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RESUMO

Em estudos prévios, ratos em crescimento submetidos a uma dieta com
restricdo de proteina apresentam ao final de 15 dias aumento no contetdo de
lipideos (aumento no peso dos tecidos adiposos) e diminuicdo de proteina e agua,
com reducdo do peso corporal. O glicerol-3-fosfato (G3P) necesséario para
esterificacdo dos acidos graxos (AGs) e formacéao de triacilgliceréis (TAG), pode ser
gerado através de trés vias: a partir da glicose, pela gliceroneogénese e através da
fosforilacdo direta do glicerol pela enzima gliceroquinase (GK). O objetivo deste
trabalho foi aprofundar o estudo do metabolismo lipidico no tecido adiposo branco
retroperitoneal (TABR), nos seguintes aspectos: 1. Verificar a natureza hiperplasica
do aumento do TABR; 2. Avaliar individualmente as vias de geragao de G3P; 3.
Avaliar a atividade lipolitica; 4. Avaliar a sensibilidade do tecido a insulina e ao
agente lipolitico noradrenalina. Foram utilizados ratos machos, pesando
aproximadamente 100g, tratados com dieta contendo 17% de proteina (Grupo N) ou
hipoproteica com 6% de proteina (Grupo H). Todas as determinacdes foram
realizadas ao final de 15 dias de dieta. Na analise dos dados foram utilizados o teste
t-Student e ANOVA 2 vias (p<0,05). Através de contagem de células em camara de
Neubauer, da suspensdo de adipécitos isolados, e da histologia do TABR,
constatou-se aumento de 26% no numero de células com uma maior frequéncia
relativa de adipécitos pequenos (<2930 pm?). A atividade lipolitica basal e a
sensibilidade a noradrenalina (10" M) foram avaliadas, in vitro, em adipdcitos
isolados, pela medida da liberac&o de glicerol no meio de incubacgédo. A quantidade
de glicerol basal liberado pelos adipécitos dos ratos H foi menor do que os
adipdcitos dos ratos N. A reposta dos adipocitos na presenca de noradrenalina e a
concentracdo dos acidos graxos livres séricos, apos 12 horas de jejum, ndo foram
alterados pela dieta. A avaliacdo das vias de geracdo de G3P mostrou um aumento
da atividade da gliceroquinase (GK), uma reducdo na expressdao de PEPCK
(Western-blot) e ndo alterou a incorporacdo de U-'*C-glicose em glicerol de
triacilglicerol (GLI-TAG), em adipécitos dos animais H quando incubados sem
insulina. Quando os adipdcitos foram incubados com insulina, constatou-se que,
diferentemente dos adipocitos dos animais N, os adipdcitos dos animais H ndo foram
sensiveis ao estimulo. Tendo em vista a importancia da insulina na adipogénese,
geracdo de G3P e como agente anti-lipolitico, foram avaliadas a expressdo das
proteinas envolvidas na sua via de sinalizacdo. Foi observada uma reducdo na
expressado do IRS1 e AKT. O conjunto de dados deste trabalho permite concluir que:

X O aumento dos depdsitos de lipideos do TABR ocorre por hipertrofia e
hiperplasia;

X Houve uma reducdo da expressdo da PEPCK provavelmente com
reducdo de G3P a partir da gliceroneogénese, que parece ter sido compensada pela
geracdo de G3P a partir da fosforilacdo do glicerol (maior atividade da GK e menor
liberacdo de glicerol no meio de incubagédo com adipdcitos);

o A reducdo das proteinas de sinalizacdo da insulina e a auséncia de
resposta a insulina nos experimentos de incorporacdo de U-**C-glicose em glicerol,
sugere uma reduc¢do na sensibilidade a insulina no TABR destes animais.

Palavras chaves: Dieta hipoproteica, metabolismo i pidico, tecido adiposo
branco retroperitoneal, Glicerol- 3- fosfato.



Vil

ABSTRACT

In previous study, rats in growing treated a low-protein diet showed at the end
of the 15™ day of treatment increase in lipid content (increase in weight adiposes
tissues) and decrease in protein and water, with reduction in body weight. The
necessity of glycerol-3-phosphate (G3P) to esterificate the fats acids (FAs) and to
build the triacilglicerides (TAGs) can be generated through three pathways: from the
glucose, through glyceroneogenesis and by glycerol direct phosphorylation by
glycerokinase (GyK). The aim of this work was to make a profound study of lipid
metabolism in retroperitoneal white adipose tissue (RWAT), in these aspects: 1. To
verify the hyperplasic nature in the RWAT increase; 2. To evaluate the pathways of
G3P generation; 3. To evaluate the lipolytic activity; 4. To evaluate the insulin and
norepinephrine lipolytic agents sensibility in the tissue. Male rats weighting about
100g, treated with diet content 17% protein (Group N) or low-protein diet with 6%
protein (Group LP) were used. All determinations were realized after 15 days of
treatment with the diet. In the data analysis were utilized Student’s test and ANOVA
two ways (p<0.05). In the suspension adipocytes cells counting, in Neubauer's
camera and in the RWAT histology, was verified an increase of 26% in cells number
with more relative frequency of smaller adipocytes (<2930 um?). The basal lipolytic
activity and the norepinephrine sensibility (10" M) was availed, in vitro, in isolated
adipocytes by measuring of the glycerol released in incubation medium. The basal
glycerol quantity released by rats LP adipocytes was lower than in the rats N
adipocytes. The adipocytes response in norepinephrine presence and the serum fat
acids concentration, after 12 hours fasting, did not was altered by diet. The
assessment of the G3P ways showed an increase of the GK activity and a decrease
in PEPCK expression (Western-blot) and did not show alterations in the incorporation
of the U-**C-glucose in glycerol by triacilglycerol (GLY-TAG), in LP adipocytes, when
incubated without insulin. When the adipocytes of the LP animals, were incubated
with insulin, the results showed that, differing of the N adipocytes, the LP animal’s
adipocytes were not sensible to stimuli. Considering the insulin importance in
adypogenesis, G3P generation and as anti-lypolitic agent, the protein expression
involved in your signalizing pathway was evaluated. A decrease in IRS1 and AKT
expression was observed. With these results was possible to conclude:

¢ The lipid deposit increasing in RWAT was caused by hypertrophy and
hyperplasie;

< A PEPCK expression decrease, probably by G3P decrease by
glyceroneogenesis, looking like be compensated by G3P generate by glycerol
phosphorylation (increase of GyK activity and decrease of glycerol release in
incubation medium with adipocytes);

% The reduction of the insulin signalization proteins and the absence of the

insulin response in the assessments with U-**C-glucose in glycerol

incorporation, suggests a decrease in the insulin sensibility in animal’s RWAT.

Keywords: Low-protein diet, lipid metabolism, retro peritoneal White adipose
tissue, glycerol-3-phosphate.
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1. INTRODUCAO

Dados da literatura apontam efeitos contraditorios da restricdo protéica sobre
0s parametros metabdlicos, energéticos e bioquimicos. A analise destes dados
mostra que as variacdes nos resultados se devem a muitos fatores, entre eles, o
grau de restricao protéica, o tempo e a fase da vida em que ocorre a restricdo, mas
principalmente a relacdo entre o grau da restricdo e o requerimento protéico do
animal>*3*°. Os primeiros estudos® do nosso laboratério sobre o efeito de uma dieta
hipoproteica (H - 6% de proteina), em ratos machos na fase de crescimento,
mostratam que esses animais, ao final de 15 dias, apresentam um aumento de 14%
na ingestdo absoluta e 25% na ingestdo relativa de alimento, em relacdo aos
animais que receberam uma dieta normoproteica (N - 17% de proteina). A reducéao
de proteinas da dieta H, em calorias, foi substituida por carboidratos. O gasto
energético adicional que ocorre nesta fase de desenvolvimento estimula o quadro de
hiperfagia que € uma resposta do organismo para tentar suprir 0 requerimento de
proteina. Apesar do aumento na ingestao de alimento, constatamos que ao final do
periodo experimental, a ingestéo protéica foi cerca de 60% menor do que a ingestao
dos animais que receberam dieta N. Mesmo com o0 aumento na ingestao de calorias
(j& que as dietas séo isocaldricas) houve uma reducdo de 12% no ganho de peso
corporal, prejuizo no crescimento (avaliada pelo indice de Lee) e redugdo nas
proteinas séricas totais (hipoproteinemia) nos animais H, deixando claro, que a
reduzida ingestdo de proteinas prejudicou o crescimento e o desenvolvimento dos
animais.

Entre outras alteracdes, os animais H apresentaram maior gasto energético
com maior ganho energético quando comparado aos animais N. O aumento no

ganho energético com reducdo de peso corporal (mencionado anteriormente) so foi
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possivel gracas a profundas alteracdes na composicdo quimica corporal, com
aumento no conteudo de lipideos (tecidos adiposos, figado e carcaca) e reducéo de
proteinas (carcaca, figado e masculos) e agua.

As alteracdes metabdlicas e no balanco energético observadas nos animais H
foram acompanhadas por um conjunto de alterac6es hormonais e neurais; como por
exemplo, maior atividade simpatica (determinada pelo turnover de noradrenalina) no
Tecido Adiposo Marrom (TAM) e Tecido Adiposo Branco Retroperitoneal (TABR) e
aumento de cerca de 100% na concentracdo de leptina e corticosterona sérica. A
avaliacdo da glicemia e insulinemia sugeriram um aumento na sensibilidade ao
horménio, uma vez que os animais H, alimentados, apresentaram o mesmo nivel de
glicemia com menor insulina plasmatica; e menor glicemia de jejum sem alteracdo
na insulina, quando comparada aos animais N.

Com o conjunto de dados obtidos nesta fase preliminar das experimentacoes,
0S animais H se mostraram extremamente interessante como modelo experimental
para o estudo do metabolismo lipidico e seu controle. O quadro de adiposidade
constatado nestes animais apos 15 dias de tratamento com dieta restrita em
proteina, poderia estar sinalizando para uma obesidade futura; j& que as adaptagdes
metabdlicas nesta fase inicial sdo determinantes para a instalagdo ou nédo da
obesidade’.

Estudos iniciais sobre o metabolismo de lipideos realizadas no TABR® de
animais deste grupo mostraram uma reducdo de 50% na sintese de &cidos graxos
total, avaliada in vivo pela incorporacédo de *H,O. Constatamos, no entanto, um
aumento de 100% na atividade da enzima lipase lipoprotéica (LPL), o que sugere
gque o acumulo de triacilglicerol (TAG) possa ser decorrente de um maior

aproveitamento dos acidos graxos pré-formados provenientes das lipoproteinas
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circulantes, o que nao descarta, no entanto, a possibilidade de maior velocidade de
reesterificacdo dos acidos graxos (AG) enddgenos ou uma menor velocidade de
lipdlise neste tecido.

Outro ponto fundamental para maior esterificacdo de AG e maior extensao
dos depositos de TAG é a disponibilidade de G3P. Fazendo uso do mesmo
experimento de *H,O, avaliamos também a incorporacdo em GLI-TAG, onde foi
constatado que ndo houve alteracdo na sintese de G3P pelo conjunto das vias da
gliceroneogénese e a partir da glicose. Este experimento, no entanto, ndo permite
avaliar cada uma das vias individualmente, o que ndo descarta a possibilidade de
gue uma delas tenha sido ativada e a outra inibida. Além disto, esta metodologia n&o
avalia o G3P sintetizado por fosforilacdo do glicerol pela enzima GK que apesar de
reduzida no tecido adiposo branco (em condi¢cdes normais), parece ter significancia
em determinadas condices®.

Entre as muitas alteracbes hormonais constatadas nos animais H que
poderiam contribuir de maneira relevante para o aumento dos depdésitos de TAG,
esta 0 aumento de 100% nos niveis de corticosterona. Como j4 € claramente
colocado na literatura, altos niveis de glicocorticéides, cronicamente, pode levar a
um estado de resisténcia & insulina®, condizente com o actmulo de gordura
constatado nestes animais.

Como podemos perceber, as investigacdes iniciais j4 realizadas sobre o
metabolismo lipidico nestes animais, suscitaram novas interrogacdes que merecem
serem melhores esclarecidas para a compreensdo do processo que conduziu a este
estado de adiposidade. Diante deste fato, o nosso objetivo neste trabalho é dar
continuidade a este estudo no TABR, de modo a permitir uma maior compreensao

sobre os fatores e 0s mecanismos que determinam o acumulo de TAG neste tecido.
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Partindo do principio, que grande parte dos casos de obesidade humana esta
associada, da mesma maneira nos animais H, ao aumento da ingestédo de calorias
totais de dietas ricas em carboidratos e com reducdo de proteinas; os estudos
envolvidos com a adiposidade destes animais podem contribuir para melhor
compreensao da obesidade humana, levando a medidas preventivas e condutas

terapéuticas mais eficazes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lipolise

O tecido adiposo branco € o maior reservatorio de energia do corpo. O papel
primario dos adipodcitos € estocar acidos graxos na forma de triacilglicerol, durante o
periodo de excesso calorico e mobilizar estas reservas, na forma de acidos graxos
livres (AGLs), quando o gasto de energia exceder a ingestao™”.

O controle metabolico do TAB é realizado pela integracdo de fatores humorais
(hormoénios e substratos), locais (tamanho dos adipécitos e mecanismos paracrinos,
autdcrinos e enddcrinos) e pelo sistema nervoso auténomo'***** de acordo com a
disponibilidade de substratos e as necessidades energéticas do organismo®™. A
quantidade de TAG armazenado no TAB é decorrente do balanco entre sua
velocidade de sintese (lipogénese) e de degradacao (lipdlise). A taxa relativa destes
processos determinara o acréscimo ou a perda liquida de lipideos®®. Independente
da lipdlise controlada por fatores hormonais, metabdlicos e neurais, a lipdlise basal
ocorre continuamente nas células adiposas a uma taxa reduzida'’. A mobilizacdo
dos lipideos ocorre por hidrélise completa dos TAG pela enzima lipase hormdnio

I*°. Esta enzima é

sensivel (LHS)'®, resultando em 3 mols de AGLs e 1 mol de glicero
agudamente estimulada por uma variedade de hormodnios (adrenalina, glucagon,
glicocorticéides, hormdénio  adrenocorticotrofico, entre  outros) e  pelo
. R 12,16
neurotransmissor noradrenalina™ .
Qualquer que seja o agente promotor da lipdlise, o acido graxo e o glicerol
proveniente da hidrélise dos TAG, no tecido adiposo, podem seguir diversos

destinos®. O préprio adipdcito pode reesterificar parte destes AGs determinando a
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quantidade de AG liberados pelo tecido adiposo® na circulacdo, que podem entdo
ser utilizados pelo figado ou por outro tecido periférico?®%.

Contrariamente aos AG, a maior parte do glicerol proveniente da hidrolise dos
TAG no TAB, em situacbes normais, € liberada dos adipdcitos para

reaproveitamento por outros tecidos?®%..

A pouca reutilizacdo do glicerol pelo
Tecido Adiposo Branco € atribuida a uma baixa atividade da gliceroquinase, neste
tecido’®?'%3. Esta enzima é responsavel pela fosforilagdo do glicerol a glicerol-3-
fosfato, para posterior reesterificacdo com os AG e formacao dos TAG. A reduzida
atividade da GK no TAB justifica a utilizacdo do glicerol como parametro para
avaliacdo da liplise®?*.

Trabalhos tém mostrado, no entanto, que mesmo em situa¢cdes normais, a
atividade da GK é detectavel no TAB*?°, embora seja bem mais reduzida que no
figado e apresente atividade em torno de 1/10 da atividade encontrada no TAM?.
Outros trabalhos na literatura, no entanto, mostram que a GK pode ter papel
importante na geracdo de G3P no TAB em determinadas condi¢cées, como por
exemplo, em diversos tipos de obesidade. A atividade da GK em camundongos

b?"?® e ratos Zucker fa/fa®® é mais elevada do que a atividade

obesos ob/o
encontrada em camundongos e ratos ndo obesos. A maior utilizagao do glicerol pelo
figado se deve a maior atividade da GK neste 6rgdo, em relagdo a outros tecidos,
que podem entdo ser utilizados ndo s6 para a reesterificacdo de AG, mas também,
como substrato importante da gliconeogénese®.

A adrenalina e a noradrenalina sdo dois agentes importantes no controle do
metabolismo de lipideos. A sua acdo é desencadeada apds a interagdo destas

substancias com receptores B-adrenérgicos lipoliticos e pelo receptor anti-lipolitico

a,, Estudos utilizando animais de laboratério e agonistas sintéticos mostram que



23

parte do efeito lipolitico das catecolaminas € devido ao receptor B-adrenérgico - 33 -
altamente expresso no TAB, TAM e trato gastrointestinal de roedores®, e que se
apresentam altamente resistentes a desensibilizacao®"*.

O receptor B3 na superficie da membrana plasmatica estd associada a
proteina estimulatoéria ligadora de nucleotideos (Gs), formada por 3 subunidades (q,
B e y). Na forma nédo estimulada a subunidade a se encontra ligada ao GDP. A
interacdo das catecolaminas com 0 seu receptor na superficie da membrana
plasmatica, leva a troca de GDP por GTP na subunidade a, dissociando esta
subunidade das demais, formando o dimero By. A subunidade a ligada ao GTP ativa
a enzima adenilato ciclase catalisando a conversdo de ATP em AMPc (adenosina
monofosfato ciclico). Uma das principais acdes do AMPc é a ativacao da proteina
quinase dependente de AMPc (PKA), através da ligacdo deste nucleotideo ciclico as
subunidades regulatérias (R) da PKA, havendo a liberagcdo das subunidades
cataliticas (C), responséaveis pela fosforilagdo de varios substratos protéicos
citoplasmaticos e nucleares, como por exemplo a fosforilagdo da lipase horménio
sensivel, induzindo a sua ativacdo e a translocacdo do citosol para o glébulo de
gordura desencadeando a hidrélise dos TAGs estocados*’ 3>,

Estudos com fracionamento celular e microscopia confocal mostram que sob
condi¢do nédo estimulada cerca de 50% da enzima LHS presentes na célula, estdo
localizadas na gota lipidica®. Apesar da presenca das enzimas na superficie da
célula de gordura, a lipolise basal € controlada pela presenca da proteina perilipina
A, que recobre a superficie do glébulo de lipideos nos adipdcitos maduros,
constituindo uma barreira que restringe a acdo da LHS sob os lipideos neutros.

Essas proteinas também sao fosforiladas pela PKA durante o estimulo lipolitico e

apos sofrerem mudanca conformacional permitem o acesso da LHS ao glébulo de
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gordura®. A translocacdo da enzima do compartimento citosélico para a superficie
da gota, como consequéncia da fosforilacdo da perilipina, embora ndo devidamente
esclarecida, parece representar um importante passo na ativacdo da lipélise®’.
Trabalhos relatam a participacdo de outras enzimas que participam da lipolise no
TA, como por exemplo, a lipase de triglicerideo presente nos adipocitos e ,que
catalisa a etapa inicial da hidrélise de TAG*?°. Além disso, o aumento na taxa
lipolitica basal em camundongos, deficientes em LHS, sugere a existéncia de uma
via ndo mediada pela LHS na lipdlise das células gordurosas®. O processo de
hidrolise dos TAGs €, ainda, dependente da proteina ligante de acidos graxos do
adipécito (aFABP), também chamada proteina ligadora de lipideos dos adipocitos
(ALBP) ou proteina aP2 ou proteina pl5, que pertence a familia de proteinas
ligadoras de lipideos. A ligacdo dos AGs a aFABP, favorece uma rapida saida dos
AGLs dos adipdcitos®®, resultando no aumento da taxa lipolitica, uma vez que a
remoc¢do dos AGLs do adipdcito, impede o acumulo dos produtos da reacado e evita
a inibicdo da lipase por feedback®’.

Estes achados deixam claro, que outras enzimas e outros fatores além da
LHS contribuem para a regulacdo da velocidade da lipolise no tecido adiposo.
Entretanto, em depdsitos internos de gordura (epididimal, retroperitoneal) a atividade
lipolitica é maior do que nos de gordura subcutanea, fato este, associado a maior
expressdo da LHS nos TABs internos, deixando clara a importancia desta enzima na
regulacéo da lipélise .

A acao antilipolitica resultante da modulacdo na transducdo do sinal através
do sistema adenilato ciclase, pode ser decorrente da agédo das prostaglandinas (E; e
E,;), adenosina e pela propria noradrenalina e adrenalina que agem via seus

receptores ay-adrenérgicos, 0s quais se encontram acoplados a proteina G inibitoria
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ligadora de nucleotideos (Gi), e cuja ativacdo leva a inibicdo da atividade da
adenilato ciclase. Desta forma, as catecolaminas podem estimular ou inibir a lipolise,
sendo o efeito final, dependente do numero relativo de receptores [ e Q-
adrenérgicos, de cada adipécito™”.

A leptina, um horménio secretado pelos adipécitos*®, também exerce acéo
estimulatéria sobre a atividade lipolitica. Apdés sua ligacdo ao seu receptor no
hipotalamo, a leptina induz uma série de eventos neurais que culminam na
estimulacdo do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) que inervam os adipécitos do TAB
e TAM*, resultando na ativacdo dos receptores PBs-adrenérgicos. No entanto,
camundongos transgénicos que super-expressam 0 gene da leptina (LepTQ)
apresentaram significativa reducdo na atividade lipolitica basal, contrariando a
hipdtese de que a hiperleptinemia cronica e constante, pode levar a ativacdo do SNS
e a um estado crénico de lipdlise. A reduzida atividade lipolitica do TAB dos
camundongos LepTg foi resultante de uma diminui¢cdo de aproximadamente 30% na
atividade da PKA, acompanhada da reducdo nos niveis da proteina relacionada a
diferenciacdo do adipécito (ADRP) e da atividade das perilipinas A e B*.

Além do controle agudo, a atividade lipolitica do TAB, estd sujeita a um
controle endécrino crénico pelos glicocorticéides (GCs), que séo liberados pela
glandula adrenal, e cuja secrecdo é estimulada pelo horménio adrenocorticotréfico
(ACTH), secretado pela hipo6fise, mediante estimulo do hipotalamo (eixo hipotalamo-
pituitario-adrenal - HPA). A importancia dos GCs na modulag&o dos niveis de AGLs
plasmaticos, se mostra evidente com a constatacdo de que o aumento nos niveis de
AGs na circulagéo inibe o eixo HPA por um sistema cléssico de retroalimentacéo®.

A acdo dos GCs sobre a lipdlise parece ocorrer em conjunto com o horménio

do crescimento (HC), estimulando a liberacdo de glicerol e acidos graxos por
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mecanismos que envolvem a sintese protéica®’. In vitro, a adicdo de HC a
fragmentos do TAB ou a adipdcitos isolados, promoveu uma mobilizacdo de AGs
somente apos 2 h de incubacéo; um efeito que foi potencializado pelos pela adicédo
de GCs®. Estudos em adipécitos de humanos e de ratos, mostram também uma
acao lipolitica direta deste hormonio, aumentando a expressdo da LHS, via o fator
de transcricdo nuclear PPAR,, cuja atividade catabdlica favorece também a [-
oxidacdo dos AGs e a hidrolise dos TAGs das lipoproteinas, mediada pela inducéo
da sintese de LPL. Esta inducéo da lipolise pelo PPAR,, pode ser desencadeada
também pela leptina*®°.

Além desta acao direta, o tratamento em conjunto com HC e dexametasona
em ratos, aumentam também a sensibilidade das células de gordura a acao lipolitica
das catecolaminas e teofilinas, sendo este efeito atribuido ao aumento de AMPc no
meio intracelular™. Adipécitos isolados do TAB de animais adrenalectomizados
apresentam uma reducdo da resposta lipolitica & adrenalina e ACTH**? assim
como, o tratamento in vivo com o0 HC e GC promoveram um significante aumento na
liberacdo de AGs pelo Tecido Adiposo epididimal, sem nenhuma alteracdo do
glicerol. Tal fato s6 pode ser explicado pelo maior reaproveitamento do glicerol no
proprio adipdécito, apos a hidrolise dos TAG.

A complexidade para estabelecer as varias a¢cdes dos GCs no metabolismo,
aumenta a medida que as ac¢des deste hormdnio em diferentes 6rgdos (figado e
tecido adiposo) e nos diferentes depdésitos de gordura corporal, sdo variadas.
Enquanto aumentam a lipdlise por inducdo na atividade da LHS e diminuicdo da
LPL>® nos depésitos de tecido periférico, eles promovem a diferenciacéo dos pré-
adipécitos, estimulam a atividade da via pré-lipogénica e levam a hipertrofia da

gordura central®*>>°°,
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O aumento na hidrolise dos TAGs, com liberacdo de AGs desenvolvem um
papel chave no enfraquecimento da acédo da insulina no musculo e figado. Assim, 0s
GCs influenciam diretamente o sistema de sensibilidade & insulina®’, em virtude de
sua funcéo regulatoria no metabolismo do tecido adiposo.

A insulina, como os GCs, exerce também regulacdo aguda e crénica sob a
lipélise por meio de processos dependentes ou ndo de AMPc. A supressdo da
lipélise dependente de AMPc, induzida pela insulina, envolve a ativacdo de
fosfodiesterases tipo 3B, enzima responsavel pela degradacdo do AMPc no
adipécito. Este processo se inicia, apés a ligacdo da insulina na subunidade
extracelular do seu receptor (IR), promovendo a sua autofosforilagcdo, e
subsequentemente a fosforilacdo dos substratos do receptor de insulina (IRS-1), que
permite a interacdo do dominio SH2 da subunidade regulatoria (p85) da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) estimulando a sua atividade de fosforilacdo de
fosfolipideos de membrana na posi¢do 3 do anel inositol, ocorrendo a geracao de
fosfatidilinositol-3,4-difosfato (PIP2) e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). A PIP2
e PIP3 recrutam varias proteinas para a membrana plasmética, dentre elas proteina
kinase B (PKB, também conhecida como AKT), formas atipicas da proteina kinase C
(PKC) e proteina kinase-1 e 2 dependente de fosfoinositol (PDK-1 ou PDK-2). PDK-1
ativada tem como substratos PKC e AKT. A fosforilagdo de AKT em residuos
especificos de serina e treonina resulta em sua ativagdo enzimatica, permitindo que
se separe do complexo formado na membrana plasmatica e, entdo, realize
fosforilacdo de varios substratos como, por exemplo, a fosfodiesterase que, entéo,
se torna ativa. Com isto ocorre reducéo dos niveis do AMPc e consequentemente da
PKA; o que reduz a fosforilagdo da LHS e perilipinas, diminuindo a hidrdlise dos

TAG. A regulacdo da lipolise pela insulina por uma via independente do AMPc
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envolve a estimulacdo da fosfatase-1 que defosforila a LHS, causando assim,
reducéo na taxa lipolitica® 2616263,

A quantidade e a composicdo da dieta podem, portanto, influenciar
potencialmente a via lipolitica, uma vez que podem provocar alteracbes na
concentracdo sérica dos hormoénios que agem de forma aguda ou crénica e/ou por
alteracdes na atividade simpatica. De maneira geral, o excesso de energia na dieta
contribui para reducdo da lipdlise em adipécitos®’. Entretanto, em seus trabalhos
Garcia-Diaz (2008)%* e Arner (1999)% mostram que, em adipdcitos isolados do TABR
de ratos alimentados com dieta cafeteria, hd& um aumento da lipolise induzida por
isoproterenol quando comparados a ratos controles.

Apesar da atividade lipolitica ser mais sensivel a disponibilidade de nutrientes,
a composicdo da dieta, pode também altera-la, inclusive ativando outros
mecanismos diferente dos citados anteriormente. Uma ingestdo de dieta rica em
carboidratos®® ou lipidios®’, por exemplo, pode levar a um acimulo de gordura e
aumento na lipdlise basal, com aumento na concentracdo celular de AGLs. Como
mecanismo compensatorio para evitar a deplecdo dos estoques, ocorre a ativacao
de proteinas quinases estimuladas por AMPc, que fosforilam a LHS em outros sitios,

1788 o consequentemente levando & inibicdo da lipdlise®®. Ja o

inibindo a enzima
tratamento de ratos em crescimento, por 15 dias, com uma dieta hiperprotéica, livre
de carboidratos, mostrou uma reducdo na mobilizacdo dos AGLSs, in vivo,
acompanhado por uma reducdo na taxa lipolitica basal do TAB epididimal, in vitro,
avaliada pela liberacdo de AGLs e glicerol no meio. A resposta lipolitica maxima
desses animais foi ainda menor, quando estimulada por agonistas adrenérgicos nao-

especificos (noradrenalina, adrenalina, isoproterenol e fenilefinefrina), especificos

(dobutamina, clembuterol, BRL37,344 e CL316,243) ou agentes lipoliticos
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intracelulares (dibutiril-AMPc, forscolina e isobutilmetilxantina). A avaliacdo do
mecanismo bioquimico envolvido na reducdo desta taxa lipolitica demonstrou que,
nestes animais, ha uma relativa diminuicdo da atividade total da LHS e da sua
translocacado para a superficie de gordura, sem nenhuma mudanca do seu conteudo
no tecido. Esses dados, portanto, sugerem que a adaptacdo a dieta hiperprotéica
resulta em um aumento proporcional na forma defosforilada da LHS’®. Por outro
lado, quando animais sao submetidos a restricdo de proteina na vida intrauterina e
neonatal, os adipdcitos desses animais exibem aumento na taxa lipolitica na fase

|7l

adulta e quando estimulada por isoproterenol’”, sugerindo uma maior sensibilidade a

acao das catecolaminas.

2.2 Proliferacéo celular

Investigacbes morfolégicas do TAB de animais ou pessoas obesas tém
mostrado que a hipertrofia dos adipdcitos pode ser acompanhada de hiperplasia,
quando comparada a animais ndo obesos’®’®’* Além do maior tamanho, estas
células exibem reducdo na captacdo de glicose e sdo mais resistentes a insulina’.

Além da interacdo célula-célula ou matriz celular, sinais hormonais e
nutricionais afetam a diferenciacdo do adipécito de maneira positiva ou negativa e
sdo importantes na regulacdo do processo’> ™.

Estudos sobre o complexo arranjo de eventos que envolvem proliferacao e
diferenciacdo dos pré-adipécitos em adipocitos, tem sido extensivamente
conduzidos, com o intuito de desvendar a base molecular e celular envolvida no
desenvolvimento do tecido adiposo e 0 seu comprometimento em estados

fisiologicos e patoldgicos. O processo de diferenciacdo € altamente controlado,

pelos fatores de transcricdo da proliferacéo celular incluindo o PPARY* (peroxisome
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proliferator-activated y), SREBP-1c’’ (Sterol Regulatory Element Binding Proteins-
1C) e as C/EBPs**"®"8 (CCAAT/enhancer binding protein) que desempenham papel-
chave na complexa cascata transcricional que ocorre durante a proliferacéo.

As proteinas SREBP, composta por dois membros: o SREBP-1 e 0 SREBP-2,
possuem importante papel ndo s6 na adipogénese, mas também na sensibilidade
insulinica e na homeostase dos acidos graxos’® . In vivo, a associacdo entre o fator
de determinacao e diferenciacdo dependente do adipdcito (ADD1), com a isoforma
SREBP-1c, aumentou a atividade transcricional do PPARYy, elevando a proporgéo de
células submetidas ao processo de diferenciacéo®. Além desses, o C/EBP, proteina
altamente expressa no tecido adiposo, também induzem a hiperplasia,
possivelmente estimulando a expressdo do PPARy, um dos trés membros da super

familia dos receptores de horménios nucleares (a,p/de y) requerido para a
diferenciacdo do adipécito normal®.

A cascata de sinalizacdo do PPARy é dependente dos ligantes, que por sua
vez podem ser naturais ou enddgenos, como o0s acidos graxos (linoléico, linolénico e
araquiddnico) e seus derivados; ou sintéticos, como as drogas pertencentes a classe
das tiazolidinedionas - TZD (pioglitazona, rosiglitazona e troglitazona) que
aumentam a sensibilidade & insulina®®7¢7882,

Os (glicocorticoides exercem efeitos tanto sobre a hipertrofia como a
hiperplasia do TAB>**®. Camundongos com auséncia da enzima 11BHSD, essencial
para aumento dos niveis locais de glicocorticéides®®, sdo caracterizados por
apresentarem aumento no tamanho de adipécitos’®. Além disso, a diferenciacéo de
pré-adipocitos em modelos de cultura de células priméarias também sdo promovidas

por esse horménio®. O efeito dos GCs sobre a diferenciacdo é mediado, pelo menos

em parte, por uma funcdo néo transcricional dos receptores de glicocorticoides
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(GRs) que resulta em aumento na expressao de elementos criticos, como o fator de
transcricdo C/EBPa®. Além disso, os GRs também se associam a fatores de
transcricdo da traducdo do sinal e ativadores da transcricdo (STAT), que por sua
vez, promovem a diferenciacdo de adipécitos®

Paralelamente a acdo das proteinas envolvidas na proliferacdo celular e
diferenciacéo de pré-adipécitos, acima citadas, a insulina também exerce importante
papel na expressdao do gene do PPARy e consequentemente na diferenciacao
celular. Semelhante a outros fatores de crescimento, a insulina estimula a proteina
quinase ativada por mitogeno (MAPK). Essa via, inicia-se com a fosforilagdo das
proteinas IRS e/ou Shc, que interagem com a proteina Grb2®, que esta
constitutivamente associada a SOS. Apos a troca de GDP por GTP, pela SOS,
ocorre a ativacdo da Ras que estimula a fosforilagéo e diferenciacéo celular® (Figura

01).

Insulina R eceptor de
-|'P~ | Insulina
Glicose { |
Y HHE R N -

.'.\J @ ) {g )
i @EChiBicard

Metabaliyimo de gicose Cirmcimenin e Expiesido ginica
Sintese de gicogénio pideos e protidnas diferenciagio mespecifica
Expressdo génica evpecifica cefular

Figura 01: Via de sinalizagéo da insulina
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Estudos tém mostrado que o numero de células adiposas pode aumentar
quando ratos sdo alimentados com dieta rica em carboidratos ou lipideos™®°. A
hipertrofia dos adipdcitos, devido ao aumento na ingestdo de calorias, favorece a
liberacdo de AGLs para a circulacao sanguinea, levando a utilizacdo preferencial de
AG derivados do TAG, como substratos energéticos, e conseqlentemente
diminuicdo da mobilizacdo dos estoques de glicose®. Tal efeito resulta em
hiperlipidemia, intolerancia a glicose, resisténcia periférica a acdo da insulina,
hiperglicemia e hiperinsulinemia®. Wueest et al (2008)%°, demonstraram que em
casos de hipertrofia induzida pela dieta, parece que os adipdcitos ndo sé&o
determinantes diretos da severa resisténcia a insulina no tecido destes animais;
entretanto, 0 aumento na taxa lipolitica basal destes adipdcitos, parece contribuir
para uma resisténcia insulinica em diversos locais do organismo, como
consequéncia de alteracfes na secrecéo de adipocina e liberagdo de AGLSs.

Lembramos ainda, que mudancas na expressdo dos fatores de transcricao
além de regular a diferenciacdo ou hipertrofia das células, afeta também o
metabolismo e outras funcdes do tecido. O metabolismo do adipécito e a menor

expressdo de C/EBPs, por exemplo, prejudicam a tolerancia a glicose através do

comprometimento da expressdo da isoforma do transportador de glicose - GLUT4™.

2.3 Vias de geracao de G3P

Os AGs, utilizados para esterificagdo e manutencao dos estoques TAG
podem ser provenientes de duas fontes: a) os sintetizados de novo a partir da
glicose ou de outros compostos produtores de acetil-CoA e; b) os pré-formados
provenientes da hidrélise dos TAGs enddgenos ou captados da circulacdo. Os AGs

enddgenos sdo provenientes da acdo da LHS sobre ao TAG armazenados nos
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adipécitos. Os AGs captados da circulagcdo sédo resultantes da acdo da lipase
lipoprotéica (LPL) promovendo a hidrélise dos TAG dos quilomicrons provenientes
do intestino ou das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) secretadas pelo
figado. Independente da origem dos acidos graxos, sua deposi¢cdo como TAG requer
adequado fornecimento de G3P. Atualmente, sabe-se que existem trés vias de
geracdo de G3P (Figura 02): 1) a partir de glicose ; 2) pela gliceroneogénese; 3) pela
fosforilacdo do glicerol pela GK. A velocidade destas vias sofre influéncia de fatores
metabdlicos, nutricionais, hormonais e neurais, fornecendo G3P adequado para

esterificacdo dos AGs.
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Figura 02: Fontes e vias de geracdo de G3P no TAB.

A via classica de geracdo de G3P pelo TAB é a sintese a partir de carbonos
da glicose que é convertido a diihidroxiacetona fosfato, um intermediario da via
glicolitica, com posterior reducdo a G3P pela enzima glicerol-3-fosfato

desidrogenase. Esta via é ativa quando os niveis de glicose no meio intracelular
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estédo elevados e uma continua producédo de DHAP gera G3P para a reesterificacao.
Acima de 50% da glicose captada pelos adipocitos sdo normalmente usados para
sintetizar glicerol e AG que comp&em o TAG™.

O maior regulador da diferenciacdo de adipdcitos, o PPAR,, desempenha
importante papel na captacdo e controle da homeostase da glicose no TAB%, além
de contribuir positivamente com a sensibilidade a insulina. O efeito do PPAR, sobre
a sensibilidade a insulina parece ser decorrente da redistribuicdo dos TAG dos TAB
viscerais para os subcutaneos. Mulder et al (2005)°* demonstraram que a captacéo
de glicose estimulada pela insulina pode ser diminuida na presenca de
catecolaminas e esse efeito inibitdrio ocorre via receptores [-adrenérgicos,
provavelmente (; e B,. O tratamento de adipdcitos 3T3-L1 com antagonistas [-
adrenérgicos causou aumento na captacdo de glicose, mas nenhum efeito foi
observado quando os adipdcitos foram tratados com antagonista a-adrenérgico.
Este mesmo trabalho demonstrou que as catecolaminas interferem negativamente
na translocacdo dos GLUT4 das vesiculas intracelulares para a membrana
plasmatica.

A geracdo de G3P a partir da fosforilagdo direta do glicerol pela GK esta
associada com uma maior reciclagem do glicerol oriundo da hidrélise dos estoques
de TAG intracelulares. Apesar da baixa, mas detectavel atividade da GK no TABR ja
citado anteriormente (lipolise), ratos submetidos a desnervagcdo simpatica do TABR
apresentam reducdo na transcricdo®™ e na atividade da enzima®. A infusdo
prolongada de noradrenalina e de agonista [33-adrenérgicos (CL216243) aumenta a
atividade da GK, sugerindo um controle direto do SNS mediado por receptores do
tipo Bs. Animais adaptados a dieta hiperprotéica com reduzida atividade simpética e

baixos niveis de insulina mostraram diminuida fosforilacao direta do glicerol pela GK.
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A atividade da GK tem também sido associada a uma relacao direta com a ativacao
do PPARy, o que sugere fortemente que a GK pode ser ativada n&o s6 por fatores
neurais, mas também hormonais®.

A gliceroneogénese € a via de sintese de G3P a partir de outros precursores,
gue nao a glicose e glicerol; como por exemplo, através do piruvato, lactato, alanina
e intermediarios do ciclo do acido citrico. Tem sido sugerida como uma via
importante para a formacdo de G3P, em situacdes de baixa disponibilidade de

glicose?"98:%9

, COMO 0 jejum, reduzindo a liberacdo de AGs provenientes do aumento
da lipdlise no tecido, na circulacdo sanguinea. Através da reesterificacdo de 30-60%
dos AGs, os estoques de gordura dos adipocitos sdo parcialmente mantidos, mesmo
no jejum®1%. A importancia fisiolégica da PEPCK na homeostase e estocagem de
AGs foi definitivamente confirmada pelo fendtipo de camundongos alimentados com
dieta rica em lipideo, nos quais a expressdo da PEPCK foi anulada ou
superexpressa. A delecdo do gene da PEPCK nestes animais resultou em reducéo
dos depdsitos de TAB, lipodistrofia e predisposicdo a resisténcia a insulina'®*. Por
outro lado, a superexpressao da enzima levou os animais a se tornarem obesos,
com aumento dos estoques de TAG, sem exibirem aumento nos niveis de AG
plasméticos'®%1%. A forma citosélica da PEPCK que catalisa a descarboxilacdo do
oxalacetato (dependente de GTP) formando fosfoenolpiruvato é a enzima chave da
gliceroneogénese. Segundo Forest et al (2003)'* a expressdo PEPCK no TAB
reflete a gliceroneogénese no tecido. A expressédo génica da PEPCK sé ocorre em
células no estado diferenciado e a sua transcricdo no tecido adiposo requer alguns
fatores que incluem o PPARy e C/EBPa. Ha também uma regulacdo hormonal da
sua transcri¢cdo no tecido adiposo com uma inducdo sendo observada pelo AMPc e

101,104

uma inibicdo por glicocorticoides e insulina A regulacdo da PEPCK pelos
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glicocorticéides no TAB é antag6nica a encontrada no figado, visto que ele induz a
expressdo da enzima no figado e inibe no TAB. A reducéo na taxa de transcricdo do
gene se da através de um mecanismo que envolve o receptor dos glicocorticoides.
Estudos mostraram que o tratamento de ratos com dexametasona, ndo apenas
reduziu a expressao basal da PEPCK, mas também reprimiu a inducdo por outros
agentes como isoproterenol ou AMPc, acido retindico, fibrastos, AGs e
tiazoledinedionas, estabelecendo a acdo dominante dos glicocorticbides na
expressdo do gene®1%.

Uma vez que a via de aumento na expressédo da PEPCK é ativada durante o
jejum, foi observado, ainda, que agonistas [3-adrenérgicos como noradrenalina e
isoproterenol estimulam a expressédo do gene da PEPCK-C. A acdo do AMPc,
gerado na cascata estimulada, por exemplo, pelos agonistas acima citados, bem
como pelo acido retindico, sobre a expressdo da enzima € direta (ndo requer a
sintese protéica) e sdo exercidas a nivel transcricional do gene, embora um
mecanismo pés-transcricional tenha sido observada com isoproterenol™®.

A expressao génica da PEPCK também é controlada por nutrientes: a glicose,
por exemplo, inibe a expressdo do gene da PEPCK em fragmentos de cultura de
tecido adiposo. Além disso, o tratamento, por 15 dias com dieta cafeteria, rica em
carboidrato, diminuiu a atividade da PEPCK no TAB’, provavelmente por atuar
sobre a transcricdo do gene®’, com uma reducéo de 70-80% nos niveis de RNAm no
periodo de 3h. Ja os AG insaturados, tanto mono como poliinsaturados, induzem
fortemente e rapidamente a transcricdo do gene da PEPCK-C em adipdcitos 3T3-
F442A.

Ratos adultos que receberam dieta hiperprotéica, livre de carboidratos, por 15

dias, mostraram um aumento na ativacdo da via gliceroneogénica, avaliada pela
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atividade da PEPCK, incorporacao de piruvato e lactato em GLI-TAG. O aumento
desta via foi fundamental para o maior aproveitamento dos AG derivados da dieta,
para que estes animais mantivessem seus estoques de gordura corporal®®®.

Por outro lado, os efeitos da restricdo moderada de proteina, sobre as vias de
geracdo de G3P, em ratos na fase de crescimento e desenvolvimento, ainda néo
foram investigados por nenhum trabalho da literatura. Entretanto, as alteracdes
metabdlicas provocadas pela ingestdo desse tipo de dieta, necessitam serem
melhores entendidas, uma vez que podem determinar o desenvolvimento da

obesidade na vida adulta.



3. OBJETIVOS




38

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da dieta hipoproteica sobre as vias de geracdo de glicerol-3-

fosfato, a proliferacdo celular e atividade lipolitica, no tecido adiposo branco

retroperitoneal de ratos machos em crescimento.

3.2 Objetivos especificos

Realizar o estudo morfologico do TABR, pela avaliacdo do niumero e da
area dos adipdcitos;

Avaliar, in vitro, a atividade lipolitica basal e estimulada com
noradrenalina;

Determinar a concentracdo de acidos graxos livres na circulagéo
sanguinea, de animais em jejum, ao final de 15 dias de experimento;
Avaliar as vias de geracéao de glicerol-3-fosfato:

- A partir da glicose, pela avaliacédo da incorporacédo de U-'*C-glicose
em glicerol-TAG, em adipécitos isolados;

- Pela gliceroneogénese, através da determinacdo do conteudo
protéico total da PEPCK;

- Pela reciclagem do glicerol endégeno proveniente da hidrélise dos
TAG, mediante a avaliagao da atividade da enzima gliceroquinase;
Determinar o conteudo total das proteinas da via de sinalizacdo da

insulina (IRg, IRS-1, p854 e AKT).



4. METODOS
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4. METODOS

Todos os experimentos deste estudo foram realizados no Laboratério de
Bioquimica do Departamento de Quimica, vinculado ao Programa de POs-
Graduacao em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba
- Brasil. Os procedimentos experimentais foram dirigidos por principios de boas
praticas de laboratorio e procedimentos cientificos, de acordo com 0s principios
éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal (CEPA) da UFMT sob protocolo n° 23108.033936/08-3.

4.1 Animais e dieta

Os animais utilizados nos experimentos foram fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade Federal de Mato Grosso. Foram utilizados ratos machos albinos
(Rattus norvegicus), linhagem Wistar, pesando entre 90-100 g no inicio dos
experimentos. Antes da realizacdo dos experimentos os animais foram mantidos por
um periodo de adaptacdo ao ambiente, de pelo menos 48 h, em caixas de
polipropileno e tratados com &gua e racéo Purina ® (LABINA) ad libitum. Em seguida,
os animais foram distribuidos aleatoriamente em gaiolas metabdlicas e mantidos a
temperatura controlada de 23° + 1 °C, umidade relativa de 55%, ciclo claro/ escuro
de 12 h, passando a receber dieta normoproteica (N) com 17% de proteina ou
hipoproteica (H) com 6% de proteina, durante 15 dias.

A diferenga em calorias resultante da reducdo de proteina na dieta H foi
compensada com o0 equivalente em carboidratos, mantendo-as isocaléricas (15,74

kJ/g) e contendo a mesma quantidade de vitaminas e minerais. A composi¢cao da
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dieta normoproteica seguiu as recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo
(AIN-93G) para roedores nas fases de crescimento, gravidez e lactacdo (Tabela 1).
Todas as dietas foram elaboradas na forma de pd, sendo os ingredientes
secos pesados em balanca marca Marte (modelo A500), peneirados (malha 20) e
homogeneizados. As dietas foram preparadas em quantidade suficiente para
atender toda a fase experimental sendo acondicionadas em recipientes de
polipropileno, hermeticamente fechados e armazenadas a 5° C, para serem

oferecidas aos animais gradualmente.

Tabela 2: Composicao das dietas normoproteica e hipoproteica (g/Kg), utilizada
durante 15 dias de tratamento dos grupos N e H.

Dieta Normoproteica Dieta Hipoproteica

Ingredientes (17% proteina) (6% proteina)
(9/Kg) (9/Kg)
Caseina (84% proteina)* 202,0 71,5
Amido de milho 397,0 480,0
Amido de milho dextrinizado * 130,5 159,0
Sacarose 100,0 121,0
Oleo de soja 70,0 70,0
Fibra 50,0 50,0
Mistura de minerais (AIN-93G)** 35,0 35,0
Mistura de vitaminas (AIN-93G)** 10,0 10,0
L-cistina 3,0 1,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5

* Valores corrigidos em funcéo do conteudo de proteina desejada.

** Composicdo detalhada dada por Reeves, Nielsen & Fahey (1993)*°°.

8 Fornecidos por Corn Products of Brazil.

A reprodutibilidade do modelo experimental caracterizado anteriormente por

Franca (2008)°, foi acompanhada através do monitoramento da evolucdo do peso
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corporal e do consumo de dieta e agua ingerida durante 15 dias de tratamento em
todos os experimentos. Para cada um dos parametros avaliados foram utilizados

grupo especifico de animais.

4.2 Histologia do TABR

ApoOs laparotomia mediana o TABR foi removido, pesado, fragmentado e
fixado por imersdo em uma solucdo 10 % de formaldeido (PBS).

A avaliacdo histoldgica foi realizada segundo método descrito por Prophet et
al (1992)™°, por analise microscépica. Inicialmente, o tecido foi fixado em parafina,
cortado em porcbes de 6 um e montados em lamina de vidro. Todas as porcoes
foram coradas com a solucdo de hematoxilina-eosina. A &area dos adipécitos foi
medida por planimetria e os dados apresentado como média de 20 campos
microscopicos sucessivos, utilizando-se o software UTHSCSA Image Tool 3.0, em
aumento de 20 vezes.

A definicdo do numero de intervalo de classes foi obtida a partir da aplicacao
da regra de Sturges™!. Em seguida, foi calculada a amplitude de cada classe e
construida a tabela de frequéncias. Foram classificados como pequenos o0s
adipécitos com area < 2930 pm?, médios aqueles com area entre 2930-7550 pm? e
grandes 0s que apresentaram area >7550 pm? As frequéncias relativas

correspondente a cada classe foram apresentadas em grafico de histograma.

4.3 Dosagem acidos graxos sericos
ApoOs jejum de 14 h, os animais foram previamente anestesiados e
eutanasiados por decapitacdo para coleta do sangue. Em seguida, as amostras

foram colocadas em banho-maria a 37°C por 1 h e imediatamente centrifugadas a
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700 rpm/15min. O soro obtido foi armazenado a -80°C para posterior dosagem dos
acidos graxos utilizando Kit comercialmente disponivel da Wako (NEFA C). A
concentracdo de AGLs foi determinada por extrapolacdo da reta da curva de
calibracdo tracada com padrdo de acido oléico e os resultados expressos como

mEq/L.

4.4 Avaliacao da atividade lipolitica

4.4.1 Isolamento e contagem de adipdcitos.

Os adipdcitos do TABR foram isolados de acordo com o método de Rodbell
(1964)'2. Os animais foram submetidos a eutanéasia por deslocamento cervical e,
em seguida, o TABR de varios animais, do mesmo grupo experimental, foi removido
até a obtencdo de aproximadamente 5g de tecido. Apds a fragmentacao do tecido,
os adipdcitos foram isolados com colagenase (Worthing 128 U/mg), em tampéo
Krebs-Henseleit livre de célcio, contendo 137 mM de NacCl; 4,2 mM de NaHCOg3; 0,4
mM de Mg,S0,4.7H,0; 0,5 mM de MgCl,.6H,0; 0,4 mM de KH,PO4; 5,4 mM de KClI,
acrescido de 1% de albumina bovina livre de acido graxo, 27 mM de Hepes e 5,0
mM de glicose, pH 7,4. A colagenase foi adicionada na proporgéo de 1,5 mg para
1,5 mL de tampdao para cada 1g de tecido. Apos incubacdo de 40 minutos a 37 °C
sob agitacdo constante (60 ciclos min™), os adipdcitos foram filtrados em meia de
“nylon” (mesh 400 um) e em seguida lavados 3 vezes com 10 mL do tampéao Krebs-
Henseleit-Hepes para remocédo da colagenase e da fracdo de estromas vasculares.
Posteriormente as células foram empacotadas por centrifugacdo por 3 minutos a

baixa rotacéo.
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O numero de adipocitos foi determinado por contagem em camaras de

Neubauer, em microscopio usando objetiva 10x.

4.4.2 Lipolise in vitro .

A atividade lipolitica, na presenca e na auséncia de noradrenalina (10 M), foi
avaliada utilizando uma suspensdo contendo 10° adipécitos, incubados em tubos
contendo 1 mL do tampéo Krebs-Henseleit acrescido de 1% de albumina bovina livre
de acido graxo, 27 mM de Hepes e 5,0 mM de glicose, pH 7,4, com agitacdo orbital
constante (40 ciclos min™), a 37 °C e aeracao prévia (95 % de O, e 5% de CO,), em
um volume final ajustado para 2 mL.

Apos 60 minutos, a reacdo foi interrompida colocando-se os tubos de
incubacdo no gelo. O infranadante foi cuidadosamente removido com auxilio de
seringa e armazenado a -80°C, para determinacéo posterior do conteudo de glicerol
no meio de incubacdo, (liberado pelas células), que foi utilizado como indice da taxa
lipolitica. A dosagem do glicerol foi realizada por método enzimético utilizando Kit da
Labtest para dosagem de triglicerideos. A concentracdo de glicerol das amostras foi
determinada por extrapolacdo da reta da curva de calibragdo, tracada com
concentracdes crescentes de glicerol e expresso como pmoles de glicerol/10°
células.h.

Cada ensaio foi realizado em sextuplicata, utilizando pool de adipdcitos de

ratos N ou H.

4.5 Avaliacao das vias de geracédo de glicerol-3-fos  fato
Os materiais radioativos utilizados nos ensaios descritos, abaixo, foram

provenientes da Amersham Biosciences. Os experimentos foram realizados no
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periodo da manha entre as 8 e 10 horas. Todos os ratos utilizados encontravam-se

no estado alimentado.

4.5.1 Medida da atividade da gliceroquinase

Para a medida da atividade da gliceroquinase, 1g do TABR foi
homogeneizado em 2 mL de tampdo KCl 1% e EDTA 1mM. Os homogenados
obtidos foram centrifugados a 5000rpm por 10 minutos a 4 . A atividade da enzima
foi determinada no sobrenadante, segundo o método descrito por Newsholme et al
(1967)**% com algumas modificacées. O meio de reacdo (100pL/tubo) foram pré-
incubados separadamente, a 37 € durante 5 minutos. A mistura de reacao continha
Tris 100 mM (pH 7,5); ATP 6 mM; MgCl, 4 mM; EDTA 1 mM; NaF 25 mM; 2-(3-
mercaptoetanol 20 mM; U-**C glicerol (10 pCi/mL); glicerol 1 mM; fosfocreatina 10
mM; creatina quinase (26,4 U/mL) e albumina 1%. Aos tubos de reacdo pre-
incubados, contendo 100 pL da mistura, foram adicionados 20 yL de amostra. Apés
30 minutos de incubacao a 37 C, a reacdao foi inter rompida pela adicdo de 100 uL
de etanol 98%. Em cada ensaio corriam-se dois brancos, nos quais etanol 98% era
colocado nos tubos de reacédo, antes do homogenado, para inativacdo da enzima. A
separacéo do glicerol-**C do glicerol-3-fosfato-'*C foi feita através de cromatografia
ascendente aplicando-se 20 pL, da amostra em papel Whatman n°L, utilizando como
solvente etanol:NHz (Hidroxido de amonio):H,O (80:4:16). Neste sistema, o glicerol
nao fosforilado move-se a frente do solvente e o glicerol-3-fosfato permanece entre a
origem e 5 cm em direcdo ascendente quando o solvente se encontra a
aproximadamente 30 cm da origem (cerca de 12 horas de corrida). Apds secagem
do papel, ele foi cortado em tiras de 5 cm a partir do ponto onde a amostra foi

aplicada (correspondendo ao glicerol fosforilado). As tiras de papel foram colocadas
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em liquido de cintilagéo para contagem da radioatividade em contador Tri Carb 2100
TR (Parckard). O conteudo de proteina total do homogenado foi determinado pelo

método de Lowry et al (1951)**.

4.5.2 Determinacédo do conteudo protéico da PEPCK

ApoOs ser removido e lavado com salina, 1 g do TABR foi transferido para tubo
de plastico e homogeneizado com 2 mL de tampao RIPA, contendo 50 mM de Tris,
150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, 10 mM de ortovanadato de
sédio, 100 mM de NaF, 5 pg/mL de aprotinina, 1% de triton X-100 e 0,1% de SDS
com pH ajustado para 7,4.

Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 rpm durante 50 minutos a 4
°C. Foram transferidos 400 pul do infranadante para Eppendorfs e adicionados a cada
um deles, 100 ul de tampéo de Laemmli (0,1% de azul de bromofenol, 1 M de fosfato
de sédio pH 7,0, 50% de glicerol, 10% de SDS) contendo 0,015 g de DTT. O
conteudo total de proteinas do homogenado, sem tampao Laemmli, foi determinado
pelo método de Bradford (1976)**°.

A eletroforese em gel de poliacrilamida com sodio duodecil sulfato (SDS) foi
realizada de acordo com método descrito por Laemmli (1970)*°. Apés o
aquecimento das amostras a 100 °C por 5 minutos, 100 pug de proteinas foram
aplicadas em sistema de mini-gel (modelo mini protean Ill cell — Bio Rad®) de
acrilamida-bisacrilamida (40:1) com 1,5 mm de espessura, gel de separacdo 10% e
empilhamento de 4%. Foram utilizados os padrées de peso molecular da Bio-Rad®
(Kaleidoscop Prestained Standards: 6,6-201 kDa).

As corridas eletroforeticas foram realizadas em cubas de acrilico contendo

tampao Trisma base 200 mM pH 8,3, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM, SDS 0,4% sob
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30 V até a passagem das proteinas pelo gel de empilhamento e, posteriormente, sob
60 e 120 V, no gel de separacao. A corrida foi interrompida quando faltava cerca de
3 mm para as bandas do corante deixarem o gel. Findada a eletroforese, o gel foi
retirado das placas de vidro e preparado para a transferéncia de acordo com o

método descrito por Towbin et al (1979)*’

. Inicialmente o gel foi colocado na
solucéo de transferéncia (Trisma base 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM; metanol 20%
e SDS 0,02%), juntamente com as esponjas, 0s papéis 3 mm de prensagem e a
membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF; Amersham Hybond-P Biosciences
UK England HP7 9NA), previamente tratada com a solucéo de transferéncia por 10
segundos. As proteinas presentes no gel foram transferidas (direcao pélo negativo
para o polo positivo) para a membrana de PVDF em um sistema de acrilico montado
na seguinte seqiéncia: esponja, 1 folha de papel 3mm, gel, membrana de PVDF, 1
folha de papel e esponja. A transferéncia ocorreu sob voltagem de 120 V, durante 2
horas a temperatura ambiente. Para a manutencdo da temperatura, o resfriamento
do tampao foi feito com gelo, sendo renovado a cada 30 minutos. Apos o término da
transferéncia, a membrana de PVDF foi corada por 5 minutos, com Ponceau S
diluido 1X para visualizagdo das bandas. Posteriormente, a membrana foi
fotografada, descorada com solucdo basal (Trisma base 10 mM pH 8,3; NaCl 150
mM; Tween-20 0,05%) e incubada por 2 horas a temperatura ambiente com solucéo
blogueadora (leite desnatado molico 5% diluido em 10 mL da solugcdo basal).
Terminado o bloqueio, a membrana de PVDF foi lavada 3 vezes durante 5 minutos
com solucdo basal e incubada overnight, em geladeira, com 0 anticorpo primario:
PEPCK (H-300 policlonal):sc-32879 (Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, USA) na
diluicdo de 1:3000. No dia seguinte, o anticorpo primario foi removido e a membrana

lavada 3 vezes, durante 5 minutos, com solugéo basal para remocdo do excesso de
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anticorpo primario. A membrana foi entdo, incubada por 2 h com o anticorpo
secundario (cabra anti —IgG de coelho) conjugado a peroxidase (Zymed), na diluicéo
1:5000 a temperatura ambiente, e novamente lavado 3 vezes, durante 5 minutos,
com solucdo basal. Em seguida, a membrana foi incubada por 5 minutos com a
mistura de reagente (1:1) do kit quimiluminescéncia amplificada (ECL, Amersham
Biosciencies UK England HP7 9NA), apés o qual, o excesso de reagente foi
removido. A revelacdo foi realizada em filme autorradiografico RX (Kodak XAR-
Rochester) na auséncia de luz, durante 3 minutos.

A analise densitométrica foi realizada utilizando o programa Scion Image e 0s
resultados expressos em unidades arbitrarias. O termo unidade arbitraria refere-se,

portanto, ao valor densitométrico da banda referente a PEPCK na membrana.

4.5.3 Incorporacéo de U- **C- glicose em glicerol de TAG

Para medida da incorporacdo basal de U-'C- glicose na fracdo GLI-TAG,
suspensdo contendo 10° adipécitos, foram incubados em tubos contendo o tamp&o
Krebs-Henseleit acrescido de 0,5 pCi de U-**C-glicose e 5,0 mM de glicose, por 1
hora com agitacéo orbital continua e aeracéo prévia (95 % de O, e 5% de CO,). A
incorporacao estimulada pela insulina (ImU/mL) foi estudada utilizando a mesma
quantidade de adipocitos e reagentes descritos anteriormente. Cada ensaio foi
realizado, em sextuplicata, utilizando adipdcitos de ratos N e H.

Ao final do periodo de incubacéo, a reacao foi interrompida colocando-se os
frascos de reacdo no gelo. As células adiposas foram lavadas com salina e

destinadas para a extracéo de lipideos como descrito a seguir.
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4.5.4. Extracdo dos lipideos totais e isolamento do s acidos graxos e
fracdo GLI-TAG.

Para extracdo dos lipideos totais foi utilizado o método de Folch et al
(1957)"8, onde os adipécitos isolados, apés lavagem, foram homogeneizados em 10
mL de cloroférmio:metanol (proporcdo de 2:1). As amostras foram deixadas em
repouso overnight e no dia seguinte centrifugadas a baixa rotagdo, por alguns
minutos, para separacdo das fases. A fase aquosa superior foi aspirada e a fase
cloroférmica inferior lavada 3 vezes com 3 mL da mistura da fase superior preparada
com cloroférmio, metanol e mistura salina na proporcdo 21,1:337:330 (mL). A
mistura salina era composta de 0,528 g de CaCl,.2H,0, 0,732 g de MgCl,.6H,0, 5,8
g de NaCl e 940 mL de H,O. Apds a lavagem, 2,5 mL do extrato cloroférmico,
contendo os lipideos totais foi evaporado, ressuspenso em coquetel de cintilacédo e
destinado para contagem em aparelho de cintilacdo liquida. Para isolamento dos
acidos graxos-TAG uma aliquota de 4 mL do extrato cloroférmico foi evaporado e os
lipideos saponificados com 2 mL de KOH etandlico (1 mL de KOH saturado 14,5 M
para 20 mL de etanol). Os tubos foram fechados com tampas de vidro e submetidos
a aguecimento em banho-maria a temperatura constante de 70-80 °C por duas
horas. Posteriormente, a temperatura do banho foi reduzida para 50 °C e as
amostras acrescidas de 4 mL de agua milli-Q e mantidas a mesma temperatura até
evaporacao de todo o alcool. O material saponificado foi entdo lavado 3 vezes com 8
mL de éter de petréleo, para a remocdo dos lipideos nao-saponificaveis. Em
seguida, o material foi acidificado com HCIO4 6% e os acidos graxos extraidos com
éter de petrdleo. Todo o material etéreo foi evaporado e o residuo dissolvido em 10

mL do coquetel de cintilagdo SX20-5 (FISHER SCIENTIFIC) para contagem dos AG-
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TAG. A radioatividade incorporada era medida em cintilador Tri Carb 2100 TR
(Packard).

A incorporacdo do GLI-TAG foi determinada pela diferenca entre a
incorporacdo do radiois6topo nos lipideos totais (extrato cloroformico) e na fracao

AG-TAG.

4.6 Determinacdo do conteudo protéico de intermedia rios da via de
sinalizacao de insulina.

O conteudo de proteinas da via de sinalizagéo da insulina (IRg, IRS-1, AKT1 e
PI3-kinase: pgsq) foi avaliado utilizando o mesmo procedimento empregado para
determinacdo da PEPCK, exceto para a concentracdo de proteina aplicada no gel
(125 pg) e diluigdes dos anticorpos primarios: IRg (H-70, policlonal):sc-20739; IRS-1
(C-20, policlonal):sc-559; AKtl (G-5, monoclonal):sc-55523 e PI3-Kinase Pgsq (B-9,

monoclonal):sc-1637 (Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, USA), que foram 1:500.

4.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM),
junto com o valor da probabilidade absoluta (P) quando apropriado. Em todos os
testes, adotou-se um nivel de significancia de 5%. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa Statistic for Windows, verséo 4.3 (StatSoft,
Tulsa, OK, USA). A comparacdo das médias dos grupos foi realizada pelo teste “t de
Student” nos seguintes experimentos: distribuicédo relativa por classe do tamanho e
namero de adipécitos, na determinacdo da expresséao total das proteinas da via de

sinalizacdo da insulina e da enzima PEPCK, na atividade da GK e na determinacéo
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de acidos graxos livres séricos. Para analise do efeito da dieta sobre a atividade
lipolitica, in vitro, e incorporacdo de U-'*C-glicose em glicerol-TAG, foi utilizada
analise da variancia (ANOVA) a dois fatores (estado nutricional e estimulo). Todas
as andlises foram realizadas apo0s confirmacdo de que os dados apresentavam

distribuicdo normal.
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5. RESULTADOS

5.1 Morfologia do TABR e namero de adipdcitos.

Para avaliar a natureza hipertrofica e/ou hiperplasica do aumento do TABR
pela dieta hipoproteica, foram contados o niumero de adipOcitos presentes em 4
campos da camara de Newbauer, de uma suspenséo de células isoladas, diluida 5
vezes. A média das contagens foi multiplicada por 10* e, em seguida, por 5 para
corrigir a diluicdo. Os valores apresentados foram expressos em n° de células/mL.

Na figura 03, podemos observar que houve um aumento significativo de 26%
no ndmero de adipécitos no TABR de animais H (1,31x10° + 4,6x10% em

comparacdo com os animais N (1,04x10°+ 5,0x10%).

6
1,5x10 +

1,2x10° 1

9,0x10° -

Ne° células/mL

6,0x10° -

3,0x10° 1

Figura 03: Numero de adipdcitos (n° células/mL) do TABR de ratos tratados com
dieta N ou H, ao final de 15 dias de tratamento. Os valores representam a média e o
erro padréo de um pool de adipécitos de 7 animais. 'Diferenca estatistica em relacdo

ao grupo N (t-Student; p<0,001).

A frequéncia relativa dos adipécitos por area (tamanho) foi determinada com o
intuito de confirmar ou ndo, a natureza hiperplasica do aumento do TABR, uma vez

gue o aumento na frequéncia de adipécitos de pequeno tamanho configura uma
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situacdo de proliferacéo celular®®. Na figura 04 podemos observar que os animais
submetidos a restricdo protéica apresentaram frequéncia de adipécitos de area
pequena (<2930 pm?), cerca de 170% maior do que o grupo N. Por outro lado, o
grupo H exibiu uma menor frequéncia relativa de adipdcitos classificados como
grandes (5240-7550 um?). A frequéncia relativa dos adipécitos médios ndo foi
alterada. Estes resultados confirmam um processo inicial de hiperplasia nos animais

H.

50 -
40-‘
30-‘
20 ~

10 1

Distribuicdo das células
(%)

Figura 04: Distribuicdo relativa de adipécitos do TABR por &rea, provenientes de
ratos machos tratados com dieta N ou H, ao final de 15 dias tratamento. Os valores
representam a média e o erro padrdo de 5 animais. Diferenca estatistica em relacdo

ao grupo N (t-Student; "p<0,001; *p<0,01).

Os cortes histologicos da area seccional do TABR de animal do grupo
N e H (Fig. 05) reforcam os dados obtidos anteriormente, uma vez que podemos
constatar uma predominancia de células de tamanho pequeno na histologia dos

animais H.
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(N) (H)

Figura 05: Corte histoldgico seccional do TABR (20x), de ratos machos tratados com

dieta N ou H, ao final de 15 dias de tratamento.

5.2 Avaliacédo da lipdlise

5.2.1 Lipdlise in vitro

Com o objetivo de avaliar o efeito da dieta sobre a lipdlise basal, a quantidade
de glicerol liberado no meio de incubacdo por adipdcitos isolados foi usada como
parametro da atividade lipdlitica, uma vez que este tecido apresenta baixa atividade
da gliceroquinase?***. Ainda neste experimento, a sensibilidade dos adipécitos &
agentes lipoliticos foi avaliada pela incubacdo dos adipécitos com noradrenalina na
concentracdo de 107 M. A escolha deste indutor lipolitico foi baseada na premissa
de que a lipdlise induzida por catecolaminas em roedores é predominantemente
mediada via receptor Bs-adrenérgico®. A partir da anélise de véarios dados da curva
dose-efeito (noradrenalina x lipolise) disponivel na literatura, foi escolhida a
concentracdo de 10" M, de noradrenalina, uma vez que esta dose tem se mostrado
suficiente para a percepcéao das variacdes na resposta dos adipdcitos ao estimulo. A
lipdlise basal foi definida como a concentracdo de glicerol liberado na auséncia de
noradrenalina.

Os adipdcitos de animais tratados com dieta hipoproteica apresentaram uma

liberacdo basal de glicerol 51% menor do que os adipdcitos provenientes de ratos
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controles (Tabela 02). O estimulo com 10'M de noradrenalina aumentou em torno
de 27% a liberacdo de glicerol nos adipdcitos de animais N, embora ndo tenha
ocorrido diferenca estatistica entre os valores de glicerol liberado com e sem
estimulacdo. Os adipocitos de animais H apresentaram resposta a noradrenalina,
semelhante aos adipdcitos dos animais N (Figura 06).

Concluimos com isto, que a dieta H reduziu a lipdlise basal, mas néo alterou a
sensibilidade dos adipocitos ao estimulo lipolitico da noradrenalina quando

comparado ao adipécitos de animais N.

Tabela 02: Glicerol liberado (umol. 10°. células®.h™), no meio de incubacdo por
adipdcitos isolados do TABR, de ratos machos tratados com dieta N ou H, ao final de

15 dias de tratamento, sem (basal) e com noradrenalina (107" M).

Basal Estimulada
Grupos
Parimetros N (7) H(7) N (7) H(7)
Glicerol
0,35+0,03% 0,17+0,02° 0,44+0,04% 0,22+0,01°

(umol/10° células.h)

Valores representam a média £+ EMP do numero de ensaios, entre parénteses,
realizados com um pool de adipécitos de 7 animais. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA 2 vias; p<0,05).
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Figura 06: Liberac&o de glicerol (umol. 10°. células™.h™), no meio de incubacéo por
adipdcitos isolados do TABR de ratos N e H, ao final de 15 dias de tratamento,
incubados sem (basal) e com noradrenalina (10'M). Valores representam a média +
EMP de 6 ensaios realizados com um pool de adipécitos de 7 animais. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA 2 vias; p<0,05).

5.3 Determinacdo de AG séricos

Os AGLs desempenham um importante papel na homeostase do organismo.
Nos periodos de balanco energético negativo, como no jejum e no diabetes, 0s
AGLs na circulacdo sanguinea se elevam, derivados do aumento da lipdlise dos
TAGs depositados no TABY’, com o objetivo de atender a demanda energética dos
tecidos periféricos. A quantidade de AGs liberados a partir do TAB é resultado de
dois processos que ocorrem simultaneamente nos adipoécitos: lipdlise e
reesterificacdo, sendo que os niveis séricos de AGs liberados € reequilibrio existente
entre essas duas vias. Nos nossos experimentos, ndo houve diferenca na

concentracdo de acidos graxos séricos entre os animais N e H (Tabela 03).
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Tabela 03: Concentracdo sérica (mEg/L) de AGLs de ratos machos tratados com

dieta N ou H, ao final de 15 dias de tratamento.

Parametros Grupos
N (5) H5)
AGLs
0,74+ 0,08 0,61+0,05
(mEq/L )

Valores representam a média £+ EMP do numero de animais entre parénteses.

5.4 Vias de geracao de glicerol-3-fosfato
As vias de geracdo de glicerol 3 fosfato foram avaliadas pela medida da
atividade da gliceroquinase, pelo conteudo protéico da PEPCK e pela medida da

incorporacéo de U -*C-glicose em GLI-TAG em adipécitos isolados.

5.4.1 Atividade da gliceroquinase

A atividade da gliceroquinase foi utilizada para avaliar a formacgao de G3P por
fosforilac&o direta do glicerol proveniente da hidrélise dos TAGs endégenos. Houve
um aumento significativo de aproximadamente 60% a atividade desta enzima no
grupo H em relagcdo ao grupo N, ao final de 15 dias de tratamento com as dietas

(Tabela 04 e Figura 07).
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Tabela 04: Atividade da gliceroquinase no TABR, de ratos machos tratados com

dieta N ou H, apos 15 dias de tratamento.

Parametros Grupos

N (5) H (5)

Atividade da gliceroquinase
7,54 £1,25 12,10 £ 1,20*

(nmol. mg proteina™. min™)

Valores representam a média £+ EMP do numero de animais entre parénteses.

Diferencas estatisticas em relacéo aos controles (*p<0,05).
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Figura 07: Atividade da gliceroquinase, no TABR, de ratos de ratos machos tratados
com dieta N ou H, ao final de 15 dias de tratamento. Os valores representam a
meédia e o erro padrdo de 5 animais. * Diferenca estatistica em relacdo ao grupo N (t-

Student; p<0,05).

5.4.2 Conteudo protéico da PEPCK
O contetdo da PEPCK foi utilizado para avaliar a formagédo de G3P pela via
da gliceroneogénese. O grupo H apresentou reducédo de 27% na PEPCK quando

comparada com os animais do grupo N (Figura 08).
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Figura 08: Efeito da dieta N e H sobre o contetdo da PEPCK no TABR ao final de 15
dias de tratamento. Os valores representam a média + EPM de 6 animais.
**Diferenca estatistica em relacdo ao grupo N (t-Student; p<0,01). (A) Western blot
representativo da PEPCK no TABR. O termo unidade arbitraria refere-se ao valor

densitométrico da banda referente a PEPCK na membrana.

5.4.3 Incorporacéo de U- **C-glicose em glicerol

A formagédo de G3P a partir de glicose foi avaliada pela incorporacdo de U-
14C-glicose em GLI-TAG, em adipécitos isolados, do TABR de animais do Grupo H e
N. A incorporagdo foi avaliada em 2 situacdes: sem estimulo e com estimulo da
insulina (ImU/mL). Pelos dados apresentados na Tabela 05, podemos constatar
gue ndo houve diferenga na incorporagao basal da glicose em GLI-TAG entre o0s
animais H e N. A presenca da insulina no meio de incubagdo dos adipdcitos de
animais N aumentou em 124% a incorporacao; no entanto, a insulina ndo estimulou

a incorporacao de glicose nos adipécitos H (Figura 09).
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Tabela 05: Incorporacdo basal e estimulada (1 mU/mL de insulina), de U-**C-glicose
em glicerol-TAG (nmol/10° células.h), por adipécitos isolados do TABR de ratos

machos tratados com dieta N ou H, ao final de 15 dias de tratamento.

Basal Estimulada
Grupos
Parameitras N (6) H (6) N (6) H (6)
Incorporacao de glicose
3,4+0,5°  2,840,5" 7,6+41,2%  2,1+0,9°

(nmol/10° células.h)

Valores representam a média £+ EMP do numero de ensaios, entre parénteses,
realizados com um pool de adipdcitos de 6 animais. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA 2 vias; p<0,05).
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Figura 09: Efeito da dieta N e H na incorporacdo basal e estimulada, de U-'*C-
glicose em glicerol-TAG (nmol/10° células™.h), por adipécitos isolados do TABR de
ratos machos ao final de 15 dias de tratamento. Valores representam a média + EMP
de 6 ensaios, realizados com um pool de adipdcitos de 6 animais. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA 2 vias; p<0,05).
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5.5 Determinacdo do conteudo protéico de intermedi  arios da via de
sinalizacdo da insulina.

Tendo a insulina importante papel no metabolismo de lipideos, quer
estimulando a lipogénese como inibindo a lipdlise, analisamos o conteudo total das
proteinas da via de sinalizagdo da insulina: IRg, IRS-1, PI3-K(p85a) e AKT1 no
TABR, apés 15 dias de tratamento com a dieta.

N&o houve diferenca significativa no contetdo protéico do receptor de insulina
(IRp) e da subunidade regulatéria da proteina PI3-K (p85,) entre os grupos H e N
(Figuras 10 e 12). Entretanto, o conteudo do IRS-1 e da AKT1 foram 40% e 14%
respectivamente, menores, nos animais do grupo que recebeu dieta com restricao

protéica (Figuras 11 e 13).

A (Western blot)
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Figura 10: Efeito da dieta N ou H no contetdo da proteina IRg do TABR de ratos
machos, ao final de 15 dias de tratamento. Os valores representam a média + EPM
de 6 animais. (A) Western blot representativo do IRg no TABR. O termo unidade

arbitraria refere-se ao valor densitométrico da banda referente ao IRg na membrana.
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(A) Western blot
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Figura 11: Efeito da dieta N e H no conteudo da proteina IRS-1 do TABR de ratos
machos, ao final de 15 dias de tratamento. Os valores representam a meédia £+ EPM
de 6 animais. 'Diferenca estatistica em relacdo ao grupo N (t-Student; p<0,001). (A)
Western blot representativo do IRS-1 no TABR. O termo unidade arbitraria refere-se

ao valor densitométrico da banda referente ao IRS-1 na membrana.
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Figura 12: Efeito da dieta N e H no contetdo da proteina PI3-K (p85a) do TABR de
ratos machos, ao final de 15 dias de tratamento. Os valores representam a média *
EPM de 6 animais. (A) Western blot representativo da PI3-K (p85a) no TABR. O
termo unidade arbitraria refere-se ao valor densitométrico da banda referente ao PI3-

K (p85a) na membrana.
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(A) Western blot
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Figura 13: Efeito da dieta N ou H no conteudo da proteina AKT1 do TABR de ratos
machos, ao final de 15 dias de tratamento. Os valores representam a média £+ EPM
de 6 animais. *Diferencas estatisticas em relacdo aos controles (t-Student; *p<0,05).
(A) Western blot representativo da AKT1 no TABR. O termo unidade arbitraria refere-

se ao valor densitométrico da banda referente a AKT na membrana.
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6. DISCUSSAO

Nosso Laboratorio tem se dedicado nos ultimos anos, ao estudo das
alteracdes metabolicas induzidas por uma dieta restrita em proteinas em ratos
machos na fase de crescimento. Observacdes iniciais mostraram que ao final de 15
dias de administracdo da dieta H, eles apresentavam profundas alteracdes na
composi¢cao quimica corporal, guando comparado aos animais que receberam dieta
N na mesma fase de desenvolvimento.

O aumento do ganho energético com concomitante perda de peso observado
nos animais H, sO foi possivel pelo acumulo de lipideos (carcaca, nos tecidos
adiposos brancos, TAM e figado) e reducéo das proteinas corporais (carcaca, TAM,
musculos e figado)®. Ao final de 15 dias de dieta H, os animais apresentaram
adiposidade, mas ndo obesidade, tendo em vista que o aumento de lipideos ocorreu
com reducéo do peso corporal. No entanto, o TABR destes animais, objeto de nosso
estudo, teve um aumento de 30% no peso em comparagao aos animais submetidos
a dieta N.

A partir destas observacdes iniciais, 0 n0sso primeiro ponto de investigacao
foi quanto a contribuicdo da proliferacdo celular no aumento deste depdsito. Este
fato € de extrema relevancia, pois pode determinar a natureza dos processos
adaptativos que podem evoluir, ou ndo, para a obesidade. A contagem de células e
a andlise histologica do TABR apresentado as Figs 3-5, mostram um processo de
hipercelularidade nesta etapa inicial de adaptagcdo, sinalizando para um futuro
quadro de obesidade na fase adulta. Esta constatacdo vai de encontro a premissa

de que nos estagios iniciais de crescimento, a adiposidade é decorrente
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principalmente de hiperplasia; enquanto na vida adulta, a capacidade dos pré-
adipécitos se tornarem adipécitos, declina®.

O SNS é um importante sistema no controle dos aspectos metabalicos,
morfologicos e funcionais do TAB. Os animais H, conforme observado anteriormente
por Funabashi et al (2008)°, apresentaram um aumento da estimulacdo simpatica
no TABR, avaliado pela determinacdo do turnover de noradrenalina. Dados da
literatura mostram, no entanto, uma relacdo inversa entre a estimulacdo simpatica e

a proliferacéo celular. Bowers et al (2004)*%°

através de desnervacédo unilateral do
TABR (com reducédo em 65% do teor de noradrenalina) constataram um aumento de
34% no peso e de 42% no namero de células, em todas as faixas de tamanho (41%
no nimero de células de 25 a 50um?, 39% em células de 50 a 75 um? e 55% no
ndmero de células de 75-100um? de didmetro) em relacdo ao lado contralateral
(inervado), sugerindo uma relagéo inversa do SNS com a hiperplasia dos adipécitos.
Estudos mostram ainda, que a inibicdo da proliferacdo de pré-adipdcitos, in vitro,
promovido pela noradrenalina € revertida com propanolol, um antagonista [33-
adrenégico'®’. Estes achados vém de encontro as observacdes de Cantu &
Goodman (1967)*?? e Cousin et al (1993)'*, que constataram aumento de DNA e
proliferagao celular em TABR desnervados.

Todas estas evidéncias bem estabelecidas na literatura deixam clara a
relacdo inversa, entre a hipertrofia/hiperplasia e atividade simpatica. Desta forma, a
proliferacdo celular observada nos animais H ndo pode ser atribuida ao SNS no
TABR, uma vez que os animais H apresentam aumento da atividade simpéatica neste
tecido®®,

Além do SNS, outro fator importante relacionado com a proliferacdo celular é

o receptor nuclear PPARYy expresso principalmente no Tecido Adiposo e considerado
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o principal regulador da proliferacdo ’®. Ativadores e ligantes de PPARYy convertem
pré-adipdcitos, mioblastos e linhagens celulares pluripotentes em fendétipo adiposo,
podendo desencadear isoladamente o processo de acumulo de gordura, embora a
manifestacdo de outras caracteristicas destas células, como por exemplo o
transporte de glicose, necessitam de outros fatores de transcricdo do grupo
C/EBPa'**. Segundo Gregoire et al (1998)%*, os glicocorticéides, cujos niveis séricos
nos animais H se encontram em torno de 100% mais elevados em relacdo aos
animais do grupo N°, promovem a diferenciacédo de pré-adipdcitos em adipécitos
em modelos de cultura de células primarias. Farmer (2006) ° constatou que os
glicocorticéides aumentam também a proliferacdo de adipécitos por ativarem fatores
de transcricdo que convergem em aumento de PPARYy por inducdo da expresséo de
C/EBPa'®. Os PPARy sdo também importantes na lipogénese®?®, visto que, entre os
genes gue estdo sobre controle transcricional do PPARy no Tecido adiposo, incluem
0s genes da LPL, Acil-CoA acido graxo sintase, acido graxo translocase e proteina
transportadora de AG, sugerindo que o mesmo possa ter papel importante na
captacdo de &cidos graxos nos adipécitos’?’. Outro dado relevante (além dos
elevados niveis de GC) observado neste trabalho, e que poderia sugerir a hipétese
da participagcdo do PPARy nas adaptacdes a dieta H, é a reduzida expressédo de
IRS1 e AKT1 constatada no TABR destes animais em nossos experimentos, onde
foram avaliadas a expressdo de proteinas intermediarias da vias de sinalizacédo da

insulina. Araujo et al (2005)'%

, utilizando um oligonucleotido antisense (IRS-1AS),
inibidor de IRS1, constataram reducdo de 85% da fosforilacdo de AKT no Tecido
adiposo e Figado e de 45% de inibicdo no musculo. A inibicdo da AKT levou a uma

reducado da fosforilacdo de ERK no figado (20%) e musculo (30%), e um aumento de

50% na fosforilagdo de ERK no T. Adiposo com aumento da expressao de PPARYy.
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A reducéo na expressao de IRS1 observada nos animais H, por outro lado,
poderia ser uma consequéncia dos elevados niveis de corticosterona sérica no
grupo experimental H. Alguns trabalhos mostram uma reduzida expressdo das

proteinas da via de sinalizagdo da insulina'****

, em quadro de resisténcia a
insulina apresentado por animais com niveis elevados de GCs. Os mecanismos
pelos quais os GC causam obesidade e resisténcia a insulina ndo sao
completamente esclarecidos, mas em linhagens de células 3T3L1 os glicocorticoides
induzem resisténcia & insulina através da reduzida expressdo da proteina IRS1%,
Diferentemente dos adipdcitos de animais N que aumentaram a incorporacédo de U-
4C-glicose em GLI-TAG em 124% na presenca de insulina, os adipdcitos
provenientes dos animais H ndo se mostraram sensiveis a presenca de insulina,
corroborando o quadro de resisténcia a insulina nos adipdcitos do TABR de animais
H, sugerido pela menor expressdo de IRS1 e AKT1.

Os glicocorticéides tem ainda importante papel na transcricdo do gene da
PEPCK; enquanto este hormonio promove a ativacdo da expressao da enzima no
figado, induz uma redugcdo da expressdo no T. Adiposo. Tal regulacdo esta de
acordo com o papel dos GCs no stress, onde existe necessidade de suprimento
energético disponivel no sangue. No figado, o aumento da PEPCK leva a um
aumento da glicose circulante. Ao contrario, no T. Adiposo, a inibicdo de PEPCK é
gue poderia contribuir para o aumento nos niveis de combustiveis no sangue (AG
circulantes) pela reducdo do ciclo de reesterificacdo dos AG. Apesar dos GC
aumentarem a transcricao de PPARYy, que estimula a expressdo da PEPCK no T.
Adiposo, a ativacdo do PPARYy pelos GC é mediada por membros da familia C/EBP,

que por sua vez, reprime o gene da PEPCK, o que explicaria a reducéo da PEPCK

quando a ativacdo do PPARy é consequéncia do aumento da ligagdo dos GC aos
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seus receptores™?. Glorian et al (1998)'* afirmam que os GCs exercem um
potente efeito inibitdrio sobre a transcricdo génica da PEPCK, ativada pelo PPARy e
por baixos niveis de insulina,nos adipdcitos. Outro fato que poderia contribuir para o
menor conteldo da PEPCK no TABR de animais H é o fato ja mencionado
anteriormente®, de que a expressédo da PEPCK sé ocorre em adipécitos maduros.
As células nos estagios iniciais liberam lactato no espacgo intersticial que s&o
captados pelos adipécitos maduros e utilizados como substratos para a sintese de
G3P nestas células®*. O fato do TABR dos animais H apresentarem grande nimero
de células em estégios iniciais de diferenciacdo poderia colaborar com esta reducao
no conteudo total da enzima.

Na avaliacdo das vias de geracdo de G3P partimos dos dados obtidos por
Funabashi (2008)%, onde a geracdo de G3P proveniente do conjunto das vias da
gliceroneogénese e glicose nos animais H ndo foi alterada. Entretanto, a
metodologia utilizada pelo autor ndo permite avaliar se uma das vias foi ativada e a
outra reduzida ou se as duas permaneceram inalteradas; como também n&o inclui o
G3P gerado pela gliceroquinase. O fato dos nossos dados mostrarem uma reducéo
de 27% na expressdo da PEPCK (que poderiamos inferir como uma proporcional
reducado na gliceroneogénese), sem alteracdo na geracédo de G3P a partir da glicose,
pode aparentemente ser contraditério ao achado de Funabashi (2008)® que nao
encontrou diferenca estatistica entre os dois grupos. No entanto, analisando os
dados obtidos pelo autor, pudemos constatar uma diferenca de 25% (a menor), do
grupo H em relacéo a N, no conjunto da sintese de G3P pelas duas vias. Este fato,
poderia ser decorrente do numero insuficiente de animais nos grupos, tendo em
vista, a grande variabilidade dos dados ou que a reducéo da gliceroneogénese nao

foi o suficiente para uma diferenca estatistica entre os grupos, tendo em vista, a
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manutencao do glicerol sintetizado a partir da glicose. A geracdo de G3P a partir da
glicose, avaliada através da incorporacdo de U-'*C-glicose em glicerol em
adipécitos, ndo foi alterada pela dieta hipoproteica em condi¢cbes basais, mas a
resposta ao estimulo da insulina foi totalmente blogueada nos adipocitos destes
animais. Este fato pode ser decorrente do prejuizo na estimulacdo da captacdo da
glicose, uma vez que a sinalizacdo da insulina, como colocado anteriormente,
parece estar comprometida pela reducdo de IRS1 que poderia reduzir a fosforilacdo
de AKT1 com prejuizo na mobilizacdo dos transportadores de glicose para a
membrana plasmatica'?®, impedindo a maior captacdo da glicose apesar da maior
disponibilidade de glicose na dieta.

O aumento da atividade da GK em 60% nos animais H, constatado neste
trabalho, é corroborado pela reducdo de 51% na liberacdo do glicerol pelos
adipécitos de animais H, quando da avaliacdo da lipdlise basal, em relacdo dos
adipdcitos provenientes dos animais N. O fato dos AG plasmaticos em animais H
terem se mantido nos mesmos niveis dos animais N, indicam que nado houve
alteracdo na taxa lipolitica pela dieta com restricdo protéica ou 0 aumento da taxa
lipolitica é compensada pelo aumento da formacao de G3P reesterificando mais AG.
Os experimentos conduzidos até o momento ndo nos permite esta conclusdo. Se
analisarmos, no entanto, que dois importantes fatores lipoliticos estdo presentes nos
animais H (aumento da estimulagcdo simpética e o aumento dos GC) e auséncia do
fator anti-lipolitico (resisténcia a insulina), poderiamos supor que a GK foi
responsavel pelo fornecimento de G3P que permitiu maior reesterificacdo de AG
mesmo com a reducgao da gliceroneogénese (expressao da PEPCK).

Apesar da afirmacdo encontrada em muitos livros-textos que a perda da GK

no TAB evita um ciclo futil no metabolismo dos triglicerideos, devemos lembrar que
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os efeitos benéficos das tiazolidinedionas utilizados no tratamento do Diabetes tipo
2, se deve em parte por estimular a incorporacdo de glicerol em TAG e reduzir a
secrecdo de AG pelos adipécitos, melhorando a resisténcia & insulina™®. A literatura
deixa claro, a baixa producdo de G3P pela GK no TAB em condi¢cdes normais. No
entanto, como ja mencionado na introducdo, em varias modelos experimentais a
atividade da GK é fundamental para a manifestacdo da obesidade, como é o caso
dos camundongos ob/ob e dos ratos Zucker®. O aumento da atividade da GK
associado ao aumento dos depdsitos de TAG no TAB sao relatados, também, por

107 constatou aumento de 100%

efeito de alteracGes nas dietas. Chaves et al (2006)
na atividade da GK em ratos submetidos a dieta cafeteria, com concomitante
reducdo no contetdo da PEPCK e incorporacdo de 1-'*C-piruvato em GLI-TAG,
mesmo com aumento da geracdo de G3P pela glicose. Estes resultados parecem
sugerir que a atividade da GK possa tornar-se significante em determinadas

condi¢bes, podendo nestes casos, contribuir de maneira significativa para o aumento

dos depdsitos de gordura.
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7. CONCLUSAO

A partir do conjunto de dados do nosso trabalho e as condicBes expostas na
discusséo, podemos concluir que:

X O aumento dos depdsitos de lipideos do TABR ocorre por hipertrofia e
hiperplasia;

X Houve uma reducdo da expressdo da PEPCK provavelmente com
reducdo de G3P a partir da gliceroneogénese que parece ser compensada pela
geracdo de G3P a partir da fosforilacdo do glicerol (maior atividade da GK e menor
liberacdo de glicerol no meio de incubagé&o com adipdcitos);

X A reducao das proteinas de sinalizacdo da insulina e a auséncia de

resposta a insulina nos experimentos de incorporacdo de U-**C-glicose em glicerol,

nos sugere uma reducédo na sensibilidade a insulina no TABR destes animais.
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