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Resumo i

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi verificar os efeitos do sistema nervoso
simpatico no tecido adiposo branco epididimal (EPI) nas trés vias de geracédo de
glicerol-3-fosfato (G3P): a) a partir da via glicolitica, estimada pela captacdo de
glicose; b) a partir da gliceroneogénese, avaliada pela velocidade de incorporacao
de 1-[*C]-piruvato em glicerol de triacilglicerol (TAG) e pela atividade da
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK); c) a partir da fosforilagdo direta do
glicerol, avaliada pela atividade da gliceroquinase (GyK). Os experimentos foram
realizados no EPI de ratos nas seguintes situacfes experimentais: jejum de 48
horas, diabetes mellitus, adaptados a uma dieta hiperprotéica, livre de carboidratos
(HP) e adaptados a dieta hipercalorica, hiperlipidica do tipo cafeteria (HCHL). Foram
utilizados animais alimentados com uma dieta comercial padrédo de biotério como
controle dos grupos estudados, com excecao do grupo HP, cujos controles foram
alimentados com uma dieta purificada balanceada.

O peso do EPI mostrou-se reduzido no jejum de 48horas, no diabetes e nos
animais que receberam a dieta HP em relacdo aos seus controles. A desnervacéo
promoveu uma menor reducdo no peso do EPI nos grupos diabéticos e HP quando
comparado aos tecidos inervados. A desnervacdo no jejum impediu a reducédo do
peso do tecido, o qual se manteve semelhante ao peso dos tecidos dos animais
alimentados. A dieta HCHL aumentou o peso do EPI e a desnervacao néo alterou
este parametro.

O indice de captacdo de glicose in vivo e in vitro foi menor nos animais
jejuados, diabéticos e alimentados com a dieta HP em relagdo aos seus controles. A
desnervacdo néo alterou este parametro nos animais jejuados e alimentados com a

dieta HP, porém causou uma reducao adicional na captacdo da hexose nos animais
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diabéticos. A dieta HCHL aumentou este parametro e a desnervacéo simpatica nédo
alterou a captacéao de glicose no tecido dos animais HCHL.

A incorporacéo de 1-[**C]-piruvato em glicerol-TAG e a atividade da PEPCK
mostraram-se aumentada no EPI dos animais jejuados, diabéticos e alimentados
com a dieta HP. A desnervacao diminuiu estes parametros nos animais jejuados e
diabéticos. Embora reduzida, esta via se manteve predominante na geracdo de G3P
nestas situacdes. Nos animais HP, a pequena reducéo da atividade da PEPCK com
a desnervacdo, ndo comprometeu a estimulada incorporacdo de piruvato em
glicerol-TAG. A dieta HCHL reduziu a incorporacéo de 1-[**C]-piruvato em glicerol-
TAG e a atividade da PEPCK. A desnervacdo causou uma reducdo adicional nestes
parametros no EPI dos animais HCHL.

A atividade da GyK foi reduzida no jejum e na dieta HP, ndo foi alterada no
estado diabético, mas foi aumentada pela dieta HCHL. A desnervacao reduziu a
atividade da enzima em todos 0s grupos experimentais.

Os dados deste trabalho corroboram a hipGtese que existe um controle reciproco
entre as vias de geracgdo de G3P, principalmente entre a via glicolitica e a gliceroneogénese,
independente da atividade da gliceroquinase.

A formacao de G3P no TAB epididimal a partir da: a) via glicolitica é estimulada pela
insulina. A acdo estimulatéria do SNS se torna evidente apenas em situagcfes de deficiéncia
insulinica, como no diabetes; b) via gliceroneogénica é inibida pela insulina e ativada pelo
SNS; c¢) via de fosforilagdo direta do glicerol (GyK) parece depender principalmente da
inervacao simpatica no tecido adiposo, além de fatores hormonais e/ou metabdlicos.

Desta forma, podemos sugerir que existe uma interacdo entre a atividade do SNS e
0s niveis de insulina no controle das vias de geracdo de G3P no EPI de ratos, entretanto
nao podemos excluir a possibilidade de outros fatores hormonais e/ou metabdlicos também

interferirem nestes processos.
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Summary

The purpose of the present work was to investigate the role of sympathetic
nervous system on epididymal white adipose tissue (EPI) on the three pathways of
glycerol-3-phosphate (G3P) generation: a) glycolysis, estimated by glucose uptake;
b) glyceroneogenesis, evaluated by the rates of 1-[**C]-pyruvate incorporation into
glycerol-triacylglycerol (TAG) and phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK)
activity; c) direct phosphorylation of glycerol, evaluated by glycerokinase (GyK)
activity. For these experiments we have used fasted (48h), diabetic rats, as well as
fed a high-protein, carbohydrate-free diet (HP) or a hypercaloric cafeteria type diet
(HCHL). For most experiments animals fed a standard commercial diet were used as
control. Rats fed a purified balanced diet were used as control of HP rats.

EPI weight was reduced in fasted, diabetic and HP animals as compared to
control pad. The denervation promoted a smaller reduction of EPI weight in diabetic
and HP groups and completely prevented the fasting-induced loss of tissue weight.
The cafeteria diet increased EPI weight gain in innervated and denervated tissue
similarly.

The rate of glucose uptake in vivo and in vitro were lower in fasted, diabetic,
and HP animals in relation to their controls. The denervation did not change this
parameter in fasted and HP rats, but induced a further reduction in hexose uptake in
diabetic rats. The cafeteria diet increased the rate of glucose uptake, but denervation
did not alter this parameter.

The incorporation of 1-[14C]-pyruvate into glycerol-TAG and PEPCK activity
increased in EPI from fasted, diabetic and HP animals and denervation decreased
these parameters in fasted and diabetic rats. Even reduced, the glyceroneogenesis

pathway was still high under these situations. In HP animals, even a small reduction
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in PEPCK activity induced by denervation did not modify the stimulated pyruvate
incorporation into glycerol-TAG. The cafeteria diet reduced the PEPCK and
glyceroneogenesis activities and denervation caused further reduction in these
parameters.

The GyK activity was reduced by fasting and HP diet, was not altered by
diabetes and was increased by HCHL diet. EPI denervation reduced the activity of
this enzyme in all experimental groups.

These data are in agreement with the hypothesis that there is a reciprocal
control between the pathways of G3P generation, independently of GyK activity.

The generation of G3P from: a) glycolysis is stimulated mainly by insulin and
seems to be regulated by SNS only under insulin deficiency situations, like diabetes;
b) glyceroneogenesis is inhibited by insulin and activated by SNS; c) the direct
phosphorylation of glycerol seems to be directly stimulated by SNS.

Therefore, we suggest that there is an interaction between SNS and insulin
effects on the control of G3P generation in EPI from rats, however we can not
exclude the possibility that other hormones and/or metabolic factors could also

regulate this metabolic process.
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1. Introducéo

O papel do tecido adiposo branco (TAB) é de contribuir para o controle do
metabolismo energético mobilizando acidos graxos (AGs) ou estocando energia na
forma de triacilglicerol (TAG), composto estruturalmente formado pela unido de uma
molécula de glicerol e trés moléculas de AGs por meio de ligagcdes ésteres. Uma
reserva adequada de TAG é necessaria para o tecido adiposo exercer sua fungao de
mobilizar AGs de acordo com a demanda energética dos outros tecidos. Para o TAB
atender as necessidades energéticas dos tecidos periféricos nas diversas situagoes
fisiologicas, os TAGs sao continuamente hidrolisados. Essa lipdlise ocorre em grau
variavel de acordo com a demanda, liberando os AGs que serao transportados na
circulagao (na forma livre, ndo esterificado) ligados a albumina, onde poderdo ser
utilizados e oxidados pelos tecidos periféricos.

Os acidos graxos livres (AGL) e a glicose constituem os principais substratos
utilizados pelos tecidos periféricos para a produgédo de energia. Tanto a produgao
hepatica de glicose quanto sua utilizagao pelos tecidos sao controladas. Os AGL, no
entanto, parecem ser controlados apenas ao nivel de produgdo, ndo sendo
conhecido nenhum fator responsavel pela regulagdo de sua utilizagdo. Portanto, um
aumento nos niveis plasmaticos de AGL ocorre por um aumento da sua liberagao
(mobilizagdo de AGs decorrentes da hidrélise de TAG armazenado).

O conteudo de TAG armazenado no TAB é dependente do balanco entre sua
velocidade de sintese (lipogénese) e sua velocidade de degradacao (lipdlise). Em
periodos de balango energético negativo, como durante o jejum, a lipdlise é
estimulada e aumenta a liberacdo de AGs e glicerol que serao utilizados como fonte

de energia em diversos tecidos corporais como figado, musculo esquelético e
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cardiaco. Em contraste, em periodos de balango energético positivo, como por
exemplo, apds a ingestdo alimentar, a lipogénese e o armazenamento de TAG no
TAB estéo estimulados.

O controle da lipdlise no TAB é bastante complexo e envolve a interagao de
diversos fatores hormonais e neurais. As catecolaminas sado as ativadoras primarias
da mobilizacgo de AGs do TAB induzida pelo jejum. A noradrenalina,
neurotransmissor do SNS, ao se ligar aos receptores (B-adrenérgicos, os quais sao
acoplados as proteinas Gs na membrana plasmatica dos adipécitos, transmitem o
sinal estimulatorio a enzima adenilato ciclase, a qual catalisa a conversao de ATP
em AMPc (adenosina monofosfato ciclico). O AMPc gerado se liga as subunidades
regulatérias da proteina quinase dependente de AMPc (PKA) ocorrendo a
dissociagao das subunidades cataliticas e a ativacdo da PKA. Uma vez estimulada,
a PKA fosforila e ativa a lipase horménio sensivel (LHS) e subsequentemente, sua
translocagao do citosol para o glébulo de gordura desencadeando a hidrélise dos
TAG estocados (BELFRAGE et al., 1981; MORIMOTO et al., 2001; HOLM 2003; SU
et al.,, 2003). Além da LHS, as perilipinas, proteinas que recobrem a superficie do
glébulo de lipidios protegendo-os da hidrdlise, também s&o fosforiladas pela PKA
durante o estimulo lipolitico. Estas proteinas, quando fosforiladas, sofrem
modificagdo conformacional permitindo assim o acesso da LHS ao glébulo de
gordura (CLIFFORD et al., 2000; SZTALRYD et al., 2003) e subsequente hidrdlise
do TAG.

Estudos recentemente realizados em camundongos com auséncia do gene
que codifica a LHS sugerem que outras lipases podem participar da mobilizagéo de
AGs do TAB. O tratamento de adipécitos isolados destes animais nocautes com

isoproterenol promove um aumento moderado na taxa lipolitica quando comparado a
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estimulacao lipolitica induzida nos adipdcitos dos animais controles (OKAZAKI et al.,
2002). Além disto, os camundongos com auséncia da LHS apresentam acumulo de
diacilglicerol (DAG) no TAB, sugerindo que a LHS é uma enzima limitante para a
hidrolise apenas do DAG (HAEMMERLE et al.,, 2002). De fato, experimentos
realizados in vitro tém demonstrado que a LHS é mais ativa na hidrdlise de DAG e
ésteres de colesterol se comparado a hidrolise de TAG e monoacilglicerol
(KRAEMER et al.,, 2002). A superexpressdao da lipase recentemente descrita,
denominada lipase do triacilglicerol do adipécito (ATGL, PNPLA2, iPLA2 ou TTS2.2),
promove um aumento na quebra de TAG e liberacdo de AGs do TAB
(ZIMMERMANN et al., 2004; JAWORSKI et al., 2007).

Ao contrario das catecolaminas, a insulina inibe a mobilizacdo de AGs do
TAB. A regulagao da lipdlise pela insulina pode envolver dois mecanismos distintos,
sendo um deles dependente e o outro independente de AMPc. A inibicdo da lipdlise
dependente de AMPc induzida pela insulina envolve a ativagcao da fosfodiesterase
do AMPc do tipo 3B (STRALFORS et al., 1989; ZHANG et al., 2005; LANGIN 2006).
Este processo se inicia pela ligacdo da insulina ao seu receptor tirosina quinase
causando a autofosforilacdo deste e, subsequentemente, a fosforilagdo dos
substratos do receptor de insulina, permitindo sua interagdo com a subunidade p85
da fosfatidil inositol 3-quinase (PI3K). Em seguida, PI3K fosforila o fosfatidil inositol
(4,5) bifosfato na membrana celular formando o fosfatidil-inositol (3,4,5) trifosfato
(P13,4,5P3), molécula que permite a ancoragem da proteina quinase 1 dependente
de 3-fosfoinositidios (PDK1). A PDK1 ainda ancorada em PI3,4,5P; ira fosforilar e
ativar a proteina quinase B / Akt (PKB/Akt). PKB/Akt, por sua vez, fosforila e ativa a
fosfodiesterase 3B, enzima responsavel pela degradagcao do AMPc no adipdcito. A

diminui¢cao dos niveis de AMPc prejudica a ativagao da PKA e, consequentemente, a
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fosforilagdo da LHS e perilipinas, bloqueando a mobilizacdo de AGs do TAB. A
regulacao da lipdlise independente de AMPc pela insulina envolve a estimulagao da
proteina fosfatase-1 pela fosforilagdo de sua subunidade regulatéria. A proteina
fosfatase-1 ativada, rapidamente defosforila e desativa a LHS, causando uma queda
na taxa lipolitica do tecido (LONDOS et al., 1985; OLSSON et al., 1987; RAGOLIA et
al., 1998).

O aumento da atividade lipolitica do TAB combinado com a diminui¢cdo da
lipogénese conduz a diminuicdo do conteudo de TAG dos adipécitos durante o
jejum. Apdés uma alimentagao rica em carboidratos, a atividade lipogénica, tanto no
TAB quanto no figado, encontra-se estimulada, levando a elevacdo dos niveis
plasmaticos de TAG. Embora os fatores nutricionais sejam a causa primaria das
alteragdes na taxa de lipogénese no TAB, eles controlam a sintese de AGs néao
apenas diretamente, pelas alteracdes do fluxo de metabdlitos, como também pela
ativagdo da secregao de horménios reguladores da sintese de AGs (HILLGARTNER
et al., 1995; KERSTEN 2001).

A insulina é, provavelmente, o mais importante fator hormonal envolvido na
regulacao da lipogénese. Os efeitos da insulina sao iniciados pela ligagéao da insulina
ao seu receptor na superficie celular, ativando a atividade tirosina quinase do
receptor e iniciando a cascata de transducdo do sinal, que culminara com a
estimulagao da lipogénese por mais de um mecanismo: a) aumento da captagao de
glicose pelos adipécitos via recrutamento dos transportadores de glicose (GLUT-4)
para a membrana plasmatica; b) ativacdo das enzimas glicoliticas e lipogénicas por
modificagdo covalente e/ou estimulagdo da expressao génica (FORETZ et al., 1999;

KERSTEN 2001; GRIFFIN et al., 2004).
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Durante o processo de lipogénese, além dos AGs sintetizados de novo a
partir da glicose ou de outros compostos produtores de acetil-CoA (como alguns
aminoacidos), os AGs esterificados pelo tecido, podem ser também provenientes da
hidrolise dos préprios TAGs endogenos ou captados dos quilomicrons e das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), por meio da hidrolise dos TAG
contidos nestas lipoproteinas pela lipase lipoprotéica.

Experimentos realizados neste laboratorio com a técnica de dupla marcacao
(administracdo simultanea de °H,O e de glicose-U-'*C) indicam que os AGs
provenientes da sintese de novo constituem a menor fracdo do total de AGs
utilizados pelo TAB para a sintese de TAG (BOTION et al., 1998).

No entanto, independente da origem dos AGs, o fornecimento de glicerol-3-
fosfato (G3P) € essencial para o funcionamento adequado do TAB e formagao de
TAG. A via classica de obtencido de G3P pelo TAB é a sua sintese a partir de
carbonos de glicose, pela conversao de dihidroxicetona fosfato, um intermediario da
via glicolitica, a G3P, uma reacéao catalisada pela enzima G3P desidrogenase. Além
desta via, o TAB possui duas outras formas de obtengcdo de G3P: a) fosforilagéo
direta do glicerol pela gliceroquinase (GyK) e b) via gliceroneogénica que consiste
na formacdo de G3P a partir de compostos nao glicidicos, como aminoacidos,
lactato e piruvato, envolvendo a carboxilagdo do piruvato a oxaloacetato,
descarboxilagdo do oxaloacetato a fosfoenolpiruvato e a formacao de G3P por uma

reversao parcial da via glicolitica (Figura 01).
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Glicose

Glicerol

Glicose-6P

l Glicero-
quinase

Dihidroxiacetona-P —# GLICEROL-3P Glicerol

H Acido Graxo

. Triacil-
Fosfoenolpiruvato

glicerol

P-enolpiruvato
carboxiquinase Acido Graxo

Oxaloacetato ¢<——= Pjruvato

Lactato
Aminoéacido

Figura 01 — Fontes de glicerol-3-fosfato nos adipécitos do tecido adiposo branco.

O conteudo e a atividade da GyK no TAB sao relativamente baixos e
considerados despreziveis quando comparados ao tecido adiposo marrom (TAM) ou
ao figado. Esta informag&o tem permitido a utilizagéo do glicerol liberado para o meio
de incubagao por fragmentos do TAB ou por adipocitos como indice da atividade
lipolitica.

Em experimentos realizados in vitro foi verificado que o TAB € capaz de
converter lactato, piruvato e aminoacidos glicogénicos em glicerol de TAG pela
gliceroneogénese, sendo que a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) é a
enzima chave desse processo (BALLARD et al.,1967; GORIN et al.,1969; RESHEF
et al.,1970; HOPGOOD et al.,, 1973). Nesses estudos ainda foi observado que a
atividade gliceroneogénica, estimada pela incorporagado de piruvato em glicerol de
TAG por fragmentos de tecido, encontrava-se aumentada no tecido adiposo branco
epididimal (EPI) de animais jejuados ou diabéticos (BALLARD et al.,1967; GORIN et

al.,1969). Como nessas duas situagdes a atividade lipolitica do TAB e os niveis de
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AG livres do plasma encontram-se aumentados, a ativagdo da gliceroneogénese foi
originalmente interpretada como um mecanismo de restricao a lipdlise (pelo aumento
da formacdo de G3P haveria aumento na esterificacdo dos AG, diminuindo sua
mobilizagado), moderando a formagao de corpos cetdnicos e a acidose (RESHEF et
al., 1970).

A primeira confirmacao clara da importancia metabdlica dessa via foi obtida
ha alguns anos em estudos deste laboratério que demonstraram ser a
gliceroneogénese, estimada in vivo em ratos ndo anestesiados, alimentados com a
dieta balanceada, uma das principais fontes de G3P tanto no TAB como no TAM e
no figado. A contribuicdo de carbonos glicidicos para sintese do glicerol total
incorporado em TAG no TAB foi estimada em 44%, indicando uma participagao
importante (56%) da gliceroneogénese para a formagdo de G3P em animais
alimentados com a dieta balanceada (BOTION et al.,, 1998). A presenca da via
gliceroneogénica no figado foi, posteriormente, confirmada em estudos no homem
(KALHAN et al., 2001).

Experimentos em animais geneticamente modificados estabeleceram
definitivamente a PEPCK como a enzima chave da gliceroneogénese no TAB.
Camundongos com delegdo génica da PEPCK apresentam redugcdo da gordura
corporal e aumento da mobilizacdo de AG do TAB (OLSWANG et al., 2002). Por
outro lado, camundongos transgénicos que produzem PEPCK em excesso séo
obesos e apresentam alta atividade gliceroneogénica no TAB e baixos niveis de AG
livres plasmaticos (FRANCKHAUSER et al., 2002). Mais recentemente foi
demonstrado que a redugdo da mobilizacdo de AGs produzida por tiazolidinedionas
(TZD), drogas usadas no tratamento do diabetes, é devida principalmente a indugao

da transcricdo do gene da PEPCK no TAB, com consequente aumento da
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gliceroneogénese e da esterificagdo de AGs (TORDJMAN et al., 2003). Tais
experimentos com animais geneticamente modificados ou que receberam TZD
vieram comprovar a importancia da gliceroneogénese e renovaram o interesse pelo
esclarecimento de sua importancia fisioldgica.

O interesse do nosso laboratério no estudo da regulagdo da via
gliceroneogénica iniciou-se com a observacdo de que ratos alimentados, por 30
dias, com a dieta hiperprotéica, livre de carboidratos (HP), apesar dos baixos niveis
plasmaticos de insulina e altos de glucagon, mantinham consideraveis estoques de
gordura corporal, representando 85-90% dos valores encontrados nos animais
alimentados com a dieta balanceada. No entanto, estes animais apresentavam uma
reducdo da capacidade lipogénica no TAB (EPI, retroperitonial (RETRO),
subcutaneo e intermuscular), no tecido hepatico e na carcaga, avaliada in vivo com
*H,0 (SCHMID et al., 1984; BOTION et al., 1992). Posteriormente, experimentos
realizados in vivo pela administragdo simultanea de °H,O e '*C-glicose
demonstraram um aumento na gliceroneogénese no RETRO e EPI dos ratos
adaptados a dieta HP em relacdo aos animais controles, fornecendo o G3P
necessario a manutencao das reservas lipidicas. Nestes mesmos experimentos foi
verificado que a maioria do glicerol-TAG sintetizado pelo tecido € utilizado para
esterificacdo de AGs pré-formados, que incluem os reciclados apds a hidrélise dos
estoques de TAG e aqueles provenientes da quebra do TAG presentes nas
lipoproteinas circulantes (BOTION et al., 1998). Mais recentemente dados do nosso
laboratério demonstraram a importancia dos AGs provenientes da dieta no controle
da gliceroneogénese no tecido adiposo (BRITO et al., 2006). Foi constatado que o
RETRO e EPI de ratos adaptados a dieta HP apresentam um aumento na atividade

da LPL, enzima que catalisa a hidrolise de TAG de quilomicrons e VLDL. Apéds
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administracado de Triton WR 1339 (um inibidor da LPL e, portanto, bloqueador da
captacéo de AGs das lipoproteinas da circulagao) a estes animais, a atividade da
gliceroneogénese, avaliada pela atividade da PEPCK e incorporacdo de 1-[*C]
piruvato em glicerol-TAG, foi reduzida. Desta forma, a preservacdo da gordura
corporal em ratos adaptados a dieta HP € mantida devido a uma maior eficiéncia do
tecido adiposo destes animais em utilizar AGs da dieta (BRITO et al., 2006).

O RETRO e EPI dos animais adaptados a dieta HP apresentam uma reducao
na velocidade de utilizagao de glicose, evidenciada pela diminuigdo da captacao de
glicose in vivo e diminuicdo do fluxo glicolitico (estimado pela 5-[*H]-glicose) e da
captacdo de glicose in vitro (estimada pela 2-desoxi-1-[°*H]-D-glicose) pelos
adipadcitos isolados, bem como uma pronunciada reducio da atividade das enzimas
chaves da via glicolitica: hexoquinase, fosfofruto-1-quinase e piruvato quinase
(BRITO et al., 2001). Devido a reduzida geragcao de G3P pela via glicolitica e pelo
processo de fosforilagdo direta do glicerol pela GyK no RETRO dos ratos
alimentados com a dieta HP, o aumento na gliceroneogénese foi interpretado como
um mecanismo compensatoério para garantir o suprimento adequado e continuo de
G3P necessario para o armazenamento de TAG pelo tecido.

A atividade lipolitica basal e estimulada no EPI de ratos adaptados a dieta HP,
avaliada tanto pela liberagao de glicerol quanto pela liberagdo de AGs ao meio de
incubacao, apresenta-se reduzida quando comparada a de animais controles
(KETTELHUT et al.,, 1985). Mais recentemente foi demonstrado que o principal
mecanismo responsavel pela reducdo da atividade lipolitica tanto basal quanto
estimulada com isoproterenol (agonista B adrenérgico) no TAB de ratos adaptados a

dieta HP parece ser uma menor capacidade de translocagao da LHS para a gota de
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gordura, no processo intracelular de ativacéo da lipdlise (MARTINS-AFFERRI et al.,
2004).

O aumento na gliceroneogénese no TAB dos ratos adaptados a dieta HP,
apesar da reduzida atividade lipolitica, forneceu uma indicacdo de que esta via de
geracdo de G3P tem uma importancia fisiolégica que n&o a da regulagdo da
mobilizagdo de acidos graxos, moderando a formagao de corpos cetbnicos e a
acidose, como proposto inicialmente (RESHEF et al., 1970). Esta observacéo
aumentou o interesse do nosso laboratério e de outros grupos internacionais, no
esclarecimento da regulagdo desta via de geracdo de G3P e sua importancia
fisiologica.

Apesar do papel do sistema nervoso simpatico (SNS) no controle da lipdlise
ser mais amplamente conhecido, recentemente tem sido demonstrada sua
participacdo na diferenciacdo e proliferacdo dos adipdcitos. Numerosos estudos
demonstram que em situagées de demanda de energia, a estimulacdo de neurbnios
de diversas areas do sistema nervoso central (SNC), conectados ao sistema
simpatico que inerva o TAB, produz um aumento do fluxo nessa via e liberacdo de
noradrenalina nas terminacdes nervosas do tecido, com consequente ativagao da
lipdlise como mencionado anteriormente. Uma outra funcdo da inervagao simpatica
do TAB que vem sendo investigada atualmente é sua influéncia na regulacéo da
celularidade do tecido adiposo.

Tem sido verificado que apds 7 dias de desnervagao simpatica unilateral do
tecido adiposo retroperitonial (RETRO) ocorre um aumento significativo no peso do
tecido, no conteudo de DNA e na expressao da A2COL6/pOb24, um marcador do
primeiro estagio de diferenciacdo celular quando comparado ao lado intacto

inervado. O aumento do periodo de desnervacido simpatica do RETRO, de uma
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semana para um més, promove um aumento significativo no nimero de células do
lado desnervado em comparagédo ao lado intacto inervado (COUSIN et al., 1993).
Um aumento significativo no numero de células do TAB inguinal também foi
observado 11 semanas apds desnervagdo simpatica cirurgica deste tecido
(YOUNGSTROM et al.,1998). Concordante com estes dados obtidos in vivo, foi
verificado que a noradrenalina inibe a proliferacdo de pré-adipécitos in vitro, um
efeito bloqueado pela adi¢do do propranolol (JONES et al., 1992). Desta forma, tem
sido sugerida uma relagao inversa entre a atividade simpatica para um determinado
depdsito de TAB e a proliferagao celular (HAUSMAN et al., 2001).

Para estudarem o efeito simpatico sobre o metabolismo lipidico,
pesquisadores utilizaram a técnica de desnervagao cirurgica unilateral do RETRO.
Essa técnica foi utilizada, pela primeira vez, por Cantu e Goodman (1967), que
padronizaram o procedimento para a desnervacao cirurgica do RETRO em ratos.
Embora o efeito da desnervacao na proliferacdo de adipécitos ndo fosse o objetivo
dos seus experimentos, Cantu e Goodman observaram que a desnervacao unilateral
do TAB induzia um aumento do peso do tecido, quando comparado ao do tecido
contralateral, intacto. Esse efeito da desnervacdo vem sendo desde entao
confirmado por diversos pesquisadores, tanto em ratos como em hamsters. Os
estudos mostram ainda que a desnervacdo do RETRO estimula a diferenciacao e a
proliferacdo de pré-adipécitos do TAB, com consequente aumento do numero de
células (YOUNGSTROM e BARTNESS, 1998). A medida que estas células
aumentam de tamanho aumenta o conteudo lipidico do tecido.

Teoricamente, os efeitos da desnervagao poderiam decorrer da seccido de
outras fibras (n&o-simpaticas) como fibras sensoriais e/ou fibras parassimpaticas do

TAB. No entanto, Jones e colaboradores (1992) demonstraram em estudos in vivo,
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que a hiperplasia é abolida pela infusdo de noradrenalina e recuperada pela adigéo
de antagonistas B-adrenérgicos inespecificos (in vitro), corroborando a hipétese de
que o SNS exerce efeito inibitorio sobre proliferacédo no TAB.

Alteragbes do fluxo sanguineo, produzidos pela desnervagdo, poderiam
também afetar o numero e/ou o tamanho das células, aumentando o aporte de
horménios, peptideos, metabdlitos e outros fatores. No entanto, nenhuma correlagao
tem sido encontrada entre a vascularizagao dos diversos depdsitos de TAB e os
efeitos da inervagao simpatica (BARTNESS, 2002).

Cantu e Goodman (1967) verificaram in vitro, que contrariamente ao
esperado, a desnervacdo do RETRO n&o afetava nem a lipdlise basal, estimada
pela liberagao de glicerol e AG livres, nem o aumento da lipdlise induzido pelo jejum
ou pela adi¢cao de agente lipolitico como a noradrenalina.

Lefebvre et al. (1973) confirmaram os achados de Cantu e Goodman sobre o
efeito da desnervacédo na lipdlise basal no RETRO, além de constatarem que a
estimulacdo desse processo pelo glucagon também ndo era afetada pela
simpatectomia cirurgica. Verificaram por outro lado, que a captagao de glicose pelo
RETRO in vitro, tanto em condi¢gbes basais como sob estimulagdo com glucagon,
estava aumentada no tecido desnervado. Observaram ainda que a desnervagao nao
afetava o aumento da mobilizag&o de glicerol induzido pelo horménio, mas reduzia a
mobilizacdo de AGL. Estas observagdes levaram os autores a concluir, que o
aumento do peso do tecido era devido a um aumento da velocidade de
reesterificacdo dos AG resultantes da hidrolise dos TAG enddgenos (LEFEBVRE et
al., 1973).

Estudos conduzidos por Cousin et al. (1993), mostraram que a expressao de

GLUT4, a captagéo in vitro e in vivo de glicose, a atividade de enzimas da via de
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sintese de AG, da lipase lipoprotéica e da lipase hormoénio-sensivel, ndo foram
afetadas pela desnervacdo. Esses autores confirmaram ainda os resultados
negativos obtidos por Cantu e Goodman (em seus experimentos com lipdlise basal e
estimulada pela noradrenalina). O unico efeito da desnervagao observado por esses
autores foi um aumento da diferenciacdo e da proliferacdo de pré-adipocitos do
RETRO (COUSIN et al.,1993).

A grande maioria dos trabalhos que tratam dos efeitos da desnervagéo sobre
o metabolismo lipidico no tecido adiposo branco foi realizada no RETRO, sendo
raros os relatos na literatura sobre os efeitos da desnervacéo simpatica no EPI.

O presente trabalho teve como objetivo investigar a importancia do sistema
nervoso simpatico no metabolismo lipidico, principalmente nas vias de geracao de
G3P no EPI, em animais submetidos a situacbes experimentais que apresentam
aumento ou diminuigcao da atividade simpatica, bem como alteracbes quantitativas

no armazenamento de TAG.
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2. Objetivos

O principal interesse deste trabalho é contribuir para o esclarecimento do
papel do sistema nervoso simpatico (SNS) no controle das vias de geracdo de
glicerol-3-fosfato (G3P), no tecido adiposo branco epididimal (EPI) em ratos

submetidos a diferentes situacfes experimentais.

Os objetivos especificos deste trabalho foram os seguintes:

1) Investigar o efeito da desnervacdo simpatica no EPI em situacoes
experimentais em que o armazenamento de TAG no TAB e os niveis de insulina

encontram-se reduzidos (como no jejum de 48 horas, diabetes mellitus e nos

animais alimentados com a dieta hiperprotéica, livre de carboidratos (HP)) e em

situacdo em que o armazenamento de TAG no TAB e 0s niveis de insulina
encontram-se aumentados (como nos animais alimentados com a dieta

hipercaldrica, hiperlipidica do tipo cafeteria (HCHL)):

4 no conteudo de noradrenalina tecidual,
v no peso do tecido;
v em processos metabolicos envolvidos na sintese do glicerol-3-
fosfato e armazenamento de TAG:
e indice de captacdo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose in vivo,
com excecao do grupo diabetes que foi realizado in vitro;
e velocidade de incorporacéo de 1-[**C]-piruvato na fracéo
glicerol de triacilglicerdis in vitro;
e atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e

da atividade da gliceroquinase (GyK);
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Foram realizados experimentos adicionais no grupo de ratos jejuados para
verificar o efeito da desnervacao simpatica:

v na lipolise do EPI e do RETRO;

Tanto nos animais jejuados como nos ratos diabéticos foram avaliados os
efeitos da desnervacdo também no tecido adiposo retroperitonial, que ainda nao
havia sido investigado:

e no indice de captacéo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose in vitro;

e na atividade da gliceroquinase (GyK);

Foi realizado também um experimento adicional para investigar o papel da
dieta HP:

v na velocidade de renovacéo de noradrenalina;
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais e seu Tratamento

Em todos os experimentos foram utilizados ratos Wistar machos, provenientes
do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Os animais
foram mantidos durante o periodo de tratamento com as dietas, individualmente ou
aos pares, em ciclo claro-escuro de 12 horas, a temperatura de 2512 °C no Biotério
do Departamento de Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Os
experimentos foram conduzidos sempre entre 8 e 10 horas da manha e os animais
pesavam entre 210-230g.

Foram utilizados animais submetidos a dieta hiperprotéica livre de
carboidratos (HP), animais submetidos a dieta balanceada (N), animais submetidos
a dieta comercial para roedores (NUVILAB CR1-NUVITAL®) e animais submetidos a
dieta hipercaldrica e hiperlipidica (HCHL) do tipo cafeteria. A dieta cafeteria constava
de dieta comercial (NUVILAB CR1-NUVITAL®) suplementada com diversos
ingredientes palataveis. Os animais jejuados e diabéticos, assim como o0s animais
controles do grupo HCHL foram mantidos sob dieta comercial. Todos os animais
receberam agua e alimento ad libitum até o momento da avaliagdo, com excegao
dos animais jejuados que foram privados de alimento nas ultimas 48 horas que
precederam os experimentos.

Os animais diabéticos foram obtidos pela administracdo de estreptozotocina
em tampao citrato 0,01M, pH 4,5, pela veia jugular, na dose de 45mg/Kg de peso,
apos jejum de 14 horas. A reposi¢do do alimento foi realizada 2 horas apds a

administragdo de STZ. Apenas animais que apresentaram valores glicémicos
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maiores de 350 mg/dL foram utilizados nos experimentos 3 dias apds a indugao do
diabetes.

As dietas N e HP, cujas composigdes estdo apresentadas na Tabela |, eram
dietas purificadas, aproximadamente isocaléricas e elaboradas no préprio
Laboratério. A dieta N continha 66% de carboidratos, 16% de proteinas e 8% de
lipidios e a dieta HP continha 70% de proteinas e 8% de lipidios, sem carboidratos.
Nos experimentos com a dieta HP e N, os pesos iniciais dos animais foram de 120 e
100g respectivamente, e os mesmos foram mantidos na suas respectivas dietas por
15 dias.

Nos experimentos com animais submetidos a dieta HCHL por 21 dias, os
ratos apresentavam peso inicial de 50 a 60g. Os animais controles deste grupo
receberam somente a dieta comercial por igual periodo. A suplementacgao diaria da
dieta comercial dos animais HCHL constava de quatro ingredientes diferentes, entre
doze itens previamente selecionados (Tabela IV). Assim estes animais recebiam 3
combinacdes de alimentos, no primeiro dia era oferecida a dieta 1: Bis, Torrada,
Torrone, Snacks e dieta comercial, no segundo dia era oferecida a dieta 2:
Chocolate, Batata frita, Chocoocky, Castanha do Para e dieta comercial, no terceiro
dia era oferecida a dieta 3: Bolacha Maizena, Pé de Moleque, Bala de Caramelo,
Bacon e dieta comercial, no quarto dia reiniciavamos com a dieta 1. Todos os
ingredientes da dieta apresentavam densidade calérica superior a da dieta comercial
(ROTHWELL et al., 1982). A agua oferecida a este grupo foi acrescida de sacarose

20%.
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Tabela | — Composicdo béasica das dietas: dieta balanceada (N) e dieta

hiperprotéica, livre de carboidratos (HP).

Componentes
N HP

(em gramas)

Caseina* 20 86
Sacarose 33 -
Amido 33 —

Oleo de milho 8 8
Mistura salina® 5 5
Mistura de vitaminas’ 1 1

*82% de proteinas e 8% de umidade; ¥ os componentes da mistura salina estdo
descritos na tabela II; * os componentes da mistura de vitaminas estdo descritos na

tabela Ill.
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Tabela Il - Composicado da mistura salina (em gramas) nas dietas N e HP.

Sais Gramas
KH2PO4 389,0
CaCOs; 381,4
NaCl 139,3
MgSO4.7H,0 57,3
FeS0,4.7H,0 27,0
MnSO,4.7H,0 4,01
KI 0,790
ZnS04.7H20 0,548
CuS04.5H,0 0,477
CoCl,.6H,0 0,023

Total 1000
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Tabela Ill - Composicao da mistura de vitaminas acrescida nas dietas N e HP.

Componentes Quantidade
Vitamina A 200 Ul
Vitamina E 1UlI
Vitamina D 20Ul

Colina 20,0g
Acido-p-aminobenzoéico 1,09
Inositol 1,09
Niacina 0,49
Pantotenato de calcio 0,49
Riboflavina 0,08g
Tiamina 0,05¢g
Piridoxina 0,005¢g
Menadiona 0,05¢g
Acido fdlico 0,029
Biotina 0,0049
Vitamina B12 0,003g
Dextrose q.s.p. 1009

As informacbes sobre a composicdo de macronutrientes e a densidade
calérica de cada um dos itens do suplemento alimentar oferecido aos animais
alimentados com a dieta HCHL foram obtidas no rétulo das embalagens dos
respectivos alimentos. As informagdes da ragdo comercial Nuvital® foram fornecidas

pelo produtor. Estas informagdes sao apresentadas na Tabela IV. Contudo,
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resumidamente a dieta controle contém 19% de proteinas, 54% de carboidratos e
2,7% de lipidios e a dieta HCHL contém 15% de proteinas, 64% de carboidratos e

9% de lipidios.

Tabela IV - Distribuicdo dos macronutrientes e densidade caldérica dos
alimentos oferecidos aos animais alimentados com a dieta hipercaldrica e
hiperlipidica do tipo cafeteria (HCHL)

Densidade
Carboidrato  Lipidio Proteina
Calorica
(9/100g)  (9/100g)  (9/1009)
(kcal/g)
Bala de Caramelo 72,70 9,09 18,18 4,45
Bacon 00,00 58,00 9,00 5,69
Batata Frita 45,00 35,00 5,00 5,15
Bis® 63,10 23,30 8,10 4,95
Bolacha Maizena 62,50 12,50 7,50 4,02
Castanha-do-Para 7,00 67,00 17,00 6,99
Chocolate 50,00 33,30 10,00 5,40
Chocooky® 63,33 23,33 3,33 5,00
Pé de Moleque 58,82 26,47 11,76 5,29
Snacks® 65,00 17,50 7,50 4,50
Torrada 73,33 6,67 13,33 4,00
Torrone 80,00 7,50 10,00 3,80
Rac&o Nuvital® 55,00 4,50 22,00 2,85

Os ratos do grupo cafeteria receberam agua ad libitum acrescida de sacarose
20%.
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3.1.1 Desnervacao simpatica unilateral do EPI

A desnervagao simpatica unilateral do EPI foi realizada quimicamente em
animais anestesiados com éter etilico, através de uma incisao lateral na parede
abdominal inferior. O testiculo esquerdo foi retirado do saco escrotal, externalizado
da cavidade abdominal e colocado sobre uma gaze embebida em salina 0.9%,
facilitando assim, a visualizacdo da veia que irriga o tecido e percorre caminho
similar a inervacao simpatica. A veia foi cuidadosamente dissecada e uma solugao
aquosa de Fenol 95% foi aplicada ao seu redor na regiao entre o tecido adiposo e o
testiculo. O EPI do lado direito foi mantido intacto e utilizado como controle. A

cirurgia foi realizada 7 dias antes da avaliagdo experimental.

3.1.2 Desnervacdao simpatica unilateral RETRO

A desnervagao simpatica unilateral do RETRO foi realizada cirurgicamente,
em animais anestesiados com éter etilico, através de incisdao ventral na parede
abdominal seguido de afastamento do rim e 6rgaos adjacentes para melhor
visualizagado dos nervos que chegam ao RETRO esquerdo. Estes foram seccionados
antes e depois de atravessarem o tecido e a porgcao intermediaria foi removida
(modificado de CANTU & GOODMAN, 1967). O tecido retroperitoneal direito foi
mantido intacto e utilizado como controle. A cirurgia foi realizada 7 dias antes das

avaliacbes experimentais.

3.2 Determinacdo da eficiéncia da desnervacdo simpatica: medida da
concentracdo de noradrenalina nos tecidos
O EPI retirado dos animais foi homogeneizado em acido perclérico 1,72%

contendo metabissulfito de sédio 1% e EDTA 0,04%. O homogenado foi centrifugado
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sob refrigeracdo a 6000 g durante 10 minutos e o sobrenadante transferido para um
outro tubo, contendo tampao Tris 24,2% (pH 8,9), 0,5% de metabissulfito de sddio,
2,5% de EDTA, 50 mg alumina previamente ativada a 100°C durante 30 minutos e
diidroxibenzilamina (padrdo interno). As amostras foram agitadas durante 20
minutos, centrifugadas e apds aspiragdo do sobrenadante, a alumina foi lavada
repetidamente com uma solugdo contendo EDTA 0,004%, metabissulfito de sédio
0,02% e Tris 0,06%. As catecolaminas foram eluidas da alumina pela adigdo de
solugédo contendo acido perclérico 0,86N, metabissulfito de sddio 0,019% e EDTA-
Na, 0,02%, por meio de agitacdo por 10 minutos (KRSTULOVIC, 1982). O conteudo
de noradrenalina foi determinado por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) em um cromatografo modelo LC-7A, equipado com uma coluna de fase
reversa Spherisorb ODS-II (Sigma-Aldrich), acoplado a um detector eletroquimico

modelo L-ESD-6A e um poligrafo modelo C-R5A, todos da marca Shimadzu.

3.3 Velocidade de renovacéao de noradrenalina

A velocidade de renovacédo de noradrenalina foi determinada no EPI de ratos
alimentados com a dieta N e HP. O método se baseia na determinagdo da queda na
concentragdo de noradrenalina no tecido, apds administracdo de o-metil-éster-tirosina
dissolvida em salina (300mg. Kg™, i.p. Sigma® Chemical). Esta substancia inibe a
tirosina hidroxilase, primeira enzima da via de formagao de noradrenalina, bloqueando a
sua sintese. Para o calculo da velocidade foram determinadas as concentragdes de
noradrenalina no tecido epididimal de ratos que nao receberam o-metil-éster-tirosina
(grupo 0) e em tecidos de animais apés 6 e 12 horas da sua administragédo (grupo 6 e
grupo 12 horas). Os animais do grupo 12 horas receberam uma segunda dose da droga

(150 mg. Kg de peso™), 6 horas ap6s a administracdo da primeira dose.
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A concentragdo de noradrenalina tecidual foi avaliada segundo método
descrito em 3.2.
A velocidade de renovacgéo (VR) da noradrenalina € o produto da concentragao

de noradrenalina no tempo 0 [NOR ] pela velocidade de renovacgao fracional (k):

VR =k . [NOR]

Apos o bloqueio da sintese pela a-metil tirosina, o declinio na concentragéo

de noradrenalina foi dado pela seguinte equacgéo:

[NOR] = [NORg] e ™

O valor de k foi determinado pelo calculo da regresséo linear dos logaritmos
naturais da concentragao de noradrenalina versus o tempo (COSTA et al., 1966).

O intervalo de 95% de confianga da velocidade de renovacédo (VR) da
noradrenalina foi determinado da seguinte maneira:

a) o intervalo de confianga do valor médio da velocidade de renovagao
fracional (k) e da concentragcédo de noradrenalina no tempo 0 [NOR] foi estabelecido
utilizando o erro padrao da meédia de cada um dos fatores;

b) Os limites inferiores da velocidade de k e da [NOR,] foram multiplicados
para determinacio do limite inferior do intervalo de 95% de confianca da velocidade
de renovacgéo (VR) da noradrenalina.

c) Os limites superiores de k e da [NORg] foram multiplicados para
determinacao do limite superior do intervalo de 95% de confianca da velocidade de

renovacgao (VR) da noradrenalina.
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d) O tl%, tempo em que a concentragdo de noradrenalina cai a metade da
inicial é calculado dividindo-se 0,693 pela inclinagdo da curva (K) (TAUBIN et al.,

1972).

3.4 Adipécitos isolados

Para isolamento dos adipdcitos, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e, em seguida, o RETRO ou EPI foi retirado até a obtencéo
de aproximadamente 5g de tecido. Apds a fragmentacdo do tecido, os adipdcitos
foram isolados com colagenase (Worthington 128U/mg), de acordo com o método de
Rodbell (1964). O tecido foi incubado em um tampao Krebs-Henseleit livre de célcio,
contendo 137mM de NaCl; 4,2mM NaHCOs; 0,4mM de MgS0O4.7 H,O; 0,5mM de
MgCl,. 6 H20; 0,4mM de KHyPOy4; 5,4mM de KCI, acrescido de 1% de albumina
bovina livre de acidos graxos, 27mM de HEPES e 0,55mM de glicose, pH 7,4. A
colagenase foi adicionada na proporgao de 1,5 mg para 1,5 mL do tampéao para
cada grama de tecido. Apds incubagcdo de 60 minutos a 37°C, sob agitacéo
constante, os adipécitos foram filtrados em meia de “nylon” e em seguida lavados
repetidamente com tampao Krebs-Henseleit-Hepes sem glicose para remogao da
colagenase. Os adipécitos foram separados do tampao por flotagdo. O numero de

células foi determinado por contagem em camaras de Neubauer em microscopio.

3.5 Lip6lise in vitro em adip6citos do RETRO e do EPI

Adipdcitos foram incubados (~600.000 adipdcitos por frasco) em tampao
Krebs-Henseleit-Hepes pH 7,4, acrescido de 1% de albumina e 5 mM de glicose a
37°C, com exceg¢ao do grupo jejuado por 48 horas, no qual a concentracdo de

glicose no meio foi de 2,5 mM. A lipdlise foi interrompida apds 1 hora submetendo o
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tubo de reagdo a choque térmico (~ 2°C). A lipolise basal (ndo estimulada) foi
estimada pela concentragdo de glicerol e de acidos graxos livres liberados para o
meio de incubagdo. As concentragdes de glicerol e acidos graxos livres foram
determinadas por espectrofotometria modificada para leitura em placas de ELISA,
utilizando o Kit enzimatico comercial para glicerol Bioclin da Quibasa® e a

concentragdo dos acidos graxos livres foi determinada pelo Kit NEFA da Randox®.

3.6 Indice de captacéo de glicose in vivo

O indice de captagdo de glicose in vivo foi estimado usando a 2-desoxi-1-
['*C]-glicose, como descrito por Ferré et al. 1985, que se baseia no modelo descrito
por Sokoloff et al. 1977. A 2-desoxiglicose € transportada para dentro das células
pelos mesmos transportadores de glicose (BIDDER, 1968; BACHELARD et al. 1971;
HORTON et al. 1973) e com ela compete pelo sitio ativo da hexoquinase, sendo
posteriormente fosforilada a 2-desoxiglicose-6-fosfato, que, no entanto, ndo é
isomerizada a frutose-6-fosfato pela fosfoglicoisomerase pela auséncia do grupo
hidroxil no segundo carbono (WICK et al. 1967; HORTON et al. 1973). O fato da 2-
desoxiglicose-6-fosfato também ndo ser substrato da glicose-6-fosfato
desidrogenase faz com que a quantificagcdo de 2-desoxiglicose-6-fosfato nestes
tecidos, possa ser utilizado como indice de captagao de glicose. Este método néo é
utilizado em tecidos com atividade apreciavel de glicose-6-fosfatase (como, por
exemplo, o figado) uma vez que a 2-desoxiglicose-6-fosfato pode ser defosforilada
por esta enzima (SOLS et al. 1954; HORTON et al. 1973; FERRE et al. 1985).

Dose traco de 2-desoxi-1-['*C]-glicose (30 uCi dissolvidos em 0,5 mL de
salina 0,9%) foi administrada através da veia jugular direita, em animais canulados

(HARMS & OJEDA, 1974) dois dias antes do experimento e amostras de sangue
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(0,2mL) foram coletadas nos tempos 1, 3, 5, 10, 20, 40 e 60 minutos. Apds a ultima
coleta, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

O plasma foi utilizado para a determinagcdo da glicemia pelo método da
glicose oxidase e para a determinagao da radioatividade da 2-desoxi-1-[14C]-incose
pela contagem de uma aliquota em espectrdmetro de cintilagao liquida. A atividade
especifica da glicose foi calculada em cada um dos tempos coletados e a
porcentagem de queda da atividade especifica versus tempo representada em
grafico (curva exponencial de 12 ordem) para o calculo da integral.

O método para a separagao e posterior determinagdo do conteudo de 2-
desoxi-1-[*C]-glicose-6-fosfato no tecido se baseia na solubilidade da 2-
desoxiglicose e da 2-desoxiglicose-6-fosfato em HCIOs 6% e no reagente de
Somogy (Ba(OH),/ZnS0O4). As duas substancias sao soluveis em HCIO4 6% e
somente a 2-desoxiglicose no reagente de Somogy. Assim sendo, a 2-desoxiglicose-
6-fosfato é adsorvida e precipitada neste reagente (KIPNIS et al. 1959).

Apods o sacrificio dos animais, os tecidos foram extraidos, pesados e lavados
em solugao fisioldgica e colocados em tubos de polietiieno contendo NaOH 1M. As
amostras foram digeridas a 60°C e neutralizadas posteriormente com HCI 1M.
Foram separadas duas aliquotas de cada homogenado. Em uma das aliquotas foi
adicionado HCIO4 6% e em outra, o Ba(OH)/ZnSO,4. As duas aliquotas foram
centrifugadas a 1.500 g por 20 minutos e o sobrenadante separado para contagem
da radioatividade. O contetdo de 2-desoxi-1-['*C]-glicose-6-fosfato foi determinado
pela diferenga entre a contagem da radioatividade no sobrenadante proveniente da
aliquota onde foi adicionado o HCIO4 6% menos o sobrenadante proveniente da

adicao de Ba(OH),/ZnS0Oy,
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O indice de captacdo de glicose foi expresso em ng de glicose. mg de tecido™

. min" e calculado de acordo com a seguinte formula:

J‘ix

. glicose

Sendo que 2DG6P refere-se & radioatividade da 2-desoxi-1-['*C]-glicose-6-fosfato,

60
corrigida por mg de tecido; 12— bG

- x dt refere-se a integral da atividade especifica
1 gli cose

da 2-desoxi-1-[14C]-incose entre intervalo de 1 a 60 minutos.

3.7 indice de captacéo de glicose in vitro

Os adipdcitos foram incubados (~600.000 adipdcitos por frasco) em tampao
Krebs-Henseleit-Hepes pH 7,4, contendo 1% de albumina e acrescido de 2-desoxi-1-
['“C]-glicose (0,5 uCi) e glicose 1mM (FOLEY, 1980). Apds incubagdo de 3 minutos
a 37° C sob agitacdo constante, a captacéo da hexose foi interrompida pela retirada
de uma aliquota e colocada em um tubo de microcentrifuga contendo o O6leo
dinonilftalato (0,98 g/L). Como o d6leo apresenta densidade intermediaria entre as
células e o meio de incubagdo, obteve-se apdés uma rapida centrifugacdo (30
segundos), uma solugao trifasica; onde na parte inferior do tubo se encontrava o
meio de incubacdo contendo a 2—desoxi-1—[14C]-incose nao captada pelos
adipocitos, na fase intermediaria o 6leo e na fase superior os adipocitos. O tubo foi
cortado no meio da fase oleosa e a parte contendo os adipédcitos foi dissolvido em
liquido de cintilagdo SX20-5 (FISHER SCIENTIFIC) para contagem da radioatividade

em cintilador Packard Tri-Carb 2100 TR.
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3.8 Incorporacéo de 1-*C-piruvato em glicerol de triacilglicerol (TAG)

Os adipdcitos foram incubados (~600.000 adipdcitos por frasco) em tampao
Krebs-Henseleit-Hepes pH 7,4 sem glicose e contendo 1% de albumina, acrescido
de 1-['*C]-piruvato (1 mM, 0.5 uCi). Apos incubacdo de 1 hora & 37°C sob agitacdo
constante, a incorporagao foi interrompida por choque térmico (~ 2°C). As células
foram lavadas com salina para retirar o restante de 1-["*C]-piruvato ndo utilizado
pelas células e posteriormente colocadas em cloroférmio:metanol (2:1). A extragao

dos lipidios totais foi realizada conforme detalhado no item 3.9.

3.9 Extracéao dos lipidios totais

A extracao dos lipidios totais foi realizada segundo o método de Folch et al.
(1957). Apds incubacéo e colocagédo das células em cloroférmio:metanol (2:1), as
amostras foram mantidas em repouso. Apods este periodo, a fase superior foi
aspirada, deixando um pequeno filme que foi lavado 3 vezes com uma mistura
semelhante a fase superior, preparada com cloroférmio, metanol e mistura salina na
proporgcao 21,1:337:330 . A mistura salina continha CaCl, 0,04%; MgCl, 0,034% e
NaCl 0,58%. Para determinacdo da incorporagdo do C em lipidios totais, uma
aliquota do extrato cloroféormico foi evaporado e o residuo dissolvido em liquido de
cintilacdo SX20-5 (FISHER SCIENTIFIC). Para a determinagdo dos acidos graxos
uma aliquota do extrato cloroférmico foi evaporada e os lipidios saponificados com
KOH etandlico (KOH saturada 14,5M : etanol (1:20)). Os tubos foram fechados com
bolas de vidro e submetidos a aquecimento em banho-maria a temperatura de 70-
80° C por duas horas. Apos adicdo de agua deionizada, os tubos foram mantidos a
temperatura de 40-50°C até evaporagdo de todo o alcool. A seguir, o material

saponificado foi lavado trés vezes com éter de petrdleo para a retirada dos lipidios
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nao saponificaveis. Posteriormente o material foi acidificado com acido perclérico 6%
e 0s acidos graxos extraidos com éter de petréleo. Todo o material etéreo contendo
os acidos graxos foi evaporado e o residuo dissolvido em liquido de cintilagdo SX20-
5 (FISHER SCIENTIFIC) para contagem da radioatividade em cintilador Packard Tri-
Carb 2100 TR. A incorporacdo de C em glicerol foi determinada pela diferenca

entre a incorporagao em lipidios totais e a incorporagdo em acidos graxos.

3.10 Medida das atividades enzimaticas

3.10.1 Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)

O tecido foi homogeneizado em tampédo contendo sacarose 0,2M,
trietanolamina 20mM, 2-B-mercaptoetanol 5mM e EDTA 1mM (pH 7,5). O
homogenado foi centrifugado a 10.000g durante 10 minutos a 4° C. A camada
lipidica superior foi descartada e o sobrenadante novamente centrifugado a
100.000g (4° C) durante 30 minutos para obtengao da fragao citosdlica. A atividade
da enzima foi determinada pela formag¢ao do malato, conforme descrito por Ballard &

Hanson, 1967:

+ CO; + IDP Rt
PEPCK : i ———__—» Malato
PEP e Oxaloacetato NDH

O meio de reagdo, contendo tampé&o imidazol pH 6,6 (100umol); MnCl,
(2umol); GSH (1umol); IDP (1,25umol); NADH (2,5umol); PEP (1,5umol); MDH (2U);
KHCO; (50umol) e NaH"CO; (2 uCi), e os homogenados foram pré-incubados

durante 5 minutos a 37° C. Os brancos da reacédo continham todos os componentes
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da mistura com excecgao do IDP. A reacao foi iniciada pela adigdo do homogenado e
interrompida pela adigdo de acido tricloroacético 10% apds 10 minutos. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 3.000g, transferidas para
tubos de cintilacdo contendo HCI 2N. Estes tubos foram colocados em dessecador
até completa evaporacédo do liquido. O malato formado foi dissolvido em agua e,
posteriormente, adicionado liquido de cintilagdo SX20-5 (FISHER SCIENTIFIC) para
contagem da radioatividade. O resultado foi expresso por nmol. mg de proteina™.
min™', sendo a dosagem protéica realizada pelo método BCA — Bicinchoninic acid —

Pierce, USA (SMITH et al.,1985).

3.10.2 Gliceroquinase (GyK)

Os tecidos foram homogeneizados em tampéo contendo KCIl 1% e EDTA
1mM. Os homogenados foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. A
atividade da enzima foi determinada conforme descrito por Newsholme et al. (1967).
A mistura da reagdo continha ATP 6mM, MgCl, 4mM, EDTA 1mM, NaF 25mM, 2-3-
mercaptoetanol 20mM, TRIS 100mM pH 7,5, albumina 1%, glicerol-U-"*C 1mM
(1uCi/tubo), fosfocreatina 10mM e creatina quinase (26,4U/mL). O infranadante e a
mistura de reacao foram pré-incubados a 37° C durante 5 minutos. O ensaio foi
iniciado pela adigdo do homogenado a mistura de reagédo sendo interrompido apds
30 minutos pela adigdo de etanol 98%. Nos tubos “brancos” o etanol foi colocado
antes do homogenado. A separacdo do glicerol-"*C do glicerofosfato-'*C foi
realizada por cromatografia de papel ascendente, aplicando-se o sobrenadante da
mistura de reagdo em papel de cromatografia Whatman n° 1, utilizando como
solvente etanol : amodnia : agua (80:4:16). Apds o solvente atingir a marca de 30 cm,

o papel foi recortado na faixa da origem até 5 cm acima deste ponto e colocado em
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liquido de cintilagdo  SX20-5 (FISHER SCIENTIFIC) para  contagem da
radioatividade em cintilador Packard Tri-Carb 2100 TR. Neste sistema, o glicerol
nao fosforilado move-se a frente do solvente e o glicerofosfato-'*C se mantem
préximo & origem. O resultado foi expresso em nmol.mg de proteina”.min™. A

dosagem de proteina foi realizada pelo método de Lowry et al., 1951.

3.11 Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. As
diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando o teste Two Way ANOVA
seguido de Student-Newman-Keuls e/ou test t de Student, com P < 0,05 para nivel

de significancia.
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4. Resultados

Apés a apresentacdo dos dados que mostram a eficiéncia da técnica da
desnervacdo do EPI utilizada ao longo deste trabalho, sdo apresentados o0s
resultados dos parametros gerais e sobre as vias de geracdo de G3P nas diferentes
situacbes experimentais, na seguinte ordem: jejum, animais diabéticos, animais
adaptados a dieta hiperprotéica (HP) e por ultimo, os dados obtidos nos animais
submetidos a dieta hipercalorica e hiperlipidica (HCLC). Para finalizar apresentamos
um resumo dos resultados dos parametros de avaliacdo das 3 vias de geracéo de
G3P de maneira conjunta, nas situacdes experimentais estudadas e frente a
desnervacdo. Os parametros utilizados para avaliar a formacdo de G3P pelas
diferentes vias foram: a)indice de captacdo da glicose in vivo e/ou in vitro para
avaliar a via de sintese a partir da glicose; b) Incorporacao de piruvato em glicerol de
TAG in vitro e atividade da PEPCK para avaliar a via da gliceroneogénese; c)
Atividade da gliceroquinase para avaliar a via de fosforilagdo do glicerol.

Alguns dados do RETRO, aqui apresentados, foram transcritos da nossa
dissertacdo de mestrado concluida em 2005, que teve como obijetivo investigar o
papel do sistema nervoso simpatico na via de formacdo de glicerol 3P a partir de
glicose e da via gliceroneogénica. Os parametros avaliados a época foram: o indice
de captacdo de glicose in vivo, a incorporacao de piruvato em glicerol de TAG, a
atividade da PEPCK e o peso do tecido. Estes dados, obtidos em ratos, utilizando o
jejum e o diabetes como situacOes experimentais, sdo apresentados na forma de
gréfico, identificados nas figuras por linha tracejada, ao lado dos resultados obtidos
no EPI, com o objetivo de comparar as respostas do EPl e RETRO frente a estas

situacdes metabdlicas.
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4.1 Eficiéncia da desnervacdo simpatica

A eficiéncia da desnervacao simpatica foi avaliada pela medida do contetdo
de noradrenalina tecidual. A desnervacao quimica no EPI reduziu 88% o conteudo
desta catecolamina em animais alimentados, quando comparado ao tecido inervado
contralateral (Tabela V e Figura 02). O conteuddo de noradrenalina no lado
cirurgicamente desnervado do RETRO em animais alimentados foi reduzido em

torno de 66% em relacdo ao lado inervado (Tabela V e Figura 02).

Tabela V - Contetdo de noradrenalina (ng. tecido total™) nos tecidos adiposos
epididimal (EPI) e retroperitonial (RETRO), inervado e desnervado, de ratos
normalmente alimentados.

Inervado Desnervado
EPI 42,40 + 2,82 501+0,63%
RETRO 16,33 #0,92 572 +0,69%

Os valores de cada grupo representam a média + erro padrdo de 10 animais.
*P<0,05 em relacdo ao tecido inervado. Os dados do RETRO foram obtidos no
mestrado.
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Figura 02 — Efeito da desnervacao simpética no contetdo de noradrenalina dos
tecidos adiposos retroperitonial (RETRO) e epididimal (EPI) de ratos normalmente
alimentados. As colunas e as barras representam respectivamente os valores da
média + erro padrdo de 10 amostras. “P<0,05 em relacdo ao tecido inervado.
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4.2 Efeito do jejum
Os dados obtidos neste trabalho na situacéo de jejum foram:
- No tecido adiposo epididimal
- Peso;
- Lipdlise (EPI e RETRO);
- Indice de captacéo de glicose in vivo;
- Indice de captacéo de glicose in vitro (EPl e RETRO);
- incorporacéo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de TAG;
- Atividade da PEPCK;

- Atividade da GyK (EPI e RETRO);

4.2.1 Peso do tecido adiposo epididimal

O peso do EPI (g/100g de peso corporal) foi reduzido com o jejum de 48h. A
desnervacédo diminuiu essa perda, embora néao tenha alterado o peso do tecido nos
animais alimentados (Tabela VI e Figura 03). Resposta semelhante ao jejum e a
desnervacao foi obtida no RETRO (Figura 03), embora proporcionalmente o efeito

da desnervacéao no jejum foi mais intenso no EPI (43%) do que no RETRO (30%).

Tabela VI — Peso (g. 100g™) do tecido adiposo branco epididimal, inervado e
desnervado, de ratos alimentados e ratos submetidos ao jejum de 48horas.

Inervado Desnervado
Alimentados 0,294 +£ 0,01 0,34+ 0,02
Jejuados 0,23+0,02* 0,33+0,03%

Os valores de cada grupo representam a média + erro padrao de 12 amostras.
* P<0,05 em relacéo ao alimentado. # P<0,05 em relacao ao inervado.
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Figura 03 — Efeito do jejum de 48 horas e da desnervagdo simpatica sobre o peso
dos tecidos adiposos retroperitonial (RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as
barras representam respectivamente os valores da média + erro padrdo de 12
amostras. *P<0,05 em relacéo ao alimentado. *P<0,05 em relacéo ao inervado.
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4.2.2 Lipdlise in vitro no tecido adiposo retroperitonial e epididimal

A avaliacdo da lipolise in vitro foi realizada pela determinacdo do glicerol e
acidos graxos livres, liberados pelos adipocitos no meio de incubacéao.

Como podemos constatar, tanto a liberagcdo de acidos graxos como a de
glicerol pelos adipécitos do EPI e do RETRO de animais em jejum aumentou em
relacdo aos adipdcitos de animais controles (Figuras 04 e 05). No meio de
incubacdo contendo adipécitos do EPI de animais jejuados, foi observado um
aumento de 53% na liberacao de glicerol e de 173% na liberacdo de AG; enquanto
no meio de incubacdo contendo adipocitos do RETRO de animais jejuados foi
constatado um aumento de aproximadamente 30% na liberacdo de glicerol e de
126% na liberacdo de AG em relacédo a liberacdo dos adipécitos provenientes dos
animais alimentados.

A desnervacao induziu uma reducdo na liberacdo de glicerol e de AGs no
RETRO tanto nos animais alimentados como nos animais jejuados (Tabelas VIl e
VIII; Figuras 04 e 05). A desnervacdo nao causou alteracdo na liberacdo de AG e
glicerol no EPI tanto de ratos alimentados como jejuados (Tabelas VII e VIII; Figuras

04 e 05).
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Tabela VIl — Glicerol liberado no meio de incubacé&o, por adipoécitos isolados (nmol
de glicerol. 10° células™. hora™) do tecido adiposo branco retroperitonial e do tecido
adiposo branco epididimal, inervado e desnervado, de ratos alimentados e de ratos

submetidos ao jejum de 48 horas.

Retroperitonial Inervado Desnervado
Alimentados 89,60 + 0,33 50,86 + 0,60 *
Jejuados 115,90 + 0,70 * 101,60 + 3,50 * *
Epididimal Inervado Desnervado
Alimentados 53,69 £ 2,80 52,04 + 3,58
Jejuados 82,45+ 3,16 * 90,22 £5,88 *

Os valores representam média + erro padrdo de 6 amostras. *P<0,05 em ao

alimentado. *P<0,05 em relac&o ao inervado.
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Figura 04 — Efeito do jejum de 48 horas e da desnervacéo simpéatica na liberacéo de
glicerol no meio de incubacdo por adipécitos dos tecidos adiposos retroperitonial
(RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as barras representam respectivamente

os valores da média + erro padrdo de 6 amostras. *P<0,05 em relacdo ao
alimentado. *P<0,05 em relac&o ao inervado.
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Tabela VIII — Acidos graxos livres liberados no meio de incubagdo (nmol de é&cido
graxo livre. 10° células™. hora™) por adipécitos isolados dos tecidos adiposos
retroperitonial e epididimal, inervado e desnervado, de ratos alimentados e ratos
submetidos ao jejum de 48horas.

Retroperitonial Inervado Desnervado
Alimentados 130,92 + 13,30 88,80 +4,80 %
Jejuados 295,98 + 14,20 * 182,02 +£5,01 **
Epididimal Inervado Desnervado
Alimentados 70,05 £ 2,61 85,29 + 8,68
Jejuados 191,40+£8,80* 169,70 £ 15,93 *

Os valores representam meédia + erro padrdo de 6 amostras. *P<0,05 em relagédo ao
alimentado. "P<0,05 em relac&o ao inervado.
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Figura 05 — Efeito do jejum de 48 horas e da desnervagéo simpatica na liberagédo de
acidos graxos no meio de incubacdo por adipocitos dos tecidos adiposos
retroperitonial (RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as barras representam
respectivamente os valores da média + erro padrdo de 6 amostras. *P<0,05 em
relacdo ao alimentado. “P<0,05 em relacdo ao inervado
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4.2.3. Indice de captacéo de glicose in vivo no tecido adiposo epididimal

Os ratos em jejum apresentaram no tempo de 1minuto uma menor glicemia
como esperado, contudo as curvas glicémicas dos animais alimentados e
submetidos ao jejum nao sofreram grandes alteracdes (Figura 06). O indice de
captacao de glicose no EPI foi cerca de 30% menor nos animais jejuados (Tabela
IX). Resultados obtidos anteriormente mostraram também uma reducdo na captacao
de glicose no RETRO de animais submetidos ao jejum de 48 horas, embora esta
reducao tenha ocorrido em maior percentagem do que no EPI (Figura 07).

A desnervacdo nao alterou a captacdo de glicose no EPI em nenhuma das
condicbes estudadas, enquanto no RETRO, conforme observado em estudos
anteriores, a desnervacao aumentou a captacdo de glicose tanto nos animais

alimentados como nos animais submetidos ao jejum (Figura 07).

Tabela IX — indice de captacdo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose (ng de glicose. mg de
tecido™. min™) in vivo no tecido adiposo branco epididimal, inervado e desnervado,
de animais alimentados e de animais submetidos ao jejum por 48horas.

Epididimal Inervado Desnervado
Alimentados 2,20+£0,25 1,83+0,17
Jejuados 1,52+0,13* 1,58 +0,10

Os valores representam a meédia + erro padrdo de 10 animais. *P<0,05 em relacao
ao alimentado.
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Figura 06 — Glicose plasméatica e curva temporal da atividade especifica da 2-
desoxi-1-[**C]-D-glicose (% em relacéo ao valor de 1 min) em ratos controles e ratos
submetidos ao jejum por 48horas. Cada ponto representa a média * erro padréo de
10 animais. *P<0,05 em relagcéo ao alimentado.
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Figura 07 — Efeito do jejum de 48 horas e da desnervacao simpéatica sobre o indice
de captacéo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose in vivo nos tecidos adiposos retroperitonial
(RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as barras representam os valores de
média + erro padrdo de 10 animais. *P<0,05 em relag&o ao alimentado. *P<0,05 em
relacdo ao inervado.
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4.2.4 Iindice de captacdo de glicose in vitro no tecido adiposo
retroperitonial e epididimal

Confirmando os achados in vivo, pudemos constatar que in vitro, houve uma
reducdo no indice de captacédo de glicose nos adipocitos provenientes do EPI e do
RETRO de animais submetidos ao jejum. O indice nos adipocitos provenientes do
EPI contralateral desnervado nao foi alterado quando comparado ao dos adipoécitos
provenientes do lado inervado. No entanto, embora tenhamos observado um
aumento da captacao de glicose in vivo no RETRO desnervado na situacéo de jejum
e alimentado, ndo houve alteragcdo na resposta in vitro, em adipécitos do tecido

desnervado nas duas situacdes experimentais (Tabela X e Figura 08).

Tabela X — indice de captacdo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose (nmol de glicose. 10°
de células™. min™) in vitro, em adipécitos dos tecidos adiposos retroperitonial e
epididimal, inervado e desnervado, de ratos alimentados e ratos submetidos ao
jejum por 48 horas.

Retroperitonial Inervado Desnervado
Alimentados 1,55+0,03 1,59+0,21
Jejuados 0,85+0,12 * 0,65+ 0,07 *
Epididimal Inervado Desnervado
Alimentados 2,00+0,13 1,78 £0,13
Jejuados 0,37+0,03* 0,47 £0,05*

Os valores representam a meédia + erro padrdo de 12 amostras de tecido
retroperitonial e 8 amostras de epididimal. *P<0,05 em relacédo ao alimentado.
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Figura 08 — Efeito do jejum de 48 horas e da desnervacdo simpéatica no indice de
captacdo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose in vitro nos adipécitos dos tecidos adiposos
retroperitonial (RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as barras representam
respectivamente os valores da média terro padrdo de 12 amostras de retroperitonial
e 8 amostras de epididimal. *P<0,05 em relacdo ao alimentado.
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4.2.5. Incorporacéo de 1-**C-piruvato na fracdo glicerol de TAG no tecido
adiposo epididimal

A incorporacdo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de TAG aumentou em
adipécitos do EPI de animais submetidos ao jejum. A desnervacdo reduziu a
incorporacao deste composto nos adipécitos de animais alimentados e jejuados. Os
dados obtidos no mestrado (Figura 09) mostram que resultados semelhantes foram
observados no RETRO. Comparando-se a incorporacéo de piruvato em glicerol nos
animais alimentados nos dois tecidos, observamos que o EPI apresenta uma maior

incorporacao quando comparado ao RETRO (Tabela XI e Figura 09).

Tabela XI — Incorporacdo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de triacilglicerol (nmol [**C]-
glicerol. 10° células ™. hora ) em adipdcitos isolados do tecido adiposo branco
epididimal, inervado e desnervado, de animais alimentados e de animais submetidos
ao jejum por 48horas.

Inervado Desnervado
Alimentados 10,15+ 0,81 7.81+0,24%
Jejuados 19,19 + 1,14 * 14,13+ 0,93 **

Os valores representam a média * erro padréo de 12 amostras. *P<0,05 em relacao
ao alimentado. *P<0,05 em relacéo ao inervado.



Resultados 49

[ Jlinervado
1) (&)
= M RETRO 7] Desnervado = 7 EPI

E °

oo * 2 o *

(X% J - 4

L I - 22 20 I
Eoa i o O

©© - i v c S

co= i co-<=

So) 164 i i == 16 *#
82 L =28 .
Eo2 i [ =

=) ! 1 o
Gns 124 i b77777) Cv S 124
Teo ] 2o
T : Lo 1

w2 E ‘ i @3’ #
=SS g ! oS E 84 7
’g o i w C =

E L | =5

= 44 : 1 = 44

5 i # ’ =

© | y—y s o

i /R /). )
Alimentados Jejuados Alimentados Jejuados

Figura 09 — Efeito do jejum de 48 horas e da desnervacdo simpatica na
incorporacéo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de triacilglicerol (TAG) em adipécitos
dos tecidos adiposos retroperitonial (RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as
barras representam respectivamente a média + erro padrdo de 12 amostras. *
P<0,05 em relacdo ao alimentado. # P<0,05 em relacdo ao inervado.
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4.2.6 Atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase no tecido
adiposo epididimal

O jejum aumentou a atividade da PEPCK no EPI em relacdo aos animais
alimentados. A desnervacao reduziu a atividade da enzima nos animais alimentados
e impediu 0 aumento da atividade da enzima observada no lado inervado de animais
submetidos ao jejum. Resultados anteriores obtidos no RETRO (Figura 10), mostram
um aumento de cerca de sete vezes na atividade da PEPCK na situacao de jejum,
bem maior que o aumento de cerca de 3 vezes observado no EPI. A desnervacao
reduziu a atividade desta enzima no RETRO nos dois grupos (Tabela XII e Figura
10).

Vale ressaltar que estes achados reforcam os dados ja apresentados na
tabela X| e figura 09, onde observamos um aumento na incorporacdo de 1-[**C]-
piruvato em glicerol-TAG no RETRO e EPI, na situacao de jejum. Associacao direta
entre a incorporacao de piruvato em glicerol de TAG e a atividade da PEPCK, foi

observada também, com a desnervacéao.

Tabela XII - Atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (nmol de malato. mg
proteina™.min™) no tecido adiposo branco epididimal, inervado e desnervado, de
animais alimentados e animais submetidos ao jejum de 48 horas.

Inervado Desnervado
Alimentados 2,62 +0,16 1,69+0,17*
Jejuados 6,19 + 0,60 * 153+0,13 *

Os valores representam média + erro padrdo de 12 amostras. *P<0,05 em relacao
ao alimentado. "P<0,05 em relag&o ao inervado.



Resultados

51

154

-
o © Y
1 1 1

w
1

Atividade da PEPCK no tecido adiposo
(nmol malato.mg proteina®min?)

RETRO

>

Atividade da PEPCK no tecido adiposo
(nmolde malato. mg de proteina™. min™)

Figura 10 — Efeito do jejum
fosfoenolpiruvato

enzima

Alimentados

Jejuados

EPI

—
a
J

[ JInervado
///) Desnervado

-
S
1

©
1

=
1

w
1

Alimentados Jejuados
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retroperitonial (RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as barras representam
respectivamente a media £ erro padrdo de 16 e 12 amostras respectivamente. *
P<0,05 em relacgéo ao alimentado. * P<0,05 em relac&o ao inervado.
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4.2.7 Atividade da enzima gliceroquinase no tecido adiposo

retroperitonial e epididimal

O jejum reduziu a atividade da GyK no EPI e no RETRO. A desnervacao
causou uma diminuicdo na atividade desta enzima nos tecidos dos animais
alimentados e uma reducédo adicional nos tecidos EPI e RETRO dos animais

jejuados (Tabela XIlIl e Figura 11).

Tabela Xl - Atividade da gliceroquinase (nmol de glicerol-3P. mg proteina™.min™)
no tecido adiposo retroperitonial e no tecido adiposo epididimal, inervado e
desnervado, de animais alimentados e animais submetidos ao jejum de 48 horas.

Retroperitonial Inervado Desnervado
Alimentados 0,87 + 0,07 0,56 + 0,03 *
Jejuados 0,38 £ 0,02* 0,25 +0,02**
Epididimal Inervado Desnervado
Alimentados 1,31+0,15 0,53+0,047
Jejuados 0,43 + 0,05* 0,24 +0,04**

Os valores representam a média + erro padrdo de 14 (RETRO) e 16 (EPI) amostras
respectivamente. *P<0,05 em relacdo ao alimentado. *P<0,05 em relacdo ao
inervado.
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Figura 11 — Efeito do jejum de 48 horas e da desnervagdo simpatica na atividade da
gliceroquinase (GyK) no tecido adiposo branco retroperitonial (RETRO) e tecido
adiposo branco epididimal (EPI). As colunas e as barras representam
respectivamente a média = erro padrdo de 14 (RETRO) e 16 (EPI) amostras
respectivamente. *P<0,05 em relacdo ao alimentado. *P<0,05 em relacdo ao
inervado.
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4.3 Efeito do diabetes
Os dados obtidos neste trabalho, utilizando a situacdo experimental do
diabetes, foram:
- No Tecido Adiposo Epididimal
- Peso do tecido
- Indice de captacéo de glicose in vitro (EPl e RETRO);
- Velocidade de incorporacdo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de TAG;
- Atividade da PEPCK;

- Atividade da gliceroquinase (GyK) (EPI e RETRO);

4.3.1. Peso do tecido adiposo epididimal

O diabetes reduziu em cerca de 30% o peso relativo do EPI. Nestes animais,
a reducdo do peso do tecido provocada pelo diabetes foi parcialmente prevenida
pela desnervacdo. Nos animais controles, a desnervacdo nao causou alteracdo no
peso do EPI (Tabela XIV e Figura 12).

Resultados anteriores obtidos no RETRO mostram resultados semelhantes
aos observados no EPI, em relacédo ao efeito do diabetes e da desnervacao sobre o
peso relativo do tecido. O efeito da desnervacdo prevenindo a perda de peso
provocado pelo estado diabético foi semelhante no RETRO e no EPI, 40% e 35%

respectivamente (Figura 12).
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Tabela XIV - Peso relativo do tecido adiposo branco epididimal (g. 100g™), inervado
e desnervado, de ratos controles e ratos diabéticos.

Inervado Desnervado
Controles 0,30+ 0,01 0,34+ 0,02
Diabéticos 0,20+0,01 * 0,26 +0,02 **

Os valores representam média + erro padrdo de 14 amostras. *P<0,05 em relacao
ao controle. “P<0,05 em relacdo ao inervado.
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Figura 12 — Efeito do diabetes e da desnervacdo simpatica no peso do tecido
adiposo retroperitonial (RETRO) e tecido adiposo epididimal (EPI). As colunas e as
barras representam respectivamente os valores da média + erro padrdo de 14
amostras. *P<0,05 em relac&o ao controle. “P<0,05 em relacdo ao inervado.
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4.3.2. indice de captacdo de glicose in vitro no tecido adiposo
retroperitonial e epididimal

Os adipécitos do EPI e do RETRO de animais diabéticos apresentaram uma
reducdo no indice de captacdo de glicose, de aproximadamente 50% e de 30%
respectivamente, quando comparado aos controles (Tabela XV e Figura 13). A
desnervacdo ndo causou alteracdo no indice de captacdo de glicose nos adipécitos
provenientes de EPI e RETRO de animais controles. No entanto em adipdcitos de
EPI de ratos diabéticos e desnervado houve uma reducdo de 50% e no RETRO
desses mesmos animais a desnervacdo provocou um aumento de 300% nesse

indice, em relacéo ao lado inervado dos animais diabéticos.

Tabela XV — indice de captacdo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose (nmol de glicose. 10°
de células™. min?) in vitro em adipécitos dos tecidos adiposos retroperitonial e
epididimal, inervado e desnervado, de ratos controles e ratos diabéticos.

Retroperitonial Inervado Desnervado
Controles 1,55+0,03 1,60 £ 0,21
Diabéticos 1,09+ 0,09 * 3,20 +£0,48 **
Epididimal Inervado Desnervado
Controles 2,00£0,13 1,78 £0,13
Diabéticos 1,00 +£ 0,12 * 0,52+0,13*7

Os valores representam média + erro padrdo de 14 amostras. *P<0,05 em relacdo
ao controle. *P<0,05 em relacéo ao inervado.
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Figura 13 — Efeito da desnervacdo simpatica no indice de captacdo de 2-desoxi-1-
[**C]-D-glicose in vitro nos adipdcitos isolados dos tecidos adiposos retroperitonial
(RETRO) e tecido adiposo epididimal (EPI). As colunas e as barras representam
respectivamente os valores de média + erro padrdao de 14 amostras. *P<0,05 em
relacéo ao controle. “P<0,05 em relacdo ao inervado.
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4.3.3. Incorporacéo de 1-[**C]-piruvato na fracdo glicerol de TAG in vitro
no tecido adiposo epididimal

A velocidade de incorporacédo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de TAG em
adipécitos do EPI de animais diabéticos foi maior do que nos adipécitos de animais
controles (40%). Este aumento foi menor do que o observado anteriormente, em
adipécitos do tecido adiposo branco retroperitonial (250%) A desnervacao reduziu a
incorporacao do piruvato em glicerol-TAG no EPI e no RETRO, tanto nos adipoécitos

dos animais controles como nos animais diabéticos (Tabela XVI e Figura 14).

Tabela XVI - Incorporacdo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de triacilglicerol (nmol
glicerol. 10° células ™. hora ) em adipécitos isolados do tecido adiposo epididimal,
inervado e desnervado, de ratos controles e ratos diabéticos

Inervado Desnervado
Controles 10,20 + 0,81 7.80+0,24 %
Diabéticos 14,20 £+ 0,54 * 12,20+ 0,64 **#

Os valores representam média + erro padrdo de 14 amostras. *P<0,05 em relacao
ao controle. “P<0,05 em relacdo ao inervado.
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Figura 14 — Efeito do diabetes e da desnervacdo simpatica na incorporacdo de 1-
[**C]-piruvato em glicerol de triacilglicerol (TAG) em adipécitos isolados dos tecidos
adiposos retroperitonial (RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as barras
representam respectivamente a média + erro padrdo de 14 amostras. *P<0,05 em ao
controle. “P<0,05 em relacdo ao inervado.
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4.3.4 Atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase no tecido
adiposo epididimal

Foi observado um aumento de cerca de 5 vezes na atividade da PEPCK no
EPI de ratos diabéticos em relagdo ao dos controles. A desnervacao reduziu 68% a
atividade desta enzima nos animais diabéticos e em cerca de 35% nos animais
controles (Tabela XVII e Figura 15). Resultados obtidos anteriormente mostram

comportamento semelhante da PEPCK no RETRO.

Tabela XVII - Atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (nmol de malato. mg
proteina™.min™) no tecido adiposo branco epididimal, inervado e desnervado, de
ratos controles e de ratos diabéticos.

Inervado Desnervado
Controles 2,62 +0,16 1,69+0,17 %
Diabéticos 1292 +1,14 * 4,05+0,39 %

Os valores representam a media * erro padrédo de 14 amostras. *P<0,05 em relacdo
ao controle. “P<0,05 em relacdo ao inervado.
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Figura 15 — Efeito do diabetes e da desnervacdo simpatica na atividade (nmol de
malato. mg proteina’.min™) da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), nos
tecidos adiposos retroperitonial (RETRO) e epididimal (EPI). As colunas e as barras
representam respectivamente os valores da média + erro padrdo de 14 amostras.
*P<0,05 em relacdo ao controle “P<0,05 em relacdo ao inervado.
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4.3.5 Atividade da enzima gliceroquinase no tecido adiposo
retroperitonial e epididimal

O diabetes néo alterou a atividade da GyK no EPI, mas reduziu em cerca de
30% a atividade da enzima no RETRO. A desnervacao reduziu a atividade da GyK
no RETRO e EPI tanto dos animais controles como dos animais diabéticos (Tabela
XVIII e Figura 16). A reducdo na atividade da GyK é mais pronunciada no EPI que

no RETRO.

Tabela XVIII - Atividade da gliceroquinase (nmol de glicerol-3P. mg proteina™.min™)
nos tecidos adiposos retroperitonial e epididimal, inervado e desnervado, de ratos
controles e ratos diabéticos.

Retroperitonial Inervado Desnervado
Controles 0,87 + 0,07 0,56 + 0,03 *
Diabéticos 0,59 £0,03 * 0,36 £ 0,02 **
Epididimal Inervado Desnervado
Controles 1,32 £0,15 0,53+ 0,06 "
Diabéticos 1,28 +0,13 0,65 + 0,05 "

Os valores representam a média * erro padréo de 12 amostras. *P<0,05 em relacao
ao controle. “P<0,05 em relaco ao inervado.
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Figura 16 — Efeito do diabetes e da desnervagdo simpética na atividade da enzima
gliceroquinase (GyK) dos tecidos adiposos retroperitonial (RETRO) e epididimal
(EPI). As colunas e as barras representam respectivamente os valores da média +
erro padréo de 12 amostras. *P<0,05 em relacdo ao controle. “P<0,05 em relacéo ao
inervado.
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4.4 Efeito da dieta hiperprotéica livre de carboidratos

Foi avaliado o efeito da dieta hiperprotéica, livre de carboidratos (HP), no
tecido adiposo epididimal (EPI) sobre os seguintes parametros:

- Peso do tecido;

- Velocidade de renovacao de noradrenalina,

- Indice de captacao de glicose in vivo;

- Velocidade de incorporacdo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de TAG;

- Atividade da PEPCK;

- Atividade da gliceroquinase (GyK);

4.4.1 Peso do tecido adiposo epididimal

O peso do EPI dos animais adaptados a dieta hiperprotéica, livre de
carboidratos (HP), apresentou uma reducao, em comparacéo ao dos controles, apés
15 dias de dieta. A desnervacao simpatica causou um aumento em torno de 20% no

peso do EPI tanto do grupo N como do HP (Tabela XIX e Figura 17).

Tabela XIX — Peso do tecido adiposo epididimal (g. 100g™), inervado e desnervado,
de ratos adaptados a dieta normal (N) e de ratos adaptados a dieta hiperprotéica,
livre de carboidratos (HP), por 15 dias.

Inervado Desnervado
N 0,37 £ 0,02 0,43 + 0,027
HP 0,22 + 0,01 * 0,28 +0,01 **#

Os valores representam a média * erro padréo de 15 amostras. *P<0,05 em relacao
ao N. *P< 0,05 em relacdo ao inervado.
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Figura 17 — Efeito da dieta hiperprotéica livre de carboidratos (HP) e da
desnervacédo simpatica no peso do tecido adiposo epididimal (EPI). As colunas e as
barras representam respectivamente a média + erro padrdo de 15 amostras. *P<0,05
em relacdo ao N. “P< 0,05 em relacéo ao inervado.
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4.4.2 Velocidade de renovacdo de noradrenalina no tecido adiposo
epididimal

A determinacédo da velocidade de renovacdo de noradrenalina no EPI teve
como finalidade avaliar a atividade do sistema nervoso simpatico neste tecido. Os
ratos alimentados com a dieta HP ndo apresentaram diferenca significativa no
conteudo de noradrenalina (tempo 0) em relagéo ao controle. No entanto, o declinio
do conteudo de noradrenalina apds o bloqueio de sua sintese, foi menor nos animais
alimentados com a dieta HP quando comparado com os animais controles N (Figura
18), isto €, os animais HP apresentaram reducdo na velocidade de renovacgéao
fracional (k) e na velocidade de renovacdo de noradrenalina (VR) com aumento de

t1/2, sugerindo uma menor atividade simpatica no EPI desses animais (Tabela XX).

Tabela XX — Conteudo de noradrenalina no tempo 0 (NORy), velocidade de
renovacao fracional (k), velocidade de renovacéo de noradrenalina (VR) e tempo em
gue a concentracdo de noradrenalina cai a metade da inicial (t%2), no tecido adiposo
epididimal, de ratos adaptados a dieta normal (N) e de ratos adaptados a dieta
hiperprotéica livre de carboidratos (HP), por 15 dias.

NORy (ng) k (%. h™") VR (ng. HL.RETRO™)  t4(h)
N 42,6 + 4,43 9,52+1,21 4,09 (3,48-4,74) 7,22
HP 44,6 + 3,24 3,93 +0,48* 1,69 (1,31-2,11) * 18,23 *

Os valores representam a média + erro padréo de 7 animais. *P<0,05 em relacéo ao N.
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Figura 18 — Concentracdo de noradrenalina (NOR) em func¢do do tempo, apos
administragcao intraperitoneal de o-metil tirosina, no tecido adiposo epididimal (EPI)
de ratos adaptados a dieta normal (N) e de ratos adaptados a dieta hiperprotéica
livre de carboidratos (HP), por 15 dias. Cada ponto representa média + erro padrao
de 7 animais.
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4.4.3 indice de captacgéo de glicose in vivo no tecido adiposo epididimal

A glicemia nos animais adaptados a dieta HP foram similares a dos animais
adaptados a dieta N (Figura 19).

A dieta hiperprotéica livre de carboidratos reduziu o indice de captacdo de
glicose in vivo no EPI quando comparado aos dados obtidos nos animais N. A
desnervacdo simpatica ndo causou alteracdo neste parametro em nenhuma das
duas dietas estudadas, apesar da tendéncia de aumento observado no grupo HP

(Tabela XXI e Figura 20).

Tabela XXI — indice de captacdo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose in vivo (ng de glicose.
mg de tecido™. min™) no tecido adiposo epididimal, inervado e desnervado, de ratos
adaptados a dieta normal (N) e de ratos adaptados a dieta hiperprotéica livre de
carboidratos (HP), por 15 dias.

Inervado Desnervado
N 3,85+0,38 3,77 £0,33
HP 3,06 £0,26 * 3,93+0,41

Os valores representam a média + erro padréo de 14 animais. *P<0,05 em relacéo ao N.
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Figura 19 — Glicose plasméatica e curva temporal da atividade especifica da 2-
desoxi-1-[**C]-D-glicose em ratos adaptados a dieta normal (N) e ratos adaptados &
dieta hiperprotéica livre de carboidratos (HP), por 15 dias. Cada ponto representa a
média + erro padrdo de 14 animais. *P<0,05 em relacdo ao N.
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Figura 20 — Efeito da dieta hiperprotéica livre de carboidratos (HP) e da
desnervacdo simpatica no indice de captacédo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose in vivo
no tecido adiposo epididimal (EPI). As colunas e as barras representam a média +
erro padréo de 14 animais. *P<0,05 em relag&o ao N.
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4.4.4. Incorporacao de 1-[**C]-piruvato na fracéo glicerol de TAG in vitro
no tecido adiposo epididimal

A incorporacéo de 1-**C-piruvato em glicerol de TAG foi maior nos adipécitos
do EPI dos animais que receberam a dieta HP em relacdo a incorporacdo nos
adipécitos provenientes do EPI dos animais N. A desnervagdo nao alterou este

parametro nos dois grupos estudados (Tabela XXII e Figura 21).

Tabela XXIl - Incorporacdo de 1-'*C-piruvato em glicerol de triacilglicerol (nmol
glicerol. 10° células ™. hora ) em adipécitos isolados do tecido adiposo epididimal,
inervado e desnervado, de ratos adaptados a dieta normal (N) e de ratos adaptados
a dieta hiperprotéica livre de carboidratos (HP), por 15 dias.

Inervado Desnervado
N 9,33 £ 0,562 10,47 £ 0,234
HP 13,2+0,40 * 14,1 + 0,198 *

Os valores representam média + erro padrao de 12 amostras. *P<0,05 em rela¢éo ao N.
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Figura 21 — Efeito da dieta hiperprotéica livre de carboidratos (HP) e da
desnervacdo na incorporacéo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de triacilglicerol (TAG)
em adipdcitos do tecido adiposo epididimal (EPI). As colunas e as barras
representam respectivamente os valores da média + erro padrdo de 12 amostras.
*P<0,05 em relacéo ao N.
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4.4.5 Atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase no tecido
adiposo epididimal

A dieta HP induziu um aumento na atividade da PEPCK no EPI. A
desnervacédo reduziu a atividade da enzima no EPI de ratos HP, embora ndo tenha
sido constatada nenhuma alteracdo na atividade da PEPCK no EPI de animais N

com a desnervacao (Tabela XXIII e Figura 22).

Tabela XXIII - Atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (nmol de
malato. mg proteina™. min™) no tecido adiposo epididimal, inervado e desnervado,
de ratos adaptados a dieta normal (N) e de ratos adaptados a dieta hiperprotéica,
livre de carboidratos (HP), por 15 dias.

Inervado Desnervado
N 1,79 + 0,29 1,61+0,31
HP 5,77 + 0,24* 4,24 +0,21**%

Os valores representam média + erro padrdo de 12 amostras. *P<0,05 em relacao
ao N. “P< 0,05 em relacéo ao inervado.
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Figura 22 — Efeito da dieta hiperprotéica livre de carboidratos (HP) e da
desnervacéo, na atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) do
tecido adiposo epididimal (EPI). As colunas e barras representam a média + erro
padrédo de 12 amostras. *P<0,05 em relacéo ao N. “P< 0,05 em relacdo ao inervado.
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4.4.6 Atividade da enzima gliceroquinase no tecido adiposo epididimal

A dieta HP reduziu a atividade da enzima gliceroquinase (GyK) no EPI
quando comparada a atividade da enzima em ratos adaptados a dieta N. A
desnervacédo reduziu a atividade da GYK no EPI, tanto nos animais adaptados a

dieta N quanto nos animais adaptados a dieta HP (Tabela XXIV e Figura 23).

Tabela XXIV - Atividade da gliceroquinase (nmol de glicerol-3P. mg proteina™.min™)
no tecido adiposo epididimal, inervado e desnervado, de ratos adaptados a dieta
normal (N) e de ratos adaptados a dieta hiperprotéica livre de carboidratos (HP), por
15 dias.

Inervado Desnervado
N 1,75+ 0,16 0,64 + 0,03 *
HP 1,27 + 0,14* 0,64 + 0,07 *

Os valores representam média + erro padrdo de 12 amostras. *P<0,05 em relacao
ao N. *P< 0,05 em relacéo ao inervado.
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Figura 23 — Efeito da dieta hiperprotéica livre de carboidratos (HP) e da
desnervacéo simpatica (EPI), na atividade da enzima gliceroquinase (GyK) do tecido
adiposo branco epididimal. As colunas e as barras representam a média * erro
padrdo de 12 amostras. * P<0,05 em relagéo ao N. “P< 0,05 em relacéo ao inervado.
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4.5 Efeito da dieta hipercaldrica e hiperlipidica

Foi avaliado o efeito da dieta HCHL sobre os seguintes parametros no tecido
adiposo branco epididimal (EPI):

- Peso do tecido;

- indice de captac&o de glicose in vivo;

- Incorporacéo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de TAG;

- Atividade da PEPCK;

- Atividade da enzima gliceroquinase (GyK);

4.5.1 Peso do tecido adiposo branco epididimal

O peso do EPI dos ratos adaptados a dieta HCHL por 21 dias aumentou cerca
de 70% em comparacdo ao peso do EPI dos ratos adaptados a dieta controle. A
desnervacdo simpatica ndo alterou o peso deste tecido nos dois grupos estudados

(Tabela XXV e Figura 24).

Tabela XXV- Peso do tecido adiposo epididimal (g. 100g™), inervado e desnervado,
de ratos adaptados a dieta controle e de ratos adaptados a dieta hipercalérica e
hiperlipidica do tipo cafeteria (HCHL), por 21 dias.

Inervado Desnervado
Controle 0,29 +0,01 0,33 +0,02
HCHL 0,49 + 0,03* 0,53 +0,02*

Os valores representam a média + erro padrdo de 24 amostras. * P<0,05 em relacao
ao controle.
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Figura 24 — Efeito da dieta hipercalérica e hiperlipidica (HCHL) e da desnervagéo
simpatica sobre o peso do tecido adiposo branco epididimal (EPI). As colunas e as

barras representam a média + erro padrdo da média de 24 amostras. * P<0,05 em
relacédo ao controle.
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4.5.2 indice de captacdo de glicose in vivo no tecido adiposo branco
epididimal

O indice de captacao de glicose in vivo no EPI inervado e desnervado foi
avaliado em ratos controles e ratos alimentados com a dieta HCHL apoés
administracéo de tracos de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose.

Os niveis plasmaticos de glicose dos animais ndo apresentaram alteracao
significativa entre os tempos e 0s grupos analisados (Figura 25).

A dieta HCHL aumentou o indice de captacdo da hexose em relacdo aos
animais controles. A desnervacao néao alterou o indice de captacédo de glicose em

nenhum dos grupos estudados (Tabela XXVI e Figura 26).

Tabela XXVI- indice de captacdo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose in vivo (ng de
glicose. mg de tecido™.min™) no tecido adiposo epididimal, inervado e desnervado,
de ratos adaptados a dieta controle e de ratos adaptados a dieta hipercalérica e
hiperlipidica do tipo cafeteria (HCHL), por 21 dias.

Inervado Desnervado
Controle 2,21 +0,18 2,34 +0,23
HCHL 3,10+ 0,45 * 2,34 +0,17

Os valores representam a média * erro padrdo de 8 animais. *P< 0,05 em relacdo ao
controle.
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Figura 25 — Glicose plasmatica e curva temporal da atividade especifica da 2-
desoxi-1-[**C]-D-glicose em ratos adaptados & dieta controle e ratos adaptados &
dieta hipercalorica e hiperlipidica do tipo cafeteria (HCHL) por 21 dias. Cada ponto
representa a média + erro padrao de 8 animais.
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Figura 26 — Efeito da dieta hipercalérica e hiperlipidica (HCHL) e da desnervacgao
simpatica sobre o indice de captacéo de 2-desoxi-1-[**C]-D-glicose in vivo no tecido
adiposo branco epididimal (EPI). As colunas e as barras representam
respectivamente os valores da média * erro padrdo de 8 animais. *P< 0,05 em
relacdo ao controle.
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4.5.3 Incorporacdo de 1-[**C]-piruvato na fracdo glicerol de TAG em
adipo6citos do tecido adiposo epididimal

A incorporacdo de 1-[**C]-piruvato na fracdo glicerol de triacilglicerol (TAG)
em adipocitos dos animais adaptados a dieta HCHL foi menor do que nos adipécitos
controles. A desnervacdo induziu uma reducédo deste parametro em adipdcitos do

EPI tanto do grupo controle quanto do grupo HCHL (Tabela XXVII e Figura 27).

Tabela XXVII - Incorporacdo de 1-*C-piruvato em glicerol de triacilglicerol (nmol. 10°
células . hora %), em adipécitos isolados do tecido adiposo epididimal, inervado e
desnervado, de ratos adaptados a dieta controle e ratos adaptados a dieta
hipercaldrica e hiperlipidica do tipo cafeteria (HCHL), por 21 dias.

Inervado Desnervado
Controle 13,21+0,73 10,78 +0,34 "
HCHL 4,38 + 0,67 * 252+0,37*"

Os valores representam meédias + erro padréo de 14 amostras. *P<0,05 em relacao
ao controle. "P< 0,05 em relac&o ao inervado.
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Figura 27 — Efeito da dieta hipercalérica e hiperlipidica (HCHL) e da desnervacgao
simpatica na incorporacéo de 1-[**C]-piruvato em glicerol de triacilglicerol (TAG) em
adipécitos do tecido adiposo epididimal (EPI). As colunas e as barras representam
respectivamente os valores da média + erro padrdao de 14 amostras. *P<0,05 em
relacéo ao controle. “P< 0,05 em relacdo ao inervado.
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4.5.4. Atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase no tecido
adiposo epididimal

A atividade da PEPCK no EPI foi reduzida em cerca de 30% pela dieta HCHL.
Assim como observado na incorporacdo de piruvato em glicerol de TAG, a
desnervacdo promoveu reducdo na atividade da enzima, tanto nos ratos controles

como em ratos adaptados a dieta HCHL (Tabela XXVIII e Figura 28).

Tabela XXVIII - Atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (nmol de malato. mg
proteina™®.min™®) no tecido adiposo epididimal, inervado e desnervado, de ratos
adaptados a dieta controle e de ratos adaptados a dieta hipercalorica e hiperlipidica
do tipo cafeteria (HCHL), por 21 dias..

Inervado Desnervado
Controle 2,66 + 0,36 1,41+0,12"
HCHL 1,85+0,09 * 1,02 +0,10 **

Os valores representam a média + erro padrédo de 8 amostras. “P< 0,05 em relacédo
ao inervado.
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Figura 28 — Efeito da dieta hipercalérica e hiperlipidica (HCHL) e da desnervacgao
simpética na atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) do tecido
adiposo epididimal (EPI). As colunas e as barras representam respectivamente o0s
valores da média * erro padréo de 8 amostras. # P<0,05 em relac@o ao inervado.
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4.5.5 Atividade da enzima gliceroquinase no tecido adiposo epididimal
A dieta HCHL induziu aumento em cerca de 45% na atividade da GyK. A
desnervacédo reduziu a atividade da enzima em aproximadamente 60% nos animais

controles e de 30% no grupo HCHL (Tabela XXIX e Figura 29).

Tabela XXIX - Atividade da gliceroquinase (nmol de glicerol-3P. mg proteina™.min™)
no tecido adiposo branco epididimal, inervado e desnervado, de ratos adaptados a
dieta controle e de ratos adaptados a dieta hipercalorica e hiperlipidica do tipo
cafeteria (HCHL), por 21 dias.

Inervado Desnervado
Controle 1,31 +£0,15 0,53+0,047
HCHL 190+0,19* 1,35+0,16 **

Os valores representam média + erro padrdo de 10 amostras. *P<0,05 em relacao
ao controle. “P< 0,05 em relac&o ao inervado.
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Figura 29 — Efeito da dieta hipercaldrica e hiperlipidica (HCHL) e da desnervagéo
simpatica na atividade da gliceroquinase (GyK) do tecido adiposo epididimal (EPI).
As colunas e as barras representam respectivamente os valores da média * erro
padrdo de 10 amostras. *P<0,05 em relacdo ao controle. “P< 0,05 em relac&o ao
inervado.
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Resumo dos resultados das 3 vias de geracdo de G3P nas diferentes

situacdes experimentais e os efeitos obtidos com a desnervacao

Tabela XXX — Parametros das vias de geracdo de glicerol-3-fosfato no tecido
adiposo branco epididimal nas diferentes situacdes experimentais estudadas.

Captacdo de 2-desoxi-1-[**C]-glicose

Via glicolitica

| D
In vivo (ng glicose.mg tecido™.min™)
Controle 2,21+0,2 2,0+0,2
Jejuado 1,5+0,1% 1,6+0,1
HCHL 3,1+0,4* 2,310,2
N 3,8+0,4 3,8%£0,3
HP 3,1+0,3%  3,9+0,4
In vitro (nmol glicose.10°cél *. h™)
Controle 2,0+0,1 1,840,1
Diabético  1,0#0,1*  0,5+0,1*

Atividade da GyK

Via de fosforilacéo direta do glicerol

(nmol glicerol.mg proteina™.min™ %)

| D
Controle 1,3+0,1 0,5+0,0"
Jejuado 0,4+0,0*  0,2+0,0"
Diabético  1,3+0,1 0,6+0,0"
HCHL 1,9+0,2*  1,3+0,2*"
N 1,7+0,2 0,6+0,0"
HP 1,3+0,1*  0,6+0,1"

Incorporacao de piruvato em glicerol-TAG

Via gliceroneogénica

(nmol glicerol. 10° células™.hora™)

Atividade da PEPCK

(nmol malato. mg proteina™®.min™)

| D
Controle 10,9+0,7  7,65+0,1"
Jejuado 19,2+1,1*  14,1+0,9*"
Diabético 14,2+0,5* 12,2+0,6*"
HCHL 4,440,7*  2,5+0,4*"
N 9,3+ 0,6  10,5+0,2
HP 13,2+0,4%  14,1+0,2%

| D
Controle 2,640,2 1,7+0,2"
Jejuado 6,240,6*  1,5+0,1"
Diabético  12,9+1,1* 4,0+0,4*"
HCHL 1,8+0,1*  1,0+0,1*"
N 1,8+0,3 1,6+0,3
HP 5,8+0,2%  4,2+0,2%

Onde I= inervado: D= desnervado; *P<0,05 vs controle. ¥P<0,05 vs N. *P<0,05 vs

inervado.
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Efeito do jejum

Os dados sugerem que o jejum diminui a via de formacédo de G3P a partir da
glicose ({ do indice de captacdo de glicose) e a via de fosforilacdo direta do glicerol
(! da atividade da GyK) no tecido adiposo epididimal. A via gliceroneogénica
encontra-se elevada no tecido dos animais submetidos ao jejum (T da PEPCK e T

da incorporacao de piruvato em glicerol).

Efeito da desnervacao - A desnervacao néo altera a via de geracao de G3P
a partir da glicose no tecido adiposo epididimal de animais submetidos ao jejum,
mas causa um efeito adicional, de reducéo, na via de fosforilagéo direta do glicerol.
A desnervacdo reduz a via da gliceroneogénese no jejum (4 incorporacdo do
piruvato em glicerol-TAG e | atividade da PEPCK), no entanto esta via se mantém
com atividade maior que a encontrada no tecido epididimal de animais controles.
Nos animais controles a desnervacdo leva a uma reducdo tanto da
gliceroneogénese como na via da gliceroquinase, sem alteracdo na via de formacao

de G3P a partir da glicose.
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Figura 30 — Efeito do jejum e da desnervacdo simpatica nas vias de geracdo de
glicerol-3- fosfato no tecido adiposo branco epididimal.
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Efeito do diabetes

O diabetes aumentou a via gliceroneogénica (T da incorporacéo de piruvato
em glicerol e T da PEPCK) compensando a reducéo de G3P a partir da glicose ({ do
indice de captacdo de glicose) sem alterar a via de fosforilacdo do glicerol (henhuma
alteracéo na atividade da GyK) .

Efeito da desnervacdo - A desnervagdo causa uma reducdo adicional na
atividade da via de geracdo de G3P a partir de glicose no tecido adiposo epididimal
de animais diabéticos. A desnervacdo reduz a via gliceroneogénica ativada pelo
diabetes, porém mesmo reduzida, parece ser esta a via predominante na geracao de
G3P em EPI desnervado de animais diabéticos. A desnervagcdo simpatica também

reduziu a atividade da via de fosforilacéo direta do glicerol.
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Figura 31 — Efeito do diabetes e da desnervacéo simpatica nas vias de geracao de
glicerol-3-fosfato no tecido adiposo branco epididimal.
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Efeito da dieta hiperprotéica, livre de carboidratos (HP)

Os dados mostram que a adaptacéo a dieta HP provoca uma reducdo da via
de formacdo de G3P a partir da glicose ({ do indice de captacéo de glicose) e da via
de fosforilacdo direta do glicerol ({da GYK), compensada com o aumento da via
gliceroneogénica (T da incorporacéo do piruvato em glicerol e aumento da PEPCK)
no tecido adiposo epididimal.

Efeito da desnervacdo - A desnervacdo simpatica ndo altera a via de
formacao de G3P a partir da glicose e reduz via gliceroneogénica no tecido adiposo
epididimal de animais alimentados com a dieta HP. A incorporagéo do piruvato em
glicerol no lado desnervado ndo é alterada, apesar da reducdo observada na
atividade da PEPCK no lado desnervado em relagéo ao inervado. A desnervagéao do
EPI de animais HP causa uma reducao adicional na via de fosforilagdo direta do

glicerol no EPI dos animais HP.
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Figura 32 — Efeito da dieta hiperprotéica, livre de carboidratos, e da desnervacgao
simpética nas vias de geracdo de glicerol-3-fosfato no tecido adiposo branco
epididimal.
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Efeito da dieta hipercaldrica e hiperlipidica do tipo cafeteria

A via glicolitica apresentou-se aumentada e a via gliceroneogénica reduzida
no tecido adiposo epididimal de animais alimentados com a dieta HCHL. A via de
fosforilacdo direta do glicerol neste tecido encontra-se elevada em animais HCHL
guando comparada aos controles.

Efeito da desnervacdo - A desnervacdo nao alterou a jA& aumentada via
glicolitica no tecido adiposo epididimal de ratos alimentados com a dieta HCHL. A
via gliceroneogénica foi reduzida pela desnervacao simpatica. A mesma resposta de
reducdo foi observada na via de fosforilagcdo direta do glicerol no tecido adiposo

epididimal desnervado de animais que foram alimentados com a dieta HCHL.
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Figura 33 — Efeito da dieta hipercal6rica e hiperlipidica do tipo cafeteria e da
desnervacdo simpética nas vias de geracdo de glicerol-3-fosfato no tecido adiposo
branco epididimal.
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Andlise comparativa entre o tecido adiposo Retroperitonial e Epididimal

de animais alimentados com uma dieta balanceada

Os resultados obtidos na nossa dissertacdo de Mestrado com o tecido
adiposo retroperitonial e os obtidos em nossa tese de Doutorado com o tecido
adiposo epididimal nos permitem fazer uma analise comparativa entre os 2 tecidos
considerando as diferentes vias metabdlicas relacionadas com a geracdo de G3P,
atividade lipolitica e influéncia do SNS.

O EPI apresenta maior massa, maior atividade gliceroneogénica e maior
atividade da gliceroquinase do que o RETRO, parecendo ser essas duas vias as
mais importantes neste tecido para a geracao do G3P e manutencéo do TAG. Estas
duas vias dependem do SNS nos dois tecidos estudados.

No EPI tanto a atividade lipolitica (menor que o RETRO) como a captacao de

glicose (igual ao RETRO) parecem néo ser reguladas pelo SNS.

Tabela XXXI — Analise comparativa entre o tecido adiposo retroperitonial e
epididimal.
Retroperitonial Epididimal
Inervado Desnervado Inervado Desnervado
Peso (g.100g™) 0,17 £0,004 0,17 £ 0,005 0,29 £ 0,01 0,34 +0,02
Lipdlise (Glicerol) 22,20+0,73 18,30+1,04" 14,16+0,98 16,20+0,54
Captacéao de glicose 2,60+0,28 3,62+0,34" 2,20+ 0,25 1,83 +0,17

Incorporagdo de piruvato ooy 593 233+018% 10,15+081 7,81+024 "

glicerol-TAG
PEPCK 2,32+0,19 1,51+0,16 % 262+0,16 1,69+0,17%
Gliceroquinase 0,87 +0,067 0,56+0,034% 1,31+0,15 0,53+0,04"

# P<0,05 em relacéo ao inervado.
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5. Discusséao

A principal funcdo do tecido adiposo branco é atender as necessidades
energéticas dos tecidos periféricos através da mobilizacdo dos AG armazenados na
forma de TAG. Assim sendo, sua autonomia funcional depende da manutencio de
estoque adequado de TAG que é determinado pelo balango entre dois processos
antagénicos: a lipdlise e a lipogénese. Além da quantidade de TAG mantida neste
tecido, resultado do balancgo entre estes os dois processos citados acima, outro fator
que determina a massa do tecido adiposo € a diferenciacdo e a proliferagao dos
adipaocitos.

Classicamente, o sistema nervoso simpatico (SNS), tem importante papel na
ativagdo da lipdlise. Estudos mostram que em situagées de demanda energética,
neurdnios de diversas areas do sistema nervoso central, principalmente neurdnios
hipotalamicos, aumentam o fluxo simpatico para o tecido adiposo, aumentando a
liberacdo de noradrenalina e consequentemente aumentando a lipélise, mobilizando
assim os AG armazenados como TAG. Além da lipdlise, a participacdo do SNS é
comprovada em varios outros aspectos do metabolismo lipidico no TAB, como o
controle da sintese de AGs, G3P e da diferenciacao e proliferacéo celular.

Situagbes como o jejum e a exposi¢cao ao frio de 4°C aumentam a atividade
simpatica nos varios depdsitos de TAB (MIGLIORINI et al., 1997; GAROFALO et al.,
1996). Trabalho recente em nosso laboratério mostra que a adaptagao de ratos a
dieta HCHL do tipo cafeteria, também leva a um aumento do fluxo simpatico no
RETRO (CHAVES et al., 2006). Situagado oposta, em que ocorre uma diminui¢cao da
atividade simpatica no RETRO e no EPI, foi observado em ratos adaptados a dieta

hiperprotéica, livre de carboidratos (HP).
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A utilizagdo de modelos experimentais que promovem aumento ou diminuigao
da atividade simpatica e alteracbes quantitativas no armazenamento de TAG,
através de manipulacbes de dietas ou situagdes patoldgicas especificas, é
interessante para a compreensao do papel do simpatico no metabolismo, nas
diversas situacbes, e fundamentaram a escolha de animais em situacdes
experimentais de jejum, diabetes e animais adaptados a dieta HP e HCHL neste
trabalho.

A desnervacao unilateral do RETRO e EPI, nessas situagdes experimentais,
utilizando o lado contralateral como controle, foi a ferramenta utilizada para avaliar a
contribuicdo do simpatico nos parametros estudados neste trabalho. A eficiéncia da
desnervacio, avaliada pela reducdo do conteudo de noradrenalina tecidual, mostra
maior eficiéncia da desnervagao quimica no EPI do que a desnervagao cirurgica no
RETRO (redugcéo em 88% e 66%, respectivamente). Os valores de redugao obtidos
no RETRO sao proximos aos valores de 60-64% encontrados em outros trabalhos
em que esta metodologia foi utilizada (CANTU E GOODMAN, 1967; BOWERS et al.,
2004). Ja a desnervagao do EPI ndo permite comparagao com outros trabalhos, pois
este foi um procedimento experimental original, desenvolvido e padronizado no
nosso laboratério no inicio deste trabalho. Apds varias tentativas verificamos que a
inervacao que chega ao EPIl acompanha a veia espermatica e que a aplicagao de
fenol em volta de uma porgdo desta veia provoca uma redugéo significativa no
conteudo de noradrenalina no EPI.

Ao analisarmos o efeito do SNS pela comparacao dos efeitos obtidos no lado
inervado com o desnervado, partimos da premissa que fatores hormonais sao
mantidos no lado privado da inervacédo simpatica, isto €, os dois lados do tecido se

encontram na mesma condi¢cdo hormonal.
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5.1 Peso do tecido adiposo epididimal e a lipélise

A reducao do peso no EPI, observada ao final de 48h de jejum, pode ser
atribuida, além da queda na atividade lipogénica, ao ja bem estabelecido aumento
da atividade lipolitica confirmada pelo aumento na liberacéo de glicerol (54%) e de
acidos graxos (171%), quando comparado a liberagao pelos adipdcitos dos animais
alimentados (Tabelas VIl e VIII). Além do aumento da atividade simpatica observada
no tecido na situacdo de jejum (MIGLIORINI et al.,1997), outras alteracdes ja
conhecidas, como a redugao na secreg¢ao de insulina, aumento do glucagon e de
outros horménios lipoliticos, como a adrenalina, podem contribuir para o aumento da
lipdlise, e como consequéncia a redugao de peso do tecido. A liberagao de glicerol é
um indice de avaliagdo da lipdlise, a redugdao de 50% na atividade da GyK
observada no EPI dos animais em jejum, pode ser um fator adicional para o
aumento da liberacdo de glicerol, mesmo considerando que a atividade desta
enzima é reduzida no TAB quando comparada ao figado e a formagao de G3P por
esta via, constitua apenas uma pequena fragcdo da geracdo de G3P. Quanto a
liberagao de acidos graxos, além da lipdlise e da GyK, a alteragao das outras vias de
geragcao de G3P ndo podem ser descartadas, uma vez que a quantidade de G3P
disponivel é determinante na quantidade de AG que serdo esterificados ou
reesterificados e portanto, liberados pelos adipocitos. Como observado em nossos
experimentos, apesar da incorporagao de piruvato em glicerol de TAG em adipdcitos
do EPI ter aumentado em 89% nos animais jejuados, houve uma reducgéo no indice
de captacdo de glicose em 25%, sugerindo alteragbes quantitativas nas vias de
geracgao de G3P.

Durante a lipdlise, 3 moléculas de AG séo liberados por molécula de glicerol,

e desta forma, na auséncia da reesterificagdo de AG, a razdo AG/glicerol é
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aproximadamente 3 (considerando baixa a atividade da GyK). Com a reesterificacéo
dos AG, esta relacdo sera inferior a 3. Analisando a relagdo AG/GLI no EPI em
nossos experimentos observamos que no estado alimentado a relagcdo é 1,30
(70,05/53,69) (Tabelas VIl e VIIl) e no estado de jejum esta relagdo aumenta para
2,32 (191,40/82,45) (Tabelas VII e VIII), o que significa que cerca de 43% dos AG
foram liberados pelos adipdcitos dos animais alimentados e 77% pelos adipécitos de
animais em jejum. Se os adipdcitos de animais alimentados liberaram 43%, significa
que 57% dos AG foram reesterificados, enquanto no jejum, apenas cerca de 23%
dos AG sofreram reesterificagdo. Desta forma, o estado de jejum esta associado
com aumento da liberacdo de AG para atender as necessidades energéticas dos
tecidos periféricos e redugao na percentagem de AG reesterificados. No entanto,
mesmo com a redugao na percentagem de reesterificagao, os valores absolutos dos
AG esterificados sdo elevados tendo em vista o aumento da lipdlise e
consequentemente de AGL disponiveis. Tudo indica que a via gliceroneogénica é
fundamental nesta situagcdo de jejum, uma vez que verificamos um aumento de
cerca de 76% na incorporagao de piruvato em glicerol de TAG e uma redugéao tanto
na via de fosforilagdo do glicerol como na sintese através da glicose, observado pela
reducdo da atividade da GyK e do indice de captagdo de glicose observada nos
animais em jejum (Tabela Xlll e IX e Figura 11 e 7, respectivamente).

A auséncia de efeito da desnervacgao no peso do EPI em animais alimentados
e os significativos efeitos da desnervagao em animais mantidos em jejum, impedindo
a reducdo do peso do EPI (Tabela VI), podem ser atribuidos a maior atividade
simpatica no tecido nesta situacdo experimental de restricio alimentar.

Utilizando as premissas estabelecidas anteriormente, para explicar a reducao

do peso do EPI no jejum, em que associamos o aumento da atividade simpatica com
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o0 aumento da lipdlise e com a redugao do peso, poderiamos fazer a seguinte analise
em relagdo as consequiéncias da desnervagao sobre o peso do tecido: ao iniciar o
jejum, 48 horas antes da avaliagdo, os animais ja se encontravam desnervados (5
dias antes). Com o jejum, o aumento da atividade lipolitica € um fator determinante
na reducdo do peso no lado inervado. No lado desnervado, no entanto, com a
interrupgao da inervagao simpatica, que ja se encontrava prejudicado antes mesmo
do inicio do jejum (a desnervagdo aconteceu 7 dias antes da avaliagédo
experimental), o peso adquirido no periodo alimentado é mantido. Assim, em 48
horas de jejum, esse peso adquirido no periodo alimentado € mantido no lado
desnervado, enquanto o aumento da lipélise pode ter contribuido para a redugao do
peso no tecido inervado. No entanto, ao analisarmos a quantidade de glicerol
liberado (indice de lipdlise), podemos constatar que néo existe diferenca entre a
liberacdo pelos adipdcitos do EPI desnervado em relacdo aos adipdcitos do lado
inervado. A reducdo em torno de 50%, observada na atividade da GyK no lado
desnervado de animais em jejum em relagdo ao lado inervado (Tabela Xl e
Figura11), poderia contribuir na redugao da reciclagem do glicerol e portanto com a
manutencdo na liberagao do glicerol. Entretanto, a baixa atividade desta enzima no
TAB, nos induz a acreditar que outros fatores, que nao a reducao da lipdlise,
poderiam estar contribuindo mais significativamente para a manutencéo do peso do
tecido. O fato de outros estimulos lipoliticos (glucagon, adrenalina) continuarem
atuando no tecido desnervado, dao sustentagdo aos dados do glicerol, de que a
atividade lipolitica continua alta no tecido desnervado de animais em jejum. Um
aspecto nao avaliado neste trabalho até o momento, e que poderia estar
contribuindo para a manutencao do peso do tecido, € o papel inibitério do SNS sobre

a proliferacdo dos adipdcitos, outro fator determinante na definicdo da massa do
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tecido adiposo. Cousin e colaboradores (1993) observaram aumento no conteudo de
DNA, 7 dias ap6s a desnervacdo do RETRO e, aumento no numero de células apos
4 semanas. Aumento também no numero de adipécitos foi encontrado por
Youngstrom e Bartness (1998) no tecido adiposo inguinal apés 11 semanas de
desnervacado. Bowers e colaboradores (2004), encontraram aumento no peso € no
numero de adipdcitos no RETRO apds 5 semanas de desnervacdo. Embora nao
haja dados na literatura sobre a variagao temporal destes parametros no EPI, ndo
podemos deixar de considerar que a desnervacgao foi um procedimento realizado 7
dias antes da avaliagao, de tal forma que muitas destas alteragdes ja estariam em
curso no tecido desnervado quando da instalagdo do jejum. Assim sendo, parece
pouco provavel que apesar de estimulos lipoliticos decorrentes do jejum, a redugao
de peso seja detectavel 48 horas apds o inicio da privagdo de alimentos. Desta
maneira, mesmo com a manutencio da lipdlise decorrentes dos fatores hormonais
do estado de jejum, o peso do tecido do lado desnervado poderia estar preservado
no momento da avaliagao.

Com a descoberta da inervagao sensorial no tecido adiposo branco em 1996
por Giordano e colaboradores, comegaram a surgir duvidas quanto ao fato do SNS
ser o unico responsavel pelo controle da proliferagcdo dos adipécitos, ja que a
cirurgia de desnervagao simpatica pode lesar a inervagdo sensorial do tecido. A
possibilidade da contribuicdo da inervacdo sensorial no controle da proliferacéao
celular no TAB foi descartada pelo grupo do professor Timothy Bartness em 2006,
apos a realizagao de experimentos de desnervagao seletiva do sistema sensorial no
tecido adiposo inguinal, utilizando a capsaicina, sem alteragbes na proliferacao de
adipocitos. No entanto, quando o tecido foi submetido a uma desnervacio simpatica

cirargica houve um aumento de aproximadamente 300% no numero de adipécitos; e
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quando a desnervagao simpatica foi realizada quimicamente, utilizando 6-hidroxi-
dopamina, o aumento observado foi de 400% (FOSTER e BARTNESS, 2006). O
papel do sistema nervoso sensorial no TAB parece ser o de informar ao sistema
nervoso central os niveis lipidicos presentes no tecido adiposo do organismo. Com a
lipectomia (retirada de parte do tecido adiposo ou de todo ele), o sistema sensorial
que inerva o tecido é lesado e a auséncia de sinal sensorial do tecido lipectomizado
para o cérebro causaria um estimulo que provocaria um aumento compensatorio de
massa lipidica no tecido intacto (MAUER et al., 2001; SHI e BARTNESS, 2005).

A possivel contribuicdo da inervagcdo parassimpatica na definicdo dos
parametros avaliados no EPl e RETRO por sua vez, passa primeiro, pela existéncia
da inervacao parassimpatica nestes tecidos, que se mostra até o0 momento, bastante
controverso. Ha alguns anos, estudos tém sido desenvolvidos, sem sucesso, com a
finalidade de detectar sinais que indiguem a presenca de inervagao parassimpatica
através da constatacédo de atividade acetilcolinesterasica (enzima responsavel pelo
catabolismo da acetilcolina, o principal neurotransmissor parassimpatico) nos tecidos
adiposos (BALLANTYNE, 1968; BALLANTYNE e RAFTERY, 1974). Posteriormente,
a presenca da inervacao parassimpatica direta no TAB foi relatada por Kreier et al.,
(2002 e 2006). Giordano e colaboradores em 2006, apds intensa investigagao,
contestaram a existéncia de inervacdo parassimpatica no TAB, relatada nos
trabalhos de Kreier. Pesquisadores com vasta experiéncia na investigacdo da
inervagao vagal em outros diversos tecidos (estdmago, figado, etc), também
contestaram a credibilidade dos achados do grupo de Kreier (BERTHOUD et al.,
2006). Até o momento estes dados nao foram reproduzidos por nenhum outro grupo
cientifico, permanecendo ainda duvidas quanto a existéncia da inervagao

parassimpatica no tecido adiposo branco.
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O diabetes € uma situagdao metabdlica com alteragdes muito semelhante ao
jejum. Os efeitos qualitativos e quantitativos do jejum e do diabetes, no peso do EPI,
foram muito semelhantes nas duas situag¢des (Tabela VI e Tabela XIV). No entanto,
embora tenha ocorrido uma redugao na perda de peso no EPI de animais diabéticos
com a desnervagao, como no jejum, o peso final foi menor que o EPI desnervado de
animais alimentados (no jejum, peso do EPI desnervado é semelhante ao peso do
EPI desnervado de animais alimentados). Esta diferenga quantitativa em resposta a
desnervacio, poderia ser decorrente dos menores niveis de insulina nos animais
diabéticos, favorecendo os processos catabdlicos e levando a um menor peso do
tecido que os dos animais em jejum.

Ao contrario do jejum e diabetes onde observamos uma redugédo no peso do
EPI e RETRO, animais alimentados com a dieta HCHL do tipo cafeteria tiveram um
aumento no peso do EPI (Tabela XXV e Figura 24). Chaves e colaboradores (2006),
ja haviam constatado aumento no peso do RETRO de animais adaptados a esta
dieta. A desnervacao nao foi capaz de alterar este parametro no EPI (Tabela XXV e
Figura 24),que acompanhou o comportamento ja observado anteriormente no
RETRO (dados nao publicados). Esta auséncia de efeito decorrente da desnervagao
do tecido, apesar do aumento da atividade simpatica, poderia ser explicado pela alta
concentragdo da insulina plasmatica (56% a mais do que os animais controles)
(CHAVES et al., 2006). Estes achados poderiam sugerir que nos animais HCHL, os
fatores metabdlicos-hormonais sao prevalentes aos neurais em relagao ao peso do
tecido.

Animais que receberam dieta HP apresentam como no jejum e diabetes,
reduzidos niveis de insulina (KETTELHUT et al., 1985). No entanto, essa foi a Unica

situacao experimental utilizada neste trabalho, onde temos uma reducido da
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atividade simpatica no EPI (Tabela XX e Figura 18). Desta forma, a falta do estimulo
anabdlico da insulina é contrabalanceada pela redugdao do estimulo simpatico
lipolitico, culminando em um peso menor. O comportamento do peso do EPI nestas
condigdes nos sugere que assim como no jejum e diabetes, o fator hormonal é
prevalente ao estimulo neural em relacdo aos parametros avaliados; uma vez que,
apesar de menor o estimulo simpatico, reduzindo a lipdlise, o peso do tecido foi
reduzido. Da mesma forma que o EPI, a reducédo do peso do RETRO e a reduzida
atividade simpatica em animais adaptados a dieta HP ja tinham sido constatados
anteriormente por Boschini (2006). O aumento no peso do EPI, tanto no grupo N
quanto no grupo HP causada pela desnervacgao (Tabela XIX e Figura 17), difere dos
resultados obtidos no RETRO onde a desnervacao simpatica ndo alterou o peso do
tecido em animais do grupo HP.

Este e outros achados ja mencionados anteriormente mostram diferentes
respostas entre o EPl e o RETRO quando submetidos a desnervacido. Estas
diferentes respostas podem ser atribuidas a diferenca de sensibilidade dos tecidos
aos fatores hormonais e neurais. Dados recentes da literatura comprovam que o
estimulo simpatico ndo é uniforme para todo o organismo. Assim, alguns depdsitos
de TAB podem receber estimulos mais intensos do que outros, e consequientemente
apresentar respostas diferentes. Essa variacdo parece existir também em outras
espécies animais. Brito e colaboradores (2008), observaram estas diferengas em
depdsitos de TAB de Siberian hamster em situagao de glicoprivacéo induzida pela
administragcao de 2-desoxi-D-glicose, que culminam com o aumento da atividade
simpatica nos tecidos adiposos inguinal, dorsal subcutdneo e RETRO. Ja o EPl e 0
tecido adiposo marrom interescapular nao sofreram alteragdes no fluxo simpatico

nesta situagdo. Dados destes mesmos autores, no jejum de 16 horas, mostram um
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aumento da atividade simpatica no tecido adiposo inguinal e EPI, sem alteracdo no
RETRO e em outros tecidos avaliados. A exposi¢ao ao frio (5°C) aumentou o
estimulo simpatico nos tecidos adiposos inguinal, EPI, RETRO e marrom. Ja o frio
combinado com o jejum de 16 horas aumentou o turnover de noradrenalina no tecido
adiposo inguinal, RETRO, EPI e marrom (BRITO et al., 2008).

Todos estes achados confirmam que diferentes depdsitos de tecido adiposo
podem ser ativados diferentemente pelo SNS em animais submetidos a mesma
situagdo. Este fato justifica as diferentes respostas dos tecidos, quando
desnervados. Tendo em vista, que as vias de formacdo de G3P sao importantes
variaveis na definicdo do peso do tecido, as observacgdes realizadas até o momento,
mostram a complexidade das interagcdes dos fatores regulatérios do anabolismo e do

catabolismo lipidico.

5.2 Vias de geracdao de glicerol-3-fosfato

Dados obtidos em nosso laboratério mostram que o fornecimento adequado
de G3P para cada situagao é resultante de alteragdes na velocidade das trés vias de
geragao desta molécula.

Situagdes onde os niveis de insulina encontram-se reduzidos, a captacao de
glicose também esta diminuida, enquanto a via gliceroneogénica esta elevada. Ja
em situacdes onde os niveis de insulina encontram-se elevados a captacdo da
hexose aumenta e a via gliceroneogénica diminuiu. Em todos os nossos modelos, a
atividade da gliceroquinase (GyK) parece acompanhar a concentragdo de insulina
plasmatica, com excec¢édo do grupo dos animais diabéticos, onde os valores da GyK

foram semelhantes aos dos controles.
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A desnervagao simpatica quimica no EPI alterou a resposta da captagao de
glicose, somente no grupo dos animais diabéticos, reduzindo-a. Este fato pode ser
decorrente dos experimentos nestes animais terem sido realizados in vitro, ao
contrario da avaliagao em outros grupos, que foram realizados in vivo.

A gliceroneogénese e a atividade da GyK foram reduzidas pela desnervagao.
No EPI de animais onde a concentragao de insulina plasmatica encontra-se baixa,
embora tenhamos observado uma redugdo da via gliceroneogénica pela
desnervacio, estes valores, mesmos reduzidos, se mantém maiores aos valores
encontrados nos EPI dos animais controles, sugerindo a predominancia desta via na
geracao do G3P. Estes dados suportam a hipétese, levantada por nosso laboratério,
de que as vias de geragdao de G3P sao reguladas para manter um suprimento
adequado de G3P necessario para a esterificagdo dos acidos graxos e
armazenamento na forma de TAG.

Dados ainda nao publicados de nosso laboratério, utilizando a técnica de
dupla marcacdo (°*H,O e glicose-"C) in vivo, que nos permite calcular a via
gliceroneogénica por diferenga entre sintese total e pela via glicolitica, mostram que
a gliceroneogénese € a principal via fornecedora de G3P para o figado, tecido
adiposo marrom (TAM), RETRO e EPI em ratos alimentados com dieta balanceada,
ratos jejuados por 48 horas e ratos adaptados a dieta HCHL do tipo cafeteria
(CHAVES e KETTELHUT). A contribuicao da gliceroneogénese aumenta quando os
animais sao submetidos ao jejum, este aumento é de 31% no figado, 18% no TAM,
16% no RETRO e de 21% no EPIL. Ja com a dieta HCHL do tipo cafeteria a
contribuicdo da gliceroneogénese se mantém em valores equivalente aos
encontrados no tecido de animais que receberam dieta balanceada, no caso do

figado; ou a valores muito menores no caso do RETRO e EPI (CHAVES e
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KETTELHUT). Nye e colaboradores também encontraram resultados parecidos e
sugerem que a via gliceroneogénica além de ser a predominante na geracado de G3P
€ a responsavel pela formacao de 90% de todo G3P no EPI e no tecido adiposo
mesentérico (NYE et al., 2008).

Embora a gliceroneogénese seja a via predominante na geragdo de G3P as
outras duas vias possuem papel importante na manutencao do estoques de TAG no

TAB. Alteracdes em cada via serdo discutidas detalhadamente nos topicos abaixo.

5.2.1 A partir da via glicolitica

Esta via foi avaliada no EPI, pela captacdo de 2-desoxi-1-[*C]-glicose in vivo
ou in vitro (animais diabéticos). O indice de captagao de glicose no EPI mostrou-se
reduzido nos animais jejuados, diabéticos e adaptados a dieta HP e aumentado no
EPI dos animais alimentados com a dieta HCHL. Na literatura € amplamente
conhecida a dependéncia que o processo de captagao da glicose, no tecido adiposo
e muscular, tem pela insulina, o que explica plenamente os resultados obtidos onde
em situagdes de reduzidos niveis de insulina, observamos uma redug¢ao na captagao
de glicose e vice-versa.

A mesma resposta foi encontrada no RETRO dos animais jejuados (dados
obtidos no nosso mestrado), animais alimentados com a dieta HP (BOSCHINI, 2006)
e animais alimentados com a dieta HCHL (CHAVES et al., 2006).

A desnervagdo ndo alterou o indice de captacdo de glicose no EPI dos
animais jejuados, alimentados com a dieta HCHL ou HP. No EPI dos animais
diabéticos a desnervacao reduziu a captagcdo da hexose avaliada in vitro. Ja no
RETRO, a desnervagdo aumentou o indice de captagcdo de glicose nos animais

alimentados, jejuados in vivo (dados obtidos no mestrado) e nos animais HP
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(BOSCHINI, 2006). O mesmo aumento foi encontrado no RETRO de animais
diabéticos. Nossos dados corroboram os achados de Lefebvre e colaboradores
(1973) que observaram aumento na captacdo de glicose in vitro no RETRO
desnervado quando comparado ao tecido contralateral intacto. Os experimentos in
vitro no RETRO desnervado de animais jejuados nao reproduziu a resposta
encontrada in vivo no mesmo tecido, ja que nao observamos alteragcdo deste
parametro in vitro, sugerindo que o experimento in vitro ndo reflete todas as
alteracbes causadas pela desnervacao in vivo e que fatores metabdlicos e/ou
hormonais parecem exercer um papel importante sobre a captagao da hexose, pelo
menos no que diz respeito ao RETRO.

A exposicao de adipocitos isolados de ratos ao isoproterenol (agonista [3-
adrenérgico) induz uma diminuigdo na captacao de glicose estimulada pela insulina.
Este efeito ndo envolve alteragcdo na atividade do receptor de insulina (tirosina
quinase) e pode ser revertido somente se o agonista B adrenérgico for removido
ap6s uma hora de sua adicdo (SANDRA et al., 1987; ARSENIS et al., 1986). Esta
inibicdo adrenérgica do transporte de glicose € dependente principalmente dos
receptores B3 adrenérgicos (CARPENE et al., 1993). Mais recentemente, foi
demonstrado que a estimulagdo B adrenérgica inibe a captagdo de glicose em
adipdcitos 3T3-L1, via B2 e B3 adrenérgicos, por interferir na translocagao de GLUT4
das vesiculas intracelulares para a membrana plasmatica (MULDER et al., 2005).
Estes achados concordam com a informacdo de que a diminuicdo do numero de
receptores B-adrenérgicos em adipdcitos, pela infusdo prolongada de isoproterenol,
promove um aumento da sensibilidade das células a agcado da insulina, em ratos
(GREEN et al., 1996). O efeito inibitério das catecolaminas na utilizagdo de glicose

induzida pela insulina (em adipdcitos isolados de ratos) tem sido verificado somente
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quando estas células sdo incubadas em baixas concentra¢des (10 a 300 pU/mL) de
insulina (KIRSCH et al., 1983). Contudo, nossos achados sugerem que a insulina
tem papel predominante na captagao de glicose comparado com as catecolaminas.
As situagdes experimentais de jejum e diabetes além de apresentarem baixas
concentragdes de insulina, 0 que ja causa uma redugdo na captagdo de glicose,
apresentam alta atividade simpatica, o que favoreceria uma reducao ainda maior na
captagao da hexose. Porém com a desnervacao, retiramos a inibicado causada pelas
catecolaminas e ndo encontramos um aumento neste parametro. Contrariamente, a
desnervacgao reduziu a captagdo de glicose no EPI dos animais diabéticos. Vale
relembrar que este ultimo experimento foi realizado in vitro e a auséncias de fatores
hormonais e/ou metabdlicos podem ter comprometido a resposta.

Recentemente, tem sido relatada na literatura, a importancia de fatores de
transcricdo na regulagdo da expressao de transportadores de glicose (GLUT). A
regidao promotora do transportador de glicose regulado pela insulina (GLUT4) contém
sitios de ligagcao para muitos fatores de transcrigdo nuclear, dentre eles estdo os
PPARY (receptores de ativagcédo da proliferacédo de peroxissomas do tipo gama) e o
FOXO 1 (Forkhead Box O tipo 1) (ARMONI et al., 2007). Os PPARs sao fatores de
transcricdo ativados por ligantes e regulam o metabolismo de lipidios e de
lipoproteinas, participam da homeostase glicidica e influenciam na proliferacéo e
diferenciagao de adipocitos (SPIEGELMAN, 1997). Os AG e drogas hipoglicémicas
(drogas da familia tiazolidinedionas — TZD) sédo potentes ligantes dos PPARYy e
ajudam a regular o metabolismo lipidico e a homeostase glicidica. Trabalhos com
cultura de adipocitos primarios tém mostrado que na auséncia de ligantes (PPARY
na forma nao-ligada), os PPARY se ligam a regido promotora do GLUT4, reduzindo a

expressdo desta proteina. Ja na presengca de TZD, os PPARy se ligam a esta



Discussao 112

substancia, diminuindo a repressao de GLUT4, aumentando a sua expressao e
consequentemente a resposta do tecido a agédo da insulina (ARMONI et al., 2003).
FOXO é um dos principais fatores de transcricdo envolvidos na cascata intracelular
de sinalizagdo da insulina, ja que sua atividade pode ser inibida pela fosforilagéo
catalisada pela proteina AKT. FOXO1 quando fosforilado (Thr24, Ser256 e Ser319)
€ impedido de entrar no nucleo, ndo exercendo o seu papel na transcricdo génica
(TRAN et al., 2003). FOXO1 reprime a transcricdo de PPARy1 e PPARy2 sendo este
efeito dose-dependente. Quando FOXO1 ¢ fosforilado, ou seja na presenga de
insulina, esse efeito repressor de FOXO1 é impedido, permitindo a transcricao
normal desses fatores de transcricdo (ARMONI et al., 2006). Podemos aventar a
hipétese que em situacdes onde os niveis de insulina estdo altos como na dieta
HCHL, bem como os ligantes de PPARy como os AGs, a transcricdo de GLUT4
pode estar aumentada facilitando a captagao da hexose no EPI. Ja nos grupos de
animais que apresentam baixos niveis de insulina plasmaticos (jejum, diabetes e
HP), a atividade de FOXO1 esta provavelmente aumentada no nucleo dos adipécitos
no EPI, portanto menor a transcricao de PPARY e menor repressdo da expressao de
GLUT4. Contudo, vale relembrar, que esta proteina € um transportador de glicose
dependente da ag¢ao da insulina. Situacdes experimentais que apresentam redugao
da concentracdo deste hormdnio consequientemente apresentam reduzida cascata
de sinalizagcdo da insulina e provavelmente redugdo da translocacdo de vesiculas
contendo GLUT4 para a membrana, assim apesar do provavel aumento da
transcricdo deste composto a captacdo nao sera alterada ou se mantera diminuida
em situacdes de reduzida insulina.

Assim podemos sugerir que a insulina possui papel predominante na

captacéo de glicose no EPI e que o sistema nervoso simpatico parece nao interferir
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neste processo, desempenhando um papel estimulatério somente em situagdes de
deficiéncia insulinica (diabetes), contudo ndo podemos excluir a importancia de

outros fatores hormonais e/ou metabdlicos para a manutencao desta resposta.

5.2.2 A partir da via gliceroneogénica

A via da gliceroneogénese, avaliada pela velocidade de incorporagao de 1-
['“C]-piruvato em glicerol de TAG e pela atividade da PEPCK, mostrou-se
aumentada no EPI de animais jejuados, diabéticos e alimentados com a dieta HP. Ja
0s animais alimentados com a dieta HCHL apresentam redugéo na gliceroneogénse.
Os mesmo achados foram encontrados no RETRO na situagéo de jejum e diabetes
(dados obtidos no nosso mestrado) e nos grupos tratados com as dietas HP
(BOSCHINI, 2006) ou HCHL (CHAVES et al., 2006).

Estudos pioneiros da literatura, realizados in vitro, mostraram que o tecido
adiposo poderia sintetizar G3P pela via gliceroneogénica (BALLARD et al., 1967b) e
que ocorre um aumento significativo desta via, bem como um aumento na atividade
da PEPCK, enzima chave da via gliceroneogénica em situagdes catabdlicas como
jejum e diabetes. Estes trabalhos sugeriam que o aumento da gliceroneogénese no
jejum e diabetes, teria por finalidade inibir a liberacdo excessiva de AGs do tecido
adiposo para a circulacao, evitando assim um aumento na producdo hepatica de
corpos cetbnicos e cetoacidose (RESHEF et al., 1970).

A hipétese de uma possivel relagao positiva entre lipdlise e gliceroneogénese
no TAB é sugerida por alguns trabalhos. Reshef e colaboradores em 1970
observaram que animais diabéticos e jejuados, que mostram atividade lipolitica
aumentada, apresentavam uma gliceroneogénese elevada. Camundongos com

deficiéncia (nocautes) da lipase horménio sensivel, enzima responsavel pela



Discussao 114

hidrolise do TAG, apresentam atividade lipolitica reduzida concomitante com uma
baixa atividade da PEPCK (ZIMMERMANN et al., 2004). No entanto, estudos do
nosso laboratério confltam com a hipétese de que a lipdlise e gliceroneogénese
estejam diretamente relacionadas. Dados do laboratério com animais submetidos a
dieta HP, apresentam aumento da gliceroneogénese no RETRO (BOTION et
al.,1998), baixa atividade simpatica no RETRO (BOSCHINI, 2006) e reducdo da
lipdlise basal no TAB destes animais (KETTELHUT et al.,1985; MARTINS-AFFERRI
et al.,, 2004). Ja animais alimentados com uma dieta HCHL do tipo cafeteria
apresentam alta atividade simpatica no TAB e reduzida atividade gliceroneogénica
(CHAVES et al., 2006)

Trabalhos da literatura sugerem que os AGs, principalmente insaturados de
cadeia longa, estimulam a transcricdo da PEPCK tanto em adipécitos 3T3-F442A
(ANTRAS-FERRY et al.,, 1994), quanto em adipécitos normais (DUPLUS et al.,
2002). Tordjman e colaboradores em 2004 mostraram que cultura de adipdcitos
(3T3-F442A) incubados com agonista B-adrenérgico (isoproterenol) e expostos a
AGs monoinsaturados apresentam aumento do mRNA da PEPCK e de sua
atividade. Esse aumento da expressdo da PEPCK pode ser devido a agao de fatores
de transcricdo, como o PPARY, que parecem ser sensiveis a presenga de AGs
(TONTONOZ et al., 1995). Nessas condigdes, 0 aumento da atividade simpatica nos
adipocitos e o aumento da lipdlise com mobilizacado de AGs, podem estimular a
expressdo e a atividade da PEPCK, via PPARYy. Fato que estaria facilitado em
animais jejuados, diabéticos e alimentados com a dieta HCHL. No entanto, nesta
ultima situagdo experimental, surpreendentemente a gliceroneogénese encontra-se

reduzida.
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Hopgood e colaboradores (1973) mostraram o aumento da atividade e sintese
da PEPCK no figado e tecido adiposo de animais submetidos ao jejum, que quando
realimentados, paralelamente ao aumento da insulinemia, apresentavam redug¢ao na
atividade da enzima. Esta observagdo nos mostra o efeito agudo da insulina inibindo
a expressao e atividade da PEPCK. Dados obtidos no nosso laboratorio reforcam
esta relagao inversa entre insulina e PEPCK. Nos animais adaptados a dieta HCHL,
onde ha um aumento nos niveis plasmaticos de insulina, ha uma redugao da
gliceroneogénese no RETRO e EPI (CHAVES et al., 2006). Além destes efeitos da
insulina inibindo a PEPCK, dados do nosso laboratério indicam ainda, que a propria
glicose (5 mM) pode inibir o fluxo gliceroneogénico in vitro, avaliado pela
incorporagao de 2-['*C]-piruvato em glicerol de TAG, em adipécitos do RETRO de
ratos adaptados a dieta HP, (BOTION et al., 1995). Estes achados ajudam-nos a
explicar a alta atividade gliceroneogénica no EPI de animais jejuados e diabéticos e
a reduzida atividade gliceroneogénica no EPI de animais HCHL.

Recentemente, foram relatados na literatura outros fatores de transcricdo que
regulam a expressdo da PEPCK no tecido adiposo além do PPARy, como C/EBPf
(CAAT/enhancer binding protein), FOXO 1, SREBP-1c (sterol regulatory element-
binding protein) e CBP (CREB binding protein). A C/EBPB é um dos fatores de
transcricdo regulados pela insulina. Este fator possui duas isoformas que séo
expressas de acordo com o estado hormonal e dietético do organismo, sendo
C/EBPB-C1 a forma inibitéria e C/EBPB-B1 a isoforma estimulatéria da transcricéo
do gene da PEPCK. A insulina aumenta a concentragdo de C/EBPB-C1 através da
via de sinalizacdo da PI3K. No entanto, a repressdo mediada pela insulina da
transcricdo do gene da PEPCK pelo fator C/EBPB-C1 n&o ocorre de forma imediata,

necessitando cerca de 60 e 120 minutos para alterar a expressao génica, e requer a
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ligacao deste fator de transcricdo a uma série de sitios na regido promotora do gene
da PEPCK. Ja o FOXO1 parece ativar a expressao da PEPCK. Este fator de
transcricdo, quando superexpresso no figado de camundongos, aumenta a
expressdo dessa enzima tanto in vivo como in vitro (hepatécitos isolados)
aumentando a neoglicogénese (ZHANG et al.,, 2006). Nakae e colaboradores
utilizando camundongos transgénicos que continham a proteina FOXO1 com serina
256 substituida por outro aminoacido nao fosforilavel, mostraram que FOXO mutante
se localizava permanentemente no nucleo, causando apds 6 meses resisténcia a
insulina avaliada por teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (IPGTT) e teste de
tolerancia a insulina intravenoso (ITT) (NAKAE et al., 2002). Vale relembrar que
FOXO é um dos principais fatores de transcricdo envolvidos na cascata intracelular
de sinalizagdo da insulina e sua atividade pode ser inibida pela fosforilagao
catalisada pela proteina AKT. O papel de FOXO1 no TAB ainda nao é claro, porém
trabalhos tém mostrado sua importancia na regulagdo da transcricdo de varias
proteinas relacionadas ao metabolismo glicidico e lipidico. Tanto o PPARy como o
FOXO1 foram inicialmente relacionados, como importantes componentes da
regulacéao da diferenciagao de adipécitos, posteriormente € que Ihe foram atribuidas,
importancia na regulagdo da transcricao de proteinas no tecido ja maduro. SREBP-
1c (sterol regulatory element-binding protein), outro fator de transcrigdo, bloqueia a
estimulagcdo da transcricdo da PEPCK induzida pelo CBP (CREB binding protein),
coativator transcricional critico na estimulacdo da expressao génica da PEPCK
induzida pelo AMPc. Ha dados demonstrando que a superexpressao da SREBP-1c
no tecido adiposo causa lipodistrofia em camundongos transgénicos
(CHAKRAVARTY et al., 2005; CHAKRAVARTY e HANSON, 2007). Portanto varios

podem ser os fatores de transcrigdo reguladores da expressao da PEPCK.



Discussao 117

Com a retirada do estimulo simpatico pela desnervacdao no EPI, a
concentracdo de catecolaminas é reduzida no tecido, bem como os niveis AMPc,
portanto a expressao da PEPCK via CBP estaria reduzida, levando a uma
diminuicdo na atividade da enzima, fato que foi observado em todas as situacdes
experimentais estudadas. Além disso, a reducdo da enzima com a desnervagao
ocasionou consequentemente reducdo da incorporagao de piruvato em glicerol de
TAG, resposta encontrada no EPI dos animais jejuados, diabéticos e alimentados
com a dieta HCHL. A incorporagao de piruvato em glicerol de TAG no EPI dos
animais HP n&o foi alterada pela desnervacdo. Contudo vale ressaltar que a
desnervagado causou uma reducdo pequena na atividade da PEPCK (27%) no EPI
dos animais HP, quando comparada com as outras situagdes experimentais
estudadas, onde a reducédo causada pela desnervagao foi muito maior (jejum 76%,
diabetes 70% e HCHL 44%).

Assim podemos sugerir que existe um “crosstalk” entre a insulina e a
catecolamina para a manutencao da gliceroneogénese no EPI, a insulina mantendo

seu papel inibitério e as catecolaminas estimulando a atividade desta via.

5.2.3 A partir da atividade da gliceroquinase

Apesar de apresentar uma baixa atividade no TAB e de ser geralmente
considerada funcionalmente desprezivel nesse tecido, diversos achados sugerem
que a GyK contribui na geragao de glicerol de TAG no TAB. Estudos realizados ha
cerca de duas décadas, pouco citados na literatura, mostram haver uma correlagao
positiva entre a atividade da GyK no TAB e diferentes tipos de obesidade (STERN et
al., 1983 e CHAKRABARTY et al., 1984). Ratos Zucker obesos (fa/fa), camundongos

obesos ob/ob e camundongos com obesidade induzida por aurotioglicose,
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apresentam aumento na atividade de GyK no TAB, correlacionado positivamente
com o peso corporal e o tamanho dos adipdcitos nessas situagdes (STERN et al.,
1983).

Dados obtidos em nosso laboratério demonstram que tanto a atividade quanto
a expressao da GyK no TAM estéo sob controle direto do sistema nervoso simpatico
(KAWASHITA et al., 2002; FESTUCCIA et al., 2003). A exposi¢do ao frio de 4°C,
onde ocorre aumento do fluxo simpatico para o TAM, promove elevagao tanto da
expressdo quanto da atividade da GyK. Apds a desnervagao simpatica cirurgica
desse tecido, a atividade da enzima é reduzida aos valores de animais mantidos a
temperatura ambiente. Efeitos semelhantes sobre a atividade e a expressédo da GyK
no TAM foram obtidos pela infusdo prolongada de noradrenalina e também de
agonistas p-adrenérgicos, sendo esses efeitos inibidos por B-antagonistas, mas nao
por antagonistas a-adrenérgicos (FESTUCCIA et al., 2003). Nos ratos adaptados a
dieta hiperprotéica, em que o fluxo simpatico para o TAM encontra-se reduzido
(BRITO et al., 1998), a atividade da GyK também mostra-se reduzida. A
desnervagao simpatica do TAM de ratos HP, reduz ainda mais, a atividade da GyK
(KAWASHITA et al., 2002).

A atividade da GyK apresentou-se reduzida no EPI dos animais jejuados e
alimentados com a dieta HP (Figura 11 e 23), mesmo com o conhecido aumento do
turnover de noradrenalina no TAB de animais jejuados. A reduzida atividade da GyK
no RETRO de ratos em jejum, ja tinha sido constatado anteriormente (Tabela Xlll e
Figura 11). Os animais alimentados com a dieta HP apresentaram reducgédo do
turnover de noradrenalina no EPI (Figura 18) e no RETRO (BOSCHINI, 2006), o que
estaria de acordo com a reduzida atividade da enzima. Nos animais diabéticos a

atividade GyK nao foi alterada no EPI, contudo apresentou-se reduzida no RETRO.
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Diferente do encontrado em todas as outras situagdes experimentais estudadas, a
atividade da GyK mostrou-se aumentada no EPI dos animais que receberam a dieta
HCHL do tipo cafeteria (Tabela XXIX e Figura 29), que acompanha o aumento do
turnover de noradrenalina tecidual observado neste tecido. Esta mesma relacao
direta entre a GyK e atividade simpatica € observada no RETRO, onde ha aumento
da atividade simpatica e aumento da GyK (CHAVES et al., 2006).

Com excecéao do grupo jejuado e diabético, a atividade da GyK acompanhou
a aumentada ou diminuida atividade simpatica dos tecidos. Este comportamento da
GyK,nos sugere que outro, ou outros fatores, podem estar contribuindo no controle
da atividade da enzima. Os animais jejuados e diabéticos, onde a atividade desta
enzima se encontra reduzida, mesmo com aumento do fluxo simpatico, apresentam
em comum os reduzidos niveis de insulina. Apesar da manutencao da atividade da
Gyk no EPI de animais diabéticos, ndo podemos excluir a insulina como um possivel
modulador da atividade da GyK no TAB.

A desnervacao simpatica reduziu o conteudo de noradrenalina no RETRO e
no EPI, bem como a atividade da GyK em todos os grupos estudados. Observagao
semelhante foi realizado por outros autores, apés a desnervacdo do RETRO de
animais alimentados com a dieta HCHL (CHAVES et al., 2006) e animais
alimentados com a dieta HP (BOSCHINI, 2006). Assim, estes dados reforcam a
hipétese da importancia do sistema nervoso simpatico no controle da atividade da
gliceroquinase também no TAB, estimulando a atividade da GyK. Dados néao
publicados de nosso laboratério mostram um aumento da atividade da GyK no
RETRO, apds infusdo prolongada de noradrenalina e de agonista (Bs-adrenérgico.

Estes achados sugerem que o possivel efeito da estimulagdo simpatica na atividade
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da GyK do TAB parece ser mediada, assim como no TAM, por receptores
adrenérgicos do tipo B3 (BOSCHINI, 2006).

As proteinas aquagliceroporinas (AQP), assim como a GyK, tem sido
associadas ao metabolismo de glicerol. Estas proteinas s&o transportadoras de agua
e pequenas moléculas neutras como o glicerol. Existem 4 diferentes tipos de AQP:
3,7,9 e 10 que sao diferentemente expressas em quase todos os tipos de células e
tecidos; mas principalmente, em adipodcitos, no trato urinario, respiratorio,
gastrointestinal, musculos esquelético e cardiaco, figado, cérebro e medula espinhal
(TAKATA et al., 2004 e ROJEK et al., 2008). A AQP do subtipo 7 (AQP7) é o tipo
presente no tecido adiposo e alteragcdes na expressao desse canal parecem estar
relacionadas as alteragdes, tanto o metabolismo de lipidios como o de carboidratos.

Camundongos nocautes para AQP7, submetidos ao jejum apresentam baixos
niveis de glicerol plasmatico, quando comparados a camundongos controles
jejuados, entretanto o conteudo de glicerol no interior do adipdcitos €
significativamente maior que o conteudo encontrado nos adipdcitos dos animais
controles. Esses animais nocautes também apresentam baixas concentracbes de
glicose plasmatica quando comparados aos controles jejuados, mostrando uma
dificuldade de manutencdo da glicemia de jejum, sugerindo assim um papel
importante do glicerol como substrato da neoglicogénese hepatica (MAEDA et al.,
2004). Animais nocautes para AQP7 tornam-se obesos apds 12 semanas de vida,
acompanhados de uma hipertrofia nos adipdécitos devido ao aumento dos estoques
de TAG e instalagdo da resisténcia a insulina (HIBUSE et al., 2005 e HARA-
CHIKUMA et al., 2005).

Adipdcitos 3T3-L1 nocautes para AQP7 apresentam altas concentragdes

intracelulares de glicerol, elevada atividade da GyK, aumento das concentragdes de
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G3P e da captagao de acidos graxos, resultando em um aumento dos estoques de
TAG no interior do adipdcito (HIBUSE et al., 2005). A insulina € um potente inibidor
da expressao da AQP7, gracas a existéncia de um elemento de resposta negativo a
insulina, localizado na regiao promotora do gene da AQP7 observado em adipécitos
3T3-L1 (KISHIDA et al., 2001). Contrariamente, o PPARy quando ativado forma um
heterodimero com o receptor do acido retindico X alfa (RXRa) e liga-se no elemento
responsivo ao PPARYy na regido promotora do gene da AQP7, causando aumento da
expressao do seu mRNA (KISHIDA et al., 2001a). FOXO1 quando superexpresso e
em alta concentracdo no nucleo dos hepatécitos de ratos provoca um aumento de
2,5 vezes na expressédo da AQP 9 (ZHANG et al., 2006), porém nao existem ainda,
relatos se FOXO1 desempenha esse mesmo papel no controle da AQP7 no TAB. As
catecolaminas parecem facilitar a translocacdo da AQP7 da periferia nuclear para a
membrana plasmatica do adipdcito, sem contudo alterar a sua expressao (KISHIDA
et al.,, 2000). Trabalhos com adipdcitos isolados de camundongos mostram um
aumento da translocacido e da expressado desta proteina para a membrana celular
em situacdes que ocorrem um aumento da atividade lipolitica, facilitando a saida do
glicerol (KISHIDA et al., 2000; MAEDA et al., 2004; HIBUSE et al., 2006; WALKER et
al., 2007).

Vale relembrar que, com excecdo do EPI dos animais diabéticos, a atividade
da GyK acompanhou os niveis de insulina encontrado nas diferentes situagdes
experimentais estudadas. Como a insulina € um potente inibidor da expressao de
AQP7, nas situacdes de jejum, diabetes e alimentados com a dieta HP, onde os
niveis de insulina encontram-se baixos, provavelmente esteja ocorrendo um
aumento da transcricdo desta proteina facilitando a saida do glicerol do TAB. Na

situacao de jejum onde a atividade simpatica esta aumentada, temos provavelmente
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uma facilitagdo ainda maior na liberacdo deste composto. No TAB dos animais que
receberam a dieta HCHL do tipo cafeteria, apesar de apresentarem atividade
simpatica aumentada o que poderia facilitar a translocacdo desta proteina para
membrana, os niveis de insulina encontram-se altos nestes animais o que causaria
provavelmente uma inibicdo da expressao da AQP7, reduzindo a liberagao de
glicerol para o exterior do adipdcitos.

Assim podemos supor que além do “crosstalk” insulina-catecolamina, parece
existir um controle da atividade da GyK dependente da concentragdo do substrato
(glicerol) no interior do adipdcito. Nada impede, que este controle ja observado em
leveduras, onde a atividade da GyK varia conforme a concentragado de glicerol no
interior da célula, possa ocorrer também no TAB ou em outras células de outros

seres Vivos.

Conclusoes

Os dados deste trabalho corroboram a hipotese que existe um controle
reciproco entre as vias de geragao de G3P, principalmente entre a via glicolitica e a
gliceroneogénese, independente da atividade da gliceroquinase.

A formacdo de G3P no TAB epididimal a partir da: a) via glicolitica é
estimulada pela insulina. A acao estimulatéria do SNS se torna evidente apenas em
situagbes de deficiéncia insulinica, como no diabetes; b) via gliceroneogénica é
inibida pela insulina e atividade pelo SNS; c) via de fosforilagdo direta do glicerol
(GyK) parece depender principalmente da inervagao simpatica no tecido adiposo,

além de fatores hormonais e/ou metabdlicos.
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Desta forma, podemos sugerir que existe uma interacado entre a atividade do
SNS e os niveis de insulina no controle das vias de geragao de G3P no EPI de ratos,
entretanto ndo podemos excluir a possibilidade de outros fatores hormonais e/ou
metabdlicos também interferirem nestes processos.

As informacgdes obtidas neste trabalho, juntamente com as obtidas na nossa
dissertagdo de mestrado, sugerem que o TAB tanto RETRO como EPI,
independente da situagcdo experimental do animal, tem o objetivo de manter os
estoques de TAG, para isso alteram as atividades das vias de geracao de G3P,
mantendo um suprimento adequado e continuo deste composto, molécula essencial
para a formacao do TAG.

Vale a pena também ressaltar que o EPI parece ser menos responsivo as
condigdes energéticas sistémicas que o RETRO, provavelmente para fornecer

energia aos tecidos locais, como testiculos e glandulas anexas.

Para melhor entendermos este “crosstalk” seria interessante analisarmos os
mecanismos moleculares de interagdo hormonal entre a insulina e a catecolamina

no controle das vias de geracao de G3P.
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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

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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