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Resumo

Resumo

Introducio e objectivos: A disfun¢do do tecido adiposo resulta primariamente de uma
acumulagdo lipidica incorrecta e hipoxia, que se pode reflectir numa inadequada
adipogénese e angiogénese. A adaptacdo metabdlica e angiogénica do tecido adiposo a
hipoxia influencia a sua capacidade para lidar com lipidos e glicose circulantes,
podendo assim afectar marcadores metabolicos a nivel sistémico. O nosso grupo
demonstrou recentemente que a glicagdo induzida por metilglioxal (MG) pode levar a
uma diminui¢do da irrigagdo e alteracdes funcionais, normalmente observadas em
modelos de desregulagdo metabolica. Baseado nestes resultados foi nosso objectivo
avaliar o papel do MG nas adaptagdes metabolicas causadas por um decréscimo do
fornecimento sanguineo ao tecido adiposo epididimal, uma condi¢do frequentemente
observada em individuos obesos.

Métodos: Um grupo de ratos Wistar com seis meses foi tratado diariamente com MG
(WM, n=12), durante 8 semanas (75 mg/Kg/dia, diluido na dgua). Em seguida, ratos
(W; WM: n=12) foram usados como controlos (n=4), e, os restantes (n=8) submetidos a
laqueagao de vasos sanguineos no tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 e 48
horas (Wi 1h; WMi 1h;Wi 48h; WMi 48h: n=4/grupo). O tecido adiposo epididimal
direito foi usado como controlo interno da experiéncia (Wc¢ lh; WMc 1h; Wc 48h;
WMc 48h: n=4/grupo). 48 horas apds a cirurgia e depois de um periodo de jejum de 6
horas, foram avaliados os niveis sanguineos de glicose, lipidos e insulina.

Resultados: Uma injec¢do i.v. de Evans Blue ap6s o procedimento cirtirgico foi o
método escolhido para quantificar o fornecimento sanguineo ao tecido adiposo
epididimal, estando a marcacdo significativamente diminuida 5 minutos depois, em
comparacao ao controlo interno. Com 1 hora de reducao parcial da irrigagdo, os ratos
sujeitos a0 MG mostraram uma maior activagdo da ERK1/2, e da degradacao de IkBa e
menores niveis de Akt total e Perilipina A. Apos 48 horas de redugdo da irrigacao, os
ratos mostraram aumentos significativos de glicose, insulina, 4cidos gordos livres e
triglicerideos, bem como menores niveis de adiponectina. Também no tecido adiposo
epididimal parcialmente isquémico dos ratos sujeitos a administragdo de MG, foram

menores as expressoes de IkBa, inibidor da via do NF-xB, de PPARY e Perilipina A.
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Resumo

Conclusdes: Em conjunto, os nossos resultados sugerem que a acumulacdo de MG
pode levar a uma diminui¢do da capacidade do tecido adiposo se adaptar a hipoxia,

causando alteragdes metabodlicas que se podem reflectir a nivel sistémico.

Palavras-chave: Tecido adiposo, Microcirculagao, Metilglioxal, Metabolismo.
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Abstract

Abstract

Introduction and objectives: Adipose tissue dysfunction results primarily from
impaired lipid storage and hypoxia, what may reflect defects of adipogenesis and
angiogenesis. Metabolic and angiogenic adaptation of adipose tissue to hypoxia
influences its ability to cope with circulating lipids and glucose and thus may affect the
systemic metabolic markers. Our group recently showed that glycation induced by
methylglyoxal (MG) may lead to decreased irrigation and functional alterations
commonly observed in models of metabolic dysregulation. Based on that, our goal was
now to study the role of MG in the metabolic adaptations caused by a decrease of blood
supply in adipose tissue, a condition commonly observed in obese individuals.
Methods: One group of Wistar rats was treated daily with methylglyoxal (WM) during
8 weeks (75 mg/Kg/day, diluted in water). After this time, the rats (W; WM: n=12)
were used as control (n=4/group) as the others (n=8) were used for surgery-induced
vessel block of the left epididymal adipose tissue during 1 and 48 hours (Wi 1h; WMi
1h; Wi 48h; WMi 48h: n=4/group). The right epididymal adipose tissue was used as an
internal control of the experiment (Wc 1h; WMc 1h; Wc 48h; WMc 48h: n=4/group).
48 hours after surgery, glycemia, lipids and insulin were measured after 6 hours fasting.
Results: Evans Bue i.v. injection after surgery was used to measure blood supply in
adipose tissue and the staining was significantly decreased 5 minutes after injection,
when comparing with the internal control. 1 hour of partial reduction of blood supply,
MG-treated rats had higher levels of ERK1/2 activation, as well as, more IkBa
degradation and lower levels of total Akt and Perilipin A. In addition, 48 hours after
surgery all rats showed increased fasting glucose and insulinemia. However, MG-
treated rats had higher levels of free fatty acids and triglycerides and decreased
adiponectin levels. As well, the partially ischemic adipose tissue of MG-treated rats
showed decreased levels of IkBa, an inhibitor of NF-kB pathway, and decreased levels
of PPARY.

Conclusions: Altogether, our results suggest that MG accumulation may lead to a
decreased ability of adipose tissue to adapt to hypoxia, causing metabolic alterations

that may be reflected at the systemic level.

Keywords: Adipose tissue, Microcirculation, Methylglyoxal, Metabolism.
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Introducao

CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais — diabetes tipo 2

A diabetes tipo 2 ¢ uma doenca crdénica, multifactorial e progressiva responsavel pela
mortalidade e morbilidade de 8 % da populacdo mundial, constituindo, por conseguinte,
um grave problema de satide publica e econdmico em todo o mundo (Hogan et al.,
2003; Negre-Salvayre et al., 2009; Ismail-Beigi., 2012). O nimero de pessoas com
diabetes tipo 2 cresce a cada ano, em resposta a diversos factores, tais como:
crescimento populacional, envelhecimento, sedentarismo e obesidade das populagdes
(Shaw et al., 2010). Estima-se que o numero de doentes com diabetes tipo 2 (20 aos 79
anos de idade) sofra um incremento de aproximadamente 285 milhdes em 2010, para
439 milhdes em 2030, havendo um aumento de 69% e 20%, em paises em
desenvolvimento e desenvolvidos, respectivamente (Shaw et al., 2010; Ismail-Beigi.,
2012).

A diabetes tipo 2 ¢ uma doenca metabolica complexa e heterogénea, caracterizada por
deficiente secre¢ao de insulina e resisténcia dos tecidos insulino-dependentes a sua
accdo, nomeadamente o tecido adiposo, o figado e o musculo. Em consequéncia, ocorre
um aumento caracteristico da concentragdo de glicose na corrente sanguinea, de uma
forma cronica, sendo este aumento responsavel pelo aparecimento de diversas
complicagdes agudas e cronicas (Negre-Salvayre et al., 2009; Ismail-Beigi., 2012). Para
além da componente genética, os factores ambientais t€ém um papel preponderante no
aparecimento da diabetes tipo 2 e na sua posterior evolugdo (Virkaméki et al., 1999;

Feinglos & Bethel., 2008).
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Em estadios iniciais, o desenvolvimento de insulino-resisténcia, hepatica e periférica,
leva a um aumento compensatério na produgdo de insulina por parte das células 3
pancreaticas, uma vez que, a concentragdes normais, a insulina nao exerce eficazmente
os seus efeitos. De facto, para que ocorra a captacao de glicose pelas células, a insulina
terd de ser libertada em quantidades superiores, de maneira a suplantar a resisténcia dos
tecidos a sua acg¢ao (Bugianesi et al., 2005; Kawahito., 2009; Benito., 2011). Na
presenca de defeitos primarios da célula B, esta compensacao ¢ insuficiente, de que
resulta um aumento da glicemia. Devido a fendmenos de glico e lipotoxicidade, a
capacidade de producdo de insulina pelas células B diminui ainda mais, o que agrava a
hiperglicemia (Turner et al., 1998; Kawahito., 2009; Negre-Salvayre et al., 2009). Gera-
se, assim, um ciclo que pode levar a faléncia das células B, em simultdneo com o
progressivo aumento da resisténcia dos tecidos a ac¢ao da insulina (Kawabhito., 2009).

O figado ¢ um importante 6rgao na homeostase da glicose. Como tal, dependendo das
necessidades do organismo, sintetiza e liberta glicose para o sangue quando esta diminui
(por exemplo em jejum através da gliconeogénese e da glicogenolise) ou acumula-a na
forma de glicogénio quando aumenta (apoOs as refeicdes). A insulina tem uma acg¢ao
primordial na inibi¢ao da gliconeogénese e da glicogendlise e, como tal, na inibicao da
producao hepatica de glicose. Na presenca de insulino-resisténcia e inadequada secre¢ao
de insulina, ocorre uma produgdo continua de glicose pelo figado com a subsequente
libertagdo da mesma para a corrente sanguinea e hiperglicemia (Natali et al., 2000;
Bugianesi et al., 2005). A insulina ¢ uma hormona com diversas fung¢des nos tecidos
periféricos, nomeadamente estimulando o transportador da glicose (GLUT 4) no
musculo e no tecido adiposo, de que resulta uma maior captagdo de glicose da corrente
sanguinea de acordo com o gradiente (Bugianesi et al., 2005; Plum et al., 2006). A

redu¢do destes efeitos conduz, também, a hiperglicemia.
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A hiperglicemia na diabetes tipo 2 predispde as células a um aumento do stress
oxidativo pela maior produgdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e a accao toxica
da propria glicose (agucar redutor). As ROS, além de estarem envolvidas na diminui¢ao
da sintese e da libertacdo de insulina pelas células B, afectam também outras células
através da inibicdo de enzimas da via glicolitica (GAPDH), que se traduz numa maior
acumulagdo dos intermediarios desta via. Sao estes intermediarios altamente reactivos
que activam vdarias vias intracelulares responsaveis pelo desenvolvimento das
complicagdes diabéticas (Brownlee., 2005; Houstis et al., 2006; Kawahito., 2009). As
reac¢des nao enzimaticas decorrentes da interac¢ao dos intermediarios glicoliticos e as
biomoléculas do organismo (glicagdo) sdo particularmente importantes na activagao de
vias inflamatorias e de stress e, consequentemente, na disfuncao celular (Goldin et al.,
2006; Negre-Salvayre et al., 2009).

A longo prazo, a hiperglicemia e as alteragdes do metabolismo celular dos hidratos de
carbono originam danos em varios tecidos, nomeadamente pela maior exposicao das
células ao stress oxidativo e a glicagdo, com activacao de diversas vias intracelulares
que culminam em relevantes complicacdes macrovasculares (doenga aterosclerdtica e
doenca vascular periférica) e microvasculares (retinopatia, neuropatia e nefropatia)
(Turner et al., 1998; Brownlee., 2001; Voziyan & Hudson., 2005).

Sendo multiplos os factores envolvidos, torna-se dificil determinar os mecanismos
moleculares que estdo associados as complicagdes da diabetes tipo 2. Por outro lado, os
estudos realizados sdo maioritariamente efectuados em linhas celulares e roedores, pelo

que a extrapolacao para o Homem deve ser cautelosa (Guilherme et al., 2008).
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1.2 Toxicidade da glicose — stress oxidativo e AGEs

A homeostase da glicose no organismo ¢ mantida gracas a interac¢do de trés processos
fisiologicos: secrecao de insulina pelas células B pancreaticas, captacao de glicose pelos
tecidos hepatico e periférico, e pela produgio/armazenamento de glicose no figado. E
fundamental a manuten¢do da normoglicemia para que as células possam utilizar a
glicose, de forma adequada, como fonte de energia, sendo a concentragdo da glicose
particularmente regulada pela insulina. Outras hormonas, como a glucagina, as
catecolaminas, o cortisol e a hormona do crescimento, opdem-se a ac¢do de insulina na
glicemia, nomeadamente nos periodos interdigestivos e no jejum (Kawahito., 2009;
Triplitt., 2012). A perda do balango entre a absor¢do no intestino, o consumo pelos
tecidos (glicodlise, via das pentoses-fosfato, ciclo dos &cidos tricarboxilicos e sintese de
glicogénio) e a produgdo hepatica (gliconeogénese e glicogendlise) conduz a alteragdes
da homeostase da glicose (Kawahito., 2009; Ismail-Beigi., 2012).

Os danos que advém da hiperglicemia cronica sdo fulcrais na evolugdo da diabetes
mellitus e afectam sobretudo certos tipos de células que: 1) ndo sdo capazes de controlar
a concentracdo da glicose ou seja, a entrada de glicose déa-se por gradiente quimico, e
possuem uma menor expressao de GLUT4 estando, como tal, sujeitas a ac¢do toxica da
glicose (células endoteliais vasculares; células mesangiais renais; neurénios e neuroglia;
células B); 2) geram grandes quantidades de ROS e de produtos avancados de glicagao
(AGEs), induzindo um estado de stress oxidativo e glicagao (Brownlee., 2005; Goldin

et al., 2006; Negre-Salvayre et al., 2009).
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1.2.1. Stress oxidativo

As ROS formam-se a nivel intracelular em diferentes tecidos por diversas reacgdes, tais
como glicacdo, cadeia transportadora de electrdes e enzimas oxidativas (NOXs), tendo
assim um papel importante no desenvolvimento da diabetes tipo 2 e suas complicagdes
cronicas (Negre-Salvayre et al., 2009; Kaneto et al., 2010). As ROS podem também ter
origem exogena em relacdo, por exemplo, com o tipo de alimentos ingeridos e o tipo de
confeccdo utilizado (Klaunig et al., 2011).

Os sistemas anti-oxidantes celulares sdo compostos por moléculas de baixo peso
molecular (acido ascérbico, acido urico, bilirrubina, biliverdina redutase, monoxido de
carbono, tocoferol e glutationa reduzida) e enzimas anti-oxidantes (superoxido
dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, heme-oxidase e catalases), e tém
por objectivo manter a homeostase da oxidagdo/redugdo no meio intracelular,
protegendo assim a célula e as suas biomoléculas (Negre-Salvayre et al., 2009; Desai et
al., 2010). Numa situagdo em que a actividade do sistema anti-oxidante ndo consegue
suplantar a formagdo de ROS, estamos perante um desequilibrio, que se denomina
stress oxidativo. Na diabetes tipo 2 ocorre uma maior producao das ROS, por oxidagdo
da glicose, disfun¢do mitocondrial, via dos polidis e produtos avancados de glicagdo, e
o sistema anti-oxidante tem a sua ac¢do diminuida (Houstis et al., 2006; Newsholme et
al., 2007; Negre-Salvayre et al., 2009; Kaneto et al., 2010).

Os efeitos da hiperglicemia na diabetes tipo 2, particularmente a nivel dos
microvasos, ocorrem por quatro vias fundamentais: dos poliois, dos produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs), da proteina cinase C (PKC) e da hexosamina. Todas estas
vias possuem em comum o aumento dos niveis de ROS, provocando assim um aumento

do stress oxidativo (figura 1) (Brownlee., 2005; Negre-Salvayre et al., 2009).
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Figura 1 — Aumento da concentracio intracelular de glicose, associado
as vias implicadas na resposta inflamatoria, no stress oxidativo e dano
celular e na modificacao da expressao génica.

(ROS), espécies reactivas de oxigénio; (GAPDH), gliceraldeido fosfato
desidrogenase; (PARP), poly ADP ribose polymerase; (AGEs), produtos
finais de glicacdo avangada; (PKC), via da proteina cinase C. (Adaptado de
Negre-Salvayre et al., 2009).



Introducao

1.2.2. Glicacao

A glicagdo, também designada como glicosilagdo nao-enzimatica, foi descrita pela
primeira vez por L. Maillard, no século XX (Maillard., 1912). Esta reac¢do nao-
enzimatica ocorre na presenga de acucares redutores (glicose, frutose, entre outros) que
possuem a capacidade de reagir com os grupos amina de diversas moléculas biologicas,
como proteinas, acidos nucleicos e lipidos (Brownlee., 2005; Goldin et al., 2006; Negre-
Salvayre et al., 2009). Estas moléculas, ao sofrerem glicacdo, alteram as suas
propriedades fisicas e quimicas, bem como a sua fun¢do bioldgica, podendo assim levar
a alteragdes intra e extracelulares. Os processos de glicacao e oxidagdo ocorrem através
de um conjunto de reaccdes complexas e rearranjos moleculares posteriores, com
origem nas bases de Schiff, transicdo a produtos Amadori e, finalmente, formacao de
AGEs (Goldin et al., 2006; Negre-Salvayre et al., 2009). A formacao destes compostos
a partir de precursores dicarbonilicos intracelulares ¢ menor do que a partir da glicose;
contudo, ¢ frequente a sua formacdo por fragmentagdo de gliceraldeido-3-fosfato e
dihidroxiacetona-fosfato a metilglioxal (MG) ou, entdo, por autoxidacdo da glicose a
glioxal, seguindo-se as transigdes e rearranjos através de bases de Schiff e produtos
Amadori (cetoaminas e frutosaminas) (Negre-Salvayre et al., 2009; Desai et al., 2010).
Quanto maior for a concentracdo de agucares redutores no organismo maior sera a taxa
de glicacdo das biomoléculas, situacdo relacionada com a hiperglicemia e, por

conseguinte, com a diabetes tipo 2 (Brownlee., 2001; Brownlee., 2005).
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Os AGEs contribuem para as complicagdes diabéticas, de duas formas: 1) através da
formacdo de ligagdes cruzadas permanentes com moléculas-chave da matriz
extracelular, alterando a sua estrutura; 2) por interac¢ao com o seu receptor RAGE na
superficie celular. Os AGEs conseguem alterar as propriedades das principais proteinas
da matriz (colagénio, vitronectina e laminina), ligando-as a outras macromoléculas
(ligagcdes AGE-AGE), causando a sua perda de funcdo e maior rigidez da matriz. Por
outro lado, a glicagdo leva a sintese de diferentes tipos de colagénio, laminina e
fibronectina, normalmente associada a um aumento da expressao de transforming
growth factor- (TGF-B). A interaccdo dos AGEs com os receptores RAGE induz
multiplas alteracdes celulares, nomeadamente a nivel de células endoteliais, musculares
e macrofagos, através da activacao de diferentes vias/mecanismos (Brownlee., 2005;
Goldin et al., 2006, Negre-Salvayre et al., 2009). A nivel intracelular, os AGEs formam-
se mais lentamente na presenca de glicose do que na presenga de outros aglcares
intracelulares contribuindo, no entanto, para a activagdo de vias intracelulares de

inflamacao e stress (Goldin et al., 2006; Negre-Salvayre et al., 2009).
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1.2.3. Metilglioxal

O MG ¢ importante na formacdo de AGEs, havendo autores que o identificam como
sendo o seu principal precursor in vivo (Goldin et al., 2006; Xue et al., 2011). O MG ¢
um composto dicarbonilo que reage com biomoléculas (proteinas, lipidos, ADN, entre
outras), ¢ simultaneamente um aldeido e uma cetona, € encontra-se presente em todos os
organismos (Desai et al., 2010; Rabbani & Thornalley., 2012). E citotoxico, dado que
induz formacao de ROS, apoptose e disfuncao celular. O MG foi, em diversos estudos,
implicado na activagdo de vias de stress celular, conduzindo a uma perda da viabilidade
celular (Chan et al., 2007; Jia & Wu., 2007). A sua estrutura torna-o extremamente
reactivo, ligando-se ndo enzimaticamente com os grupos amina (residuos de lisina e
arginina) das proteinas do meio envolvente, de que resulta a formacao de AGEs (Xue et
al., 2011; Rabbani & Thornalley., 2012). Como ja foi referido, os AGEs estdo
implicados nas inumeras complicagdes diabéticas, sendo que qualquer reac¢do que
aumente os niveis de MG nos tecidos ou no plasma favorece estas complicagdes
(Mathys et al., 2002; Brownlee., 2001). Em condi¢des de hiperglicemia, os niveis
citosolicos de aldeidos (metilglioxal, glioxal, entre outros) aumentam e através da
inducdo de alteracdes na conformacao de biomoléculas, nomeadamente proteinas, ¢ de
formag¢do de ROS e AGESs, contribuem para o desenvolvimento das complicacdes

diabéticas (Brownlee., 2005; Goldin et al., 2006; Negre-Salvayre et al., 2009).
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1.3 Tecido adiposo — fun¢des e mecanismos de desregulagio

A prevaléncia da obesidade ganhou propor¢des epidémicas a escala global, com mais de
um bilido de adultos com excesso de peso e mais de 300 milhdes obesos. O excesso de
peso, por si sO, afecta negativamente a actividade fisica, a vitalidade e a qualidade de
vida em geral. A obesidade visceral desempenha um papel central no desenvolvimento
de doencas metabdlicas, como a diabetes tipo 2, e constitui um risco acrescido de
doencas cardiovasculares (Goossens., 2008; Christiaens & Lijnen., 2010; Kiess et al.,
2008). Normalmente relaciona-se com disfun¢ao metabdlica, tais como intolerancia a
glicose, hiperinsulinemia, niveis elevados de acidos gordos livres, diminui¢dao de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e aumento de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) (Christiaens & Lijnen., 2010), estando este conjunto de alteragdes englobado na

sindrome metabdlica.
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1.3.1. Funcoes do tecido adiposo

O tecido adiposo branco ¢ uma estrutura complexa, heterogénea, constituida
maioritariamente por adipocitos, mas também por diversas células do estroma,
nomeadamente pré-adipocitos, células endoteliais, fibroblastos e células do sistema
imunitario (Guilherme et al., 2008; Tang et al., 2008; Rutkowski et al., 2009;
Christiaens & Lijnen., 2010).

O tecido adiposo divide-se em dois grandes tipos, branco e castanho, com fungdes
diferentes no organismo. O tecido adiposo branco, visceral e subcutaneo, ¢ constituido
maioritariamente por adipdcitos brancos, que lhe conferem a cor caracteristica,
constituindo o local de armazenamento de energia proveniente da dieta, sob a forma de
triglicerideos (Goossens., 2008; Gustafson., 2010; Maury & Brichard., 2010). Os
triglicerideos sdao constituidos por trés acidos gordos ligados a uma molécula de
glicerol. Por sua vez, o glicerol ¢ sintetizado a partir da glicose disponivel no interior do
adipdcito, constituindo assim uma importante forma de armazenamento deste agucar
redutor (Goossens., 2008; Guilherme et al., 2008). Os lipidos em circulagdo sao
transportados por lipoproteinas, que sdo reconhecidas por receptores presentes na
membrana do adipocito (CD36). A lipoproteina lipase (LPL) efectua a hidrdlise dos
triglicerideos das lipoproteinas, permitindo assim a entrada dos acidos gordos livres
através de uma proteina especifica de transporte (FATP). Os 4acidos gordos livres a nivel
intracelular sdo rapidamente inactivados por uma proteina adaptadora (aP-2), de forma a
permitir nova esterificagdo em triglicerideos (Ram., 2003; Wellen and Hotamisligil.,

2003).
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A insulina tem um papel fundamental, uma vez que estimula a captacao de glicose pelo
adipdcito, induz a lipogénese e inibe a lipolise através da inibicdo da sintese de AMP
ciclico (AMPc). A diminuicdo de AMPc limita a estimulacdo da cinase PKA,
fosforilando e activando menos lipase hormono-sensitiva (HSL) uma enzima
responsavel pela hidrolise dos triglicerideos armazenados no interior da gota lipidica
(figura 2). Por accdo da insulina, estes sdo inseridos numa gota lipidica, rodeada por um
aglomerado proteico (Perilipina A) que os protege da ac¢do daquelas lipases. A
fosforilagao destas proteinas leva a uma exposicao dos triglicerideos a accao de lipases
(lipdlise), o que acontece normalmente em estados de jejum e aquando do exercicio
fisico. Nestas condigdes de défice energético e diminui¢ao dos niveis de insulina, ha
sintese de uma maior quantidade de AMPc intracelular que origina, por conseguinte,
uma maior activacdo da HSL, com a consequente libertacdo de adcidos gordos livres para
a circulagdo, e a sua utilizacdo posterior como fonte de energia (Goossens., 2008;
Guilherme et al., 2008).

O tecido adiposo castanho, que quase desaparece no primeiro ano de vida, ¢ mais
enervado, tem mais mitocondrias e varios vacuolos lipidicos. Os triglicerideos aqui
armazenados sdao rapidamente hidrolisados e oxidados. Sao usados na cadeia
transportadora de electroes que possui UCP-1 (proteina desacopladora, na cadeia
transportadora de electrdes) gerando calor, sendo a ac¢do termogénica o principal papel
do tecido adiposo castanho (Guilherme et al., 2008).

Nos ultimos anos foi ultrapassada a ideia de que o tecido adiposo funcionava apenas
como um local de armazenamento energético (Guilherme et al., 2008; Gustafson.,
2010). De facto, no tecido adiposo branco ha producao e secre¢do de diversas proteinas
e factores autdcrinos, pardcrinos e endocrinos (Trayhurn & Wood., 2004; Galic et al.,

2010).

13



Introducao

O secretoma do tecido adiposo branco ¢ constituido por adipocinas, quimiocinas e
factores de crescimento, tais como: adiponectina, leptina, resistina, visfatina, PAI-1
(inibidor do activador do plasminogénio) TNF-a (factor de necrose tumoral a)), TGF-3,
interleucinas (IL-1, 6, 8, 10 e 18), factor de quimioatrac¢do de mondcitos (MCP-1),
factores angiogénicos e vasoactivos (factor de crescimento do endotélio vascular,
angiopoietina-2 e angiotensina II), entre outros (Trayhurn &Wood., 2004; Hosogai et
al., 2007; Ye et al., 2007; Goossens., 2008; Guilherme et al., 2008; Trayhurn et al.,
2008b; Rutkowski et al., 2009; Galic et al., 2010; Maury & Brichard., 2010).

Através desta actividade secretora o tecido adiposo assume multiplas fungdes
metabolicas, imunologicas, enddcrinas e, localmente, autocrinas e paracrinas (Tilg &

Moschen., 2006; Guilherme et al., 2008; Galic et al., 2010).

Insulina

Células
endoteliais

0,
Adiponectina
Enzimas da .
esterificagdo Triglicerideos
Figura 2 — Esquema integrativo dos diferentes mecanismos que

compoéem a fisiologia do tecido adiposo.

(AGLs), acidos gordos livres; (O;), oxigénio; (TZD), tiazolidinediona;
(HSL), lipase hormono-sensitiva; (PerA), perilipina A; (PPARY), receptor
activador da proliferacao dos peroxissoma-y; (VLDL), lipoproteina de baixa
densidade; (HDL), lipoproteina de alta densidade.
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1.3.2. Disfuncio do tecido adiposo

A desregulagdo do metabolismo lipidico e o aparecimento de processos regionais de
hipoxia no tecido adiposo na obesidade tém vindo a ser apontados como os dois
principais factores responsaveis pela activacdo de vias inflamatorias celulares. A
activagdo destas vias tem implicagdes variadas, nomeadamente na insulino-resisténcia e
na inibicdo do receptor activador da proliferagdo dos peroxissomas y (PPARY), no
secretoma, na angiogénese e no recrutamento de leucdcitos, como sumariza a figura 3.
Estas vias de disfuncao sao elucidadas nos pontos seguintes, com principal énfase na via

associada a hipoxia.

Desregulacaodo Hiboxia
metabolismo lipidico P
Activacaode vias
. : 5 <€
inflamatorias

T S ]

3 — Alteracao Recrutamento
ST G do perfil de |] Angiogénese de células
resisténcia PPARY [ giog . .
secrecao inflamatorias

Figura 3 — Esquema integrativo dos dois principais factores de
desregulacao do tecido adiposo, e dos mecanismos fisiologicos de
resposta decorrentes da activacio de vias inflamatorias.

(PPAR-y), receptor activador da proliferagdo dos peroxissoma-y.
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Desregulacao lipidica

Uma alimentagao altamente calorica leva a alteragdes no tecido adiposo, devido as
dinamicas de libertacdo e armazenamento de acidos gordos livres (AGL). Nos estadios
iniciais, os adipocitos conseguem dar resposta aos altos teores de lipidos ingeridos,
armazenando-os na forma de triglicerideos. O problema surge quando este mecanismo
satura e ha aumento da lip6lise e maior libertacdo de AGL para a circulacao (Rajala &
Scherer., 2003; Guilherme et al., 2008). O aumento da disponibilidade de acidos gordos
provoca, em condi¢des normais, um aumento da sua taxa de oxidacdo mitocondrial
(Bugianesi et al., 2005). A limitacdo mitocondrial na oxidagdo de 4cidos gordos, leva a
sua acumulacdo ¢ a um aumento dos seus derivados, nomeadamente acetil-CoA,
ceramida e diacilglicerol, sendo descritos como activadores de vias de stress
dependentes de cinases, tais como proteinas cinase C (PKC), cinase c-jun N-terminal
(JNK) e a proteina cinase do IkB (IKKp) (Qatanani & Lazar., 2007; Guilherme et al.,
2008). Desenvolve-se uma resposta fisioldgica com inibi¢cdo da sinalizagdo de insulina
(fosforilagdo do substracto do receptor da insulina) e libertacdo do factor de transcricao
NF-«B, que, por sua vez, altera a transcricdo génica de modo a que sejam segregados
factores angiogénicos e sobretudo pro-inflamatorios (Moeschel et al., 2004; Qatanani &
Lazar., 2007; Olefsky & Glass., 2010). Esta resposta induz inibi¢do da lipogénese e
favorece a ocorréncia de lipolise, originando deposicao ectopica de gordura e alteracdes
nos tecidos afectados, com implicagdes patologicas, como referido anteriormente

(Guilherme et al., 2008).
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Hipoxia e angiogénese no tecido adiposo

A vascularizagdo do tecido adiposo permite as trocas gasosas, o transporte de lipidos, de
forma a serem armazenados/libertados pelos adipdcitos, € o transporte dos seus
produtos de secrecdo como as adipocinas (Guilherme et al., 2008; Rutkowski et al.,
2009).

A angiogénese, formagdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos existentes, ¢
crucial na resposta a expansao do tecido adiposo. O balango entre angiogénese e hipoxia
tem um grande impacto na definicdo de “boa” e “ma” expansdo do tecido adiposo,
como se mostra na figura 4. Quando a rede vascular ndo acompanha a expansao do
tecido adiposo surgem focos de hipoxia no tecido, com a consequente activacdo de
factores de transcricdo como o NF-kB e o factor induzido pela hipoxia 1-a (HIF-1a)

(Rutkowski et al., 2009).
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Figura 4 — Modelo representativo da expansao do tecido adiposo, com
focos de hipoxia quando a angiogénese nio acompanha de uma forma
eficaz a hipertrofia dos adipdcitos e a expansao do tecido.

(HIF-1a), factor induzido pela hipoxia-1; (VEGF), factor de crescimento do
endotélio vascular; (MCP-1), factor quimioatractivo de monocitos-1
(adaptado de Rutkowski et al. 2009).

Assim, a angiogénese ¢ um processo fulcral e variavel, sendo libertados diversos
factores pelos adipocitos, células endoteliais e do estroma, com efeitos pro-angiogénicos
e anti-angiogénicos. Os factores segregados sdo variadissimos, tais como VEGEF,
angiopoietina 1 e 2 (Ang- 1 e Ang-2), TNF-a, leptina, PAI-1, factor de crescimento de
fibroblastos B (FGF-B), factor de crescimento do tipo da insulina (IGF), integrina,
vitronectina, fibrina, TGF-f, adiponectina, entre outros, que actuam na regulagcdo da
rede vascular (Lijnen., 2008; Rutkowski et al., 2009; Christiaens & Lijnen., 2010).

O VEGF tem uma fun¢ao fundamental na regula¢ao do endotélio e por conseguinte da
vasculatura, estimulando a proliferacdao e a migracao de células endoteliais. A ac¢do do
VEGF, juntamente com a acg¢do das angiopoietinas 1 e 2, ¢ fundamental ao
desenvolvimento de novos vasos sanguineos, numa fun¢do concertada (Hausman &

Richardson., 2004; Waltenberger., 2009).
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No seguimento da activagdo de vias inflamatorias, decorrente dos fendémenos de hipoxia

e desregulagdo do metabolismo lipidico, surgem estimulos angiogénicos no tecido

adiposo na tentativa de restabelecer a homeostase (Rutkowski et al., 2009; Maury &

Brichard., 2010).

O HIF-1a ¢ um regulador chave da tensdo de oxigénio nas células, aumentando a
expressdo de diferentes genes que afectam varias fungdes bioldgicas, tais como
angiogénese, glicolise, apoptose, proliferagao celular e inflamacao (Hosogai et al.,
2007; Regazzetti et al., 2009). Na presenca de oxigénio, o HIF-la sofre
hidroxilagao num residuo prolina e € ubiquitinado e degradado via proteossoma. Na
presenca de hipoxia as prolina-hidroxilases sdao inibidas, ocorrendo uma
estabilizacdo e activagdo do factor de transcricdo, com alteracdo da expressao
génica, nomeadamente de factores angiogénicos como o VEGF (figura 5) (Wood et
al., 2009; Giacco & Brownlee., 2010). Por sua vez, a activagdo do factor de
transcricdo NF-kB em resposta a hipoxia, bem como ao aumento da concentracao
de TNF-0, induz aumento de HIF-la (Uden et al., 2008; Donath & Shoelson.,
2011). A expressdo génica ¢ alterada e sdo expressos genes alvo, nomeadamente
VEGF, como referido, e citocinas pro-inflamatorias, tais como MCP-1,
interleucinas e TNF-o (Donath & Shoelson., 2011). Estes factores pro-
inflamatorios, bem como a expressdo das diferentes adipocinas sdo estimulos que se
pensa estarem relacionados com os processos angiogénicos (Tilg & Moschen.,

2006; Trayhurn et al., 2008a; Rutkowski et al., 2009; Giacco & Brownlee., 2010).
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5

Figura 5 — Modelo de inducido de angiogénese, na presenca ou na
auséncia de elevadas concentracées de glicose.

(HIF-1a), factor induzido pela hipoxia-1; (VEGF), factor de crescimento do
endotélio vascular; (SDF-1), factor derivado do estroma-1; (CPE), células
progenitoras do endotélio; (CXCR4), receptor do factor derivado do
estroma; (eNOS), sintetase do 6xido nitrico endotelial; (p300), coactivador
do HIF-1a; (ARNT-1), hidrocarboneto translocador do receptor nuclear;
(HRE), genes de resposta a hipoxia (adaptado de Giacco & Brownlee 2010).
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Recrutamento, estimulacao de leucdcitos e inflamacao

A activagdo de vias inflamatoérias no tecido adiposo tem varias implicacdes, sendo que a
insulino-resisténcia, predisposi¢ao para a ocorréncia de lip6lise, alteragdo do secretoma,
accdo pro-angiogénica e recrutamento de leucocitos (maioritariamente monocitos) sao
respostas comuns a hipoxia, que activa o factor de transcrigdo NF-xB e assim vias
inflamatorias no tecido adiposo (Tilg & Moschen., 2006; Qatanani & Lazar., 2007,
Olefsky & Glass., 2010; Kimura et al., 2011).

A expansdo do tecido, leva a uma acumulagdo de macrofagos no tecido adiposo branco,
como anteriormente referido. Os pré-adipdcitos t€ém também a capacidade de se
diferenciar em macrofagos no sentido de captar o excesso de gordura e modular a
resposta inflamatoria as alteragdes do tecido adiposo (Tilg & Moschen., 2006;
Goossens., 2008; Olefsky & Glass.,, 2010). O MCP-1 segregado por adipdcitos,
macrofagos e pela continua quimioatrac¢do de monodcitos, conduz ao aumento
progressivo da infiltragdo de macrofagos e da inflamagao local (Guilherme et al., 2008;
Ye., 2010). O aumento local de macrofagos origina uma secrecdo aumentada de TNF-a
e MCP-1, que perpetuam o processo inflamatorio (figura 6). Os macréfagos removem
adipocitos mortos, sdo mediadores pro-inflamatorios e segregam precursores
angiogénicos, mas a sua actividade inflamatoéria pode ser nefasta ao nivel celular
(Olefsky & Glass., 2010; Ye., 2010).

O TNF-a ¢ responsavel por alteragdes da resposta celular, como diminui¢do da
sensibilidade a insulina e inibi¢ao da formagdo de adipdcitos (adipogénese) e alteragdes
da expressao génica através da activacdo do NF-xB, como referido anteriormente

(Guilherme et al., 2008; Olefsky & Glass., 2010).
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Figura 6 — Esquema representativo da hipertrofia do adipdcito e o
consequente aparecimento de focos de hipoxia e desregulacio do tecido
adiposo, com infiltracio de macrofagos e alteracdo do seu secretoma.

(TNF-a), factor de necrose tumoral a; (IL-1B, IL-6), interleucina Ip e

interleucina 6; (MCP-1), factor quimioatractivo de mondcitos-1 (Adaptado
de Tilg & Moschen., 2006).
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Insulino-resisténcia

No tecido adiposo, a activagdo de vias inflamatdrias, nomeadamente o aumento de
TNF-0, diminui a ac¢ao estimulante da insulina na captacao de glicose e acidos gordos,
na estimulagdo da lipogénese e inibigdao da lipolise (Guilherme et al., 2008; Maury &
Brichard., 2010). O subsequente fluxo de 4cidos gordos conduz a deposicao ectopica,
nomeadamente no figado e no musculo, com consequéncias estruturais e funcionais
nestes tecidos. (Qatanani & Lazar., 2007; Guilherme et al., 2008). Outro aspecto
importante decorrente do progressivo aumento de TNF-q, ¢ a inibi¢do da actividade do
PPAR-y, um importante regulador do metabolismo dos lipidos e dos hidratos de
carbono (Nunn et al., 2007; Guilherme et al., 2008).

A activagdo de vias inflamatorias (NF-kB), juntamente com a activacao/fosforilacdo de
residuos de serina nas cinases das vias de stress (JNK e PKC), contribuem de uma
forma significativa para o estabelecimento e progressivo aumento da insulino-
resisténcia (Olefsky & Glass., 2010; Donath & Shoelson., 2011). A libertagao de TNF-
a pelos macrofagos e adipdcitos, em adigdo a activagdo prévia das vias JNK e NF-«B,
tem uma acg¢do directa no desenvolvimento de insulino-resisténcia (fosforilacdo dos
substractos do receptor da insulina).

A hiperglicemia resultante da ineficiente sinaliza¢do da insulina tem diversas
implicacdes sistémicas. Ocorre um aumento do stress oxidativo e de intermediarios
glicoliticos, contribuindo assim para a activagdo de vias celulares responséaveis pelo
desenvolvimento das complicagdes diabéticas como ja foi referido (Brownlee., 2001;

Brownlee., 2005; Strissel et al., 2007).
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1.4 Questoes a esclarecer

A literatura descreve a redugdo da rede vascular como sendo o factor preponderante
para o aparecimento de regides hipoxicas no tecido adiposo, durante a sua expansao. A
hipoxia activa a expressdo de factores pro-angiogénicos responsaveis pela expansao da
vasculatura e a inflamacao local, através dos factores de transcri¢ao HIF-1a e NF-xB
(Neels et al., 2004; Rutkowski et al., 2009).

A correcta adaptacdo da vasculatura aos estimulos ¢ fundamental na prevencdo do
desenvolvimento de regides hipdxicas e de perda das fungdes do tecido adiposo. A
faléncia desta resposta compensatoria pode originar disfungdo microvascular e
desregulacao do tecido adiposo (Hosogai et al., 2007; Rutkowski et al., 2009). A
disfun¢do microvascular pode estar, assim, na origem do desenvolvimento de regides
hipoxicas no tecido adiposo, com a consequente activacdo de vias inflamatorias, como
anteriormente abordado (Tilg & Moschen., 2006; Rutkowski et al., 2009).

O nosso grupo demonstrou, nos ratos Goto-Kakizaki (GK), um modelo de diabetes tipo
2 ndo obesa, que a hiperglicemia induz fibrose e acumulagao de material PAS positivo e
menor irrigacdo do tecido adiposo, alteragdes agravadas com o envelhecimento
(Matafome et al., 2012a). Também a administragdo de MG em ratos Wistar normais
levou ao decréscimo do racio VEGF/Ang-2, sendo este correlacionado com a
diminui¢do da irrigagdo e hipoxia no tecido adiposo (Matafome et al., 2012a). A
microvasculatura do tecido adiposo tem um papel preponderante na resposta aos focos
de hipoxia, nomeadamente quando o tecido se apresenta hipertrofico, como demonstra o
esquema integrativo (figura 7). Podera o metilglioxal (ou a glicagao), induzir alteragdes
na microcirculagdo que dificultem a adaptacdo do tecido adiposo a condi¢des de

hipoxia?
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A disfuncdo microvascular potenciada pela via dos AGEs, nomeadamente pela
importante ac¢do do metilglioxal, afecta também de uma forma significativa a resposta
angiogénica e inflamatdria do tecido a isquemia (figura 5) (Giacco & Brownlee 2010).
Qual sera o envolvimento de factores angiogénicos e inflamatérios, nomeadamente
VEGF, SDF1, MCP-1, Ang-2, entre outros, no tecido, bem como de eNOS e CXCR4 a

nivel do endotélio vascular?

Outros factores de
crescimento e factores
quimioatractivos

- »: qgj‘{‘w ~

Fibrose
Adipécito
apoptético &
{"ZTA Pasd Resistina
2 * MMP/uPA
Outras
citocinas
Figura 7 — Esquema integrativo do feedback existente entre a

microvasculatura e o tecido adiposo hipertrofico, com os varios factores
de crescimento e quimioatractivo representados.

(TNF-a), factor de necrose tumoral a; (Ang-2), angiopoietina 2; (Tie-2),
receptor membranar activado por angiopoietinas; (MCP-1), factor
quimioatractivo de monocitos-1; (HIF-1a), factor induzido pela hipoxia-1;
(VEGF), factor de crescimento do endotélio vascular; (VEGFR), receptor do
factor de crescimento do endotélio vascular; (CCR2), receptor de citocinas;
(AGLs), acidos gordos livres; (AGL-Sat), acidos gordos livres saturados;
(PerA), perilipina A; (VLDL), lipoproteina de muito baixa densidade; (NF-
kB), factor de transcricdo nuclear kappa B; (MMP), metaloproteinases;
(uPA), activador do plasminogénio tipo urocinase; (TLR4), receptor do tipo
toll like 4; (ICAM), molécula de adesdo intracelular.
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CAPITULO 2. OBJECTIVOS

Em individuos obesos ocorre uma reducdo da irrigagdo do tecido adiposo em
aproximadamente 35%. Assim, o primeiro objectivo deste trabalho foi a criagdo de um
novo modelo de redugdo parcial da irrigacdo no tecido adiposo epididimal esquerdo,
através da laqueagdo de vasos sanguineos especificos. Este procedimento, a realizar em
ratos Wistar normais, permitiria excluir outras varidveis, comummente encontradas nos
modelos de obesidade.

Tendo por base o modelo criado, o principal objectivo deste trabalho foi a avaliagdo do
papel do metilglioxal, um dos maiores precursores de AGEs in vivo, nos mecanismos de
adaptacdo metabdlica do tecido adiposo epididimal a redugdo parcial da irrigacdo

durante, 1 e 48 horas, e a consequente repercussao sistémica das alteragdes do tecido.
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CAPITULO 3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes utilizados

No caso de ndo ser referido, todos os reagents foram comprados a Merck Darmstad
(Alemanha), Sigma-Aldrich (EUA) e Pancreac Quimica SA (Espanha). Foram usados
os anticorpos para detectar actina-a e tubulina-a (Sigma-Aldrich, USA), ERK1/2, p-
ERK1/2, IkBa, PPARy, AKT, p-AKT (Cell Signaling, EUA), VEGF (Calbiochem/

Merk, Germany), Perilipina A e CD 31 (Abcam, RU) e CEL (TransGenic Inc, Japao).

3.2. Modelos animais

Neste trabalho foram estudados ratos normais da estirpe Wistar com seis meses de
idade, provenientes da nossa colonia na Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra. Os animais foram mantidos em condi¢des padrdo de ventilagdo, temperatura
(22-24°C), humidade (50-60%) e luz (12h luz/escuro) com acesso livre a dgua e racao
(dieta padrao AQO3, Panlab, Barcelona). Os protocolos experimentais com os modelos
animais foram previamente aprovados pelo Comité de FEtica local, tendo sido
igualmente seguidas as recomendagdes internacionais de utilizagdo e manutengdo de
animais de laboratorio. Em adi¢do, todos os procedimentos foram efectuados por
pessoas devidamente habilitadas (Curso valido para a Federagdo Europeia das
Associagoes Cientificas e de experimentagdo Animal — FELASA, com certificagdo da

Direccao Geral de Veterindria).
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Protocolo de indugdo de glicagao por metilglioxal: Procedeu-se a implementacao de
um modelo de estudo de glicacdo induzida pela administragao de um agente indutor de
glicacdo, o metilglioxal. Assim, um grupo de ratos normais Wistar (WM: n=12) foi
tratado diariamente com metilglioxal (Sigma, EUA) durante 8 semanas (75 mg/Kg/dia),
diluido na agua do biberdo, com um controlo didrio e com pesagem semanal para
efectuar os devidos ajustes a dosagem. Um outro grupo de ratos normais Wistar (W:
n=12) foi mantido sem qualquer tratamento, para servirem de controlo ao modelo de

glicacdo induzida (WM).

Protocolo cirurgico para bloqueio de vasos sanguineos: Apods as 8 semanas de
tratamento, 4 ratos de cada grupo (W; WM) foram usados como controlos, enquanto 8
foram sujeitos a um procedimento cirtrgico de redugdo da irrigacao do tecido adiposo
epididimal esquerdo, durante 1 e 48 horas. O procedimento cirirgico iniciou-se apos
inducdo do estado de anestesia (cloreto de ketamina 75 mg/kg, i.m., Parke-Davis, Ann
Arbor, USA e cloreto de cloropromazina 2.65 mg/kg, im, Lab. Vitoria, Portugal).
Procedeu-se, entdo, a uma incisdo sagital da parede abdominal e do peritoneu, com
exposicao da artéria genital esquerda e da veia proveniente do tecido adiposo epididimal
esquerdo a que se seguiu a sua laqueacdo com fio de sutura (Consol et al., 2005). O
peritoneu (fio de 0,7 mm, Braun, Alemanha) foi seguidamente suturado bem como a
parede abdominal (fio de 2 mm, Braun, Alemanha), de forma a permitir a recuperacao
dos animais e a sua manuten¢do durante as subsequentes 1 ou 48 horas. Assim, a
redu¢do do fornecimento sanguineo ao tecido adiposo epididimal esquerdo foi mantida
durante 1 hora (Wilh e WMilh, n=4/grupo) (figura 8) ou 48 horas (Wi48h e WMi48h,

n=4/ grupo) (figura 9), sendo que o tecido adiposo epididimal direito foi usado como
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controlo interno (Wc 1h e WMc 1h; Wc 48h e WMc 48h, n=4/grupo) (figuras 8 ¢ 9),

respectivamente.

Tecido adiposo
epididimal
esquerdo (WMi
1h)

Tecido adiposo
epididimal
esquerdo (Wi 1h)

Tecido adiposo
epididimal direito
(We 1h)

Tecido adiposo
epididimal direito
(WMc 1h)

Tecido adiposo
epididimal (total)

Tecido adiposo
epididimal (total)

J

Figura 8 — Diagrama representativo dos grupos de estudo e as
respectivas condicoes, com laqueacio de vasos durante 1 hora.

W — Ratos Wistar normais; WM — Ratos Wistar com administragao de MG
durante 8 semanas; Wi 1h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos
Wistar normais com reducao parcial da irrigacdo durante 1 hora; Wc 1h -
Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar normais com redugao
parcial da irrigacdo durante 1 hora no tecido adiposo epididimal esquerdo;
WMi 1h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar normais com
redugdo parcial da irriga¢do durante 1 hora e administragdo de MG durante
8 semanas; WMc 1h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar
normais com reducdo parcial da irrigacdo durante 1 hora do tecido adiposo
epididimal esquerdo e administragdio de MG durante 8§ semanas. MG,
metilglioxal; total, representa o tecido adiposo epididimal esquerdo e
direito.
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Figura 9 — Diagrama representativo dos grupos de estudo e as respectivas
condic¢oes, com laqueacio de vasos durante 48 horas.

W — Ratos Wistar normais; WM — Ratos Wistar com administracdo de MG
durante 8 semanas; Wi lh - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos
Wistar normais com reducdo parcial da irrigagdo durante 48 horas; Wc 48h -
Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar normais com redugdo
parcial da irrigagdo durante 48 horas no tecido adiposo epididimal esquerdo;
WMi 48h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar normais com
reducdo parcial da irrigagcdo durante 48 horas e administragdo de MG durante
8 semanas; WMc 48h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar
normais com redugdo parcial da irrigagao durante 48 horas do tecido adiposo
epididimal esquerdo e administragdo de MG durante 8 semanas. MG,
metilglioxal; total, representa o tecido adiposo epididimal esquerdo e direito.

3.3. Analises in vivo

Teste de tolerancia a glicose: Depois da administracdo de MG e antes do procedimento
cirargico, todos os ratos foram testados para aferir a sua tolerancia a glicose. Assim,
duas horas apos a administracao intraperitoneal de glicose (1,8g/Kg peso), foi medida a
glicemia (sangue total, veia da cauda) pelo método da glicose oxidase, com um

glicometro. O peso corporal dos animais foi registado antes da administracao da glicose.
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Colheitas de sangue e tecido adiposo epididimal: Apdés a medigdo, em jejum, da
glicemia, hemoglobina glicada (HbAc), triglicerideos e colesterol total pelos métodos
abaixo descriminados, foi feita a colheita de sangue, por puncao cardiaca, com os
animais anestesiados de acordo com o referido na seccdo 3.2. O sangue colhido foi
dividido em tubos BD Vacutainer (para soro) ¢ BD Vacutainer K3E (para plasma) (RU).
Os sangues foram centrifugados a 3500xg, 4°C, durante 15 minutos e o soro e o plasma
aliquotados e guardados a -80°C. Seguidamente, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os seus tecidos adiposos epididimais colhidos, divididos e
armazenados em 4 fragmentos: 10% formalina, congelados a -80°C, em blocos de

parafina e OCT.

Parametros sistémicos: Previamente ao sacrificio dos animais, nos ratos com laqueagao
dos vasos sanguineos durante 48 horas e nos controlos, a glicose em jejum (6 horas) e a
HbAc foram medidos, usando um glicometro (Elite — Bayer SA, Portugal) ¢ um
medidor portatil (DCA2000+ system Siemens, Portugal), respectivamente.

Os niveis de insulina (jejum de 6 horas) foram determinados no soro, usando um Kit de
ELISA para rato (Mercodia, Sweden). Os niveis séricos de adiponectina foram
igualmente determinados por técnicas imunoenzimaticas (ELISA) (Rat Adiponectin
Immunoassay — Invitrogen, EUA). Os niveis plasmaticos de acidos gordos livres (AGL)
foram quantificados espectrofotometricamente recorrendo a um ensaio enzimatico
colorimétrico (Half-micro Test - Roche Diagnostic, Germany). Os niveis de colesterol
total e triglicerideos no soro, foram determinados através de kits comerciais (Olympus-

Diagnostica, Portugal, Produtos de Diagnostico SA, Portugal).
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3.4. Determinacao dos niveis de proteinas no tecido adiposo epididimal - Western

Blotting

Preparag¢do das amostras: Foram realizados homogeneizados de tecido adiposo
epididimal (300 mg) em tampao de lise (tabela 1). O tampao de lise foi previamente
arrefecido em gelo a semelhanca das amostras, para assim precaver a sua degradagao.
Procedeu-se a centrifugacdo dos homogeneizados a 14000xg, durante 20 minutos a 4°C
e a recolha dos sobrenadantes. Dependendo da quantidade de lipidos resultante da
primeira centrifuga¢do, procedeu-se (ou nao) a uma segunda centrifugacdo. No final, os
sobrenadantes foram aliquotados e mantidos a -80°C. Seguidamente efectuou-se a
quantificagdo de proteina pelo método de BCA, em triplicado para cada amostra. O
Tampao de loading (4x) (tabela 1) foi adicionado aos extractos tendo em conta o seu
volume, de forma a efectuar-se um carregamento por pogo de 50mg de proteina.
Previamente a realizagdo da electroforese, as amostras foram sonicadas durante 5
segundos e aquecidas a aproximadamente 100°C durante 5 minutos.

Electroforese vertical (SDS-PAGE): Os geis resolving e stacking foram efectuados
segundo as solucdes tamponadas apresentadas (tabela 1). Foram, assim, efectuados géis
de poli-acrilamida de 6% a 15%, Imm de espessura e com 15 pogos, sendo o sistema de
electroforese preenchido com tampao de corrida (tabela 1). A separacdo das proteinas
ocorreu pelo seu peso molecular, sendo que o marcador utilizado, Precision Plus
Protein Standard (Biorad, EUA), permite conhecer a separagdo das proteinas pelo seu

peso molecular no gel.
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Transferéncia para membrana de PVDF': Apds electroforese vertical com separagao das
proteinas de acordo com o seu peso molecular, procedeu-se a transferéncia das proteinas
do gel para uma membrana de polyvynilidine fluoride (PVDF), utilizando um tampao de
transferéncia apropriado (tabela 1). Apds a transferéncia das proteinas do gel para a
membrana de PVDF, as membranas foram bloqueadas com solugao TBST (tabela 1),
suplementada com 5% de albumina de soro bovino (BSA), para assim aumentar a
especificidade de ligacdo dos anticorpos nos passos subsequentes.

Marcag¢do com anticorpos especificos: ApoOs a fase de bloqueio as membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios (a-actin, a-tubulin, AKT, p-AKT, ERK 1/2, p-
ERK 1/2, SAP/JINK1, p-SAP/JNK1, IxkBa, PPARY, Perilipin A, VEGF e CEL), durante
a noite, a 4°C. Apo6s o periodo de incubacao as membranas foram lavadas com solugao
TBST durante 1 hora para remover o anticorpo ligado de forma inespecifica. De
seguida, procedeu-se a incubacdao com os respectivos anticorpos secundarios (anti-
coelho e anti-cabra, Bio-Rad, EUA; anti-ratinho, GE Healthcare, RU), durante duas
horas, a temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas com solucao
de TBST, durante duas horas.

Revelagdo das membranas: As membranas incubadas com o anticorpo secundario anti-
ratinho foram incubadas com o reagente ECF, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente, e reveladas posteriormente num sistema de deteccdo de fluorescéncia
Typhoon (GE Healthcare Life Sciences, EUA). No caso dos anticorpos secundarios
serem anti-coelho e anti-cabra, as membranas foram incubadas com o reagente ECL
durante 5 minutos, a temperatura ambiente, sendo posteriormente lidas num sistema de
deteccdo de Iluminescéncia Versadoc (Bio-Rad, EUA). As membranas foram
posteriormente analisadas, ou seja, foram quantificadas as bandas, usando para tal o

software Image Quant® (Molecular Dynamics, EUA).
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Tabela 1 - Solucées utilizadas na técnica de Western Blotting

Solugao PBS: 135mM NaCl, 65 mM Na,HPOy, 25mM KCl ¢ 0,1%
Tween20, pH="7

Solugao TBS: 250mM Tris, 1,5mM NaCl, pH=7,6

Solug¢ao TBST: Solugdao TBS + 1% Tween20

Tampao de corrida: 125mM Tris-base, 480mM glicina, 1% SDS, pH=8,8
Tampao de lise: 0,25M Tris-HCl; 150mM NaCl; 1% Triton X-100; 0.5%
SDS; ImM EDTA; ImM EGTA; 20mM NaF; 2mM Na3;VOy4; 10mM f3-
glicerofosfato; 2.5mM pirofosfato de sodio; 10mM PMSF e 40 ul de
cocktail inibidor de proteases/g de tecido (Sigma, EUA), pH = 7,7
Tampao de transferéncia: S0mM CAPS, 2% NaOH, 10& metanol, pH=11
Tampao loading: 62,5 mM Tris, 1% SDS, 1,25 ml glicerol e 0,01% (w/v)
bromophenol blue, pH=6,8

Tampao resolving: 0,75M Tris-HCI, 0,2% SDS, pH=8,8

Tampao stacking: 0,25M Tris-HCI, 0,2% SDS, pH=6,8

(HC1), acido cloridrico; (Tris), tris(hidroximetil)aminometano; (SDS),
Dodecil sulfato de sodio; (NaCl), Cloreto de sodio; (NaOH), hidroxido de
sodio; (EDTA), acido etilenodiamino tetra-acético; (EGTA), acido tetra-
acético etileno de glicol; (NaF), Fluoreto de s6dio; (Na;VO,), Ortovanadato
de sodio; (PMSF, fluoreto de Fenilmetilsulfonilflaor; (TBS), Solugdo de Tris
tamponada; (PBS), tampao fosfato-salino; (Na,HPO,), hidrogenofosfato
dissédico; (KCl), cloreto de potéssio).

3.5. Histologia do tecido adiposo epididimal

Foram aplicadas a cortes histoldgicos (4 pum) de tecido adiposo epididimal (dois

cortes/animal em trés animais/grupo), preservados previamente em blocos de parafina,
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as técnicas de coloragdo, Acido Peridédico de Schiff (PAS) e Tricromio de Masson
(TM). A primeira identifica hidratos de carbono/glicoconjugados e a segunda marca

tecido conjuntivo/acumulagao de colagénio.

3.6. Imunohistoquimica de tecido adiposo epididimal

Imunohistoquimica convencional: Foram efectuadas (microtomo) duas secgdes (4 um)
de tecido parafinado por animal e estudados 3 animais por cada grupo. Apods a
desparafinagdo com xilol, as laminas foram submetidas a vdarias passagens em
concentragdes decrescentes de etanol (100%, 70% e 30%), culminando com a passagem
por agua visando a hidratacdo das secgdes. Seguiu-se a recuperacdo de antigénios,
incubando as sec¢des em tampao citrato (10mM, 0,05% Tween20) durante 30 minutos a
98°C. Seguiram-se varias lavagens com solucao PBS (tabela 1) e bloqueio durante uma
hora, a temperatura ambiente (PBS com 10% soro de cabra). Durante os varios passos,
foi seguido o protocolo recomendado pelo fabricante (DAB150 immunoperoxidase
secondary detection system JH1743622, Millipore, EUA). As secg¢des de tecido foram
incubadas durante a noite, a 4°C, com o anticorpo primario (Perilipina A, diluido 1:100
em PBS).

Um periodo de lavagem decorreu antes da incubacdo de 2 horas, a temperatura
ambiente, para o anticorpo secundario proveniente de um kit comercial para deteccao de
proteinas por imunohistoquimica (IHC peroxidase kit, Chemicon, EUA). Depois de
lavadas, as sec¢des foram incubadas com a enzima (Horseradish Peroxidase, HRP),
durante 30 minutos, a temperatura ambiente. As seccdes foram lavadas novamente e

incubadas com diaminobenzidina (DAB), o substracto da enzima HRP, e coradas
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posteriormente com hematoxilina. Apos nova lavagem, procedeu-se a sua desidratagao,
com concentragdes crescentes de etanol e, no final, xilol. Por fim, as sec¢des foram
montadas com meio de montagem previamente aquecido, no estado liquido (DAKO,
EUA) e posteriormente analisadas (microscopio com leitura no campo do visivel, com

maquina fotografica incorporada, Motic AE31, Motic Company, China).

Imunohistoquimica de fluorescéncia especifica para o corante Evans Blue: Recorrendo
a um corante azul que possui alta afinidade para a albumina sérica (Evans Blue), ¢
possivel a visualizagdo macroscopica da rede vascular, através da quantificacao da sua
fluorescéncia, por imunohistoquimica. Um conjunto diferente de ratos normais Wistar
(n=3/grupo) foi injectado i.v. (veia jugular) com Evans Blue (100mg/kg, diluido em
PBS) ap6s o procedimento cirurgico de laqueagao dos vasos sanguineos durante 1 e 48
horas (Isq 1h e Isq 48h). Os tecidos foram recolhidos 5 minutos apds a administragao de
Evans Blue e quantificada a percentagem de irrigagao em comparagao ao nosso controlo
interno (controlo positivo) e também a um tecido branco sem a presen¢a do corante
(basal). Para tal, foi utilizado um microscopio de fluorescéncia (Leica DMIRE2, Leica
Microsystems, Alemanha) com filtro Texas red (A=555/38). Foram efectuadas 10
imagens de cada amostra, aleatoriamente, sendo excluidas as imagens que continham
artérias de maior calibre, de forma a evitar zonas com fluorescéncia exacerbada e
minimizar, assim, as diferengas entre os locais de analise. A fluorescéncia total dos

campos foi quantificada utilizando o software Image] (NIH, EUA).
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3.7. Analise estatistica

Os resultados sao apresentados com média + epm. O teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis foi usado para determinar diferengas estatisticas entre os grupos, sendo

consideradas diferengas significativas se p<0,05.
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CAPITULO 4. Resultados

4.1. Quantificacao da reducio do fornecimento sanguineo ao tecido adiposo

epididimal esquerdo

Um grupo controlo sem o corante Evans Blue foi usado para quantificar a fluorescéncia
basal do tecido adiposo (figura 10, figura representativa do controlo negativo). Nos
ratos isquémicos, o tecido adiposo epididimal direito sem laqueacdo de vasos
sanguineos foi considerado o nosso controlo positivo calculado como 100% de irrigacao
do tecido (figura 10, controlo positivo). A laqueagdo de vasos sanguineos no tecido
adiposo epididimal esquerdo durante 1 e 48 horas resultou numa diminui¢ao do
fornecimento sanguineo para aproximadamente 60% (figura 10, Isq 1h e Isq 48h).
Assim, a laqueacao dos vasos sanguineos resultou numa redugdo parcial da irrigagao do
tecido adiposo epididimal esquerdo, em comparagdo ao tecido adiposo epididimal

direito, o nosso controlo interno (p<0,001).
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Figura 10: Quantificacio do corante Evans Blue no tecido adiposo
epididimal e respectivas figuras representativas.

Contolo negativo — Tecido adiposo epididimal sem presenca do corante
Evans Blue; Controlo positivo — Tecido adiposo epididimal direito, sem
qualquer laqueacdo; Isq 1h — Tecido adiposo epididimal esquerdo com
laqueagdo de vasos sanguineos especificos durante 1 hora; Isq 48h — Tecido
adiposo epididimal esquerdo com laqueacdo de vasos sanguineos
especificos durante 48 horas.

Dados apresentados como média = epm, n=3/grupo; ampliagdo de 100X.

* Diferente do controlo positivo. 3 simbolos p<0,001.

4.2. Avaliaciao da inducio de glicacao no tecido adiposo epididimal pela

administracio de metilglioxal

A administracdo de MG durante 8 semanas resultou num aumento dos niveis de
carboxietil-lisina (CEL) no tecido adiposo epididimal (p<0,05), sendo este um AGE
produzido directamente a partir do MG (figura 11A). A marcagdo histologica de
componentes glicados (figura 11B) e fibroticos (figura 11C) no tecido adiposo
epididimal do grupo sujeito a administragdo de MG (WM) revelou um fendtipo

aumentado em comparagdo ao grupo controlo (W).
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Figura 11: Quantificacio por Western Blotting do marcador de glicacdo
CEL no tecido adiposo epididimal e respectivas figuras representativas
(A). Marcacao histologica de materiais glico-conjugados (PAS) (B) e de
componentes fibréticos (TM) no tecido adiposo epididimal (C).

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas. Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo;
* Diferente do grupo W. 1 simbolo p<0,05. PAS 200X; TM 200X.
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4.3. Efeitos da administra¢io de MG durante 8 semanas no peso corporal, na

tolerancia a glicose, hemoglobina glicada e no colesterol total

A administracdo de MG nao alterou de forma significativa o peso corporal, a glicemia
duas horas apds administracdo de glicose, a hemoglobina glicada e os niveis de

colesterol total (tabela 2).

Tabela 2: Peso corporal, glicemia 2 horas ap6s administragdo i.p. de glicose

(1,8 g/kg), hemoglobina glicada e niveis séricos de colesterol total.

Parametro w WM

Peso corporal (g) 430+17 440+18
Glicemia as 2h (mg/dL) 92+6.1 91.3+1.8
HbAlc (%) 3.6+0.1 3.6+0.0
Colesterol total (mg/dL) 92.5+5.8 84.7+4.7

W — ratos Wistar; WM — ratos Wistar com administracao de metilglioxal
durante 8 semanas.
Valores apresentados como média + epm, n=12 em cada grupo.

4.4. Marcadores sistémicos 48 horas apos uma reducio parcial da irrigacao

A administragdo de MG nado induziu alteragcdes significativas na glicemia, ¢ na
insulinemia, em comparagdao com o grupo controlo (figura 12). Por outro lado, a
redugdo parcial do fornecimento sanguineo ao tecido adiposo epididimal esquerdo,
durante 48 horas, causou um aumento significativo da glicemia e da insulinemia nos
ratos Wistar (W 48h; p<0,05) e no grupo com administra¢ao prévia de MG (WM 48h;

p<0,01), em relagdo aos respectivos controlos (Figura 12).
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Figura 12: Niveis sistémicos de glicose e insulina.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administracao de MG durante 8
semanas; W 48h - Ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacao do tecido
adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WM 48h - Ratos Wistar com
administracdo de metilglioxal durante 8§ semanas e redugdo parcial da
irrigagao do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM. 1 simbolo p<0,05; 2
simbolos p<0,01.

A administracio de MG (grupo WM) resultou num aumento estatisticamente
significativo dos niveis sanguineos de acidos gordos livres (p<0,05), mas nao de
triglicerideos, em comparacao ao grupo controlo (W) (Figura 13). O aumento dos acidos
gordos livres apos administracdo de MG ndo foi alterado pelo procedimento cirtirgico
(figura 13A). No entanto, um aumento significativo dos niveis de triglicerideos (p<0,05)

foi observado no grupo W 48h, quando comparado com o controlo WM (Figura 13B).
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Figura 13: Quantificacao espectrofotométrica dos niveis plasmaticos de
acidos gordos livres e dos niveis sistémicos de triglicerideos.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas; W 48h - Ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacao do tecido
adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WM 48h - Ratos Wistar com
administracdo de metilglioxal durante 8§ semanas e redugdo parcial da
irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM. 1 simbolo p<0,05.

Foi observada uma reduc¢ao nao significativa da adiponectinemia apds a reducdo parcial
do fornecimento sanguineo nos ratos Wistar (W 48h) e apds a administragdo de MG
(WM), mas apenas se revelou significativa (p<0,05) no grupo tratado com MG e
submetido a reducdo parcial da irrigagdo (WM 48h), em comparacdo ao grupo W

(Figura 14).
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Figura 14: Niveis séricos de adiponectina.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administracao de MG durante 8
semanas; W 48h - Ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacao do tecido
adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WM 48h - Ratos Wistar com
administracdo de metilglioxal durante 8§ semanas e redugdo parcial da
irrigagao do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.
* Diferente do grupo W. 1 simbolo p<0,05.

4.5. Sinalizacao do tecido adiposo epididimal apdés uma reducio parcial da

irrigacdo durante 1 hora

A redugdo parcial da irrigagdo durante 1 hora originou um aumento da fosforilacdo da
cinase ERK1/2 (p-ERK1/2) no tecido adiposo epididimal esquerdo dos ratos sujeitos a
administracao de MG, quando comparados ao grupo W (p<0,01), WM (p<0,05) e Wi 1h

(p<0,05) (Figura 15).
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Figura 15: Expressio de ERK1/2 e P-ERK1/2 no tecido adiposo
epididimal, quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas; Wi lh - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar
normais com reducao parcial da irrigagdo durante 1 hora; Wc 1h - Tecido
adiposo epididimal direito de ratos Wistar com reducao parcial da irrigacao
do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 hora; WMi 1h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigacdo durante 1 hora e administragdo de MG durante 8 semanas; WMc
1h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com reducdo parcial
da irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 hora e
administracdo de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM; + Diferente do grupo
Wi 1h; & Diferente do grupo WMi 1h. 1 simbolo p<0,05; 2 simbolos
p<0,01.

A activagdo da ERK1/2 foi concomitante com o aumento da degradagdo do inibidor do
NF-«B (IkBa) no grupo WMi 1h, em comparacdo os grupos W e WM (p<0,001)
(Figura 16). Também o controlo interno dos ratos tratados com MG demonstraram um

decréscimo significativo dos niveis de IkBa, quando comparados ao grupo WM
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(p<0,05). Foi também observado um decréscimo significativo dos niveis de IkBa no

grupo Wi 1h, quando comparado ao controlo W (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 16: Expressio de IkBano tecido adiposo epididimal,
quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas; Wi lh - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar
normais com reducao parcial da irrigagdo durante 1 hora; Wc 1h - Tecido
adiposo epididimal direito de ratos Wistar com reducao parcial da irrigacao
do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 hora; WMi 1h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigagdo durante 1 hora e administragdo de MG durante 8 semanas; WMc¢
1h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial
da irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 hora e
administracdo de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM. 1 simbolo p<0,05; 3
simbolos p<0,001.

Observou-se uma diminui¢do da forma total da Akt apo6s a reducdo parcial da irrigagdo
nos ratos Wistar (Wi 1h) em relagdo aos ratos controlo (p<0,05). Baixos niveis de Akt

foram também observados nos grupos WMi 1h e WMc 1h, quando comparados ao

24



Resultados

grupo W (p<0,01) e WM (p<0,05) (Figura 17). A fosforilagdo da Akt constitui a sua

activagdo e revelou-se aumentada de uma forma significativa nos controlos internos dos

ratos Wistar sujeitos ao procedimento cirdrgico de redugdo parcial da irrigacdo do

tecido adiposo epididimal direito (Wc 1h), o que ndo foi observado no grupo WMc 1h

sujeito & mesma condi¢do. Este aumento da fosforilagdo da Akt foi significativo em

relacdo aos grupos W (p<0,05), WM (p<0,05) e Wi 1h (p<0,01) (Figura 17).
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Figura 17: Expressao de Akt total e P-Akt no tecido adiposo epididimal,

quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas; Wi lh - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar
normais com redugdo parcial da irrigacdo durante 1 hora; Wc 1h - Tecido
adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacao
do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 hora; WMi 1h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigagdo durante 1 hora e administragdo de MG durante 8 semanas; WMc
1h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com reducao parcial
da irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 hora e
administracdo de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM; + Diferente do grupo
Wi 1h. 1 simbolo p<0,05; 2 simbolos p<0,01.
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A indugdo de glicagdo pela administracdo de MG levou a um aumento da degradagdo de
Perilipina A apds a redugdo parcial da irrigacdo (WMi 1h), quando comparado aos
grupos W ¢ WM (p<0,01). Um decréscimo significativo da Perilipina A foi também
observado no controlo interno dos ratos sujeitos a administragdo de MG, em relagdo ao

grupo controlo WM (p<0,05) (Figura 18).
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Figura 18: Expressio de Perilipina A no tecido adiposo epididimal,
quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administracao de MG durante 8
semanas; Wi lh - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar
normais com redugdo parcial da irrigacdo durante 1 hora; Wc 1h - Tecido
adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacao
do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 hora; WMi 1h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigagdo durante 1 hora e administragdo de MG durante 8 semanas; WMc
1h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugao parcial
da irrigacdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 1 hora e
administracdo de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM. 1 simbolo p<0,05; 2
simbolos p<0,01.
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4.6. Sinalizacao do tecido adiposo epididimal apds reducio parcial da irrigacao

durante 48 horas

Com o intuito de assegurar que os efeitos observados nas adaptagcdes metabolicas do
tecido adiposo epididimal ndo se devem a uma reducdo da quantidade de células
endoteliais, foi quantificado um marcador destas células, o CD 31. Assim, visto ndo
haver alteragdes significativas nos diferentes grupos, pode assumir-se que as adaptagdes
metabolicas se devem a administracdo de MG e a reducdo parcial da irrigagdo durante
48 horas, excluindo-se como possivel explicagdo uma reducdo da quantidade de células

endoteliais (figura 19).
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Figura 19: Expressio de CD31 no tecido adiposo epididimal,
quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas; Wi 48h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com
redugdo parcial da irrigacdo durante 48 horas; Wc 48h - Tecido adiposo
epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacdo do
tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WMi 48h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigacdo durante 48 horas e administracdo de MG durante 8 semanas; WMc¢
48h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial
da irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas e
administracao de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

A redugdo parcial da irrigacdo do tecido adiposo epididimal durante 48 horas, induziu, a
semelhanca do ocorrido com a redugdo parcial da irrigagdo de 1 hora, um decréscimo
significativo dos niveis de IkBa, no grupo sujeito a administracdo de MG, quando

comparado ao grupo W (p<0,01) e WM (p<0,05) (Figura 20).
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Figura 20: Expressio de IkBano tecido adiposo epididimal,
quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administracao de MG durante 8
semanas; Wi 48h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com
reducdo parcial da irrigagdo durante 48 horas; Wc 48h - Tecido adiposo
epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacdo do
tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WMi 48h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigagao durante 48 horas e administracdo de MG durante 8 semanas; WMc
48h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial
da irrigacdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas e
administracdo de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM. 1 simbolo p<0,05; 2
simbolos p<0,01.

Com a redugdo da irrigacdo de 48 horas, as diferencas observadas na Akt total foram
atenuadas. Observou-se a abolicdo do aumento da forma fosforilada da Akt no controlo
interno dos ratos Wistar, no final deste periodo de reducdo do fornecimento sanguineo
ao tecido adiposo epididimal esquerdo. No entanto, a redugdo parcial da irrigacao nos
ratos sujeitos a administracio de MG causou um decréscimo significativo da forma

fosforilada da Akt, em relagao aos ratos Wistar (W) (p<0,05) (Figura 21).
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Figura 21: Expressio de Akt, P-Akt no tecido adiposo epididimal,

quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administracao de MG durante 8
semanas; Wi 48h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com
reducdo parcial da irrigagdo durante 48 horas; Wc 48h - Tecido adiposo
epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacdo do
tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WMi 48h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigacdo durante 48 horas e administracdo de MG durante 8 semanas; WMc
48h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial
da irrigacdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas e
administracao de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W. 1 simbolo p<0,05.

Relativamente aos niveis de VEGF, foram observados aumentos em ambos os controlos
internos. O controlo interno do grupo com redugao parcial da irrigagao durante 48 horas
(Wc 48h), apresentou niveis superiores, comparado aos grupos W ¢ WM (p<0,001).
Seguidamente a administracado de MG durante 8 semanas, a redugdo parcial da irrigagao
de 48 horas, induziu um aumento significativo dos niveis de VEGF no controlo interno

(WMc 48h), em comparagao aos grupos W, WM e WMi 48h (p<0,01) (Figura 22).

30



Resultados

150 -
§:g ‘ ‘ @ . b‘%x\ &%\\ \&%‘o g_b'$\\
P & QT o
E MG - + - - + +
= 100
& Isquemia - -+ - +
; Controlo
X interno B B St B +
5 50 VEGF - ——
= ~50KDa —

Actina e — — —

43 KDa

AR LI\ S S SIS
QD
DT o

Figura 22: Expressio de VEGF no tecido adiposo epididimal,
quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas; Wi 48h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com
redugdo parcial da irrigacdo durante 48 horas; Wc 48h - Tecido adiposo
epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacdo do
tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WMi 48h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigacdo durante 48 horas e administracdo de MG durante 8 semanas; WMc¢
48h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugao parcial
da irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas e
administracdo de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM; + Diferente do grupo
Wi 48h; & Diferente do grupo WMi 48h. 2 simbolos p<0,01; 3 simbolos
p<0,001.

O factor de transcricdo PPARy ¢ um importante marcador de fungdo do tecido adiposo,
controlando os niveis de adiponectina, bem como a expressao de Perilipina A. Apds
administracdio de MG, a reducdo parcial da irrigagdo (WMi 48h) levou a uma
diminuigdo significativa da sua expressao, quando comparado aos grupos W (p<0,01),
WM e Wi 48h (p<0,05). Observamos também, um decréscimo significativo da
expressao de PPARY no controlo interno dos ratos sujeitos a administracao de MG e a
reducdo parcial da irrigagdo (WMc 48h), em relagdo ao grupo W (p<0,05) (Figura 23).
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Figura 23: Expressio de PPARy no tecido adiposo epididimal,
quantificada por Western Blotting.

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas; Wi 48h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com
redugdo parcial da irrigacdo durante 48 horas; Wc 48h - Tecido adiposo
epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial da irrigacdo do
tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WMi 48h - Tecido
adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial da
irrigacdo durante 48 horas e administracdo de MG durante 8 semanas; WMc¢
48h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugdo parcial
da irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas e
administracdo de MG durante 8 semanas.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM; + Diferente do grupo
Wi 48h. 1 simbolo p<0,05; 2 simbolos p<0,01.

A semelhanga do observado apés a redugdo parcial da irrigagio durante 1 hora, os
niveis de Perilipina A foram significativamente inferiores no grupo WMi 48h, em
comparagdo aos grupos W (p<0,01), WM (p<0,05) e Wi 48h (p<0,01), também
observado por figuras ilustrativas de imunohistoquimica (Figura 24B). O controlo
interno dos ratos tratados com MG (WMc 48h) apresentou niveis inferiores de
Perilipina A, quando comparado ao grupo W e ao controlo interno dos ratos Wistar (Wc

48h) (p<0,05) (Figura 24A).
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Figura 24: Expressio de Perilipina A no tecido adiposo epididimal
quantificada por Western Blotting (A), bem como figuras ilustrativas da
presenca de Perilipina A, por imunohistoquimica (B).

W — Ratos Wistar; WM — Ratos Wistar com administragdo de MG durante 8
semanas; Wi 48h - Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar
normais com redugdo parcial da irrigagdo durante 48 horas; Wc 48h -
Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com reducao parcial da
irrigagao do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas; WMi 48h
- Tecido adiposo epididimal esquerdo de ratos Wistar com redugdo parcial
da irrigacdo durante 48 horas e administragio de MG durante 8 semanas;
WDMec 48h - Tecido adiposo epididimal direito de ratos Wistar com redugao
parcial da irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas
e administracio de MG durante 8 semanas. Figuras ilustrativas com
ampliac¢do de 100X e 200X.

Dados apresentados como média + epm, n=4/grupo.

* Diferente do grupo W; # Diferente do grupo WM; + Diferente do grupo
Wi 48h. Diferente do grupo Wc 48h. 1 simbolo p<0,05; 2 simbolos p<0,01.

33



CAPITULO 5

DISCUSSAO



Discussao

CAPITULO 5. Discussio

O impacto da hipoxia na disfun¢do do tecido adiposo € na consequente alteracdo do seu
perfil de secrecdo, tem sido alvo de estudos recentes. Em varias descri¢cdes da literatura,
com a hipertrofia do adipdcito o volume desta célula ¢ superior a distdncia maxima de
difusdo do oxigénio. Para além da incapacidade de difusdo do oxigénio, a angiogénese e
a vascularizac¢do estdo comprometidas, caracteristicas presentes na disfuncao do tecido
adiposo (Hosogai et al., 2007; Guilherme et al., 2008; Trayhurn et al., 2008a; Gaens et
al., 2009; Regazzetti et al., 2009; Rutkowski et al., 2009; Maury and Brichard., 2010).
Os mecanismos subjacentes a disfuncdo microvascular do tecido adiposo sdo ainda
desconhecidos, mas sabe-se que estas alteracdes se relacionam com insulino-resisténcia
e inflamag¢do crénica (Goossens et al., 2011; Spencer et al., 2011; Tesauro & Cardillo.,
2011; Bagi et al., 2012). Em humanos obesos, ha alteracdes funcionais e estruturais das
arteriolas do tecido adiposo subcutaneo, que se agravam na presen¢a de diabetes tipo 2
(Georgescu et al., 2011). Recentemente, o nosso grupo mostrou que a glicacdo pode
contribuir para a disfun¢do microvascular no tecido adiposo. Através da indugdo de
glicacdo pela administracdo de metilglioxal (durante 14 semanas), foi possivel
visualizar alteragdes estruturais (deposicdo de produtos glicados, fibroticos e
recrutamento de macrofagos para as regides glicadas) na microvasculatura do tecido
adiposo de ratos Wistar normais, com decréscimo da irrigacdo, e alteracdes de
parametros apoptdticos e factores angiogénicos associadas a hipoadiponectinemia, mas
sem implicacdes na sensibilidade a insulina (Matafome et al., 2012a). Ja a
administracdo menos prolongada de metilglioxal (8 semanas), causou alteragdes menos
evidentes ao nivel da rede vascular mas, ainda assim, induziu um aumento significativo

da acumulagcido de AGEs no tecido adiposo. Contudo, n3o se observou
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hipoadiponectinemia, expressao de moléculas quimioatractivas, nem recrutamento de
macroéfagos para o tecido adiposo (Rodrigues et al., 2013).

Neste estudo, em concreto, o nosso objectivo foi avaliar o papel da glicacdo nas
adaptagdes metabolicas do tecido adiposo epididimal ao decréscimo do fornecimento
sanguineo, isolando os efeitos provenientes de outras varidveis inerentes aos fenotipos
dos modelos obesos. Com este intuito, criamos um novo modelo de redugdo parcial da
irrigagao do tecido adiposo epididimal, sendo esta uma caracteristica, descrita na
literatura, ¢ comummente observada em individuos obesos, que apresentam uma
reducdo parcial da irrigagdo na ordem dos 35% (Trayhurn & Wood., 2004; Goossens.,
2008; Trayhurn et al., 2008b). Assim, a laqueagdo da artéria genital ¢ da veia
proveniente do tecido adiposo epididimal, resultou numa redugdo parcial da irrigacao do
tecido, mimetizando a reducdo observada em individuos obesos. O procedimento
cirtrgico foi validado pela acumulacao de Evans Blue (resultando em aproximadamente
55-60% da irrigacdo normal), que constitui um método fidedigno de avaliacdo e
quantificagdo da irrigagao, bem como da rede vascular (Bento et al., 2010; Matafome et
al., 2012a).

No seguimento de estudos anteriores do nosso grupo (Matafome et al., 2012a, 2012b;
Sena et al., 2012; Rodrigues et al., 2013), a administragdo de MG aumentou os niveis de
AGEs no tecido adiposo e os niveis circulantes de acidos gordos livres, mas ndo se
verificou qualquer alteragdo no peso corporal, perfil glicémico, triglicerideos, colesterol
total e adiponectina circulantes. A reducdo parcial do fornecimento sanguineo do tecido
adiposo epididimal esquerdo, durante 48 horas, causou um aumento significativo da
glicemia em jejum e da insulinemia em ambos os grupos sujeitos ao procedimento
cirargico (W 48h e WM 48h), sugerindo que o decréscimo da irrigagdo no tecido

adiposo altera o armazenamento de glicose, levando assim a uma sobrecarga sistémica,
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de forma independente da glicagdo (MG). Apds 48 horas de decréscimo do
fornecimento sanguineo, os niveis de VEGF aumentaram significativamente no controlo
interno de ambos os grupos, sugerindo uma resposta compensatoria ao aumento
sistémico dos niveis de insulina, de forma a aumentar a vascularizagdo e assim permitir
uma maior captagao de glicose pelo tecido (Elias et al., 2012; Manneras-Holm &
Krook., 2012). Relativamente aos lipidos, o aumento dos niveis de acidos gordos livres
observado nos grupos tratados com MG foi consistente com os estudos anteriores do
grupo, como ja referido, alteracdes mantidas apos a redugdo parcial da irrigacao,
durante 48 horas (WM 48h). A trigliceridemia aumentou somente no grupo de ratos
Wistar, apos a redugdo da irrigacao (W 48h).

ApoOs a administracdo de MG durante 8 semanas e reducdo parcial da irrigagdo durante
48 horas, observou-se um decréscimo significativo dos niveis de adiponectina (WM
48h). Estes eventos estdo de acordo com relatos anteriores que referem a diminuig¢ao dos
niveis de mRNA da adiponectina, em ratos obesos e em linhas celulares de adipocitos
sujeitos a hipoxia (3T3-L1) (Hosogai et al., 2007; Chaiban et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos no metabolismo do tecido adiposo foram avaliados 1 e 48
horas apos a redugdo parcial da irrigacdo do tecido adiposo epididimal esquerdo na
presenca ou na auséncia de glicagdo induzida pela administragdo de MG. Nos ratos
tratados com MG, foi observada uma reducdo mais dramatica dos niveis de IkBa, 1 e
48 horas ap0s a reducao parcial da irrigagao, resultado similar foi igualmente visivel nos
ratos Wistar ap6s 1 hora (Wi 1h). Os factores de transcricdo NF-kB sdo complexados no
citosol com proteinas inibitorias da familia IkB sendo que, quando ocorre degradagao
destas, ha libertacdo do factor NF-xB e consequente activagdo desta via,
predominantemente inflamatoria. Apds 1 hora de reducgdo parcial da irrigagdo, o grupo

tratado com MG (WMi 1h) apresentou um aumento da p-ERK1/2 na sua forma activa
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(fosforilada), mas ndo se verificou 0 mesmo para outras proteinas da familia das MAP
cinases, tais como JNK e p38. Foi descrito que a clivagem do PARP (marcador de
apoptose), em células endoteliais, ¢ dependente da activacao das cinases ERK1/2, INK
e p38, sendo que a activagdao da JNK e da p38 estd condicionada pelo estado celular de
oxidagao-reducao. Por outro lado, a activacdo da ERK1/2 ¢ independente do estado de
oxidagdo-reducao celular, sugerindo que possa constituir um mecanismo primario de
resposta, enquanto que as outras MAP cinases (JNK e p38) podem ser activadas pelo
aumento da deterioragdo do estado celular de oxidacdo-redugdao (Akhand et al., 2001;
Heimfarth et al., 2013). Recentemente, os nossos colegas demonstraram uma activagao
da ERK1/2 em resposta a presenca de 25-hidroxicolesterol (25-OH), consiste num passo
essencial para a posterior activagdo do factor de transcricdo NF-kB e subsequente
produgdo de IL-8 (Catarino et al., 2012). Também a exposi¢ao de células do mesangio
glomerular a AGE-cholesterol-aggregated-BSA, induziu activagdo da ERK1/2, com a
consequente expressdo de transforming growth factor-f (TGF-p) e fibrose (Hirasawa et
al., 2011). Foi demonstrado, in vivo, que a acumulagdo de AGEs origina um aumento da
expressdao do receptor RAGE, bem como activagao da cinase ERK1/2 nas artérias
coronaria e renal em doentes diabéticos (Koka et al., 2006). Estes resultados, em vasos
sanguineos, sugerem um estado pro-inflamatério com activacao do factor de transcrigao
NF-kB, como foi também demonstrado em varios modelos de hipoxia e disfungdo
metabolica no tecido adiposo (Trayhurn and Wood., 2004; Rutkowski et al., 2009;
Balistreri et al., 2010; Galic et al., 2010). Os nossos resultados sugerem que estes
mecanismos podem ocorrer, em parte, devido a prévia activacdo da ERKI/2.
Relativamente as adaptacdes metabodlicas do tecido adiposo em resposta a um
decréscimo da irrigagcdo sanguinea, foi observada uma menor activagdo da cinase Akt

nos ratos tratados com MG. Estes ratos mostraram uma menor activagao da Akt nos
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controlos internos 1 hora ap6s a redugdo parcial da irrigagdo e no tecido adiposo
esquerdo apds a redugdo da irrigacdo durante 48 horas. A activagdo da Akt nos
controlos internos dos ratos Wistar ¢ consistente com o aumento sistémico dos niveis de
insulina, mas retomam os valores normais 48 horas apos a reducao parcial da irrigagao.
Este aumento transitério ndo foi observado nos ratos tratados com MG. A Akt tem
efeitos importantes na estimulagdo da captacao de glicose pelos tecidos e na promogao
da sobrevivéncia celular, estando descrita a sua accao inibitoria directa na adenil-
ciclase, uma conhecida activadora da degradacao de Perilipina A (Berggreen et al.,
2009; Omar et al., 2009). No seguimento destes factos, e em concordancia, os niveis de
Perilipina A mostraram-se diminuidos no tecido adiposo dos ratos tratados com MG e
sujeitos a reducdo parcial da irrigacdo durante 1 e 48 horas; a analise histologica
comprova a degradagao de Perilipina A (varios adipocitos sem marcagao envolvente),
uma proteina de revestimento das gotas lipidicas, importante na protec¢ao dos
triglicerideos da ac¢ao das lipases e, como tal, da sua hidrolise (lipolise). Além disso, a
expressao de Perilipina A, assim como da adiponectina, ¢ controlada pela actividade do
factor de transcricdo PPARy (Nunn et al.,, 2007; Guilherme et al.,, 2008). Em
concordancia, niveis diminuidos de PPARy foram observados no mesmo tecido adiposo
dos ratos tratados com MG e com reducao parcial da irrigacdo durante 48 horas. Sabe-se
que o factor de transcri¢ao NF-kB se liga aos locais de ligagdo de resposta ao factor de
transcricdo PPARy, tendo assim um papel inibitério na actuacdo deste, com a
consequente alteracdo na expressao génica (Juge-Aubry et al., 2005; Ye et al., 2007;
Guilherme et al., 2008; Vazquez-Vela et al., 2008). Assim, estes eventos estdo de
acordo com os nossos resultados e podem justificar a descida dos niveis de Perilipina A,

bem como de adiponectina.
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Em condi¢des de diminuig¢do da irrigacdo no tecido adiposo, a acumulagdo de AGEs
revelou-se prejudicial ao correcto metabolismo do adipdcito, que se repercutiu a nivel
sistémico. Agregando estes resultados com os do passado, sugere-se que uma
progressiva acumulacao de AGEs no tecido adiposo, durante a expansao deste, contribui
para a disfungdo vascular e para uma adaptacdo metabolica incorrecta em condigdes de

redugdo parcial da irrigagao.
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CAPITULO 6. Conclusdes

O modelo experimental desenvolvido resultou numa reducdo da irrigacdo de
aproximadamente 45% no tecido adiposo epididimal esquerdo, sendo um método que
mimetiza a diminuicdo do fornecimento sanguineo descrito em individuos obesos,

excluindo outras variaveis encontradas nos modelos de obesidade.

A reducdo parcial da irrigagdo do tecido adiposo epididimal esquerdo durante 48 horas
teve repercussoes a nivel sistémico, nomeadamente no aumento significativo dos niveis

de glicose e insulina em circulagao.

A administragdo de metilglioxal induziu, adicionalmente, uma menor capacidade de
adaptagao metabolica do tecido adiposo epididimal, em condi¢des de reducao parcial da

irrigagdao, com implicagdes no metabolismo.

No seu global, os nossos resultados sugerem que a progressiva acumulacio de
metilglioxal no tecido adiposo epididimal, durante a sua expansao, pode contribuir
para disfuncao microvascular e menor capacidade de adaptacao metabdlica. Estes
eventos podem contribuir para a disfuncio do tecido adiposo e assim potenciar a
progressao da diabetes tipo 2. No entanto, estudos futuros serio necessarios para

comprovar esta hipotese.
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