horménio T4 para o horménio ativo T3: Diol
e Dio2

Termino da acdo do horménio T2 e T4 : Diol e Dio2 ‘

Figura 4: Desiodagéo do T4 pelas desiodases. A ativagao do pro-horménio T4 ao
horménio ativo T3 é catalisada pelas enzimas D1 e D2 (em verde). A inativagdo a rT3
é catalisada pelas enzimas D3 e D1 (em vermelho). Retirado e modificado de Kéhre®®.

A maior parte dos efeitos dos horménios tireoideanos é exercida através
de receptores nucleares, fatores transcripcionais regulados por ligantes que
aderem a cromatina®’. Os receptores de hormonios tireoideanos (TR) s&o
proteinas pertencentes a superfamilia de receptores hormonais nucleares,

originados a partir dos genes do TRa (THRA) e do TRB (THRB)®*° que

apresentam sitio de ligagcdo ao horménio e sitios de interagcbes com outras

proteinas situados na extremidade C-terminal, e dominio de ligacdo ao DNA
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localizado centralmente na proteina receptora®. Estes receptores nucleares
agem em genes especificos através de sequéncias nucleotidicas denominadas
elementos responsivos ao hormodnio tireoideano (TRE) situados na regido
promotora do gene-alvo®' (Figura 5). Os receptores de horménio tireoideano
ligam-se ao TRE na forma de heterodimeros em associagdao com o receptor de
acido retindico (RXR)®*®'®2. Um grande numero de proteinas adicionais
participa na acdo dos TR, modulando a expressao génica através do estimulo
(denominadas co-ativadores) ou da repressao (denominadas co-repressores)

da atividade transcripcional de diferentes genes, ainda que no mesmo tecido®.

RXR TR

DR-4

—
5 AGGTCA NNNNN AGGTCA 3°
HXH TR

i—--i -
5" TGACCT NNNNNN AG

F2

'
GTCA 3

RXA TR
| RXR F
TREpal 5 AGGTCA TGACCT 3’

Figura 5: Elementos responsivos ao hormoénio tireoideano. Repetigdes diretas (DR-4),
palindromo invertido (F2) e palindromo (TREpal). N sdo nucleotideos entre os
hexameros. Retirado de Barra e colaboradores®.

O gene do TRa origina as isoformas TRo1 e c-erbAo2 (TRo2), que

diferem quanto a extremidade carboxi-terminal®®*®%°. Estudos indicam que o c-

erbAo2 — que nao liga T3 — exerce efeitos antagbnicos em relagédo a agao do
horménio tireoideano®®®. Além desses produtos, o gene do TRo também

codifica as proteinas truncadas TRAa1 e TRAo2, que parecem ser receptores
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citoplasmaticos de T4 e rT3%. Outra caracteristica peculiar do gene do TRo. é
utilizar a fita oposta para transcrever outro produto génico, rev-erbA, que possui
um mRNA complementar a c-erbAc2®” e codifica uma proteina que é um
receptor nuclear expresso no musculo e nos adipdcitos®®. Ja o gene do TRp
origina as isoformas TRB1, TRB2 e TRP3, que diferem quanto a extremidade
amino-terminal®®®®" Varias formas curtas de TRa e TRP sdo expressas em

células-tronco embrionarias®® .

Isoformas codificadas pelos
genes TR e TRo

R TE w1 TRE1
m_ IOE B3 TR 2

| - - TED P2 TR [53

| = TRAR3

1 o rmm B TRai

452

I-ﬂﬂ'l—r T ] | TRu2
I.:ﬁ TRAa
236

[ | TRAwZ

Figura 6: Estrutura primaria das diferentes isoformas codificadas pelos genes dos
receptores dos horménios tireoideanos. Retirado de Barra e colaboradores®.

A ligacao de alta afinidade do T3 ao receptor pode induzir ou suprimir a
expressdo de genes-alvos®®. Além disso, ja4 foi demonstrado que esses
receptores podem regular a expressao génica independentemente da presencga

72,73,74

de ligante . Nos genes-alvos regulados positivamente, a auséncia do

ligante favorece o recrutamento de co-repressores75, enquanto que na
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presenca de T3 ocorre liberacdo de co-repressores e recrutamento de

62,76
A

complexos co-ativadores, levando a ativagao da transcricao génica Figura

7).

Os dois principais co-repressores identificados sao o co-repressor de
receptor nuclear (NCoR — do inglés nuclear receptor co-repressor) e o
silenciador para receptor de acido retindico e receptor de horménio tireocideano
(SMRT - do inglés silencing mediator for retinoic acid receptor and thyroid
hormone receptor). Esses co-repressores interagem com o TR ndo ligado e
RXR e reprimem a transcrigdo basal dos genes alvos, formando complexos
com outros repressores, entre eles sin3 e histonas desacetilases (HDAC),
promovendo desacetilacdo de histonas. Os dois principais co-ativadores
identificados sdo o co-ativador de receptor de estedide (SRC) e a proteina de
interacdo com receptor de vitamina D/ proteina associada com receptor de
horménio tireoideano (DRIP/TRAP — do inglés Vitamin D receptor interacting
protein/TR associated protein). Esses co-ativadores atuam na acetilacdo de
histonas e ajudam no ancoramento de outras proteinas, incluido a RNA
polimerase 11”. J4 os mecanismos precisos pelos quais ocorre regulagéo

negativa de genes pelo T3 s&o em grande parte desconhecida.
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Figura 7: A: Modelo molecular de repressao da transcricao pelo receptor do horménio
tireoideano (TR) na forma de heterodimero com o receptor de acido retinoico (RXR) na
auséncia de T3 em um gene positivamente regulado. O TR ligado as regides
regulatérias do gene alvo (TRE) recruta um complexo correpressor, que desacetila as
histonas na regido promotora, que compacta a cromatina. B: Ativagéo transcripcional
na presenga de T3 em um gene positivamente regulado. A ligagdo do T3 ao TR
modifica sua estrutura conformacional, desfazendo sua interagcido com o correpressor.
O TR passa entao a interagir com o complexo de co-ativadores, acetilando histonas e
relaxando a cromatina. Essas modificagcbes permitem a organizacdo da maquinaria de
transcricao. Abreviaturas: NCoR, nuclear receptor co-repressor; SMRT, silencing
mediator for retinoic acid receptor and thyroid hormone receptor; HDAC, histone
deacetylase; CBP, cAMP-response element-binding protein; pCAF, p300/CBP-
associated factor; Trap-DRIP, Vitamin D receptor interacting protein/TR associated
protein; SRC-1, steroid receptor co-activator; TAFs, TATA-binding protein-associated
factor; TF, transcription factor; TBF, TATA-binding protein. Retirado e Modificado de
HTTP://flipper.diff.org/app/pathways/info/969

Uma vez que a concentragédo sérica dos HTs é estavel em individuos
saudaveis, em condi¢gdes normais, ndo se compreende como os HTs
modificam o metabolismo em condi¢des fisioldgicas. A regulagao distinta das
desiodases por diferentes cascatas de sinalizacdo permite um padrao
sofisticado de produgédo, liberagcdo e regulagdo da concentragdo celular e
sisttmica de T3 e outras iodotironinas. E possivel que a desiodacdo

ocasionada pela D2 altere a concentragao intracelular de T3 e ocasione



30

saturacdo dos receptores de HT, alterando o funcionamento celular de forma
rapida e tecido especifica sem alterar as concentracbes plasmaticas de HTs.
Na concentracido sérica normal, a contribuicdo do T3 na saturacdo dos TRs é
de aproximadamente 50%, dependendo do tecido’®"®. Em tecidos que nao
apresentam D2, a concentracdo intracelular de T3 é determinada pela sua
concentracdo sérica. Ja em tecidos que expressam D2, a saturacdo dos
receptores pode alcancar até 100% utilizando o T3 convertido dentro da

célula’™"9%,

Uma compartimentalizacdo do T4 e de seus metabdlitos nas células é
postulada, principalmente nos tiredcitos — uma vez que essas células seriam
excessivamente expostas ao T3 originado da quebra da Tg. Alguns resultados
dado suporte a essa hipétese, como a incompleta saturagdo dos TR e a

presenca de proteinas ligadoras no citoplasma dos tiredcitos®’.

Embora ndao plenamente compreendido, € conhecido que os HTs
produzem efeitos ndo gendmicos®® (Figura 8). Evidéncias para esses efeitos
nao gendmicos incluem falta de dependéncia de TR, acdo de analogos que
possuem baixa afinidade por TR, acao rapida, ocorréncia mesmo na presencga
de bloqueadores de transcricdo e a utilizagcdo de cascatas de sinalizacdo de
membrana. Alguns desses efeitos utiizam TR localizados no citoplasma

enquanto outros utilizam outras proteinas que ligam HTs.
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Figura 8: Representacédo esquematica de a¢des celulares ndo gendmicas dos
horménios tireoideanos. 1) A¢des de HTs via integrina aVB3. 2) Agdes de HTs via
TRAo1. 3) Agdes de HTs via TRB1. Retirado e modificado de Davis e colaboradores®.

Apesar dos TR serem primariamente receptores nucleares,
aproximadamente 10% sdo encontrados no citoplasma®. Os HTs estimulam a
atividade da fosfatidil inositol 3 cinase (PI3K), que estimula canais de potassio
ativados por voltagem, que diminuem a excitabilidade da membrana e

diminuem a secrecdo hormonal®®. O TRp interage com PI3K, inibindo sua acéo

e a ligagdo de T3 ao TR diminui essa interagcdo. Além do efeito descrito acima,

PI3K é critica para a proliferagao celular, inflamacgéo e captagao de glicose € ja
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foram descritas ativagdo de PI3K por T3 nessas acdes metabdlicas®®. Ja foi

verificado que o TRo1 também interage com PI3K®’.

Duas isoformas truncadas de TRo foram descritas em mitocéndrias.
Uma se liga ao DNA mitocondrial e ativa a transcricdo de genes em resposta
ao HT. A outra em resposta ao T3 interage com proteinas desacopladoras,

gerando respostas termogénicas rapidas®®®. A ligagdo de T4 ou rT3 a TRA«1

citoplasmatico pode regular o estado da actina, convertendo actina soluvel em

fiborosa em células do sistema nervoso central®.

Além dos TR, outras proteinas podem se ligar aos HTs. Em estudo de
Bergh e colaboradores®, foi demonstrado que o dominio extracelular da
integrina oVB3 (proteina de membrana plasmatica) € um sitio receptor de
horménios tireoideanos, cuja ligagdo ao T4 ocasionou ativagdo de cascatas
sinalizadoras intracelulares iniciadas por proteinocinase ativada por mitdgenos
(MAPK). A fosforilagdo de MAPK pode também levar a translocagao nuclear do

TRPB1 fosforilado, induzindo a transcrigéo basal por esse receptor®.

1.1.1.3. Efeitos

Os horménios tireoideanos exercem efeitos em virtualmente todos os
tecidos e suas agdes fisiologicas podem ser divididas em duas categorias:
efeitos sobre o desenvolvimento e diferenciacao celular e efeitos sobre as vias

metabolicas.
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Alguns dos mais importantes efeitos dos hormoénios tireoideanos
ocorrem durante o desenvolvimento fetal e durante o inicio da infancia. Muitos
dos efeitos dos HTs ndo podem ser revertidos por tratamento hormonal apds
periodos denominados “janelas de desenvolvimento” indicando que estes
efeitos dependem da combinacido dos HTs com outros fatores de diferenciacao

que podem nao estar disponiveis em estagios posteriores®.

Em adultos, o principal efeito dos HTs é acelerar o gasto energético. Sao
observados efeitos diretos sobre o consumo de oxigénio, assim como no
metabolismo de proteinas, carboidratos, lipidios e vitaminas. Além dessas
acdes, os hormdnios tireoideanos também podem alterar as taxas de sintese e
degradacgado de outros hormdnios e fatores de crescimento, podendo assim,

influenciar outros eixos endocrinos®.

Os hormoénios tireoideanos sao os principais reguladores de processos
metabolicos oxidativos no organismo®. A taxa metabdlica € o somatdrio total
de toda energia consumida em um dado tempo. O gasto minimo que permite o
funcionamento normal de um organismo € conhecido como taxa metabdlica
basal (TMB). A TMB inclui varias categorias de atividade biolégica como ciclos
idbnicos, ciclos metabdlicos, fungdo muscular obrigatéria e secrecdo de
glandulas®™. A taxa metabdlica basal é alimentada pela formacéo de ligacdes
da alta energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP)%*. A manutengéo da
reserva de ATP que armazena e fornece energia para manter o metabolismo
basal resulta em substancial produgdo de calor, denominada termogénese
obrigatoria®. Portanto, os mecanismos fundamentais da termogénese e de seu
controle estdo relacionados, direta ou indiretamente, com o aparato

mitocondrial de transducéo de energia®.
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Os horménios tireoideanos influenciam o turnover de uma série de
reacdes ciclicas que ocasionam consumo de ATP, como o transporte Na*/K"
pela membrana plasmatica®® e o ciclo do calcio entre citosol e sarcoplasma, na
musculatura esquelética; além de uma série de ciclos semelhantes envolvendo
outros ions, intermediarios metabdlicos e substratos energéticos, como por
exemplo: lipdlise/lipogénese, glicogendlise/glicogénese, protedlise/sintese

protéica, formagdo dssea/reabsorgdo dssea, dentre outros®%"%,

Os hormoénios tireoideanos estdo envolvidos na regulagdo do
metabolismo de lipidios e carboidratos no figado, no musculo esquelético e no
coracdo™ ' também influenciando o metabolismo e o desenvolvimento do
tecido adiposo através da modulacdo da proliferagdo e da diferenciacdo de

adipécitos'®'®. Eles estimulam tanto a lipdlise quanto a lipogénese”’.

Quanto a influéncia dos horménios tireoideanos sobre o metabolismo da
glicose, autores demonstraram, no tecido muscular, o efeito estimulatério sobre
transportadores de glicose estimulados por insulina e sobre a fosforilagao da

glicose 01102,

Em musculo esquelético de ratos hipotireoideos observou-se
reducao da utilizagao de glicose estimulada por insulina (redugao da conversao
de glicose-6-fosfato a lactato) devido ao declinio da glicélise; e também
aumento da conversao de glicose-6-fosfato a glicogénio. Observou-se,
inclusive, redugdo da oxidagdo da glicose no musculo, diminuigdo dos niveis
séricos de acidos graxos livres e aumento da glicemia'®'®. Ao contrario, no
hipertireoidismo, situagdo em que ocorre aumento do uso de glicose pelos

tecidos devido ao aumento da demanda energética'®, em musculo de ratos

hipertireoideos observou-se aumento da utilizagdo de glicose estimulada por
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insulina e conseqliente formacao de lactato, principalmente em funcdo da

reducado na sintese de glicogénio'®.

Os horménios tireoideanos exercem importante estimulo sobre o

6 relataram

transportador de glicose GLUT4'™'. Torrance e colaboradores
aumento da expressdao de GLUT4 no musculo esquelético de ratos
hipotireoideos submetidos a tratamento (injecao intraperitoneal) com T3 por 10
dias. Além disso, em estudo realizado recentemente, foi feita a determinacéao
da abundancia de transportadores de glicose na membrana plasmatica de
monaocitos de individuos hipertireoideos, em relagdo ao grupo controle: houve
aumento de GLUT1, GLUT3 e GLUT4, além de a administragdo de insulina ter

aumentado o recrutamento de GLUT3 e de GLUT4 para a membrana dessas

células'®.

Em estudo de Cettour-Rose e colaboradores'’, ratos submetidos a
tratamento com propiltiouracil (hipotireoideos) apresentaram - em comparagao
ao grupo controle - reducdo do turnover global da glicose e diminuicdo da
utilizacdo de glicose pela musculatura esquelética e pelo tecido adiposo em
resposta a insulina. Portanto, o hipotireoidismo induziu a um estado de redugao
da 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 secregdo de insulina presente no hipotireoidismo'?’.

Fukuchi e colaboradores'® estudaram a influéncia dos hormonios
tireoideanos sobre a secrecdo de insulina utilizando, para tal, ratos tornados

hipertireoideos a partir de inje¢cdes intraperitoneais de altas doses de T4
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(600ug/kg/dia) por duas semanas. Os animais apresentaram hiperglicemia e

auséncia de alteragdes significativas na insulina sérica em relagdo ao controle;
tendo ocorrido, no teste de toleréncia a glicose via oral, resposta insulinica
deficiente e elevagao extrema da glicemia (em relagdo ao grupo controle). Em
células pancreaticas isoladas destes ratos, a secrecado de insulina em resposta
a administracéo de 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 que uma possivel resisténcia a insulina'®.

Em seres humanos, in vivo, as informacgdes a respeito da influéncia de
alteragdes do estado tireoideano sobre o metabolismo da glicose apresentam
dados conflitantes. Em pacientes hipertireoideos, foram relatados casos de

109,110,111

intolerancia a glicose Ja no hipotireoidismo, foi relatada tanto a

112,113

ocorréncia , quanto a auséncia''"""* de intolerancia a glicose.

Em estudo envolvendo adipocitos provenientes de ratos hipertireoideos,
ndo se observou alteragcdes na captagdo de glicose induzida por insulina'.
Diferentemente, em estudo com adipécitos isolados do tecido subcutaneo de
pacientes hipo- e hipertireoideos, observou-se que a resposta das células a
insulina  encontrou-se inibida no hipotireocidismo e elevada no

hipertireoidismo™™®.

No hipertireoidismo, a intolerancia a glicose foi observada por varios
autores'®'"°. Em estudo de Ohguni e colaboradores'"’, pacientes com doenca
de Graves e hipertireoidismo apresentaram redugao da sensibilidade a insulina

e aumento da taxa de secrecao basal de insulina (medida através do produto
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da taxa de depuragdo metabdlica da insulina pela insulina sérica basal), além
de aumento da taxa de depuracdo da insulina. Em outro estudo envolvendo
pacientes hipertireoideos, a concentracdo sérica de insulina em resposta a
glicose oral encontrou-se elevada, enquanto a taxa de secreg¢ao de insulina
(medida através da razdo entre insulina sérica e glicose sanguinea),

apresentou-se diminuida'"®.

A funcédo tireoideana exerce influéncia sobre a concentragéo, a
composicao e 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 numero de receptores para
LDL no figado e consequente reducéo de sua depuracdo®. Além disso, quando
o hipotireoidismo € severo, as concentracbes de lipoproteinas de alta
densidade (HDL) encontram-se normais ou elevadas. No hipertireoidismo ha
aumento da excrecdo de colesterol e do turnover de LDL, resultando em
diminuigao do colesterol total, enquanto os niveis séricos de LDL apresentam-
se reduzidos ou inalterados'®. Todos os aspectos do metabolismo de lipidios,
incluindo sintese, mobilizagdo e degradagado, sao influenciados por HTs. Os
HTs estimulam a utilizagcdo de lipidios levando a aumento da mobilizacdo de
triglicerideos armazenados no tecido adiposo, mas também induzem
lipogénese no figado'®. A estimulagdo simultanea da oxidagdo e sintese de
acidos graxos pode representar um ciclo futil para o aumento de gasto de

energia.
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1.2.  HORMONIOS DO TECIDO ADIPOSO

Obesidade é um problema de saude, cuja incidéncia aumenta a cada
dia. Sobrepeso e obesidade sdo associados a numerosas complicagdes, como
diabetes tipo 2, hiperlipidemia, hipertensdo arterial e aterosclerose'’. Essas
consequéncias da obesidade também sido conhecidas como Sindrome
Metabdlica. Logo, a crescente preocupagdo com a obesidade tem levado a

populagao a considerar o tecido adiposo branco (TAB) como indesejavel.

O tipo predominante de tecido adiposo, comumente chamado de
“‘gordura” em mamiferos, € o tecido adiposo branco. O TAB é composto de
adipdcitos imersos em tecido conjutivo frouxo altamente vascularizado e
inervado, e que contém macrofagos, fibroblastos, pré-adipocitos (precursores
de adipdcitos maduros) e outros tipos celulares. Os maiores depdsitos de TAB
sdo localizados na regidao subcutdnea e ao redor das viceras. O TAB
proporciona uma capacidade ilimitada de armazenar triglicerideos, sendo vital
para a sobrevivéncia. O aumento concomitante de insulina, glicose e lipidios
durante uma refeicdo estimula a formacdo e armazenamento de triglicerideos
no figado e no TAB. De forma inversa, a queda de insulina durante o jejum
aciona a quebra de glicogénio e a lipdlise pela ativacdo do sistema nervoso
simpatico e elevagao de glucagon, epinefrina e glicocorticoides. Isso mantém o
suprimento de glicose para o cérebro e 6rgaos vitais. Os acidos graxos
liberados pelo tecido adipose durante o jejum sédo oxidados pelo musculo e
figado, gerando cetonas que servem de substrato alternativo para o cérebro e

orgaos periféricos.
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Por um longo tempo, a unica fungdo conhecida do TAB foi a descrita
acima, de prover uma reserva de energia em longo prazo. Sendo assim, o
tamanho do TAB aumenta em periodos em que a ingestdo de alimentos é
maior que o gasto energético e diminui quando o oposto ocorre. Além disso, o
TAB também proporciona isolamento térmico, que € importante para mamiferos

marinhos, como baleias e mamiferos de areas polares, como 0s ursos.

A mudanca critica no pensamento em relagdo ao tecido adiposo branco
ocorreu com a descoberta da leptina'®®. Um papel endécrino para o TAB na
regulagdo do balango energético e outros processos fisioldgicos foi
estabelecido com a identificagdo da leptina, horménio secretado principalmente
pelos adipécitos, com agdes centrais (principalmente no hipotalamo) e em
orgaos periféricos. Mas a leptina n&o é a unica proteina secretada pelo TAB.
Existe um crescente numero de sinais e fatores liberados pelos adipdcitos,

conhecidos como adipocitocinas, incluindo o fator o de necrose tumoral (TNF-

119,121,122,123

o), adipsina, resistina, adiponutrina e outros As proteinas

secretadas pelo tecido adiposo tém um papel autécrino/paracrino na fisiologia
do TAB e estdo envolvidas com as complicacbes associadas a obesidade.
Essas proteinas também agem em outros tecidos, regulando diversos
processos. Por isso, hoje o tecido adiposo é considerado um importante 6rgao
endécrino com papel importante na regulagdo da acdo da insulina, na

inflamacao e na homeostasia.
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1.2.1. Leptina

A leptina € um horménio secretado principalmente pelo adipdcito. A
descoberta da leptina remete a década de 1950 quando um estudo realizado

por Ingalls e colaboradores'®*

identificou camundongos que tinham como
caracteristica hereditaria e recessiva, o fenétipo de severa obesidade. Eles
concluiram que estes animais apresentavam uma mutagao que foi denominada
obese (ob/ob). Depois, outro fenotipo de obesidade associado a diabetes
mellitus precoce foi identificado em camundongos e a mutagao postulada foi
denominada diabetes (db/db)'?®. Ambas as mutacdes causavam hiperfagia,
diminuiam o gasto de energia, causavam obesidade modrbida, resisténcia a
insulina e anormalidades neuroenddcrinas'®. Experimentos de parabiose feitos

6

por Coleman'®® sugeriram que o gene ob produzia um fator humoral que

diminuia o apetite e aumentava o metabolismo, enquanto que o gene db

126

produzia um receptor para esse fator “<°. Apesar da alteracdo ser conhecida ha

muito tempo, a proteina da leptina e do seu receptor propriamente ditos so

b120 b127.

foram descritos depois, por clonagem do gene o edogend

A leptina parece ser um elo entre as reservas energéticas e a parte do
cérebro envolvida na regulagdo do apetite e no gasto de energia®'?®. Além
disso, ela age na regulagcdo do eixo neuroenddcrino, no sistema imune, na
hematopoiese, proliferagdo endotelial e desenvolvimento cerebral®. A partir da
descoberta da leptina, o tecido adiposo deixou de ser visto apenas como um
depdsito de energia e passa a ser considerado também como uma importante

glandula enddcrina.
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1.2.1.1. Sintese e regulagao

O gene ob foi isolado por clonagem posicional no tecido adiposo e
expressa um mRNA de 4.5kb'®. O gene esta localizado no cromossomo 7q31
em humanos e codifica uma proteina de 167 aminoacidos e 16kDa. Quando foi
descoberta, acreditou-se que funcionava como uma alga de regulagcdo negativa
para regular a massa de tecido adiposo. Concordando com isso, a injegao da
proteina ob diminuia o peso corporal e o tecido adiposo de camundongos
normais e camundongos ob/ob, mas néo do camundongo db/db'*'*°. Devido a
sua capacidade de reduzir o peso corporal, a proteina foi chamada leptina, que
vem do grego leptos, que significa magro, fino. O camundongo ob/ob tem uma
mutac&o no gene que impede a produgao da proteina. Apesar do gene ob estar
relacionado com obesidade em estudos com familias humanas, muta¢gées no
gene sdo muito raras™', nesses casos existe uma maior freqiiéncia de

resisténcia do receptor'®.

A leptina é sintetizada principalmente pelo adipécito e é regulada pelo

estado nutricional*%,

Ela €& produzida em maior quantidade no tecido
subcutaneo'®. Existe correlagdo positiva entre leptina sérica, IMC e quantidade
de gordura corporal®'® o que é demonstrado pelos niveis de mRNA e de
leptina plasmatica maiores em pessoas obesas que em pessoas magras. A
leptina encontra-se aumentada na alimentacdo excessiva®, e diminuida no
individuo emagrecido, em dieta hipocaldrica®, na anorexia nervosa e em casos
de lipoatrofia’®. Em ratos, a concentracéo sérica de leptina aumenta depois de

uma refeicdo, o que ndo acontece em seres humanos'®'*". O jejum resulta na

diminui¢ao da leptina sérica de maneira desproporcional em relagao a reducéao
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do tecido adiposo e do peso corporal, em ratos e em seres humanos. Isso
sugere que a leptina pode ser um indicador do balango energético

corporal 138139,

Foi descrito, em rato e seres humanos, que a leptina segue um ritmo
circadiano, sendo o seu pico a noite em seres humanos e ou no fim do ciclo de

alimentagdo em roedores'® 38,

A concentragdo sérica de leptina difere entre os sexos, tendo as
mulheres concentragdes maiores, independentemente da idade e do peso'®. A
sintese de leptina € inibida por testosterona, sendo esse um dos motivos da

diferenca entre os sexos''.

A leptina tem a sua produgao regulada por diversos fatores. A prolactina
é capaz de inibir a secrecdo de leptina em adipdcitos isolados de ratos'*. O
TNF-a diminui a secrecao de leptina em adipécitos do tecido subcutaneo e

omental de individuos magros e obesos'*.

Ja foi demonstrado que o
tratamento com agonistas do receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma (PPAR) diminui a secregdo de leptina em explantes de tecido
adiposo humano'*, assim como diminui a expressdo do seu mRNA em

adipocitos diferenciados'#1%°.

A dexametasona é capaz de estimular a
expressdao do mRNA de leptina em explantes de tecido adiposo branco
epididimal de ratos e adipdcitos humanos em cultura®'#"148149 ' A insulina néo
teve efeito sobre expressdo do mRNA de leptina em explantes de tecido
adiposo branco epididimal de ratos'*’, mas em adipdcitos isolados ela foi capaz

de estimular a expressao e secregéo de leptina’®'°",
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A leptina é expressa em outras células além do adipécito. Niveis altos de
mRNA e proteina sdo encontrados na placenta de ratos e seres humanos'®%'%3,
Ela também é encontrada na musculatura esquelética’*, assim como no

hipotdlamo e na adeno-hipofise'>.

Sua sintese em células epiteliais das
glandulas mamarias, onde é secretada no leite e absorvida por criangas
lactantes, sugere que ela regule a ingestdo de alimentos e o balango
energético de lactantes'®®. Também foi demonstrada a expressao de leptina na
mucosa gastrica™’. A ingestdo de alimentos ou a administracdo de
colecistocinina, em ratos, diminui o conteudo celular gastrico e aumenta as
concentragbes plasmaticas de leptina; logo, essa leptina proveniente da
mucosa gastrica poderia atuar localmente no trato gastrintestinal e no cérebro

para induzir saciedade’.

Aparentemente, a leptina ndo sofre modificacdes pos-traducionais'®.
Analises de sedimentagdo mostraram que a leptina se liga a proteinas
plasmaticas e também forma complexos com receptores solubilizados na
circulagdo'®. Em individuos magros, a maior parte da leptina esta ligada aos
receptores sollveis, enquanto que em individuos obesos o contrario ocorre'®.

A leptina é depurada principalmente no rim"*®.
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Figura 9: Estrutura terciaria da leptina. Retirado de
http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462bh2008/462bhonorsprojects/462b
honors2006/warzeckas/warzeckahome.htm

1.2.1.2. Mecanismos de acao

Os receptores de leptina (Ob-R) foram isolados em 1995. Eles
pertencem a familia do receptor de citocina de classe 1'?”. O gene codifica por
splicing diferentes isoformas do receptor (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-
Re e Ob-Rf)'®. Todas as isoformas compartiham um dominio de ligagdo
extracelular idéntico, mas diferem na por¢ao C-terminal. Ob-Re € o unico que

nao possui dominio transmembrana e € secretado.

A leptina age principalmente se ligando ao receptor de forma longa (Ob-
Rb), que ativa a via JAK/STAT (Janus kinase/ Transdutores de sinal e
ativadores de transcri¢gdo), promovendo transcricdo génica'®’ (Figura 10).
Regides do cérebro envolvidas com o balango energético, como o nucleo
arqueado e hipotalamo ventromedial e dorsomedial, expressam altos niveis de
Ob-Rb'®. O Ob-Rb também é expresso na hipofise'®, na tiredide’® e em

outros tecidos periféricos'®®. Apesar dos receptores estarem distribuidos em
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varios tecidos, varias evidéncias sugerem que a leptina age principalmente no
cérebro. Isso porque injecbes intracerebroventriculares agem de forma mais

potente sobre a ingestdo de alimentos, gasto de energia e alteragao de peso

corporal, que injegdes periféricas %>,

Leptina

Leptina
Leptina

Leptina

Via da
MAPK/ERK

OO

Figura 10: Ligagéo de leptina ao seu receptor de membrana, ativando cascatas de

sinalicdo intracelular. Retirado e modificado de Henry e Clarke'®.

Como pode ser observado na Figura 10, apds a ligagao da leptina com o
Ob-Rb, ocorre a dimerizacdo do receptor que é necessaria para a atividade
sinalizadora®. A ligacdo da leptina ao Ob-Rb promove a ativacdo e
autofosforilacdo de JAK-2 em numerosos residuos de tirosina, bem como a

fosforilagdo de residuos de tirosina do proprio receptor, identificadas como
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Tyri13s € Tyrggs . Os sitios intracelulares de tirosina fosforilados da JAK atuam
como regidao de ancoragem para os dominios homodlogos a Src (SH2 e SH3)
presentes em todas as proteinas STAT'®’. Estas, apos serem ativadas,
dimerizam e dirigem-se ao nucleo onde se ligam ao DNA e ativam a
transcricdo. Além destes genes, STAT-3 ativa a transcricdo do gene da
proteina supressora da sinalizagado de citocinas (SOCS-3), que € responsavel
pela regulacéo negativa da sinalizagao da leptina'®®, e para tal é importante a
presenca de residuos de tirosina fosforilados no receptor — Tyress '°°. Além
disso, JAK2 estimula a via do substrato de insulina (IRS)/PI3K *°. Tyregs
também pode recrutar a via de MAPK/ERK. "%,

As outras isoformas (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd e Ob-Rf) sdo denominadas
formas curtas e, de forma geral, sua distribuicdo € bastante ampla incluindo o
tecido adiposo, o figado, coragéo, rim, pulmé&o, intestino, testiculo, ovario, bago
e pancreas'’®. Tais isoformas eram tidas como nao funcionais ou com pouca
capacidade de transducdo de sinal para o meio intracelular. Entretanto,
demonstrou-se posteriormente que apos a ligagdo da leptina e a dimerizagéo
desses receptores denominados “curtos”, observa-se a fosforilagdo do IRS-1

com conseqliente ativacdo de MAPK'"".

A isoforma curta do receptor (Ob-Ra) presente no plexo cordide é
atribuido o papel de transportador de leptina através da barreira hemato-
encefalica’'’?, enquanto as isoformas curtas Ob-Rc e Ob-Rd, atribui-se algum

papel na depuracdo da leptina a partir da circulagéo'®.
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1.2.1.3. Efeitos

O conceito de um mecanismo para a regulagdo do peso € baseado na
observacédo de que, em mamiferos, o peso é estavel por longos periodos de
tempo. A maioria dos mamiferos tem a capacidade de se adaptar ao excesso
de alimento ou ao jejum ajustando o consumo e o gasto energético, mantendo
tanto o peso corporal como a adiposidade constantes. O principal fator para
essa adaptacdo é a capacidade de guardar o excesso de energia como
triglicerideos no tecido adiposo. Essa gordura pode ser estocada de forma
quase anidrica em depédsitos subcutaneos, abdominais e viscerais,
aumentando a capacidade de armazenamento do excesso de calorias para

usar em épocas de falta de alimento.

Depois da descoberta do gene ob, varios estudos mostraram que
injecdes de leptina intracerebroventricular e perifericamente inibiam a ingestao
alimentar, aumentavam o gasto energético e induziam perda de peso em
camundongos ob/ob'*'*° O aumento do gasto energético provavelmente é
resultado da estimulagcdo do sistema nervoso simpatico no tecido adiposo
marrom, do aumento da termogénese em outros tecidos, pelo aumento da
expressdo da proteina desacopladora (UCP), e do aumento da atividade

locomotora'”>.

A observacdo da capacidade da leptina, administrada de forma
farmacoldgica, de diminuir o peso corporal foi a base da formagéao do conceito
da leptina agir como um hormdnio antiobesidade. Entretanto, com o

desenvolvimento de técnicas de imunoensaio para leptina, ficou claro que
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roedores e seres humanos obesos tinham niveis de leptina altos na circulagao
(menos o ob/ob). Portanto, a leptina exdégena nao reverteria a obesidade,
permanecendo apenas o conceito primario da leptina como um regulador

negativo para limitar o peso corporal.

A queda de leptina que ocorre durante o jejum pode ser vista como um

sinal para o cérebro de que as reservas energéticas estdo diminuindo®*'®®.

Como o jejum € um grande desafio a sobrevivéncia, foram desenvolvidos
mecanismos de defesa neurais, metabdlicos, hormonais e de comportamento®.
Na resposta classica ao jejum, uma mudanga no metabolismo de carboidratos
para gorduras € observada assim que os estoques de glicogénio do figado
chegam a um limite minimo. Essa adaptacédo € mediada por queda de insulina
e aumento de glucagon, adrenalina e glicocorticéides. O eixo do horménio do
crescimento também esta envolvido. Ele aumenta com o jejum em humanos,
enquanto o fator de crescimento insulina-simile diminui. Outras adaptagdes ao

jejum sao: a supressao do eixo tireoideano e gonadal, queda na temperatura

corporal e aumento do apetite.

A hipotese de que a queda de leptina regula a adaptagao metabdlica e
neuroenddcrina ao jejum foi testada em camundongos. Impedindo-se essa
queda com reposicao de leptina, ndo ocorreu ativagao do eixo adrenal e evitou-
se, em grande parte, a supressao do eixo tireoideano e gonadal no jejum. Os
niveis baixos de leptina medeiam, em grande parte, a resposta hormonal ao

jejum, agindo no hipotalamo* 38174,

Estudos de lesbes no sistema nervoso central, desenvolvidos ha

bastante tempo, mostraram o hipotdlamo como um local importante para a
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regulacéo da ingestdo de alimentos e metabolismo. Uma lesdo no hipotalamo
ventromedial causa excesso de ingestdo alimentar e obesidade, enquanto que
uma lesdo no hipotalamo lateral leva o animal a parar de comer'’®. Esses
resultados levaram a formacdo do modelo dual de ingestao e regulagdo do
peso corporal. A descoberta da leptina reavivou o interesse nesse modelo, pois
os animais ob/ob e db/db tém o mesmo tipo de resposta que os animais com

lesdes no ventromedial.

Neurbnios alvos da leptina expressam neurotransmissores/
neuropeptideos envolvidos no apetite, gasto energético e regulagédo do peso
corporal. Neurbénios do nucleo arqueado expressam altos niveis de Ob-Rb e
também expressam neuropeptideo Y (NPY), peptideo relacionado a proteina
agouti (AGRP), precursor de horménio estimulador de melanocitos (POMC) e

o-melanocortina (a-MSH)'"®""’. Esses neurénios projetam seus axdnios para a

area ventromedial e parecem regular fungdes autonémicas e neuroenddcrinas.
Quando projetam para a area lateral, parecem regular a ingestao de alimentos.
Os peptideos NPY e AGRP aumentam a ingestdo alimentar e sua sintese esta
aumentada na deficiéncia de leptina e diminuida na sua presenca'’®'"’. POMC

€ um precursor de o-MSH e diminui a ingestdo de alimentos. A sua expresséo

diminui no jejum e aumenta com a administracédo de leptina'"®'"".

z

E provavel que a diminuicdo do apetite ocasionada pela leptina seja
causada pela diminuigao nos niveis de NPY e AGRP e aumento dos de POMC

e o-MSH, assim como o aumento do apetite seja ocasionado pelo aumento da

expressao de NPY e AGRP e diminuicdo dos de POMC e o-MSH. Esses sao
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0os principais, mas existem outros peptideos orexigenos e anorexigenos

envolvidos nesse controle.

A administracdo diaria de leptina leva a perda de peso corporal, ndo
apenas pela diminuicdo do apetite, e consequente diminuigdo da ingestao de

alimentos em camundongos'?%'%

, mas também devido ao aumento da taxa
metabdlica, da termogénese e da normalizagdo do quadro hiperglicémico e de
hiperinsulinemia observado antes da perda de peso'’®. 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'’®:18%181

. Porém, os efeitos da leptina n&o se restringem
aos descritos acima. Ela parece ser essencial para o eixo reprodutivo, como
mostrado pela sua capacidade de restaurar a fertilidade do camundongo ob/ob

e acelerar a puberdade de camundongos normais'®*'¢%,

A leptina também tem a capacidade de regular o metabolismo de glicose
e lipideos, independente da sua acao no peso corporal. Ela estimula a lipdlise,

gliconeogénese e o catabolismo de glicose'®*'%

através da estimulagdo da
oxidacdo de acidos graxos e hidrdlise de triacilglicerol, reduzindo o
armazenamento de gordura'®"'®®. Um possivel papel no desenvolvimento é
sugerido pela sua presenga na placenta. Ela também deve ter um papel no
desenvolvimento do cérebro, dado as anormalidades apresentadas pelos

camundongos ob/ob e db/db™®’.
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1.2.2. Adiponectina

A adiponectina foi identificada independentemente por quatro grupos,
usando diferentes métodos. O primeiro a ser identificado foi o cDNA de
camundongo e sua respectiva proteina, chamada Acrp30 (adipocyte
complement-related protein of 30 kDa)'®®. O ¢cDNA de tecido adiposo humano
foi isolado de uma biblioteca e chamado de apM1 (adipose most-abundant
gene transcript 1)'®°. Outro grupo a identificou em ratos e camundongos e
nomeou esta nova proteina como adipoQ'%°. Ja a proteina humana foi isolada
do plasma e nomeada GBP28 (gelatin-binding protein of 28 kDa)'®'. Como se
acreditava que o produto predito era algum tipo de proteina de matriz, Arita e
colaboradores'® decidiram chama-la adiponectina, nome mais utilizado na

literatura desde entao.

1.2.2.1. Sintese e regulagao

A expressdao de adiponectina € maior no tecido adiposo branco
subcutaneo humano que no visceral'®. Em estudo in vitro, com adipdcitos
humanos, a secrecdo de adiponectina por células isoladas do tecido adiposo
omental (visceral) foi maior que a secrecdo por adipdcitos do tecido
subcutaneo'*. Ja em roedores, a expressdo e secregdo de adiponectina no
tecido adiposo visceral se mostrou maior que no tecido adiposo
subcutaneo'®'%, Essa proteina também & expressa no tecido adiposo marrom

de camundongos'®’.
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Apesar de a secrecao de adiponectina ocorrer principalmente no tecido
adiposo, ja foram relatados outros locais de sintese e liberagdo deste
horménio, com provavel funcdo autdcrina elou paracrina'®. Ja foi
demonstrada, in vitro, a secrecao e a expressao de adiponectina em cultura de
osteoblastos primarios humanos'®®, producgdo e secregdo por cardiomidcitos
em cultura de células humanas e murinas'® e pela placenta®®. Também ja foi
descrita a indugdo da producdo de adiponectina por células hepaticas
lesionadas de camundongos®'. Ja no musculo esquelético, foi demonstrado
que a expressao de adiponectina pdde ser induzida por estimulos inflamatérios

e pela prépria adiponectina?°%2%,

O gene da adiponectina humano esta localizado no cromossomo 3, locus
3927%**. No camundongo, esta localizado no cromossomo 16, locus 16B3-
B4?%. Esse gene possui trés exons e dois introns?**?%*, Em humanos, o Unico
mRNA transcrito encontrado tinha 4,5kb, enquanto que no camundongo o
mRNA predominante tem 1,2kb, com uma expressdo menor de um transcrito

de 4,5kb e, em algumas circunstancias, um transcrito de 1,4kb aparece'®°?%°. A

diferenca nesses mRNAs & na regido 3’ ndo traduzida®®.

A proteina apresenta 244 aminoacidos e 28 kDa no homem? e 247
aminoéacidos e 30 kDa no camundongo, com quatro dominios estruturais'®. A
estrutura primaria da adiponectina compreende uma regido amino-terminal
formada por uma sequéncia sinalizadora, seguida por uma curta regido de 24
aminoacidos no homem e 27 no camundongo, muito variavel, onde nao se
observa homologia entre as espécies animais. Ha, em seguida, uma regido
colagena contendo 22 repeticdes idénticas formadas por residuos de
2,188-

glicina Finalizando sua estrutura, a adiponectina possui uma regiao
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carboxi-terminal com estrutura globular homaéloga a de outras proteinas da sua
familia, tais como o dominio globular dos coldgenos tipo VIl e X?%, as

207

subunidades do complemento Clg~" e uma proteina encontrada no soro de

animais que hibernam, a hib27'88190.208

Apos ser sintetizada, a adiponectina sofre hidroxilagdo e subsequente
glicosilagdo em quatro locais diferentes, que combinados dao origem a oito
isoformas distintas®®®. A estrutura cristalina revela homologia com a familia do
TNF?'°. A estrutura basica é formada pela unido de trés mondmeros pelo
dominio globular (30 kDa) que nao foi observada na circulagdo. Esses trimeros
(LMW) se unem para formar oligbmeros, sendo esta as formas encontradas na
circulagdo. Esses oligbmeros se dividem em dois grupos: estrutura de peso
molecular médio (MMW) ou hexadmero, unindo dois trimeros, resultando uma
molécula com 180 kDa , e outro, de peso molecular alto (HMW), unindo de
quatro a seis trimeros, com mais de 400 kDa, que podem se unir em forma de

buqué ou de leque'®®?"

(Figura 11, Figura 12 e Figura 13). As duas
conformagdes juntas tém uma concentracdo sérica muito elevada,
correspondendo a 0,01% do total das proteinas plasmaticas em humanos, com
concentracdo maior nas mulheres que nos homens, e 0,05% em
roedores'®®'92, O HMW constitui a adiponectina em maior concentracéo dentro
do adipécito, mas a que tem a maior concentragdo no sangue é o MMW?'2.
Uma vez que o HMW parece ser a forma ativa, mudancas na razdo entre HMW
e MMW no plasma podem ter algum impacto na atividade dessa proteina?'2.
Apesar de ndo estar presente na circulagdo, o trimero possui bioatividade

212

aumentada em relagdo aos oligbmeros® <. Isso sugere que o HMW pode ser

um precursor processado a trimeros na superficie da célula. O trimero de
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adiponectina também pode sofrer clivagem proteolitica, formando uma
adiponectina que sé contém o dominio globular’, que n3o se associa em MMW

e HMW?'°, Ja foi demonstrado que farmacologicamente esse fragmento é

funcional’.
Trimero Hexamero HMW
dominio
Globular
dominio
Colageno
sS i
peptidio . '
sinal
17 aa

Figura 11: Principais estruturas quaternarias da adiponectina. Trimero ou LMW,
Hexamero ou MMW e Multimero ou HMW. SS - ponte dissulfito. Retirado e modificado
de Garaulet®™.

Current Opinien in Pharmacology

Figura 12: Micrografia eletronica das 3 isoformas de adiponectina LMW, MMW e
HMW. Retirado de Hug e Lodish?™.
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Figura 13: Micrografia eletronica da isoforma HMW, mostrando as configuragdes em
buqué e em leque. Retirado de Radjainia®"".

A meia-vida da adiponectina no soro € relativamente longa, de duas a
seis horas®'?. Gavrila e colaboradores®’® encontraram que, em homens
saudaveis, a concentracdo no sangue varia durante o dia, com uma queda
durante a noite e concentracdo maxima no fim da manha. Também foi
observada uma pulsatilidade ultradiana na concentragao de adiponectinaZ15.
Entretanto, outros autores ndo observaram - em individuos nao-obesos
saudaveis e em diabéticos - variagdes séricas expressivas da adiponectina ao
longo de 24 horas?®'®2'72'® Além disso, em individuos obesos, ha relatos de
auséncia de variagdes circadianas?'®2'7. Ja em ratos, foi demonstrado ritmo
circadiano na expressao de mRNA de adiponectina em trés depdsitos de
gordura do organismo: mesentérico, epididimal e retroperitonealzzo. As
variagdes nao resultaram, entretanto, em alteragdes nos niveis séricos, que se
mantiveram praticamente constantes ao longo do dia®®. Em camundongos, a
expressao de mRNA no tecido adiposo visceral perigonadal apresentou
ritmicidade circadiana: entretanto, neste estudo nao foi feita a dosagem da

adiponectina sérica®’.
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Um das caracteristicas mais interessantes da adiponectina é que, ao
contrario das outras adipocitocinas que sao reguladas positivamente pela
obesidade, a expressao e concentragao plasmatica dessa proteina diminuem

190.192.222 " |50 também foi observado

em individuos com sobrepeso ou obesos
em diferentes modelos animais. Ratos obesos também apresentam
concentracdes reduzidas de adiponectina em comparacao a ratos normais e a
concentragdo aumentou quando esses animais perderam peso®?. Interessante
acrescentar que nesse modelo de obesidade as variacbes de adiponectina
ocorreram apenas no tecido adiposo branco visceral, ndo estando presente no
A 190 13,224
subcutédneo. Camundongos ob/ob **, camundongos db/db e camundongos

alimentados com dieta hipercalédrica’™ demonstraram o mesmo padrdo de

diminuicdo da secregao.

Em humanos, a concentracdo plasmatica de adiponectina se
correlaciona negativamente com o IMC, percentual de gordura, razéo
cintura/quadril, concentragdo em jejum de insulina®®? triglicerideos

plasmaticos?*® e massa de tecido adiposo??°.

A sintese e secrecdo de adiponectina sdo reguladas por diversos
mecanismos. As drogas antidiabéticas da classe das tiazolidinedionas (TZDs)

séo ligantes sintéticos do PPARy capazes de aumentar a sensibilidade a

221 Autores demonstraram, através de estudos

insulina e reduzir a hiperglicemia
in vitro, que a administracdo de TZD causou aumento da expressdo do mRNA
da adiponectina e/ou aumento da secrecdo de adiponectina em cultura de
células do TAM'™, cultura de adipécitos 3T3-L1%27%?® ¢ células isoladas de

tecido adiposo omental humano'®*. Em camundongos db/db, os agonistas de
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PPAR-y aumentaram a concentracdo plasmatica e o mRNA para

adiponectina®’, porém em outro estudo com animais db/db o mRNA
diminuiu®®*. Foi observada alteracdo da expressdo de mRNA de adiponectina

em camundongos db/db apés a administragdo de agonistas de PPAR-o, %%,

mas n3o em adipdcitos de db/db em cultura®®’.

Foi identificado, na regido promotora do gene da adiponectina humana,

um elemento responsivo a PPAR, no qual o heterodimero PPARY/RXR foi

capaz de se ligar e estimular a transcricdo génica da adiponectina®®.

Em estudos in vivo envolvendo seres humanos saudaveis, diabéticos e
obesos observou-se aumento dos niveis sanguineos de adiponectina em
fungdo do tratamento com TZDs?*"??423°_ Combs e colaboradores®?® sugeriram
que a adiponectina poderia ser utilizada como marcador biolégico da ativagéo

do PPARy. Semelhantemente, em modelos de camundongos diabéticos e

obesos (db/db), a alimentagdo, por duas semanas, com ragdo a qual foi
adicionada troglitazona ou pioglitazona ou rosiglitazona (TZDs), ocasionou
elevagdo da concentragdo plasmatica de adiponectina em relagdo ao grupo

controle®?’.

Quanto a influéncia da insulina sobre a regulagdo da produgao de
adiponectina, estudos revelam resultados conflitantes. Fasshauer e
colaboradores®®' demonstraram, em estudo envolvendo cultura de adipdcitos
3T3-L1, a regulagdo negativa exercida sobre a expressdao do gene da
adiponectina: houve redugdo da expressao do mRNA entre 68% e 85%, em
comparagao com o controle. Em estudo com adipécitos humanos, in vitro, a

secregcao de adiponectina por células isoladas de tecido adiposo omental
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encontrou-se aumentada apds incubagao com insulina. Este aumento foi ainda
maior quando foi feita a administracdo de insulina juntamente com
rosiglitazona, no meio de cultura'*. Entretanto, diferentemente, a secrecéo de
células do tecido adiposo subcutdneo ndo foi influenciada por esse

tratamento'®*.

Em outro estudo envolvendo explantes de tecido adiposo
visceral humano, a insulina exerceu efeito estimulador sobre a expressao do
gene da adiponectina®?. Além disso, em cultura de adipécitos T37i, do tecido

adiposo marrom, a administracdo de insulina ocasionou aumento da expressao

do mRNA da adiponectina'’.

O fator de crescimento insulina simile 1 estimulou a expressdo de mRNA
de adiponectina in vitro em explantes de tecido adiposo visceral humano?*2.

Tratamento com altas concentragbes de glicose aumentou a expressdo do

mRNA para adiponectina em adipécitos 3T3-L1%%2,

Os glicocorticéides, em experimentos in vitro, regularam negativamente a
expressao da adiponectina, em linhagens celulares de tecido adiposo 3T3-L1 e
T37i e no tecido adiposo branco humano'¥"?*'2*2. Em um estudo realizado com
adipocitos humanos isolados do tecido adiposo subcutaneo, a dexametasona

inibiu significativamente a liberacdo da adiponectina apdés 24 horas de
tratamento'*°.

O TNF-o suprime a expressao de adiponectina, o que poderia explicar

parcialmente a resisténcia a insulina induzida pelo TNF--o?*". A secrecgdo de

p195,.234

adiponectina é inibida por analogos de cAM , agonistas B-

195,235

adrenérgicos , ativadores de adenilato ciclase®®, prolactina e horménio do

crescimento®®,
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Como ja mencionado anteriormente, a concentragdo de adiponectina é
maior nas fémeas que nos machos. A castragdo neonatal de camundongos
machos permite que estes alcancem a adiponectina sérica das fémeas®’. A
castracdo de machos adultos aumenta a concentracdo de adiponectina, mas
tem um efeito menor que a castragdo neonatal®*”?®. In vitro, a testosterona
inibiu a secrecgdo de adiponectina®®. Ovariectomia neonatal de camundongos
fémea nao interferiu com o aumento da adiponectina na puberdade e
ovariectomia em fémeas adultas aumentou a concentragéo de adiponectina®’.
Diretamente, o estrogénio inibiu a secregdo de adiponectina em células 3T3-
L12%. Esse paradoxo sugere que o efeito inibitério do estrogénio ndo consegue
eliminar o dimorfismo especifico ao sexo. A unica manipulagdo que conseguiu
mudar essa diferenga € a castragdo neonatal de machos, sugerindo que o
aparecimento da testosterona tem um papel no estabelecimento desse

dimorfismo da adiponectina.

Com relagdo a idade, ha artigos que relataram auséncia de variagéo
expressiva na concentracdo sérica de adiponectina, em homens e mulheres
adultos entre 30 e 75 anos de idade'¥??*. Ja outros autores demonstraram a

correlagdo positiva entre adiponectina sérica e idade®*%?*1.

A temperatura ambiental pode causar alteracdo nos niveis séricos de
adiponectina®?. Os autores relataram, em camundongos expostos a frio de
4°C, a ocorréncia de aumento na concentracdo sérica e na expressdo do

mMRNA da adiponectina no TAB.

Como a obesidade, a lipoatrofia também €& associada com resisténcia a

insulina, hiperinsulinemia e hiperglicemia. A lipoatrofia experimental em
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camundongos heterozigotos PPARy*" foi induzida tratando os animais com

antagonistas do RXR. Eles apresentaram hipoadiponectinemia e a
administracao de adiponectina diminui a hiperglicemia e hiperinsulinemia nesse
modelo™. Pacientes com anorexia nervosa sdo desnutridos e apresentam
conteudo de gordura corporal extremamente reduzido. Eles apresentam
concentracdo sérica de adiponectina aumentada em relagdo aos controles

pareados por idade e sexo.

1.2.2.2. Mecanismo de agao

O mecanismo pelo qual a adiponectina exerce a sua fungao é
controverso e desconhecido em sua maior parte. Existem dois receptores para
adiponectina identificados: AdipoR1 e AdipoR2**® (Figura 14). Em
camundongos, ocorre expressao de mRNA de AdipoR1 e AdipoR2 em cérebro,
coragao, rins, figado, pulmdes, musculatura esquelética, bago e testiculos.
Enquanto o receptor AdipoR1 encontrou-se amplamente expresso no
organismo, o receptor AdipoR2 apresentou-se expresso predominantemente no
figado®**. Ja em ratos, Satoh e colaboradores®** observaram maior express&o
de AdipoR1 e AdipoR2 no musculo esquelético, em comparagao com o tecido

hepatico. Além disso, ja foram descritos receptores em células J

pancreaticas®*®, macréfagos e lesées arteriosclerdticas®*®.
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Figura 14: Estrutura dos receptores de adiponectina. AdipoR1 e AdipoR2 contém 7
dominios transmembrana. Retirado e modificado de Kadowaki e colaboradores®*’.

Esses receptores sédo proteinas integrais de membrana, parecidas com
as da familia dos receptores acoplados a proteina G, mas com a regido N
terminal interna e C terminal externa - o que é oposto das proteinas da familia
da proteina G***. O dominio extracelular interage com a adiponectina enquanto
o dominio interno interage com a Proteina adaptadora contendo dominio de
homologia com pleckstrin, dominio de ligagdo com fosfotirosina e motivo de
zipper de leucina (APPL — do inglés adaptor protein containing pleckstrin
homology domain, phosphotyrosine-binding domain, and leucine zipper motif).
A interacdo de APPL com AdipoR1 é estimulada pela ligagao da adiponectina e
parece ter um importante papel na ativacdo de proteina cinase ativada por

monofosfato de adenosina (AMPK) pela adiponectina®®®.

O receptor muscular é ativado principalmente por fragmentos contendo
apenas o dominio globular, enquanto o receptor hepatico responde melhor a
adiponectina integra. A ligacdo de adiponectina com seu receptor aumenta
AMPK e ativa PPARa levando, em ultima instancia, a entrada de glicose e
oxidacdo de acidos graxos®*. A expressdo de mRNA dos receptores no figado

e no musculo aumenta com jejum e a realimentagdo rapidamente diminui a
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expressdo para a quantidade presente no animal normal®*®. Também ocorre
aumento significativo do mRNA no musculo esquelético de animais que se
tornam diabéticos pelo tratamento com streptozotocina e o mMRNA foi
restaurado & niveis normais tratando os animais com insulina®*®. Esses dados
demonstram que a regulagdo do receptor também deve estar incluida no
mecanismo de desenvolvimento de resisténcia a insulina. No figado AdipoR1
aumenta AMPK, que reduz a expressao de genes que codificam enzimas
gliconeogénicas e lipogénicas®’. Ja AdipoR2 ativa PPARa, aumentando a

captacdo de glicose e a oxidacdo de acidos graxos®>
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Figura 15: Transducédo de sinal dos receptores de adiponectina. Esses receptores
ativam moleculas sinalizadoras como PPARa, AMPK e p38 MAPK. A adiponectina
também pode se ligar a caderina, que ndo é capaz de ativar nenhuma via de
sinalizacdo. Retirado e modificado de Kadowaki e colaboradores %*'.
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1.2.2.3. Efeitos

Os principais orgaos alvos da adiponectina sdo o figado e o tecido
muscular?’. A capacidade da adiponectina de aumentar a sensibilidade &
insulina esta relacionada a diversos efeitos descritos para a adiponectina. A
administracao de adiponectina a roedores mostrou aumento na fosforilacdo de
tirosina induzida por insulina no receptor de insulina em musculo esquelético,
associado com aumento da sensibilidade & insulina. A estimulacdo da
utilizacado de glicose e diminuicdo do conteudo de triglicerideos em musculo
esquelético induzida pela adiponectina ocorre pelo aumento da expressao de
moléculas envolvidas na oxidagao de acidos graxos e dissipagao de energia”’.
A administracdo de adiponectina globular a células de musculo esquelético de
rato aumenta a quantidade do transportador de glicose GLUT4 na membrana

da célula®®’

. Quando a adiponectina foi adicionada ao meio de incubagao
juntamente com insulina, o efeito foi ainda maior®®'. No figado, a administragéo
de adiponectina suprime o influxo de acidos graxos e diminui a
gliconeogénese??. Estudos investigaram a bioatividade dos oligdmeros inteiros
contra oligdmeros que continham apenas o dominio globular. O fragmento
sozinho se mostrou mais potente que o oligbmero inteiro em melhorar a
hiperglicemia e hiperinsulinemia em camundongos obesos que em

camundongos com peso normal’.

Além disso, ja foi sugerido que a adiponectina também atue diretamente
no cérebro, aumentando o gasto energético sem diminuir a ingestao alimentar,
causando perda de peso'™. Apesar de um estudo ter mostrado que a

adiponectina nao foi encontrada no liquido cerebroespinhal de humanos e que
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nao ha passagem desta do sangue para o liquido cerebroespinhal®>, dois

grupos demonstraram a presencga de adiponectina no liquido cerebroespinhal
s 10,254,255 :

em roedores, na forma trimérica e MMW . Existem receptores expressos

no hipotalamo?*.

Regides do cérebro que nao possuem barreira hemato-
encefalica, como o nucleo arqueado e a area postrema, respondem a
adiponectina, indicando que essas células poderiam sinalizar para outras

regides do cérebro®®?°’,

Foi demonstrado que a adiponectina estimula a
ingestao alimentar via AdipoR1 no nucleo arqueado, ativando AMPK nesses

neurdnios®®.

& ]
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T Oxidacdo de dcidos graxos B TCap‘I‘ac;ﬁo de glicose
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Figura 16: Modelo hipotético da agdo da adiponectina.

Existe uma forte correlacédo positiva entre adiponectina e sensibilidade a

13,222,228 252 254 258

insulina Estudos mostraram que a adiponectina diminui a

glicemia em animais normais e em diferentes modelos de obesidade/diabetes
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mellitus'*?°®, Todas as relacdes entre a adiponectina e a acdo da insulina sdo
independentes da quantidade de gordura do corpo??. Como a insulina

plasmatica se mantém inalterada®®

, 0 efeito hipoglicEmico da adiponectina nao
€ associado com estimulo da secregao de insulina, mas sim com o aumento da
sensibilidade a insulina. Nado se sabe qual o mecanismo pelo qual isso
acontece, mas quatro diferentes mecanismos sédo possiveis: 1) Aumento da
oxidacao de lipidios, que estdo aumentados em pacientes com resisténcia a
insulina; 2) melhora direta na sinalizagdo da insulina, no receptor ou na
sinalizagao intracelular; 3) inibicdo da gliconeogénese, uma vez que a

adiponectina reduz a expressao das enzimas envolvidas com esse processo no

fl’gado252 e 4) inibigdo da sinalizagdo do TNF-o. no tecido adiposo branco, que

foi relacionado com resisténcia a insulina®®.

Em humanos, uma concentragao sérica baixa de adiponectina coloca o
individuo no grupo de risco para desenvolvimento de diabetes mellitus do tipo
20 Foi recentemente proposto que a razdo leptina/adiponectina seria um
parametro mais sensivel para resisténcia a insulina que a avaliagdo modelo da
homeostase (HOMA-R), que é o indice mais utilizado. Foi verificado que a
razao leptina/adiponectina se correlaciona melhor com o indice de massa
corporal, concentragado de triglicerideos, HDL e LDL que o indice de HOMA-

R261 ]

Ao se estudar genes relacionados com Sindrome Metabdlica, um dos
locais encontrados que possuia relacdo com resisténcia a insulina e diabetes
tipo 2 foi o lI6cus 3g27 do cromossoma humano, local onde se situa o gene da

: + 262,263 264
adiponectina . De acordo com Kondo e colaboradores®”, esta descoberta

sugere que a reducao da fungao da adiponectina provavelmente possui relagéao
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com o desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes tipo 2. Em seu
estudo, Kadowaki e colaboradores®’ propuseram a hipétese de que o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e Sindrome
Metabdlica esta relacionado a redugdao nas concentragdes plasmaticas de
adiponectina causada pela interacdo entre fatores genéticos (como
polimorfismos no préprio gene da adiponectina) e fatores ambientais que
causam obesidade (como o sedentarismo). Em concordancia, em seres
humanos, casos de mutagdes do gene da adiponectina estao relacionados com

a ocorréncia de diabetes tipo II, além de hipoadiponectinemig?%*264265266

Obesidade

4 N

Diminuicdo da concent ragédo de adiponectina Hiperinsulinemia
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Diminuigdo da expressao dos receptores de adiponectina

U

Resist éncia a adiponectina
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U
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Figura 17: Modelo hipotético de como a resisténcia a insulina ocorre no individuo
obeso.

A administragcéo de adiponectina a camundongos alimentados com dieta
com grandes concentragdes de agucares e de gorduras levou a perda de peso

sem diminuir a ingestao, um efeito possivelmente associado com o aumento da
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oxidagdo de gordura no musculo’. Outras dietas, ricas em proteina de soja®”’,
acido linoléico®® e dleos de peixe®®® aumentam a concentragdo plasmatica de
adiponectina, o que é consistente com o fato de que essas substancias sao

conhecidas como fatores protetores contra o desenvolvimento de diabetes.

Estudos em camundongos geneticamente alterados sao pouco
conclusivos. Ma e colaboradores®’® demonstraram que animais knock-out para
adiponectina possuem concentragdes similares aos normais de glicose
plasmatica e insulina e que os testes de glicose e toleréncia a insulina sao
idénticos em ambos os grupos®’°. Camundongos knock-out para adiponectina
se tornam resistentes a insulina com seis semanas de idade e s&o intolerantes
a glicose, enquanto animais heterozigotos apresentam apenas resisténcia leve
a insulina®*. Em outro estudo, foi demonstrado que animais knock-out
apresentam depuracgdo diminuida de acidos graxos do plasma e concentragdes
baixas de mMRNA de proteina transportadora de acidos graxos no musculo, mas
0s animais ndo apresentaram resisténcia a insulina'. Esses resultados
demonstram que a adiponectina pode estar relacionada com a regulagdo de

glicose e acidos graxos.

Ja em camundongos transgénicos cuja mutagdo ocasionou aumento na
expressdo do mRNA da adiponectina, ocorreu redugao da glicemia. A
diminuicdo da glicose plasmatica observada nestes animais e também em
casos de administracdo sistémica de adiponectina parece ter ocorrido em
decorréncia da supressao da producéao de glicose pelo figado e do aumento da

2271 Em estudo de Satoh e colaboradores®®, ratos que

oxidacdo de lipidios
apresentaram hiperadiponectinemia causada por inje¢gdes de construcdes de

adenovirus e conseqlente hiperexpressao hepatica de adiponectina,
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apresentaram, na musculatura esquelética, aumento da sensibilidade a insulina
observada através de testes de tolerancia a glicose e a insulina. Entretanto, o
efeito da insulina na supressao da produgédo hepatica de glicose ndo ocorreu,
sugerindo que os altos niveis de expressdao do mRNA da adiponectina no
figado podem ter ocasionado um quadro de dessensibilizagdo local a prépria
adiponectina. Neste mesmo estudo, observou-se aumento da ativacdo da
AMPK no musculo esquelético, mas ndo no tecido hepatico, o que confirmaria
a questdo da dessensibilizacdo hepatica a adiponectina®**. Camundongos
knock-out para AdipoR1 apresentaram resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose. Os camundongos knock-out para AdipoR2 apresentaram fendétipo mais
brando que dos animais AdipoR1 knock-out, enquanto os animais duplo knock-

out apresentaram um fendtipo mais agressivo®*°.

Varios estudos mostram que a adiponectina protege contra o
desenvolvimento de arteriosclerose (espessamento e endurecimento da parede
arterial). A Inflamag&o € um fator importante para o comego e desenvolvimento
de arteriosclerose. As mudangas da arteriosclerose consistem dos trés
seguintes fendbmenos: adesdo de mondcitos as células endoteliais pela
expressédo de moléculas de adesao, captagcado de LDL oxidado por macréfagos
através de receptores scavenger e proliferacdo de células migratorias de
musculo liso, pela agcdo de fatores de crescimento derivados de plaqueta ou
fator de crescimento similar ao fator de crescimento endotelial ligador de
heparina. Estudos in vitro mostram que os efeitos protetores da adiponectina
vém de sua capacidade de regular negativamente os fatores de adeséao
vascular em células endoteliais®’?, de inibir a expressdo de receptores

scavenger®™ e de inibir a proliferacdo e migracdo de células de musculo liso?™.
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A adiponectina sérica encontra-se frequentemente reduzida em
individuos com doenca cardiovascular’’®. 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®’®. Além disso, em humanos, uma
concentragao sérica baixa de adiponectina coloca o individuo no grupo de risco

para ter um infarto do miocardio®’®.

A relagcdo existente entre obesidade e hipoadiponectinemia levou
diversos autores a sugerirem a possibilidade, no futuro, da utilizagdo deste
horménio no tratamento de individuos obesos, com o objetivo de melhoria da

resisténcia a insulina e da aterosclerose?’’. De acordo com Havel*’®,

o
tratamento com adiponectina provavelmente também sera util no controle de

outros disturbios metabdlicos tais como esteatose hepatica e dislipidemia.

1.3. INTERACOES ENTRE HORMONIOS TIREOIDEANOS E LEPTINAE

ADIPONECTINA

Os horménios tireoideanos agem aumentando a taxa metabdlica e o
consumo de oxigénio, regulando a producdo de calor e o suprimento de
energia®’. A leptina € um horménio que atua sobre o sistema nervoso central,
atua como um anorexigeno e aumenta o metabolismo energético’. A
adiponectina esta envolvida com importantes efeitos metabdlicos, tais como,

estimulacdo da oxidagdo de acidos graxos, reducdo da gliconeogénese e
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aumento da termogénese’®*'°. Portanto, os papeis bioldgicos dos HTs, da

leptina e da adiponectina se entrecruzam na regulacéo do gasto energético.

Apesar da funcdo tireoideana ser normal na populacdo obesa, €
conhecido que o TSH e o IMC se correlacionam de forma positiva?’®. Além
disso, o acumulo central de gordura € associada com aumento paralelo de TSH

e T3 livre®®.

Além disso, existe a possibilidade da interferéncia direta do estado
tireoideano sobre a producgao de adipocitocinas no tecido adiposo, uma vez que
este possui todos os receptores de hormdnios tireoideanos, sendo TRa1 a
isoforma predominante, e também de receptores de TSH#'282283284 v/igyerie e

colaboradores?®

mostraram por microarray que 19 genes do tecido adiposo
branco de seres humanos sao regulados por hormdnios tireoideanos. Esses
genes davam origem a proteinas involvidas na transdugdo de sinais,
metabolismo de lipidios, apoptose e respostas inflamatérias?®®. Os HTs inibem

a proliferacdo e estimulam a diferenciacdo do adipdcito'®'®

, regulam o
metabolismo de lipideos - pela regulacdo positiva da expressao de enzimas
lipoliticas -, aumentam o consumo de oxigénio e modulam a sensibilidade do
tecido a outros hormonios?’. Os HTs modificam a resposta do tecido adiposo a
catecolaminas e insulina e, dessa maneira, regulam a via lipolitica

positivamente?®®,

A relagao entre leptina e horménios tireoideanos tem sido investigada. A
leptina atua modulando a secrecdo do eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide. A
leptina foi correlacionada a producédo e liberagdo de TRH e,

consequentemente, de TSH e HTs. Ratos mantidos em jejum tém a leptina
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sérica diminuida, assim como os HTs e o TSH. Os mRNA para a subunidade
beta do TSH e do pr6o-TRH também diminuem. A administracdo de leptina
reduz a queda de T4 sérico e restaura o T3, o TRH e o TSH séricos e 0 mRNA
para pro-TRH'38286.287.288.289  pqoranto, a leptina parece estimular o eixo
hipotalamo-hipoéfise-tiredide, atuando direta e indiretamente sobre os neurdnios
produtores de TRH. Entretanto, também foi descrita atuacdo direta na
adenohipofise de ratos, que ao contrario da agao hipotalamica, parece ser
inibitdria®®. Essa inibicdo é modulada por HTs e se mantém em animais com
hipertireoidismo leve, mas desaparece em animais hipotireoideos®®'. Além
disto, a leptina parece ter atuacdo na hipéfise como um fator produzido
localmente, j& que o peptideo e seu mMRNA'®*?% foram detectados na glandula.
O efeito paracrino/autdcrino da leptina seria inibitério, como evidenciado pela
incubacdo de adenohipdfises murinas com anticorpo anti-leptina®®. Essa ag3o,
como inibidor local da liberagao de TSH, esta aumentada no hipertireoidismo e
desaparece no hipotireoidismo?®'. Ainda assim, o efeito estimulatério da leptina
sobre a liberacdo de TSH parece ser fisiologicamente predominante in vivo. Na
tiredide, a leptina atua estimulando o crescimento e secreg¢ao da tiredide por
acdo direta’. Ja em células FRTL-5, a leptina inibe o efeito estimulatdrio do

TSH?%3,

O efeito da leptina sobre o eixo tireoideano também ocorre de forma
indireta: ela causa inibicdo do NPY hipotalamico®®* que, por sua vez,
apresentaria efeito inibitério sobre neurdnios secretores de TRH?**2%. Qutro

hormd&nio hipotalamico, o a-MSH, que possui a capacidade de ativar o promotor

do gene do TRH?®, tem sua secregao estimulada pela leptina®”’.
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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 que
nos individuos heterozigotos havia correlagao entre ritmo circadiano de leptina
e de TSH que era, entretanto, muito inferior a forte correlacdo observada nos

individuos normais?®,

A conversdo de T4 para T3 realizada pelas desiodases € necessaria

para que os hormonios tireoideanos desempenhem suas ag¢des biologicas; e a

leptina exerce influéncia sobre tais enzimas de forma direta e indireta®®®3%,

0

atuando de forma tecido e isoforma-especifica®®. Em alguns estudos ela

29 o na hipdfise®®;

causou aumento da atividade da D1 na tiredide, no figado
sendo que, quanto a D2, foi relatado efeitos de aumento da atividade no

TAM*®': além da reducdo de sua atividade no hipotalamo®®.

As pesquisas que avaliam a influéncia da fungao tireoideana sobre a
leptina apresentam resultados contraditérios. O hipertireoidismo geralmente é
acompanhado de reducdo da massa de tecido adiposo, enquanto em
individuos hipotireoideos freqientemente se observa aumento da gordura
corporal’®'’. Uma série de autores afirma que a concentragdo sangiiinea de
leptina ndo apresenta alteragdes significativas em funcdo de variagbes do

302,303,304,305,306

estado tireoideano de seres humanos Entretanto, outros

pesquisadores demonstraram a ocorréncia de niveis de leptina baixos®"":308:309

ou ligeiramente aumentados®'® em pacientes hipertireoideos.

Com relacédo ao hipotireoidismo, ha também muita divergéncia: apesar

de alguns autores demonstrarem o aumento da concentragdo de leptina em
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seus pacientes®®®®"; outros relatam que os hipotireoideos apresentam niveis

reduzidos de leptina®"" que, posteriormente, podem elevar-se em funcdo da
- AL g 304,309,312 . .
reposicdo com hormonio tireoideano . Alguns pesquisadores afirmam,

ainda, que no hipotireoidismo ndo ha alteragdo da leptina®’%3%,

Em ratos, a administracdo de hormobnios tireoideanos a animais
tireoidectomizados causou diminuicdo da secregdo de leptina®. Em animais, o
hipertireoidismo aumentou a ingestdo caldrica e diminui a concentracdo de
leptina, enquanto o hipotireoidismo experimental diminuiu a ingestdo alimentar
e aumentou a concentragdo de leptina®'**'*. Também foi demonstrado que o
T3 inibiu a secregao de leptina em adipdcitos de tecido adiposo branco e
marrom em cultura®'®. Fain e Bahouth®'® demonstraram que em adipdcitos em
cultura, T3 e dexametasona diminuem a expressdao de mRNA de leptina,
entretanto, quando insulina é adicionada, ocorre ndo mais diminuicdo, mas
aumento da expressdo de mRNA de leptina®'®. Além dos efeitos dos HTs, o
TSH também estimula a secreg¢ao de leptina em explantes de tecido adiposo

humano®"’.

No que concerne a adiponectina, alguns estudos sugerem que a fungao
tireoideana exerce influéncia sobre seus niveis séricos. Alguns autores relatam
que a concentracdo desta adipocitocina apresentou-se mais elevada no
hipertireoidismo, em relagdo ao eutireoidismo e ao hipotireoidismo®*3'®. Foi
demonstrada, em estudo em humanos, a diminuicdo de adiponectina em

pacientes na fase de hipotireoidismo, em comparagdo com a fase pré-

tratamento hipertiredidea®'®.



74

Em seu estudo, Fernandez-Real e colaboradores®® relataram que
individuos normais que se enquadravam dentro do grupo que apresentava
maior quartil de adiponectina sérica apresentavam niveis séricos de T4 livre
maiores em comparagao com o0s outros grupos. Entretanto, Nagasaki e
colaboradores®”' realizaram o monitoramento de pacientes inicialmente
hipotireoideos, ao longo de um ano, quando se tornaram eutireoideos pela
normalizacdo da funcéao tireoideana decorrente da reposigcao hormonal. Nestes
individuos, ndo foram observadas alteragdes significativas nas concentragdes
séricas de adiponectina. Além disso, em pacientes hipo- e hipertireoideos,
Iglesias e colaboradores®®® no observaram alteragées significativas nos niveis
séricos de adiponectina em fungao da variacdo do estado tireoideano, o que
levou os autores a sugerirem que os hormonios tireoideanos apresentam pouca
importancia na modulagdo dos niveis de adiponectina no organismo. Este

mesmo resultado foi obtido por Santini e colaboradores'®,

Alguns autores verificaram uma correlagéo positiva entre a concentragao

de adiponectina e a concentracdo de T4 e T3 livre?30.284318

enquanto outros
autores ndo encontraram nenhuma correlago®'>%. Em estudo com pacientes
que apresentavam insuficiéncia renal crénica, foi observado correlacdo

negativa entre adiponectina e T3 livre®'®.

Em ratos, em estudo de Aragdo e colaboradores®?, a concentragdo de
adiponectina estava aumentada em animais hipertireoideos, mas nao
apresentava alteracdes nos animais hipotireoideos. Ja em estudo de Kokkinos
e colaboradores®', os animais hipotireoideos apresentavam concentracdes
elevadas de horménios tireoideanos, enquanto os animais hipertireoideos nao

apresentaram mudangas.
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Em cultura de tecido adiposo marrom de camundongos, observou-se
aumento na secrecao e na expressao da adiponectina, apds tratamento com
T4%%' Entretanto, em estudo in vitro, realizado com linhagem celular de
adipdcitos 3T3-L1, ndo houve alteragao significativa da expressdo do mRNA da

adiponectina em funcdo da administracdo de T3%".

Visto o descrito acima, ainda existe muita controvérsia sobre os efeitos
dos hormdnios tireoideanos sobre a expressdo de adipocitocinas e os
mecanismos envolvidos. Estes podem ser indiretos ou diretos nas células
adiposas e pode envolver sintese e/ou secre¢cdo de adiponectina. Estas

hipoteses serao investigadas no presente projeto.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar a regulagcdo da sintese e secrecdo de adiponectina e da
secrecgao de leptina no tecido adiposo branco pelos hormdnios tireoideanos, em

estudos in vivo e in vitro.

2.2. ESPECIFICOS

Investigar um efeito direto dos hormoénios tireoideanos sobre a secregao
de adiponectina e a expressdo de seu mRNA em explantes de tecido adiposo

murino.

Investigar um efeito direto dos hormonios tireoideanos sobre a secregéo

de leptina em explantes de tecido adiposo murino.

Avaliar diferengas na expressao de mRNA de adiponectina em tecido

adiposo de animais normais, hipo- e hipertireoideos

Avaliar diferencas na secrecédo e expressao de mRNA de adiponectina
em explantes de tecido adiposo de animais normais, hipo- e hipertireoideos em

cultura
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Avaliar diferencas na secrecdo de leptina em explantes de tecido

adiposo de animais normais, hipo- e hipertirecideos em cultura
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DESENHO EXPERIMENTAL |

Avaliagao do efeito de hormoénio tireoideano na secrecao de leptina e na
secregao e expressdo de mRNA de adiponectina em explantes de tecido
adiposo de animais normais. Utilizaremos outros conhecidos reguladores da
secrecao de adiponectina e leptina para efeitos comparativos e de controle das

respostas dos explantes.

3.2. DESENHO EXPERIMENTAL II

Avaliar o efeito da indugdo do hipo- e hipertireoidismo sobre a
concentracdo sérica de adiponectina e leptina e a expressdo do mRNA de
adiponectina em tecido adiposo de ratos e como se comportam explantes de
tecido adiposo destes animais hipo- e hipertireoideos quanto a secregcaéo de

adiponectina e leptina e quanto a expressao do mRNA para adiponectina.

3.2.1. Tratamento dos animais
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Utilizamos ratos da linhagem Wistar adultos de aproximadamente 300g,
mantidos sob condigdes controladas de temperatura (x 24°C) e ciclo claro e

escuro (12/12h). Agua e racdo comercial (Purina) foram fornecidas ad libitum.

3.2.2. Procedimentos experimentais

Os animais foram divididos em 3 grupos com 5 animais cada: um grupo
hipotireoideo que recebeu metimazol (Sigma, MO, EUA) na concentracédo de
0,03% na agua de beber por 21 dias e um grupo hipertireoideo que recebeu

injegcdes de T4 (Sigma) na concentragao de 50ug/100g PC, sc., diariamente por

15 dias. Um grupo eutireoideo foi sacrificado em paralelo para servir como
controle do tratamento de hipo- e hipertireodismo. O procedimento foi repetido

5 vezes.

Todos os animais foram sacrificados no periodo da manha, entre 10 e 12
horas. O sacrificio foi feito por decapitagdo. Coletamos o sangue do tronco dos
animais, o qual foi centrifugado a 1773 xg, 4°C por 15 minutos, para a obtencéo
do soro, que foi armazenado a -20°C para posterior dosagem hormonal. Foram
coletados também os TAB inguinal (subcutaneo) e epididimal (visceral) e o
TAM para pesagem, posterior extragdo de mRNA e morfometria. Também
foram retiradas amostras de tecido adiposo branco para realizagdao de

explantes teciduais como descrito abaixo.

Este protocolo foi aprovado pela Comissdo Avaliacdo do Uso Animais

em Pesquisa do IBCCF/UFRJ, protocolo n°® 058-03-2007.
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3.3. EXPLANTES DE TECIDO ADIPOSO

Os animais foram sacrificados e os tecidos adiposos brancos inguinal e
epididimal foram retirados. 50mg de tecido foi pesado, picotado em

aproximadamente 5 fatias e colocado em 500 puL de meio DMEM (Gibco, USA)

pH 7,4 com 10% de soro fetal bovino tratado livre de iodotironinas e 1% de
antibiotic-antimycotic (Invitrogen, EUA), contendo 10.000 unidades de
penicilina, 10.000 pg de streptomicina e 25 pg de amfotericina B. O soro
bovino, antes de ser utilizado, foi tratado com resina de troca aniénica AG 1X8,
que retira os horménios tireoideanos, como descrito por Samuels e
colaboradores®??. Essas fatias ficaram incubados por 30 minutos a 37°C em
incubadora de CO2. Apds a incubagao, o meio foi trocado por meio basal ou
meio contendo T3 ou rosiglitazona ou insulina ou dexametasona nas
concentracdes descritas em cada experimento e mantido por 4 ou 24 ou 48
horas a 37°C em incubadora de CO2. Ao término da incubagdo, o meio foi
retirado para dosagem de leptina e adiponectina e o tecido foi processado para
a quantificacdo do mRNA de adiponectina. A viabilidade foi testada por analise

histoldgica do tecido com coloragédo em hematoxilina-eosina.

3.4. HISTOLOGIA DO TECIDO ADIPOSO

Os tecidos adiposos foram retirados e colocados em formol tamponado
com PBS 0,025M onde ficaram acondicionados por 72 horas. Apds esse

tempo, o tecido foi colocado em cassetes numerados e desidratados em
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banhos crescentes de etanol (Vetec, BR) em estufa a 50°C. No ultimo banho, o
tecido € mantido em etanol 100% por 10 a 12 horas. No dia seguinte o tecido é
colocado em banhos de xilol (Vetec, BR) e, sucessivamente, em banhos de
parafina (Vetec, BR). Ao final, o tecido é incluido em um bloco de parafina.
Uma vez endurecido, o bloco é cortado em fatias de 5 micrometros que sao
colocadas em laminas de vidro em cortes seriados com distancia de 100

micrometros para cada lamina.

Apos secagem completa das laminas, elas sdo colocadas na estufa por
no minimo 20 minutos, para que a parafina derreta. A completa retirada da
parafina ocorre apos banhos de xilol e o tecido € hidratado com banhos
decrescentes de etanol. O tecido é corado com Hematoxilina de Harris, lavado
com agua, corado com Eosina e lavado com agua. Os cortes sdo entdo
desidratados com banhos de etanol e clarificados com banhos de xilol. A
laminula é afixada na ldmina com entellan e apds 3 dias de secagem, o tecido

e fotografado em microscopio de campo claro com objetiva de 20X.

3.5. MORFOLOGIA DO TECIDO ADIPOSO

O tecido foi fixado e processado como descrito para a analise
histolégica. As fotos tém a sua morfometria avaliada usando o programa

IMAGE J (http://rsb.info.nih.gov/ij). Cada animais deu origem a 3 l&minas, com

4 cortes em cada. Cada corte deu origem a um campo de analise. De cada
campo, foram escolhidos de forma aleatéria 8 adipdcitos, os quais tiveram a

sua area e perimetro avaliada.
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3.6. DOSAGENS HORMONAIS

3.6.1. Radioimunoensaio (RIE) de Adiponectina

A quantificacdo da adiponectina foi realizada com kit obtido
comercialmente da Linco Research (EUA), seguindo o protocolo e

recomendagdes do fabricante. Para a dosagem utilizamos 50uL de soro ou

meio de incubagdo para cada duplicata, sendo estes diluidos 1:500 e 1:50
respectivamente. A amostra, juntamente com tamp&o, adiponectina marcada
radioativamente e anticorpo contra adiponectina fornecidos pelo kit foram
incubados por 24 horas. Apos a incubagdo, foi adicionado um reagente
precipitante com nova incubagcdo de 20 minutos a 4°C. Os tubos foram
centrifugados por 30 minutos a 1773 xg e a radioatividade do precipitado foi
medida em um cintilador de fase sdélida (CompuGama, LKB, WALLAK). Os
valores séricos da adiponectina foram expressos em ng/mL. O limite de

detecgdo é de 0.78 ng/mL.

3.6.2. RIE de Leptina

A quantificagcao da leptina foi realizada com kit obtido comercialmente da
Linco Research (EUA), seguindo o protocolo e recomendagdes do fabricante.

Para a dosagem utilizamos 50uL de soro ou meio de incubagdo para cada
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duplicata. A amostra, juntamente com tampao, e anticorpo contra leptina
fornecidos pelo kit foram incubados por 24 horas. Ao termino, foi adicionado,
aos tubos, leptina marcada radioativamente e estes foram incubados por 24
horas. Ap6s a incubacéo, foi adicionado um reagente precipitante com nova
incubacao de 20 minutos a 4°C. Os tubos foram centrifugados por 30 minutos a
1773 xg e a radioatividade do precipitado foi medida em um cintilador de fase
sélida (CompuGama, LKB, WALLAK). Os valores séricos de leptina foram

expressos em ng/mL. O limite de detecgao é de 0.5 ng/mL.

3.6.3. RIE de TSH

Para o ensaio do TSH foi utilizado TSH murino para marcagéo com "I,

TSH murino para a curva padrdao e um anticorpo produzido em coelho
especifico contra o TSH murino (primeiro anticorpo), estes fornecidos pelo
National Pituitary Hormone Program (NPHP - Bethesda, EUA). A iodacédo do
TSH com '® foi feita em nosso laboratério, pelo método da cloramina T
(Sigma) e a molécula marcada foi purificada em uma coluna de gel de

poliacrilamida P60 fino (Bio-rad, EUA).

O ensaio foi realizado em tampao fosfato em salina, pH 7,0 contendo
BSA 0,25%, e constitui-se de incubacéo de 2 horas da amostra ou padrédo com
o primeiro anticorpo (diluicao final 1:1.500), em seguida adiciona-se TSH
marcado radioativamente, totalizando 10.000 cpm/tubo. Apds 21 horas de
incubacado a temperatura ambiente, adiciona-se o segundo anticorpo (Sigma -

anticorpo produzido em cabra contra imunoglobulina de coelho, diluigao final
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1:75) juntamente com polietilenoglicol (Quimibras), para separagdo dos
complexos formados. Apds 3 horas de incubacdo a temperatura ambiente, a
solugdo foi centrifugada a 1773 xg por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e a radioatividade do precipitado foi medida em um cintilador de
fase sdlida (CompuGama, LKB, WALLAK) Os valores séricos do TSH foram

expressos em ng/mL. O limite de detecgao do ensaio € de 0,36 ng/mL.

3.6.4. RIE de T3 e T4 total

A quantificagdo dos HTs foi realizada com kit obtido comercialmente da
ICN Pharmaceuticals (CA, EUA), seguindo as recomendacgdes do fabricante.
Este kit € baseado no método de fase sdlida, no qual o anticorpo especifico
encontra-se aderido a parede do tubo. Para a dosagem de T3 utilizaremos

100uL de soro e para a dosagem de T4, 25uL para cada duplicata. As amostras

sdo incubadas juntamente com a molécula marcada radioativamente e
incubadas por 1 hora. O tubo é lavado com agua destilada e a radioatividade
do precipitado foi medida em um cintilador de fase sélida (CompuGama, LKB,

WALLAK). O limite de detecgao para T4 é de 2 ug/dL e para T3 é de 50 ng/dL.

3.7. QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DE mRNA DE ADIPONECTINA

3.7.1. Extragdo de RNA
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Os tecidos adiposos brancos inguinal e epididimal (70mg cada tecido ou

50mg de cada explante) foram processados utilizando o kit RNeasy® Lipid

tissue (Qiagen, USA), de acordo com as especificagbes do protocolo do

fabricante. As amostras foram homogeneizadas com QIAzol® Lysis reagent

usando um processador ultra-turrax. Ao homogenato foi adicionado cloroféormio
(Sigma, USA) e este foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos. O
sobrenadante, entao, foi retirado para outro tubo contendo etanol 70% (Sigma,
USA), sendo em seguida transferido para uma coluna RNeasy e centrifugado
por 15 segundos a 8.000 xg. Apos a centrifugagdo, a coluna foi lavada
sucessivamente com tampdes fornecidos no kit. Ao final, foi adicionada agua
RNAse-free a coluna e apos centrifugagéo por 1 minuto a 8.000 x g, o RNA se
encontrava no eluato. O RNA obtido ao final do procedimento foi quantificado
em espectrofotdmetro, medindo a absorbancia a 260 e 280nm e calculando
com esses valores a concentragdo. A integridade foi checada por visualizag&o
do RNA ribossomal em gel de agarose. O RNA integro foi armazenado para a

posterior obtencdo de cDNA.

3.7.2. Transcricdo Reversa

A transcricao reversa do mRNA para obtencdo do cDNA foi realizada
utilizando a enzima Superscript Il ou Il (Invitrogen, USA) e oligo-dT (Promega,
USA) usando o protocolo fornecido pelo fabricante. 1ug de RNA foi incubados
com oligo-dT (iniciador da reacgdo), dNTPs (10mM de cada -dATP, dCTP,

dGTP, dTTP — Promega, USA) e agua a 65°C por 5 minutos em termociclador.
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Foram acrescentados tampao first strand e DTT, fornecidos pelo kit, e a
enzima, incubando novamente a 42°C por 50 minutos. A reacao foi terminada
incubando a 70°C por 15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado até a sua

utilizacao.

3.7.3. PCR em Tempo Real (Real-Time PCR)

O cDNA foi adicionado a uma placa de reagdo junto com uma mistura

contendo os iniciadores especificos e tampao iQ SYBR Green Supermix® (Bio-

Rad, Califérnia, USA), que contem 100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI, pH 8,4, 0,4
mM de cada dNTP, 50 U/mL iTaq DNA polimerase, 6 mM MgCI2, SYBR Green
| e 20 nM fluoresceina. As amostras forams analisadas em duplicata. A
quantificacdo da adiponectina em relagédo ao gene controle 36B4 foi realizada
na 7500 Real-Time PCR system (Applied Biosystems, California, USA), que
detecta mudancas na concentragcdo das amostras por fluorescéncia. Apds uma
desnaturacdo a 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, a reacdo sera
repetida por 44 ciclos de 95°C por 15 segundos, 53°C por 30 segundos e 70°C

por 45 segundos.

Os seguintes iniciadores foram usados: adiponectina direto 5- CAA
GGG AAC TTG TGC AGG, adiponectina reverso 5’- CAC CCT TAG GAC CAA
GAA G, 36B4 direto 5- 5’- CCG AGG CAA CAG TTG GGT A e 36B4 reverso

5-TGT TTG ACA ACG GCA GCATTT.

O sistema é baseado na deteccdo dos produtos de amplificacdo pelo

corante, que se intercala em DNA fita dupla. O corante SYBR Green comega a
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emitir fluorescéncia assim que se liga ao DNA. Quanto mais corante ligado ao
DNA, maior sera a emissao de fluorescéncia, assim € possivel acompanhar o
crescimento exponencial de DNA na amostra. A medicdo da fluorescéncia é

feita pelo aparelho de Real-time PCR a 520 nm.

A padronizacgao foi realizada quantificando diferentes diluicbes de cDNA
da adiponectina e do 36B4. No PCR em tempo real a quantidade de
fluorescéncia aumenta de forma exponencial com o aumento de DNA
produzido. Nessa exponencial uma linha limiar € tracada, que sera usada para
calcular o CT (cycle threshold) de cada amostra, ou seja, o ciclo de PCR no
qual a fluorescéncia cruza a linha de base (Figura 18). O valor de CT sera
proporcional a quantidade inicial de amostra na reagcdo (quanto maior a
concentracdo do DNA de estudo, menor sera o valor de CT). As diluigdes
testadas foram 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 (Figura 19). Quanto maior foi a diluigdo
utilizada, menor foi o numero de ciclos necessarios para alcancar a linha de

base. A diluigado escolhida foi de 1:8.
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Figura 18: Curva representativa mostrando a amplificacdo de uma amostra e a
principal nomeclatura adotada.
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Figura 19: Curva mostrando a padronizag¢ao da concentragdo de cDNA utilizado.
Foram utilizadas as concentragdes de cDNA de 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16. O primer
demonstrado na figura foi o 36B4.
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A quantidade de RNA utilizado para a producdo de cDNA ndo é
completamente confiavel, pois a qualidade do RNA pode ser diferente ou
mesmo a sua quantificacdo pode ter sido inexata. Para tanto, utilizamos um
controle interno, ou seja, um gene que nao altera sua produgao nas diferentes
manipulagbes do estudo. Assim, normalizando o seu gene de estudo
(diminuindo o valor CT do gene controle do CT do gene de estudo), podemos
comparar diferengas entre os grupos experimentais. Foi utilizado o gene de
36B4 como controle interno. Com esses valores podemos normalizar os

valores de CT de amostras diferentes para uma mesma quantidade de cDNA.

ApoOs a normalizagdo das amostras, o grupo controle teve seu valor
convertido para um e os outros grupos terdo seus valores convertidos em

relagao a ele. Com esses valores faremos a analise estatistica.

O produto final de amplificagao foi corrido em gel de agarose, para

verificacdo da amplificacao de banda unica (Figura 20).

T N ——— 36B4

Figura 20: Amostras ao final da reagdo de PCR em tempo real,
aplicadas em gel de agarose, onde foram submetidas a corrente
elétrica. Foi verificada a amplificacdo de uma Unica banda para cada
primer utilizado.

3.8. ANALISE ESTATISTICA
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Todos os dados foram expressos como média e erro padrao da média.
Para a analise estatistica dos resultados empregamos a analise de variancia
univariada (ANOVA) seguida de teste de comparagdo multipla, Student-
Newman-Keuls (GrafPAD, Prisma). No caso especifico do TSH, antes da
analise ocorreu uma transformacdo logaritica dos valores obtidos. As

diferengas sao consideradas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

Para testar a viabilidade da realizacdo de explantes de tecido adiposo, a
analise histologica com marcacado HE foi realizada, assim com foi dosada a

secrecgao de leptina e adiponectina apds 4h, 24h ou 48h em meio de cultura.

A concentracado de adiponectina no meio de incubagao de tecido adiposo
branco inguinal incubados por 24h foi aproximadamente 2,5 vezes maior que a
observada as 4h (p<0,0001). Apds 48h de incubacado, a concentragao de
adiponectin no meio de incubacdo permaneceu significativamente elevada se
comparada ao periodo de 4h de incubagao (p<0,0001) e apenas ligeiramente

superior a detectada em 24h (Figura 21 A).

Nos explantes epididimais, a liberacdo de adiponectina de 24h foi 1,7
vezes maior que a de 4h (p<0,001) e em 48h, a secre¢cado ainda aumentou 1,5

vezes comparado a 24h (p<0,0001) (Figura 21 B).

Portanto, no tecido inguinal a secregdo maxima de adiponectina foi
obtida as 24h e no epididimal as 48h. Ja a taxa de secreg¢ao (concentragéao de
adiponectina/hora) foi aparentemente decrescente com o tempo em ambos os

tecidos.
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Figura 21: A: Curva temporal da secrecao de adiponectina por explante de tecido
adiposo branco inguinal (tipo subcutaneo) de ratos. *p<0,0001 em relacdo a 4h. B:
Curva temporal da secrecao de adiponectina por explante de tecido adiposo branco
epididimal (tipo visceral) de rato. *p<0,001 em relacdo a 4h, **p<0,0001 em relacdo a 4
e 24h. Os explantes foram realizados em meio de cultura DMEM com soro livre de
iodotironinas, mantidos a 37°C em atmosfera de CO2 por diferentes tempos de
incubacgao. Os valores representam a quantificacdo de adiponectina no meio de
incubacao de amostras de 50mg de tecido (em fatias de 10mg) por poc¢o, totalizando 6
por grupo.

A concentragao de leptina no meio de incubacédo do TAB inguinal as 24
horas foi ligeiramente maior que a de 4h (1,5 vezes, sem diferencga estatistica)
e em 48h de incubacdo foi 1,5 e 2,3 vezes maior que 24 e 4 horas,
respectivamente (p<0,05 em relacdo a 24h e p<0,001 em relagéo a 4h) (Figura

22 A).

A liberacéo de leptina pelo tecido adiposo branco epididimal comportou-
se de forma similar, porém as diferencas entre 48 horas e 4 e 24h (4,3 e 2,6

vezes maior) foram mais acentuadas (Figura 22 B).

Portanto, principalmente no tecido epididimal, a taxa de secrecao parece

aumentar apés 24h de incubacao.
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Figura 22: A: Curva temporal da secrecao de leptina por explante de tecido adiposo
branco inguinal (tipo subcutaneo) de ratos. *p<0,05 em relacéo a 24h e p<0,001 em
relagao a 4h. B: Curva temporal da secrec¢ao de leptina por explante de tecido adiposo
branco epididimal (tipo visceral) de ratos. *p<0,001 em relacéo a 4 e 24h. Os explantes
foram realizados em meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, mantidos
a 37°C em atmosfera de CO2 por diferentes tempos de incubacéo. Os valores
representam a quantificacao de leptina no meio de incubacdo de amostras de 50mg de
tecido (em fatias de 10mg) por pocgo, totalizando 5 por grupo.

A analise histologica do tecido demonstrou que mesmo apds 48h em
meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, ambos os tecidos

adiposos brancos ainda se encontravam histologicamente preservados (Figura

23 e Figura 24).
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Figura 23: A: Fotomicrografia de corte histoldgico de explante de tecido adiposo
branco inguinal de ratos corado com hematoxilina e eosina mantido em meio DMEM
com soro livre de iodotironinas em atmosfera carbogénica por 4 horas. B: idem por 24
horas. C: bis idem por 48 horas.
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Figura 24: A: Fotomicrografia de corte histoldgico de explante de tecido adiposo
branco epididimal de ratos corado com hematoxilina e eosina mantido em meio DMEM
com soro livre de iodotironinas em atmosfera carbogénica por 4 horas. B: idem por 24

horas. bis idem por 48 horas.

Diferentes concentracbes de T3 foram testadas, inicialmente, em
explantes de tecido adiposo branco epididimal incubados por 24 horas.
Também foi testada a capacidade do tecido de responder a estimulos externos
adicionando-se diferentes concentracdes de substancias que conhecidamente

alteram a secregao in vivo de adipocitocinas.
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Em TAB epididimal, (Figura 25 A) nédo foi encontrada diferenca na
concentracdo de adiponectina no meio quando a incubacdo foi realizada na
presenca de T3 (10, 100nM ou 1uM) ou rosiglitazona (1, 10 ou 100uM).
Também nao foi verificada diferenca na liberagao de adiponectina comparando

DMSO - diluente de rosiglitazona - com NaOH — diluente de T3.

Nos explantes de TAB epididimal também n&o houve alteragdo de
leptina no meio quando T3 (10, 100nM ou 1uM) ou insulina (10 ou 100nM)
foram adicionados no meio por 24 horas, mas a secrecao de leptina aumentou
3,2 e 2,5 vezes quando dexametasona (10 ou 100 nM, respectivamente) foi

adicionada (Figura 25 B).
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Figura 25: Explante de tecido adiposo branco epididimal (tipo visceral) de ratos em
meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, mantidos a 37°C em atmosfera
de CO2 por 24h, contendo T3 ou rosiglitazona ou insulina ou dexametasona. A:
Secrecao de adiponectina, B: Secregao de leptina. Os valores representam a
quantificacdo de adiponectina ou leptina no meio de incubacao de amostras de 50mg
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de tecido (em fatias de 10mg) por poco, totalizando 5 por grupo em A e 4 em B.
*p<0,0001 em relagao aos outros grupos.

Realizados os testes funcionais iniciais, realizamos novos experimentos
com maior numero de amostras. Os explantes de tecido adiposo foram
mantidos por 24 e 48 horas em meio contendo 10nm de T3, 10um de
rosiglitazona, 100 nM de insulina e 10nM de dexametasona. A leptina e
adiponectina do meio foram dosadas apds 24 e 48h de incubacdo e a
expressdo de mRNA de adiponectina do tecido foi quantificada no grupo de

48h.

Nao foi encontrada diferenga na liberagdo de adiponectina pelo tecido
adiposo branco subcutdneo quando T3 foi adicionado ao meio de incubacéao
por 24 ou 48 horas. Também n&do houve diferenca quando insulina ou
dexametasona foram adicionados ao meio de incubacao por 24h. Ja a adicéo
de rosiglitazona ao meio diminuiu a secre¢gao de adiponectina em 21% em 24h
(p<0,05) e 52% em 48h de exposicédo (p<0,0001) (Figura 26). Foi encontrada
uma diminuigdo de 40% (p<0,05) na expressao de mRNA de adiponectina
quando o tecido foi incubado com T3. De forma contraria, a expressdo de
MmRNA de adiponectina (Figura 26 C) aumentou 1,8 vezes em 48h de

incubacdo em meio contendo rosiglitazona (p<0,001) em comparagao ao basal.

A secrecao de adiponectina no TAB epididimal ndo foi alterada quando
os tecidos foram incubados com T3 ou insulina. A rosiglitazona diminuiu a
liberacdo de adiponectina 45% (p<0,0001) em 24 horas (Figura 27 A) e 68%
(p<0,0001) em 48h de incubagao (Figura 27 B). Ja a concentragdo de

adiponectina aumentou 1,3 vezes (p<0,05) quando o tecido foi incubado por
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24h em meio contendo dexametasona. Nao houve alteracido da expressao de

MRNA de adiponectina no TAB epididimal de nenhum grupo (Figura 27 C).
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Figura 26: Explante de tecido adiposo branco inguinal (tipo subcutaneo) de ratos em
meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, mantidos a 37°C em atmosfera
de CO2, contendo T3 ou rosiglitazona ou insulina ou dexametasona. A: Secrecao de
adiponectina por 24h, *p<0,05 em relagao aos grupos basal e insulina. B: idem por
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48h, *p<0,0001 em relacao aos grupos basal e T3. C: Expressdo de mRNA de
adiponectina em 48h, *p<0,05 em relagao aos grupos basal e **p<0,001 em relacéo
aos outros grupos. Os valores representam a quantificacdo de adiponectina no meio
de incubacao de amostras de 50mg de tecido (em fatias de 10mg) por poco,
totalizando 10 por grupo em A e B e a expressao de mRNA de adiponectina (APN) em
relacado a expressao de mRNA de 36B4 em amostras de 50mg de tecido por pogo,
totalizando 6 por grupo em C.
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Figura 27: Explante de tecido adiposo branco epididimal (tipo visceral) de ratos em
meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, mantidos a 37°C em atmosfera
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de CO2, contendo T3 ou rosiglitazona ou insulina ou dexametasona. A: Secrecao de
adiponectina por 24h, *p<0,05 em relagado ao grupo basal e **p<0,0001 em relagao
aos outros grupos. B: idem por 48h, *p<0,0001 em relagdo aos grupos basal e T3. C:
Expressdao de mRNA de adiponectina em 48h. Os valores representam a quantificacao
de adiponectina no meio de incubagao de amostras de 50mg de tecido (em fatias de
10mg) por poco, totalizando 10 por grupo em A e B e a expressdo de mRNA de
adiponectina (APN) em relagdo a expressao de mRNA de 36B4 em amostras de 50mg
de tecido por poco, totalizando 7 por grupo em C.

No que se refere a secrecdo de leptina no tecido adiposo branco
inguinal, esta ndo se alterou com adicdo de T3 ou insulina. A liberagdo de
leptina aumentou 8 vezes (p<0,0001) apds incubacdo de 24 horas com
dexametasona e diminuiu 75% (p<0,001) com rosiglitazona, mas apenas em

48h de incubacao (Figura 28).
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Figura 28: Explante de tecido adiposo branco inguinal (tipo subcutaneo) de ratos em
meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, mantidos a 37°C em atmosfera
de CO2, contendo T3 ou rosiglitazona ou insulina ou dexametasona. A: Secrecao de
leptina por 24h, *p<0,0001 em relagao aos outros grupos. B: idem por 48h, *p<0,001
em relacdo aos outros. Os valores representam a quantificagdo de leptina no meio de
incubacao de amostras de 50mg de tecido (em fatias de 10mg) por pogo, totalizando 6
por grupo.



101

No tecido adiposo branco epididimal, a secre¢cao de leptina nao foi
alterada no meio contendo T3 ou rosiglitazona ou insulina por 24h. A adi¢ao de
dexametasona ao meio incubado por 24h ocasionou um aumento de 3 vezes
(p<0,0001) na secregao de leptina (Figura 29 A). O T3 foi capaz de inibir a
liberagdo de leptina para o meio em 40% (p<0,001) em 48h de incubagao
(Figura 29 B), assim como a rosiglitazona também foi capaz de inibir a

secrecao de leptina com 48h de incubagdo em 75% (p<0,0001).
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Figura 29: Explante de tecido adiposo branco epididimal (tipo visceral) de ratos em
meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, mantidos a 37°C em atmosfera
de CO2, contendo T3 ou rosiglitazona ou insulina ou dexametasona. A:Secre¢ao de
leptina por 24h, *p<0,0001 em relagao aos outros grupos. B: idem por 48h, *p<0,001
em relacao aos outros grupos e **p<0,0001 em relacdo ao basal. Os valores
representam a quantificacao de leptina no meio de incubagao de amostras de 50mg de
tecido (em fatias de 10mg) por poc¢o, totalizando 5 por grupo.

Para averiguar se a condigdo tireoideana do animal alteraria a expressao

de adiponectina e secrecao de adiponectina e leptina in vivo, foram criados
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animais hipo- e hipertireoideos, pelo tratamento com MMI por 21 dias e T4 por

15 dias respectivamente.

Como esperado, os animais hipotireoideos apresentaram concentragdes
séricas elevadas de TSH e diminuidas de horménios tireoideanos, enquanto os
animais hipertireoideos apresentaram concentracdes diminuidas de TSH e

aumentadas de HT (Figura 30).
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Figura 30: A: Concentracao sérica do horménio estimulador da tiredide (TSH) em
animais eu-, hipo- e hipertireoideos. Cada grupo contém 15 animais. *p<0,0001 em
relacdo ao outros grupos. B: Concentragao sérica de tiroxina (T4). Cada grupo contém
20 animais. *p<0,0001 em relacdo ao outros grupos. C: Concentra¢ao sérica de
trilodotironina (T3). Cada grupo contém 10 animais. *p<0,001 em relagcido ao grupo
eutiredideo, **p<0,0001 em relagado aos outros grupos.
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Os animais tiveram o seu peso antes e apds o tratamento aferido. No dia
do sacrificio tecidos adiposos utilizados também foram pesados e um
fragmento foi utilizado estudo morfolégico da area e perimetro dos adipécitos,
outro para extragcdo de mRNA de adiponectina, e uma terceiro fragmento foi

utilizado para realizacédo de explantes teciduais.

Tanto os animais hipo-, quanto hipertireoideos apresentavam peso final
menor que o grupo controle (Tabela 1). O ganho de peso (Figura 31) foi 97%
menor no grupo hipotireoideo, sendo apenas 41% menor no grupo
hipertireoideo (p<0,0001). Apesar disso, apenas os animais hipertireoideos
apresentavam diminuicdo tanto da massa total de tecido adiposo branco
inguinal (Eu: 4,18+1,42 g; Hipo: 3,81+0,86 g; Hiper:2,74+0,85 g*) e epididimal
(Eu: 3,26+1,03 g; Hipo: 2,70+0,63 g; Hiper: 2,26+0,68 g*) quanto da massa de
tecido adiposo inguinal e epididimal em relagdo ao peso corporal (Figura 32 A e
B). Os animais hipertireoideos também apresentavam aumento da massa de
tecido adiposo marrom (Eu: 0,29+0,81 g; Hipo: 0,25+£0,06 g; Hiper: 0,55+0,14

g*) e aumento da massa de TAM em relagc&o ao PC (Figura 32 C).

Tabela 1. Peso dos animais antes e ap6s o tratamento para obtengdo do
hipotireoidismo (tratamento com metimazol por 21 dias) e hipertireoidimso (tratamento

com T4 por 15 dias).

Peso Eutireoideo Hipotireoideo Hipertireoideo
Inicial 267,5 + 27,39 270,5 + 31,69 273,1 £ 32,95
Final 355,3 + 35,00a 283,2 + 18,37b 328,5 + 38,70ab

n= 15 animais por grupo. a = diferenga em relagdo a semana inicial, p<0,001 e b =
diferenca em relagao ao eutiredideo, p<0,0001
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Figura 31: Diferenca entre o peso final e inicial de animais eu-, hipo- e hipertireoideos.
Cada grupo contém 15 animais. *p<0,0001 em relagao aos outros grupos.
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Figura 32: Peso do tecido adiposo branco inguinal (A) e epididimal (B) e marrom (C)
de ratos em relagéo ao peso corporal (PC) de animais eu-, hipo- e hipertireoideos.
Cada grupo contém 15 animais. *p<0,001 em relagdo aos outros grupos.
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O estudo morfolégico demonstrou que a area e perimetro dos adipécitos
do tecido epididimal eram aparentemente maiores que os do tecido inguinal
(Figura 33 e Figura 34). Também verificamos que no tecido adiposo branco
inguinal a area dos adipécitos encontrou-se diminuida 28% (p<0,0001) nos
animais hipotireoideos e 25% (p<0,0001) nos animais hipertireoideos em
relacdo aos adipocitos dos animais eutiredideos (Figura 33 A). O perimetro
desses adipécitos também mostraram-se diminuidos 11% (p<0,0001) nos

animais hipo- e hipertireoideos em relacdo aos eutiredideos (Figura 33 B).
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Figura 33: Area (A) e perimetro (B) dos adipécitos do tecido adiposo branco inguinal
de animais eu-, hipo- e hipertireoideos. Cada grupo contém 5 animais. Cada animal
deu origem a 3 laminas, com 4 cortes em cada. Cada corte deu origem a um campo.
De cada campo foram selecionados 8 adipdcitos. *p<0,0001 em relagao ao grupo
eutireoideo.

No tecido adiposo branco epididimal, os adipécitos dos animais hipo- e
hipertireoideos apresentaram area 15 e 22% (p<0,001) menor que os
adipdcitos dos animais eutiredideos (Figura 34 A). O perimetro foi 9% menor

(p<0,0001) nos animais hipotireoideos e 14% menor (p<0001) nos animais
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hipertireoideos em relagdo aos adipocitos dos animais eutiredideos (Figura 34

B).
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Figura 34: Area (A) e perimetro (B) dos adipécitos do tecido adiposo branco epididimal
de animais eu-, hipo- e hipertireoideos. Cada grupo contém 5 animais. Cada animal
deu origem a 3 Iaminas, com 4 cortes em cada. Cada corte deu origem a um campo.

De cada campo foram selecionados 8 adipdcitos. *p<0,0001 em relagdo ao grupo

eutireoideo.

A expressdo de RNA de adiponectina foi quantificada nos tecidos

adiposos brancos e marrom dos animais eu-, hipo- e hipertireoideos. Também

foram dosadas a secrecao sérica de adiponectina e leptina.
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A concentragao sérica de adiponectina se encontrava 3 vezes maior no
grupo hipotireoideo (p<0,0001), mas nédo se alterou no grupo hipertireoideo
(Figura 35 A). Ja a concentragado sérica de leptina ndo alterou nos animais
hipotireoideos, mas estava 70% menor (p<0,0001) nos animais hipertireoideos

(Figura 35 B).
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Figura 35: A: Concentragao sérica de adiponectina (A) em animais eu-, hipo- e
hipertireoideos. Cada grupo contém 20 animais. *p<0,0001 em relagao aos outros
grupos. B: Concentragao sérica de leptina. Cada grupo contém 10 animais. *p<0,0001
em relagdo aos outros grupos.

Nao foram verificadas diferengas significativas na expressao de mRNA
de adiponectina nos diferentes estados tireoideanos no tecido adiposo marrom
(Figura 36 A). No tecido adiposo branco inguinal (Figura 36 B) a expressao de
MRNA do grupo hipertireoideo se apresentou aumentada em relagédo a dos

animais hipotireoideos (p<0,05). Ja no TAB epididimal, a expressdao de mRNA
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de adiponectina diminui pela metade nos animais hipertireoideos (p<0,05) em

relacdo aos animais eu- e hipotireoideos (Figura 36 C).
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Figura 36: Expressdo de mRNA de adiponectina de tecido adiposo marrom (A), branco
inguinal (tipo subcutaneo) (B) e epididimal (tipo visceral) (C) de ratos eu-, hipo- e
hiperitreoideos. Os valores representam a expressdo de mRNA de adiponectina em
relacdo a expressao de mRNA de 36B4. Cada grupo contém 5 animais. #p<0,05 em
relacdo aos animais hipotireoideos. *p<0,05 em relagdo aos outros grupos.

A fim de verificar se explantes teciduais responderiam de maneira similar
ao verificado nos animais in vivo, a secrecdo de adiponectina e leptina de
explantes teciduais de animais eu-, hipo- e hipertireoideos foi avaliada.

Também foi quantificada a expressao de RNA de adiponectina nesses tecidos.

Os explantes de tecido adiposo branco inguinal apresentaram aumento
de 1,3 vezes (p<0,05) na secregcdo de adiponectina no grupo hipotireoideo e
diminuicdo de 39% (p<0,001) no grupo hipertirecideo em relagdo ao grupo
eutireoideo (Figura 37 A). Ja a expressado do seu mRNA n&o foi alterada com

os tratamentos (Figura 37 B).
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Figura 37: Explante de tecido adiposo branco inguinal (tipo subcuténeo) de ratos eu-, hipo-, e
hipertireoideos em meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, mantidos a 37°C em
atmosfera de CO2 por 24h. A: Secregao de adiponectina, *p<0,05 em relagdo ao grupo eutireoideo
**p<0,001 em relagdo aos outros grupos. B: Expressdo de mRNA de adiponectina. Os valores
representam a quantificagdo de adiponectina no meio de incubagédo de amostras de 50mg de tecido
(em fatias de 10mg) por poco, totalizando 10 por grupo em A e a expressdo de mRNA de
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adiponectina em relagéo a expressdo de mRNA de 36B4 em amostras de 50mg de tecido por poco,
totalizando 5 por grupo em B.

Nos explantes de tecido adiposo branco epididimal, no grupo hipotireoideo
ocorreu um aumento de 2,4 vezes (p<0,0001) na secregao de adiponectina (Figura
38 A), nao verificado no grupo hipertireoideo. A expressdo do mRNA de
adiponectina nao se alterou no grupo hipotireoideo, mas diminuiu 76% (p<0,0001) no

grupo hipertireoideo (Figura 38 B).
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Figura 38: Explante de tecido adiposo branco epididimal (tipo visceral) de ratos eu-,
hipo- e hipertireocideos em meio de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas,
mantidos a 37°C em atmosfera de CO2 por 24h. A: Secre¢ao de adiponectina, B:
Expressdo de mRNA de adiponectina. Os valores representam a quantificacao de
adiponectina no meio de incubagao de amostras de 50mg de tecido (em fatias de

10mg) por pocgo, totalizando 10 por grupo em A e a expressdo de mRNA de
adiponectina em relagao a expressdao de mRNA de 36B4 em amostras de 50mg de
tecido por poco, totalizando 5 por grupo em B. *p<0,0001 em relagédo aos outros
grupos.
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A secrecao de leptina pelos explantes de tecido adiposo branco inguinal

diminuiu 42% (p<0,05) nos animais hipotireocideos e 78% (p<0,001) nos

hipertireoideos (Figura 39 A). Ja a secrecao de leptina nos explantes de tecido

adiposo epididimal diminuiu 77% (p<0,0001) nos animais hipertireoideos, néo

alterando nos animais hipotireoideos (Figura 39 B).
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Figura 39: Secrecao de leptina por explante de tecido adiposo branco inguinal (tipo
subcutaneo) (A) e epididimal (tipo visceral) (B) de ratos eu-, hipo- e hipertireoideos em meio
de cultura DMEM com soro livre de iodotironinas, mantidos a 37°C em atmosfera de CO2
por 24h. Os valores representam a quantificacdo de leptina no meio de incubacao de
amostras de 50mg de tecido (em fatias de 10mg) por po¢o, totalizando 5 por grupo. *p<0,05

em relagdo ao grupo eutireoideo e **p<0,001 em relagdo aos outros grupos.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que o T3 s6 apresenta agao direta na
expressao do mRNA de adiponectina em explantes de tecido adiposo branco
inguinal de animais normais. E que alteragées no estado tireoideano do animal
ocasionam mudancas tanto na expressdo de mRNA quanto na secrecdo de

adiponectina, in vitro e in vivo.

O T3 apresentou efeito direto inibindo a secrecéo de leptina em explantes de
TAB epididimal de animais normais, assim como o estado tireoideano também

regula a secrecédo de leptina.

Em trabalho anterior, verificamos que o hipertireoidismo aumentava a
concentracdo sérica de adiponectina®?®. Contudo, a metodologia de estudo
empregada nao permitia verificar se o efeito dos horménios tireocideanos sobre a
secreg¢ao de adiponectina seria um efeito direto da agao dos HT no tecido adiposo,
ou ndo. Buscando uma maneira de estudar a resposta do tecido adiposo branco ao
T3 sem a interferéncia de fatores sistémicos, padronizamos uma metodologia de
explantes de tecido adiposo em meio de cultura, onde poderiamos tratar esse tecido
de forma isolada. Utilizamos um tipo de tecido considerado visceral, tecido
epididimal e outro subcutaneo, o inguinal. Varios estudos ja demonstraram que os
diferentes tipos de tecido adiposo tém  capacidades  funcionais
distintag'#31°1193316323 - Apss 48h em meio de cultura DMEM com soro livre de
iodotironinas, as células ainda mantinham suas caracteristicas morfologicas, eram

capazes de secretar adipocitocinas e responder a estimulos externos (Figura 21,
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Figura 22, Figura 23, Figura 24 e Figura 25). Dessa forma, concluimos que a

metodologia empregada era satisfatoria.

Existem muitas maneiras de se estudar o tecido adiposo in vitro. A maneira
que consideramos mais fisiologica foi o explante tecidual, pois o tecido adiposo é
constituido de diferentes tipos celulares e nesse tipo de ensaio, as interagdes entre
esses tipos celulares diversos sdo mantidas. A desvantagem dessa metodologia é
nao poder discernir se o efeito observado € sobre os adipocitos maduros ou sobre
outro tipo celular, uma vez que ja foi demonstrado em tecido adiposo humano que as
células da fracdo de matriz e células da fracido estroma-vascular sdo capazes de
secretar adiponectina, mas nao leptina''*'®. J4 o mRNA de adiponectina nao foi
encontrado em pré-adipocitos dos explantes de tecido adiposo humano™’, porém
esta presente nas células da fragdo de matriz e, em maior abundancia, nos
adipocitos’™'. O método mais usado para estudar os adipocitos € em cultura da
linhagem celular 3T3, fibroblastos embrionarios diferenciados in vitro em adipocitos.
Outro modelo é a diferenciacdo in vitro de pré-adipocitos presentes na fracéo
estroma-vascular do tecido adiposo adulto. A desvantagem dessa metodologia € que
nem sempre essas células apresentam caracteristicas morfo-funcionais dos
adipécitos maduros. E possivel a obtencdo de adipdcitos maduros diretamente do
tecido adiposo, utilizando colagenase para digerir a matriz. Porém, a colagenase é

danosa as células, podendo rompé-las quando expostas por tempo excessivo.

O curso temporal de secrecdo de adiponectina e leptina dos explantes
murinos que observamos no presente trabalho (Figura 21 e Figura 22) sugeriu um
padrao de secregao semelhante ao relatado para explantes de tecido adiposo
humanos'®, demonstrando uma diminuicdo da taxa de secregdo ao longo do tempo

de incubacao.
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No tecido adiposo branco epididimal de animais eutiredideos, o T3 nao foi
capaz de exercer efeitos na expressao de mRNA, nem na secrecido de adiponectina
(Figura 27). Ja no TAB inguinal, o T3 diminuiu a expressdo de mRNA de
adiponectina, sem alterar a secreg¢ao da proteina (Figura 26). Em cultura de células
3T3-L1, o T3 ndo foi capaz de alterar a expressdo do mRNA de adiponectina®’. Ja
foi descrito que em cultura primaria de adipécitos de tecido adiposo marrom de
camundongos, o tratamento com T4 foi capaz de aumentar a expressao e secregao
de adiponectina®*'. Os dados acima apontam para uma resposta tecido especifica
da expressao do mRNA de adiponectina ao horménio tireoideano, dependendo do

tipo de tecido avaliado.

Com o intuito de testar outros conhecidos reguladores da secregdo de
adiponectina, incubamos os explantes com rosiglitazona, insulina e dexametasona.
Na avaliacdo do mRNA escolhemos a rosiglitazona, uma vez que seu efeito de

aumentar o mRNA de adiponectina é bem demonstrado'®" 2%,

A rosiglitazona é um agonista exégeno de PPARy, um receptor nuclear
expresso principalmente no tecido adiposo, onde controla a expressao de proteinas
envolvidas no metabolismo lipidico. Sua capacidade de aumentar a sensibilidade a
insulina tornou-a um medicamento amplamente utilizado nos tratamentos de diabete
tipo 2 e sindrome metabdlica. Estudos in vivo, mostram seu efeito de diminuir a
lipemia e provocar aumento do depdsito de lipidios em tecido adiposo®**. Ja foi
demonstrada em diversos estudos a capacidade dos agonistas de PPARy de
aumentar a expressao de mRNA e a secregdo de adiponectina em cultura de
adipocitos de TAM'| cultura de adipécitos 3T3-L12%72%832° ¢ adipocitos humanos
isolados'®. Ja& em explantes de tecido adiposo humano, a rosiglitazona nao foi

capaz de alterar a secrecdo de adiponectina’*. Mineo e colaboradores®®
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demonstraram que, de forma diferenciada das células 3T3-L1, adipdcitos isolados de
TAB mesentérico de rato diminuem a secre¢ao de adiponectina quando expostos a
agonistas de PPARYy. Portanto, a origem do tecido adiposo parece ser importante
para a definicdo do efeito da rosiglitazona sobre a secre¢cao de adiponectina in vitro.
No presente estudo, concordamos com Mineo e colaboradores®?®, pois a secregdo
de adiponectina diminuiu tanto no tecido adiposo branco inguinal quanto no

epididimal, nos dois tempos estudados (Figura 26 e Figura 27).

De forma interessante, o0 mMRNA de adiponectina aumentou principalmente
nos explante de TAB inguinal incubados por 48h na presenga de rosiglitazona
(Figura 26 C). Este efeito de rosiglitazona a nivel transcripcional € o esperado, pois 0

gene da adiponectina tem um elemento responsivo a PPARy bem caracterizado e

que pode ser ativado por rosiglitazona®*®. Estudos in vivo e in vitro demonstram
aumento do mRNA de adiponectina induzido por rosiglitazona. No nosso estudo, o
fato de termos encontrado reducdo de secrecao de adiponectina com concomitante
aumento do mRNA mostra claramente que ha um efeito diferenciado da
rosiglitazona quanto a secrecao e a sintese de adiponectina nos explantes. Como
mencionado anteriormente, em explantes de tecido adiposo de humanos ha uma
forte contribuicdo de outras células ndo adiposas para a secre¢cdo de adiponectina,
porém a abundancia do mRNA aparentemente € maior nos adipdcitos. Portanto,
uma outra possibilidade seria que o aumento do mRNA estaria refletindo melhor a
acgao da rosiglitazona nos adipdcitos, enquanto que a redugdo da secregao poderia
ser consequente a acado da rosiglitazona em outras células que secretam
adiponectina, as quais seriam induzidas a secretar menos, ou ainda poderiam

secretar fatores inibitérios da secrecao de adiponectina pelo adipdcito.
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Nao verificamos nenhuma alteragao da secrecdo de adiponectina quando
incubamos por os tecidos adiposos brancos até 24h com meio contendo insulina
(Figura 26 A e Figura 27 A). Ja foi demonstrado que em adipécitos 3T3, a insulina
inibe a expressdo do mRNA de adiponectina®®'. Em adipdcitos isolados do tecido
omental de humanos, a secrecdo de adiponectina estava aumentada apds a
incubacdo com insulina’*, o que nao foi verificado na secrecdo de células isoladas
do tecido subcutaneo'®. Em explantes de tecido adiposo visceral humano, a

expressado do mRNA foi estimulada por insulina®®?.

Os (glicocorticoides foram capazes de modular a expressdo de mRNA de
adiponectina negativamente em células 3T3 e explantes de tecido adiposo visceral

2122 Em adipécitos isolados do TAB subcutdneo de humanos, a

humano
dexametasona inibiu a secre¢cao de adiponectina em 24h de incubacdo, mas nao
altera a secregdo em adipdcitos do tecido adiposo visceral™®. Nos explantes de
tecido adiposo branco epididimal de ratos, verificamos um aumento significativo da

secrecao de adiponectina (Figura 27 A), o que nao foi encontrado nos explantes de

tecido adiposo inguinal (Figura 26 A).

Quando avaliamos o efeito do T3 sobre a secrecao de leptina, verificamos
que ocorreu uma diminui¢ao significativa da secregcao de leptina em explantes de
tecido adiposo branco epididimal em 48h de incubacédo (Figura 29 B). O nosso
achado confirma o efeito descrito para o T3 de redugao da secregcao e expressao de
leptina em adipocitos diferenciados in vitro cultivados a partir de precursores obtidos

do tecido adiposo epididimal e marrom de ratos>'°.

Em explantes de tecido adiposo humano, os agonistas de PPAR diminuem a

secregao de leptina'**. Também ocorre uma diminuicdo da expressdo do mRNA de
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leptina quando adipdcitos isolados de humanos sao incubados com agonistas de
PPAR'1% Em explantes de tecido adiposo de ratos, verificamos uma diminuicdo
da secregao em 48h de incubagdo com rosiglitazona (Figura 28 B e Figura 29 B).
Portanto no nosso modelo foi reproduzido o efeito da rosiglitazona inibindo a

secrecao de leptina.

A insulina ndo foi capaz de altera a secre¢ao de leptina em nosso estudo
(Figura 28 A e Figura 29 A) Ela também nao foi capaz de alterar a expressao de

7

mRNA de explantes de TAB epididimal de ratos'’, mas em adipdcitos isolados de

humanos ela foi capaz de estimular a secregao e expressdo génica de leptina'*".

A dexametasona estimulou a secrecao de leptina em explantes de ambos os
tecidos adiposos estudados (Figura 28 A e Figura 29 A). Ja foi demonstrados
estimulo da expressdo de mRNA de leptina em explantes de tecido adiposo

epididimal de ratos e em adipdcitos isolados humanos 4148149,

Véarios autores sugerem que o estado tireoideano em seres

284,305,307,308,309,310,311,318 313,314,320

humanos e roedores pode regular a produgao de

adiponectina e leptina, apesar de existir muita divergéncia na literatura.

Para avaliar o efeito do estado tireoideano sobre a expressdo de mRNA de
adiponectina e sobre a secrecao e expressao de mRNA de adiponectina e secreg¢ao
de leptina de forma isolada, criamos animais hipo- e hipertireoideos. Verificamos
que os tratamentos realizados induziram ao hipo- e hipertireoidismo, uma vez que os
animais hipotireoideos apresentaram concentragdes altas de TSH e concentracdes
baixas de HT e os animais hipertireoideos apresentaram concentragdes baixas de

TSH e concentragdes altas de HT.



118

No presente estudo os animais hipo- e hipertireoideos apresentaram um
menor ganho de peso que os animais eutiredideos, sendo a redugdao mais
acentuada nos animais hipotireoideos (Figura 31). Em outros estudos ja foi
demonstrada essa diminuigao® 314320326327.328 " j4 foj relatado reducdo da ingestdo

1314326 ¢ hiperfagia

alimentar durante o tratamento com metimazol ou propiltiouraci
durante o tratamento com T4, apesar dos animais ndo ganharem peso de forma

proporcional, sugerindo um aumento do metabolismo basal*™.

Em nosso trabalho, o tecido adiposo marrom apresentou-se, conforme
esperado, maior nos ratos hipertireoideos. Estes animais apresentaram aumento
significativo da massa de tecido adiposo marrom interescapular em relagédo ao peso
corporal (Figura 32 C), enquanto que o grupo hipotireoideo nao apresentou

alteracdes neste parametro.

Quanto aos resultados referentes as massas de tecido adiposo branco
inguinal e epididimal em relacdo ao peso corporal, observou-se que, no grupo
hipertireoideo, houve reducéo significativa das mesmas (Figura 32 A e B), o que nao

foi verificado nos animais hipotireoideos. Syed e colaboradores®®

, mostraram que,
em ratos, a razdo de massa adiposa total sobre peso corporal somente diminuia no
grupo hipertireoideo, mas eles observaram reducéao significativa da massa de tecido
adiposo branco em ambos os grupos, o que soO foi verificado nos animais
hipertireoideos no presente estudo. Ja quando avaliamos a morfometria dos
adipdcitos dos tecidos adiposos brancos epididimal e inguinal, verificamos uma
diminui¢ao da area e do perimetro dos adipocitos nos animais hipo- e hipertireoideos
em ambos os tecidos (Figura 33 e Figura 34). Ja foi demosntrado que o T3 reduz o

329,330

peso do tecido adiposo pela redugdao do tamanho dos adipocitos , 0 que

também foi encontrado no nosso estudo. No que diz respeito ao hipotireoidismo,



119

Muniesa e colaboradores®* também encontraram diametro dos adipdcitos diminuido
nos animais hipotireoideos, mas quando esse valor é corrigido pelo peso corporal,

ocorre um aumento de didmetro em relagao aos animais eutiredideos.

A adiponectina e leptina sérica foram dosadas e a expressdao do mRNA de
adiponectina foi quantificada nos tecidos adiposos brancos inguinal e epididimal e no
tecido adiposo marrom. Verificamos um aumento da concentragdo sérica de
adiponectina nos animais hipotireoideos, enquanto nao foi verificado diferenca nos
animais hipertireoideos (Figura 35 A). Em estudo de Kokkinos e colaboradores®', os
animais hipotireoideos apresentavam concentragdes elevadas de adiponectina,
enquanto os animais hipertireoideos nao apresentaram mudancgas. Ja em estudo de
Aragéo e colaboradores®®°, a concentracéo de adiponectina estava aumentada em
animais hipertireoideos, mas nao apresentava alteracées nos animais hipotireoideos.
Essas diferengas podem ser devidas a variagdes no grau de hipo- e hipertireoidismo
encontrados nos animais estudados, uma vez que no presente estudo os animais
hipotireoideos foram tratados com MMI 0,03 % por 21 dia e os hipertireoideos com
T4 50ug/100g PC por 15 dias, no estudo de Kokkinos e colaboradores®' os animais
hipotireoideos foram tratados ou PTU 0,05% por 21 dias e os animais hipertireoideos
com T4 250ug/kg por 14 dias e no estudo de Aragao e colaboradores *°, os animais
hipotireoideos foram tratados com MMI 0,03% por 28 dias e os animais

hipertireoideos foram tratados por T4 50ug/100g PC por 10 dias.

Em humanos, alguns autores relatam que a concentragdo de adiponectina
apresentou-se mais elevada no hipertireoidismo, em relagdo ao eutireoidismo e ao
hipotireoidismo?®*3'®. Entretanto, em pacientes hipo- e hipertireoideos, Iglesias e
colaboradores®® e Santini e colaboradores'® ndo observaram alteracdes

significativas nos niveis séricos de adiponectina em fungao da variagdo do estado
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tireoideano. Esses autores postularam que os hormoénios tireoideanos apresentam
pouca importancia na modulagédo dos niveis de adiponectina no organismo. Uma vez
que a maioria das disfuncdes tireoideanas estudadas consistiu em doencgas auto-
imunes, existe a possibilidade de as alteracbes da adiponectina haverem ocorrido,

primariamente, devido a fatores nao relacionados diretamente ao estado tireoideano.

Alguns autores relataram uma correlagéo negativa entre adiponectina sérica e

222,331

o percentual de massa de gordura corporal em humanos . Houve correlacao

negativa, também, entre adiponectina sérica e gordura intra-abdominal?*°3

e
massa de tecido adiposo visceral®®. Em ratos, a concentragdo sérica de
adiponectina correlacionou-se negativamente com a massa de tecido adiposo

1*2° ou com a massa de peso corporal®’®. No nosso trabalho os animais

branco tota
hipotireoideos apresentaram uma intensa redugdo de ganho de peso durante o
tratamento com metimazol (Figura 31). Além disto, os adipdcitos dos animais
hipotireoideos s&do menores (Figura 33 e Figura 34), o que tem sido relatado estar
correlacionado com aumento da secrecdo de adiponectina. Nos animais
hipertireoideos, que também apresentaram menor tamanho dos adipdcitos, a

secregao de adiponectina foi provavelmente contrabalanceada por outros fatores

gerados por esse estado tireoideano.

Nesse estudo a expressao de adiponectina nao foi modulada pelo estado
tireoideano no TAM (Figura 36 A). Como anteriormente comentado, em cultura
primaria de adipdcitos de tecido adiposo marrom de camundongos, o tratamento
com T4 aumenta a expressdo e secrecgdo de adiponectina®'. In vitro, o efeito direto
demonstrado para os horménios tireoideanos nesse tecido pode estar sendo

contrabalanceado por efeitos indiretos provocados pelo estado tireoideano.
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O estado de hipotirecidismo nado afetou a expressdo do mMRNA de
adiponectina em tecido adiposo branco inguinal e epididimal de ratos (Figura 36).
Portanto o aumento de adiponectina sérica muito provavelmente ndao se deve a
maior transcrigdo do gene de adiponectina. Ao serem colocados no sistema in vitro,
os explantes dos animais hipotireoideos responderam também com maior secregcao
in vitro e sem alteragbes do mRNA apds 24 horas de incubagao (Figura 37 e Figura
38). Assim, houve um paralelismo entre a secre¢do de adiponectina e a expressao
do seu mRNA in vivo e in vitro. Em conjunto, o aumento da adiponectina sérica e a
maior secregao de explantes destes tecidos sem alteragbes de mRNA, sugerem que
o tecido adiposo de animais hipotireoideos apresentariam modificacbes pos-

trancripcionais que levariam a maior taxa de secrecao de adiponectina.

Entretanto, nos hipertireoideos a regulagdo da secregéo de adiponectina e do
seu mMRNA parece ser especifica do deposito de tecido adiposo analisado e mais
complexa. As concentragbes séricas nao se alteram (Figura 35 A), assim como a
secrecao in vitro do tecido visceral (Figura 38 A) e houve pequena redugao no tecido
inguinal (Figura 37 A). Mais interessante ainda € o fato do mRNA de adiponectina
estar aumentado no tecido inguinal e reduzido no epididimal, tanto in vivo (Figura 36
B e C) como depois de 24 horas no meio de incubagao (Figura 37B e Figura 38 B).
In vivo as variacbes opostas de mRNA dos tecidos adiposos distintos poderia
resultar em ndo alteragcdo da produgao, refletida na concentracdo sérica normal.
Porém, in vitro a falta de paralelismo entre as variagdes do mRNA e da secrecéo,
sugerem alteragdes multiplas no controle da transcricdo e da secregdo da

adiponectina na situacao do hipertireoidismo.

No que diz respeito a concentracdo sérica de leptina, verificamos uma

diminuicao desta nos animais hipertireoideos, o que nao foi verificado nos animais
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hipotireoideos (Figura 35 B). Ja foi demonstrado anteriormente que o
hipertireoidismo diminui a concentracdo de leptina, enquanto o hipotireoidismo

aumentou a concentracéo de leptina®'>?",

Em humanos, uma série de autores afirma que a concentragdo sanguinea de
leptina ndo apresenta alteragdes significativas em fungcédo de variagbes do estado

302,303,304,305,306

tireoideano de seres humanos Entretanto, outros pesquisadores

307,308,309

demonstraram a ocorréncia de niveis de leptina baixos ou altos®'®, em

305,307

pacientes hipertireoideos, e aumento da concentracido de leptina ou reducao"

em pacientes hipotireoideos.

Os explantes de tecido adiposo branco inguinal mostraram secrecdao de
leptina diminuida tanto no grupo hipotireoideo, quanto no grupo hipertireoideo
(Figura 39 A). Ja os explantes epididimais mostraram secre¢cao diminuida apenas
nos animais hipertireoideos (Figura 39 B). Desta forma, a secrecao de leptina pelos
explantes dos animais hipertireoideos seguiu 0 mesmo padrdao da concentragao
sérica de leptina, enquanto o explante de TAB Inguinal dos animais hipotireocideos
apresentou uma diminuicdo da secregao de leptina que nao repercutiu in vivo, ja que

a concentragao sérica de leptina dos ratos hipotireoideos se manteve inalterada.



123

6. CONCLUSOES

O horménio tireoideano regula de forma tecido especifica a expressao de

MRNA de adiponectina, sem alterar a sua secre¢ao no tecido adiposo branco.

As alteracdes de secrecdo e expressao de mRNA de adiponectina obtidas
com as disfungbes tireoideanas devem ser decorrentes de efeitos extra-tecido

adiposo.

O animal hipotireoideo secreta mais adiponectina provavelmente por

mecanismos que nao envolvem a transcricdo de gene de adiponectina.

O hipertireoidismo afeta de forma diferencial os depdsitos subcutaneo e

visceral, tanto em relagéo a secregao quanto a expressao génica de adiponectina.

O horménio tireoideano € um regulador direto da secrecao de leptina em

explantes de tecido adiposo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia
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