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RESUMO

A obesidade constitui um dos principais problemas de saude publica no Mundo.
E possivel distinguir dois tipos de tecido adiposo, o branco (TAB) e o castanho (TAC),
tendo este funcdes de termorregulacdo nonshivering e o TAB fungbes metabolicas e
enddcrinas. No nosso trabalho demos destaque aos principais intervenientes do TAB e
do TAC (PRDM16, C/EBPa ¢ PGC-1a) bem como a factores envolvidos na regulagéo
do toénus vascular (angiotensinogénio e receptor AT1). Os produtos de glicacdo
avancada contribuem para a ativagéo de vias intracelulares de inflamacéo e stress, sendo
o metilglioxal (MG) um importante precursor das reacOes de glicagdo. Foi nosso
objetivo perceber o envolvimento da glicacdo nos mecanismos de expansdo do tecido
adiposo com recurso ao estudo de parametros sistémicos e de diferenciacdo do tecido
adiposo e factores vasoativos. Estuddmos quatro grupos de ratos Wistar: um controlo
(Ct), um ao qual foi administrado metilglioxal (MG), um mantido com dieta
hiperlipidica (HFD) e um mantido com dieta hiperlipidica e administracdo de
metilglioxal (HFDMG). Um grupo de ratos Goto-Kakizaki (GK), um modelo diabético
tipo 2 ndo obeso com a mesma idade, também foi utilizado como controlo positivo.
Avalidmos o perfil metabdlico sistémico, factores de diferenciacdo do tecido adiposo e
factores vasoactivos. Nao se verificaram alteracGes significativas nos factores de
diferenciacdo dos adipécitos, com excep¢do da diminuicdo do PRDM16 nos ratos
diabéticos e uma tendéncia para o aumento da sua expressao no tecido adiposo epididimal
(TAE) do grupo HFD. Em relacdo aos factores vasoactivos, 0 MG induziu uma maior
expressao do receptor AT1 no TAE. Comparativamente a este grupo verificou-se uma
diminuicdo da expressdo do AT1 no grupo HFD, o que ndo foi observado no grupo
HFDMG. No caso do angiotensinogénio, verificAmos nos grupos com dieta e nos
diabéticos uma tendéncia para valores inferiores ao grupo Ct. Neste contexto,
evidenciamos que a glicacdo parece comprometer a adipogénese, especificamente o
processo de browning, contrariando a adaptacdo induzida pela dieta gorda e que a
glicacdo podera afectar o sistema renina angiotensina, comprometendo desta forma a
adaptacdo vasoactiva que ocorre na expansao do TA.
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ABSTRACT

Obesity is one of the most concerning public health problems in the world. It is
possible to distinguish two types of adipose tissue, white (WAT) and a brown one
(BAT) which plays a nonshivering thermoregulation function, whilst the WAT focus on
the metabolic and endocrine functions. In our work we highlighted the key players of
WAT and BAT (PRDM16, C / EBPa and PGC-1a), as well as the factors involved in
the vascular tone regulation (angiotensinogen and AT1 receptor). Advanced glycation
products contribute to the activation of intracellular pathways of inflammation and
stress, with methylglyoxal (MG), a very important precursor of the glycation reactions.
It was our main goal to understand the glycation involvement on the adipose tissue
expansion mechanisms, using the study of systemic parameters, adipose tissue and
vasoactive factors differentiation. We studied four groups of Wistar rats: a control (Ct),
whom was administered methylglyoxal (MG) to, one who was maintained on a high fat
diet (HFD) and another who followed a high fat diet along with an administration of
methylglyoxal (HFDMG). A group of Goto-Kakizaki rats (GK), a non-obese diabetes
type 2 from the same age, were also used as positive control. We evaluated the systemic
metabolic profile, the differentiation of adipose tissue factors and also the vasoactive
factors. There were no significant changes on the adipocyte differentiation factors with
the exception of a PRDM16 decrease in diabetic rats, and a tendency to increase on the
HDF group of epididymal adipose tissue (EAT). In relation to the vasoactive factors, the
MG induced a higher expression of the AT1 receptor in EAT. Comparing to this group,
we observed a decrease of the AT1 expression in the HFD group, the same was not
observed in the HFDMG group. In the case of angiotensinogen, it was found both on the
diabetic group and on the one who followed a diet, that there was a tendency to lower
values than the ones observed on the Ct group. In this context, we showed that glycation
seems to impair adipogenesis, specifically the browning process, contrary the induced
adaptation of the fat diet and also that glycation may affect the renin-angiotensin
system, thus compromising the vasoactive adaptation that occures in the expansion of
adipose tissue.
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INTRODUCAO

A obesidade constitui um dos principais problemas de saude publica no Mundo
sendo um fator de risco, particularmente quando associado a resisténcia a insulina, para
0 desenvolvimento de diabetes tipo 2 (DM2). Associa-se igualmente a doencas
cardiovasculares, distarbios biliares (litiase e colecistites) e algumas neoplasias
(especialmente as hormono-dependentes e as colorrectais), estando ainda em muitos
paises industrializados associada a varios problemas psicossociais(1l). Apesar da atual
consciéncia publica sobre as consequéncias da obesidade, a sua incidéncia continua a
aumentar. Nos paises ocidentais tem-se verificado um crescimento significativo na
prevaléncia da obesidade, em consequéncia do desequilibrio energético decorrente do
aumento na ingestdo caldrica, somado a inatividade fisica e ao declinio concomitante do
gasto energético(2). Algumas alteracbes coexistem comummente em individuos obesos
como, hiperglicemia, dislipidémia e hipertenséo arterial, que em conjunto compdem a

chamada sindrome metabdlica(1).

O tecido adiposo (TA) € uma estrutura complexa, heterogénea, constituida na
sua maioria por adipdcitos, células do mesénquima, fibroblastos, pré-adipdcitos, células
endoteliais e células do sistema imunitario (3). Anatomicamente, o tecido adiposo esta
distribuido sobretudo pelos compartimentos subcutaneo e visceral, localizando-se este
sobretudo a nivel mediastinico e abdominal (omental, mesentérico, peri-renal,
retroperitoneal, parametrial, peri-ovarico e epididimal)(4). E possivel distinguir dois
tipos de tecido adiposo, o branco (TAB) e o castanho (TAC), com fungdes diferentes no
organismo. A sua distribuicdo corporal é determinada geneticamente e dependente de
fatores como idade, sexo e estado nutricional(5). O TAC particularmente relacionado
com fungOes de termorregulacdo nonshivering (i.e producdo de calor sem envolver

contracdo muscular), caracteriza-se por ser multilocular com pequenas vesiculas
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lipidicas, com nucleo central e um grande nimero de mitocondrias. Apresenta uma
vascularizagdo complexa, com inUmeros capilares sanguineos, sendo quase
exclusivamente enervado pelo sistema nervoso simpético (5). E mais abundante nos
recém-nascidos diminuindo ao longo dos anos, existindo no adulto disperso no TAB,

principalmente na regido cervical e inter-escapular (4).

A caracterizacdo do TAB como um 06rgdo de armazenamento de energia, tém
sido acrescentadas propriedades distintas que o tornam num verdadeiro 6rgdo enddcrino
(6). Produz péptidos, hormonas e citocinas que, sendo a maioria produzida e segregada
exclusivamente pelo tecido adiposo, sdo denominadas genericamente por adipocinas.
Entre as diversas adipocinas segregadas, destacam-se a leptina, a adiponectina, a
adipsina, a resistina, o factor de necrose tumoral o (TNF-a), 0 inibidor do activador do
plasminogénio 1 (PAI-1), as interleucinas 1B, 6, 8, o fator 1 de crescimento tipo
insulina (IGF-1), o fator de quimioatrac¢do de mondcitos (MCP-1), a visfatina, fatores
angiogeénicos e vasoativos (fator de crescimento do endotélio vascular, angiopoietina-2
e angiotensina II), entre outros (6). Com excecdo quase Unica da adiponectina, a
producdo e secrecdo destes diversos fatores intensifica-se com a obesidade, sendo
muitos deles, como o TNF-a, a resistina, o PAI-1, a IL-6 e o MCP-1, diretamente
associados a resisténcia a insulina, hipercoagulabilidade e aterogénese que, por sua vez,
tém sido relacionadas com hipertensdo, inflamacéo, aumento do risco cardiovascular e

acidentes tromboembolicos (6).

O aumento da massa gorda na obesidade é determinado pelo aumento do
tamanho do adipdcito (hipertrofia) e/ou do seu numero (hiperplasia) (7). A hipertrofia
do adipdcito ndo é um processo ilimitado. Adipécitos muito grandes, além de esgotarem

a capacidade de armazenamento, tornam-se mais lipoliticos, com o consequente



aumento dos acidos gordos circulantes e a sua deposi¢cdo ectdpica em 6rgdos como o

pancreas endocrino, o musculo e o figado, comprometendo a sua fungéo (7).

Os adipocitos provém de células-tronco mesenquimatosas multipotentes (stem-
cells), residentes no estroma do tecido adiposo. Estas células multipotentes tornam-se
pré-adipocitos quando perdem a capacidade de se diferenciar em outras linhagens
celulares. Esta fase inicial da diferenciacdo do adipdcito é conhecida como
determinacdo ou comprometimento a qual se segue a segunda fase conhecida como
diferenciacdo terminal; os pré-adipécitos adquirem as caracteristicas de adipécitos
maduros, isto é, passam a ter a capacidade de sintese, armazenamento, libertacdo de

lipidos e funcdes enddcrinas (8).

Um grande avanco nesta area foi a demonstracdo de que os adipocitos castanhos
e brancos ndo se desenvolvem a partir de precursores comuns. A diferenciacdo do tecido
adiposo castanho é regulada pelo fator regulador de transcricio PRM16, sendo este
capaz de controlar de forma bidirecional, a diferenciacdo de midcitos e adipécitos. A
auséncia de PRDM16 nos precursores do tecido adiposo castanho (TAC) promove a
miogénese, enquanto a sua expressdo nos mioblastos estimula a adipogénese (9). Nos
ultimos anos tém surgido varios estudos, in vivo e em culturas celulares, sobre as vias
moleculares que controlam o processo de diferenciagdo dos adipocitos. O PPARy
(Recetor vy activado pelos proliferadores Peroxissomais) e varios membros da familia
dos fatores de transcricio C/EBP(0,y,0) sdo considerados elementos essenciais no
processo de diferenciacdo dos adipdcitos (8). O inicio da adipogénese depende,
normalmente, da inibicdo da via das proteinas sinalizadoras Wnt (wingless), uma
familia de glicoproteinas, na qual a Wnt10b é expressa em pré-adip6citos mas nao em
adipocitos. Esta via impede a diferenciacdo dos adipocitos brancos e castanhos através
do blogueio do PPARy e o C/EBPa. Apoés a inducdo da adipogénese, a expressdo de
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Wntl10b é rapidamente inibida(8). O PPARy tem um papel central na adipogénese,
nomeadamente na diferenciacdo terminal dos adipdcitos, uma vez que, na sua auséncia,
h& perda do estado diferenciado com perda da acumulacdo lipidica e diminui¢do da
expressdo de marcadores caracteristicos destas células (10). Os membros da familia
C/EBP (a,y,0) tém fungdes na ativacdo e manutencdo de varios genes indutores da
adipogeénese, incluindo o PPARy. O C/EBP o ¢é necessario para a diferenciagdo dos
adipdcitos brancos e desempenha um papel importante na regulacdo da sensibilidade a

insulina no adipdcito adulto(8).

Existem véarias moléculas que regulam a diferenciacdo do TAC. Entre os fatores
mais estudados é de interesse referir o PGC-1a (PPARy coactivador-1 o) ¢ o PRDM16
(PRD1-BF-RIZ homologous doman-containing protein-16) (11). O PGC-1a ¢ essencial
para a sintese mitocondrial e estimulacdo do metabolismo oxidativo. A sua ablacdo
genética resulta em incapacidade de termogénese adaptativa ao frio, por auséncia de
resposta a estimulacdo adrenérgica via CAMP. No entanto, muitos genes do TAC néo
dependentes da estimulacdo adrenérgica, e o proprio processo de diferenciacdo,
mantém-se inalterados apesar da auséncia do PGC-1a. Este facto sugere que, apesar do
PGC-1la ser um fator crucial na regulacdo da termogénese, ndo se apresenta como
determinante essencial na identidade do TAC (11). O PRDM16 é um dos reguladores
mais importantes no processo de diferenciacdo do TAC; a sua presenca € obrigatdria
para a manutencao da identidade e funcdo do TAC, uma vez que, a deplecdo deste fator
induz a perda de quase todas as caracteristicas especificas dos adipécitos castanhos (11).
A sua agdo depende da interagao direta com o PPAR a e y e com 0s PGC-1 a e 3; a sua
expressao ectopica nas células mesenquimatosas, incluindo as percursoras dos
adipdcitos brancos, induz um completo programa de diferenciacdo em adipécitos

castanhos, incluindo a activacdo de genes termogénicos, genes mitocondriais, entre



outros genes especificos do TAC (12). Apesar de se conhecer a relagdo com todos estes
fatores, 0 mecanismo exato que permite ao PRDM16 controlar a adipogénese ainda nao
é conhecido(11). Além dos fatores j& descritos, as bone morphogenic proteins(BMPs)
surgiram como potentes reguladores da adipogénse branca e castanha. As BMP-2 e 4
induzem a diferenciacdo dos adipécitos brancos enquanto a BMP-7 esta envolvida na
diferenciacdo de adipdcitos castanhos. As BMP’s atuam a montante dos fatores de
transcricdo SMAD que levam a perda da capacidade de diferenciacdo noutras

células(13).

A vascularizacdo do tecido adiposo permite trocas gasosas, transporte lipidico,
de forma a serem armazenados/libertados pelos adipdcitos, e transporte dos seus
produtos de secrecdo como as adipocinas. Assim a angiogénese, formagdo de novos
vasos sanguineos a partir de vasos existentes, apresenta-se como crucial na resposta a

expansdo do tecido adiposo (6).

A obesidade € caraterizada como um estado de inflamacéo crénica de baixo grau
diretamente proporcional ao aumento da adiposidade corporal (3). Alguns estudos
sugerem que os adipdcitos hipertrofiados comprimem a vasculatura do tecido reduzindo
0 aporte de oxigénio. A hipoxia consequente estimula a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, a fim de aumentar a angiogénese e o fluxo sanguineo (14). Desta forma
cria-se um ciclo vicioso entre obesidade e inflamacdo, induzidas por estas alteragdes no

tecido adiposo (3).

O Metilglioxal (MG) modifica proteinas e lipidos intracelulares originando
produtos avancgados de glicacdo (AGEs) estando, assim, implicado na ativacao de vias
de stress celular e perda da viabilidade celular(15). Os AGEs constituem um grupo de

diversos compostos resultantes da glicagdo nao-enzimatica de proteinas, lipidos e acidos



nucleicos com capacidade de formar ligaces cruzadas entre proteinas, alterando a sua
estrutura e funcdo, nomeadamente na matriz extra-celular, na membrana basal e no
endotélio. Tém ainda a capacidade de interacdo com uma variedade de recetores da
superficie celular, capaz de activar eventos intracelulares prd-oxidantes e pro-

inflamatdrios (16).

Um dos mecanismos patogenicos propostos para o envolvimento do Sistema
Renina Angiotensina (SRA) na obesidade parte da capacidade do tecido adiposo
expressar e segregar angiotensinogénio (AGt), que constitui substrato da renina, sendo
convertido a angiotensina I, percursor da angiotensina Il, um potente vasoconstritor. O
tecido adiposo €, pois, uma fonte extra-hepatica de AGt, cujo teor circulante estd
aumentado em individuos obesos, ja que este é regulado por fatores nutricionais. O
aumento da producdo de AGt pelo TA parece contribuir para o aumento do tecido
adiposo; ha estimulacdo da lipogénese e, através do PPARy, inibicdo da adipogénese e,
consequentemente, hipertrofia dos adipdcitos(16). A angiotensina Il (Angll), para além
da sua atividade vasoconstritora, aumenta o rolamento, a adesdo e a migracdo dos
leucdcitos através de mediadores pro-inflamatorios vasculares. Actua também como
uma forte moduladora da producdo de espécies reativas de oxigénio na vasculatura e
estimula a NADPH oxidase, a expressdo de moléculas de adesdo (ICAM-1) e a
infiltracdo de macrofagos conduzindo, assim, a remodelagdo da vasculatura e disfuncao

endotelial (14).
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OBJECTIVOS

Como ja tivemos oportunidade de abordar, a adipogénese e a irrigacdo sdo
mecanismos fundamentais na fisiologia do tecido adiposo. Os AGEs contribuem para a
ativagdo de vias intracelulares de inflamacdo e stress conduzindo a uma perda da
viabilidade celular. Tendo em conta o descrito anteriormente, o principal objetivo deste
trabalho foi avaliar o papel do metilglioxal nos mecanismos de adaptacdo da
adipogénese e dos fatores vasoactivos do tecido adiposo subcutaneo e epididimal e,
desta forma, avaliar o papel da glicagdo na expansdo do tecido adiposo, com

implicacGes para 0 metabolismo da glicose e dos lipidos e na sensibilidade a insulina.

11



MATERIAIS E METODOS
Reagentes utilizados

Com excepcao daqueles onde é especificado, todos os reagentes utilizados neste
trabalho foram adquiridos a Sigma (EUA) ou Merck (Alemanha). Foram usados 0s
anticorpos anti-angiotensin Il type 1 receptor abcam 9391 UK, Anti-Angiotensinogen
abcam ab108334 UK, anti-C/EBPa abcam ab40764 UK, anti-PRDM16 abcam

ab106410 UK e anti-PGC1a abcam ab191838 UK.

Modelos animais
Foram utilizados 4 grupos de ratos Wistar de 12 meses de idade (n= 5/grupo); grupo
controlo (Ct); grupo mantido com dieta hiperlipidica (HFD 40% triglicerideos SAFE,
Franca) grupo com administragdo de metilglioxal (MG), grupo com dieta e MG
(HFDMG). Foi igualmente estudado, como modelo positivo de glicagdo, um modelo
animal ndo obeso de diabetes tipo 2, os ratos Goto-Kakizaki (GK), da mesma idade
(n=5/grupo) Os animais, obtidos das nossas coldnias da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra, foram mantidos em condi¢Bes controladas de temperatura
(22-24°C), humidade (50-60%) e luz (ciclos de 12h de luz e escuriddo), com acesso
livre a 4&gua e comida. Os protocolos experimentais envolvendo animais estiveram de
acordo com os protocolos internacionais de manutencdo e utilizacdo de animais de
laboratdrio. Além disso, os procedimentos foram realizados por utilizadores licenciados
(Curso validado pela Federacdo Europeia das Associacbes Cientificas de
Experimentagdo Animal — FELASA, com certificado da Direc¢do Geral de Veterinaria).
A dieta hiperlipidica e o metilglioxal foram administrados, durante 4 meses (dos
8 aos 12 meses de idade). O MG, na dose de 100mg/Kg/dia, foi diluido na agua do
biberdo, com controlo do volume ingerido diariamente e monitorizacdo periédica do

peso corporal.
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Andlises in vivo

Durante o tratamento, foi monitorizado o consumo de racéo e de agua bem como
0 peso corporal. No final do tratamento, a glicemia, em jejum (16-18 horas) e na 12 e 22
horas apds administracdo intraperitoneal de glicose (1.89/Kg), foi medida na veia da
cauda através do método da glicose oxidase, utilizando um glicometro (Elite-Bayer SA,
Portugal) com as respectivas tiras-teste. Com base nos valores obtidos na prova de

tolerancia a glicose intraperitoneal, foi calculada a area sob a curva (AUC).

Foi determinada, igualmente no sangue da veia da cauda, a percentagem de

hemoglobina glicada (HbA1c), utilizando o sistema DCA2000+ (Siemens, Portugal).

Recolha das amostras

Recolha de sangue: No dia do sacrificio, as amostras de sangue foram
recolhidas por puncdo cardiaca, apos jejum de 16-18 horas, em animais anestesiados
com cloridrato de cetamina (75 mg/Kg, i.m., Parke-Davis, Ann Arbor, EUA) e
cloridrato de clorpromazina (2.65 mg/Kg, i.m., Laboratérios Vitdria, Portugal). Para a
separacdo do soro e do plasma foram utilizados, respectivamente, tubos BD Vacutainer
e BD Vacutainer K3E, com 5.4 mg de EDTA (BD Vacutainer, Reino Unido). Os
sangues foram centrifugados a 35000 rpm, 10 minutos, a 4°C e o plasma e o soro foram
aliquotados e armazenados a -80°C.

Recolha de 6rgéos: Apoés a colheita de sangue, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e o tecido adiposo epididimal e subcutaneo foi
imediatamente recolhido, lavado em solugéo isotonica (0.9% NaCl) e imediatamente

congelado em azoto liquido e armazenado a -80°C.
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Determinagéo dos niveis sistémicos de lipidos e insulina

Foram determinados, em jejum, os niveis sanguineos de triglicerideos, acidos
gordos livres e insulina utilizando respectivamente, um analisador automatico
(Olympus-Diagnostica Portugal, Produtos de Diagndstico SA, Portugal), o kit comercial
Zenbio, EUA e o kit comercial Rat Insulin ELISA Kit, Mercodia, Suécia.

Determinacdo dos niveis de proteinas nos tecidos — Western Blotting

Preparacdo das amostras: Foram homogeneizadas seccdes de tecido adiposo
epididimal e subcutéaneo (300mg) em 1ml de tampéo de lise (25mM Tris-HCI pH7.4;
150mM NacCl; 1% Triton X-100; 0.5% SDS; 1mM EDTA; 1mM EGTA; 20mM NaF;
2mM Na3VvO04; 10mM B-glicerofosfato; 2.5mM pirofosfato de sédio; 10mM PMSF e
40ul de cocktail inibidor de protéases/g de tecido (Sigma, USA), pH7.7). Os
homogeneizados foram depois sonicados e centrifugados a 14000 xg, durante 20
minutos, a 4°C e os sobrenadantes foram recolhidos, centrifugados novamente,
aliquotados e mantidos a -80°C. A concentracdo de proteina total foi determinada pelo

método de BCA.

SDS-PAGE: Foi adicionado o tampé&o de loading (62.5mM Tris, 1% SDS, 1.25
ml glicerol e 0.01% (w/v) bromophenol blue, pH6.8) aos extractos e estes foram
separados de acordo com o peso molecular, por SDS-PAGE, num gel de acrilamida,
utilizando um tampé&o de corrida (125mM Tris-base, 480mM glicina, 1% SDS, pH8.8).
Foi utilizado o Precision Plus Protein Standard (Biorad, EUA) como marcador dos
pesos moleculares. A percentagem de acrilamida variou entre os 8 e os 10%. Na
polimerizacéo foi utilizada acrilamida a 40% (Biorad, EUA) e as solu¢des tamponadas
de resolving (0.75M Tris-HCI, 0.2% SD, pH8.8) e stacking (0.25M Tris-HCI, 0.2%

SDS, pH6.8)

14



Transferéncia: Apl6s separacdo por peso molecular, as amostras foram
transferidas para uma membrana polyvynilidine fluoride (PVDF), utilizando um tampéo
de transferéncia (50mM CAPS, 2% NaOH, 10% metanol, pH11). Apds a transferéncia,
as membranas foram bloqueadas com solugdo TBST (250mM Tris, 1.5mM NacCl, pH7.6

+ 1% Tween20), suplementada com 5% de albumina de soro bovino (BSA).

Marcacdo: As membranas foram utilizadas para a marcacdo de C/EBP,
PRDM16, PGCla, receptor AT1 e AGt. Para tal, as membranas foram incubadas
durante a noite, a 4°C, com os respetivos anticorpos. Depois de lavadas durante 30
minutos com solu¢cdo TBST, as membranas foram incubadas com o0s respetivos
anticorpos secundarios (anti-coelho/ ratinho/ cabra; GE Healthcare, Reino Unido),
durante 2 horas a temperatura ambiente. Depois da lavagem, durante 1 hora, as
membranas foram incubadas com o reagente ECL e reveladas num sistema VersaDoc
Imaging System (Biorad, EUA). Os resultados foram analisados utilizando o software

ImageQuant (Molecular Dynamics, EUA).

Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. O teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis com comparacdes multiplas foi utilizado para testar as
diferencas estatisticas entre 0s grupos, tendo sido considerado significativo um valor de

p<0,05.
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RESULTADOS

Peso Corporal e racdo consumida

De uma forma global, os ratos GK, aos 12 meses de idade, apresentaram um
peso inferior aos ratos Wistar e uma maior quantidade de racdo consumida. O grupo
HFD apesar da menor quantidade de racdo consumida apresentou um aumento
significativo de peso em relacdo ao grupo Ct, o que ndo se verificou de forma tdo
marcada nos grupos MG e HFDMG. Este resultado sugere que a administracdo de MG

inibe 0 ganho ponderal associado a dieta hiperlipidica (Tabela I).

Tabela I — Ragao consumida, peso corporal, glicemia em
jejum e as duas horas da PTGIP, HbA1c e triglicerideos

Grupo Ct MG HEFD HEDMG GK
Racio 22,0407 243+1,6 15,1+1,1 14,4+0,7 25,7+0,6
(g(ratoldla) 3 FT1 5 Y273
508,8+11.4 508,9+18.4 652,7+35,8 571,6+273 398,777
Peso (g) * ki xS &L
Glicemia jejum 08,5+20 706+14 709120 71,1+1,6 91,7430
(mg/dl) »xxil&
3,2+0,1 3,3+0,1 3,340,1 3,510,1 5,60+04
HbAlc (.A) * 4 kI &L
Glicemia 2h 77,0431 84 8+272 12136+84 1436497 3054+14.8
(mg/dl) *FiH LE T 3 IS LLA
Triglicerideos T12+64 69,3+10,7 TI8+54 62,3132 160,1+23,1
(mg/dl) xS aaa

Ct — grupo controlo; MG — Metilglioxal; HFD — Dieta hiperlipidica; HFDMG
— Dieta hiperlipidica + metilglioxal; GK — Ratos Goto-Kakizaki.

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo médio.
*: diferente de Ct; # diferente de MG; $ diferente de HFD; & diferente de
HFDMG. 1 simbolo: p<0,05; 2 simbolos: p<0,01; 3 simbolos: p<0,001
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Perfil glicémico e Hemoglobina Alc

Os ratos diabéticos apresentaram glicemia em jejum mais elevada do que 0s
restantes grupos e acentuada intolerancia a glicose (Figura 1, Tabela I).

No grupo MG ndo se verificaram alteracGes significativas do perfil glicémico
comparativamente ao grupo Ct (Tabela I; Figura 1).

Os ratos dos grupos HFD e HFDMG ndo apresentaram alteracGes relevantes da
glicemia em jejum em relacdo ao grupo Ct (Tabela I). No entanto, apresentaram um
aumento da area sob a curva registada durante a PTGIP e da glicemia as 2 horas, sendo
este efeito mais pronunciado no grupo HFDMG (Figura 1, Tabela I). Na &rea sob a
curva verificou-se, ainda, uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
HFD e HFDMG, mostrando que a administracdo concomitante de MG acentuou a
diminuicdo da tolerancia a glicose (Figura 1).

Relativamente a hemoglobina glicada (HbA1c), o grupo GK foi o Gnico grupo

que apresentou alteracGes (Tabela I).
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Figura 1 — Prova de tolerancia a glicose intra-peritoneal (A) e area sob a
curva (B). Verifica-se intolerancia a glicose nos ratos com dieta,
particularmente nos HFDMG, embora menor que nos ratos diabéticos.

Ct — grupo controlo; MG — Metilglioxal; HFD — Dieta hiperlipidica; HFDMG
— Dieta hiperlipidica + metilglioxal; GK — Ratos Goto-Kakizaki.

* diferente de Ct; # diferente de MG; $ diferente de HFD; & diferente de
HFDMG. 1 simbolo: p<0,05; 2 simbolos: p<0,01; 3 simbolos: p<0,001

Perfil lipidico

Os ratos GK apresentaram um aumento dos niveis sanguineos de triglicerideos
(tabela 1) e de acidos gordos livres (Figura 2-A). Ndo foram observadas alteracdes dos
triglicerideos nos restantes grupos, mas os niveis circulantes de acidos gordos livres
aumentaram no grupo HFDMG comparativamente ao grupo Ct, sugerindo que o
metilglioxal pode influenciar o metabolismo lipidico e/ou a capacidade de

armazenamento lipidico induzidos pela dieta gorda (Figura 2-A).
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Insulinemia

Relativamente a taxa de insulina no sangue, ndo se verificaram alteragdes

significativas nos grupos MG e HFD em comparag¢do com o grupo controlo. No entanto,

0 mesmo ndo se verificou no grupo HFDMG, ocorrendo um aumento significativo

(Figura 2-B). Ja os ratos GK apresentaram uma diminui¢do marcada da insulinemia em

jejum relativamente a todos os outros grupos, o que reflete a faléncia das células B-

pancredticas, caracteristica deste modelo com esta idade (Figura 2-B).

A 18 - B 4-
% 4
g 127 2
g 2
- = 2
E £
-1
ﬁ_
E &&&
0 0 -
i Jui [ B HFI} HFIIMMI: GK L HFD} HFIMWH: GK

Figura 2 — Niveis plasmaticos de acidos gordos livres (AGL) (A) e
insulinemia (B) no final do tratamento. Observa-se um aumento dos
niveis de acidos gordos livres circulantes e da insulina no grupo HFDMG e,
nos ratos diabéticos, um aumento dos acidos gordos livres circulantes e uma
diminuicéo acentuada da insulinemia.

Ct — grupo controlo; MG — Metilglioxal; HFD — Dieta hiperlipidica;
HFDMG — Dieta hiperlipidica + metilglioxal; GK — Ratos Goto-Kakizaki.

* diferente de Ct; # diferente de MG; $ diferente de HFD; & diferente de
HFDMG. 1 simbolo: p<0,05; 2 simbolos: p<0,01; 3 simbolos: p<0,001
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Fatores de diferenciacéo do tecido adiposo

O C/EBP, como ja tivemos oportunidade de referir, & fundamental na ativacéo e
manutencdo de varios genes indutores da adipogénese. N&o se verificaram alteraces
significativas da expressdo do C/EBP nos diferentes grupos, em compara¢do com o

grupo Ct, quer no tecido adiposo epididimal, quer no subcutaneo (Figura 3).

Determinamos 0 PGCla e ndo se verificaram alteracBes significativas em
nenhum dos grupos experimentais, em comparacdo com o grupo controlo, no tecido
adiposo epididimal. No tecido adiposo subcutaneo, observa-se um ligeiro aumento da
expressdo do PGCle nos grupos com MG e nos ratos GK, ainda que ndo suportado

estatisticamente. (Figura 3)

Relativamente ao PRDM16, regulador no processo de diferenciacdo do TAC,
verificou-se no grupo de ratos GK uma diminuigdo da sua expressdo no tecido adiposo
epididimal, em relacdo aos grupos MG, HFD e HFDMG. Observou-se uma tendéncia
para 0 aumento da sua expressao no tecido adiposo epididimal do grupo HFD, porém,

ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas. (figura 3)
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Figura 3 — Expressiao do C/EBP, PGC1lo e PRDM16 no tecido adiposo
epididimal e subcutaneo quantificada por Western Blotting.

Ct — grupo controlo; MG — Metilglioxal; HFD — Dieta hiperlipidica; HFDMG —
Dieta hiperlipidica + metilglioxal; GK — Ratos Goto-Kakizaki.

* diferente de Ct; # diferente de MG; $ diferente de HFD; 1 simbolo: p<0,05
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Fatores VVasoativos

Determinamos os niveis do receptor AT1 e verifichimos que o grupo MG
apresenta um aumento dos niveis de AT1, ainda que ndo significativamente estatistico,
no tecido adiposo epididimal, comparativamente ao grupo Ct. J& o grupo mantido com
dieta gorda (HFD) e o grupo diabético (GK) tém ambos uma diminui¢do da sua
expressdo, em comparagdo com o grupo MG. Além disso, a diminuicdo observada no
grupo HFD nédo se verificou no grupo HFDMG, sugerindo que o MG promove a

expressao do receptor da angiotensina Il (Figura 4).

O tecido adiposo é considerado uma fonte extra-hepatica de angiotensinogénio.
N&do observamos diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos, mas uma
tendéncia para a diminuicao da sua expressdo nos grupos HFD, HFDMG e GK, tanto no

tecido adiposo epididimal como no subcutaneo (Figura 4).
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Figura 4 — Expressao do receptor AT1 e do angiotensinogénio no tecido
adiposo epididimal e subcutaneo quantificada por Western Blotting.

Ct — grupo controlo; MG — Metilglioxal; HFD — Dieta hiperlipidica; HFDMG —
Dieta hiperlipidica + metilglioxal; GK — Ratos Goto-Kakizaki.

# diferente de MG; 2 simbolos: p<0,01
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DISCUSSAO

Este estudo teve como objectivo perceber o envolvimento da glicagdo nos
mecanismos de expansdo do tecido adiposo com recurso ao estudo de parametros

sistémicos, parametros de diferenciacdo do tecido adiposo e factores vasoativos.

Em relacdo aos pardmetros sistémicos, 0s nossos resultados permitiram-nos
aferir que a administracdo de MG a animais mantidos com dieta gorda cursa com
intolerdncia a glicose e aumento dos niveis circulantes de &cidos gordos livres e
insulina. Os ratos GK apresentaram um quadro de dismetabolismo com hiperglicemia
em jejum, marcada intolerancia a glicose e aumento de hemoglobina glicada, aumento

dos niveis circulantes de triglicerideos e &cidos gordos.

O nosso grupo estudou anteriormente ratos Wistar submetidos a administragao
de MG durante 14 semanas. N&o houve alterac6es do perfil glicémico, mas foi possivel
observar alteracGes estruturais na microvasculatura do tecido adiposo (deposicdo de
produtos glicados, fibrdticos e recrutamento de macréfagos), com decréscimo da
irrigacdo, alteracdes de parametros apoptoticos e factores angiogénicos, associados a
hipoadiponectinemia. Mais ainda, a administracdo de MG levou ao decréscimo do racio
VEGF/Ang-2, desregulacdo da proliferacdo endotelial e formacdo de capilares
aberrantes, podendo assim o MG estar envolvido na diminuigdo da irrigagéo e hipoxia
do tecido adiposo (17). Num outro estudo do nosso laboratorio, igualmente com ratos
Wistar, mas submetidos a MG durante 8 semanas, verificaram-se alteracbes menos
evidentes na rede vascular, mas com aumento da acumulacdo de AGEs no tecido
adiposo. N&ao se observou hipoadiponectinemia, expressdo de moléculas

quimioatractivas e recrutamento de macrofagos, nem alteragGes da glicemia (18).
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Estes resultados sugerem que o MG pode induzir altera¢cbes na microcirculagéo,
que dificultam a adaptacdo do TA a condi¢Oes de hipoxia. O presente trabalho, o
metilglioxal, por si sO, ndo é suficiente ou ndo tem um papel relevante no
desenvolvimento de insulino-resisténcia mas, em condi¢des de sobrecarga por dieta

hiperlipica, os dois mecanismos podem potenciar-se mutuamente.

O adipdcito castanho tem origem numa linhagem celular que expressa o fator
miogeénico 5 (Myf-5), que também da origem ao musculo esquelético. A sua capacidade
termogénica é resultado da proteina termogenina ou uncoupling 1 (UCP1), proteina
transmembranar mitocondrial do TAC, que medeia o desacoplamento do gradiente de
protdes da sintese de ATP. Desta forma, a oxidacdo de acidos gordos e também de
glicose é desviada para a producdo de calor (19). O PRDM16 é o regulador chave do
processo de diferenciacdo do TAC, especificando a sua diferenciacdo a partir da
linhagem precursora comum ao mioblasto, e também da sua actividade termogénica. Tal
como ja foi referido, o0 PRDM16 atua como um potente co-activador da atividade
transcripcional do PGCla, PPARy e C/EBP (12). No TAB, sdo observados
agrupamentos de células que expressam a UCP1, em resposta ao frio ou a estimulagéo
simpatica. Estas células sdo denominadas de adipécitos bege ou “brite” (Brown from
white). Apresentam uma morfologia e funcionalidade semelhante ao TAC, no entanto,
sdo consideradas células distintas. O adipécito bege ndo se origina da linhagem celular
Myf-5 positiva, mas parece ter origem numa linhagem celular semelhante a célula
muscular lisa residente no estroma vascular do TAB. Acredita-se, desta forma, que o
adipécito bege apresente a capacidade de alternar o seu estado funcional entre
armazenamento lipidico e dissipacdo de energia, de acordo com o estimulo a que €
submetido (12). O TAC pode ser estimulado, ndo s6 pela ingestdo alimentar, mas

também pela exposicdo crénica ao frio (12). Estudos anteriores demonstraram que ratos
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submetidos a dietas hipercal6ricas, apresentavam hipertrofia dos adipdcitos e aumento
da funcdo do TAC. Este mecanismo de termogénese induzida funcionaria como
aparente adaptacdo fisiologica para tentar restringir o aumento de peso (5). De facto,
estudos subsequentes permitiram verificar que a estimulacdo do TAC evitava 0 aumento
de peso em ratos submetidos a dieta hipercaldrica (20). No nosso estudo, verificAmos
que a dieta gorda no grupo (HFD), causa um ligeiro aumento da expressdo do PRDM16
no tecido adiposo epididimal, o que permite especular que os adip6citos maduros
podem ser estimulados a expressar um fendtipo células adiposas castanhas like, um
processo conhecido por transdiferenciagcdo ou browning (19). Os ratos GK foram os
unicos que apresentaram uma diminuicdo significativa da expressdo da PRDM16.
Curiosamente, num trabalho anterior do nosso laboratorio, a irisina sérica, uma miocina
que induz a expressdo da UCP-1 e a dissipacdo de energia sob a forma de calor no
tecido adiposo subcutaneo, apresentava niveis marcadamente diminuidos nos ratos GK
(21); alguns estudos sugerem que a disfuncdo oxidativa mitocondrial observada em
estados de insulino-resisténcia esteja em parte, relacionada com a expressao reduzida de
genes envolvidos na biogénese mitocondrial. Assim o TAB ao expressar PRDM16,
pode ser um alvo promissor ao estimulo do dispéndio energético (11). Mais ainda o
facto da administragdo conjunta de MG néo ter este efeito sugere envolvimento da

glicagéo nesta adaptacao.

O PGC1la foi originalmente identificado no TAC como um co-activador do
PPARy induzido pelo frio e, posteriormente, tera sido descoberto o seu envolvimento na
biogénese mitocondrial e no metabolismo oxidativo. Estudos provaram que a ablagéo
do PGCla resulta numa diminui¢do da capacidade termogénica (19) . A expressdo do
PGCla e a estimulacdo da oxidacdo de acidos gordos podem trazer beneficios para a

regulacgdo lipidica, pois 0 PGCla promove a expressao da glicerol cinase nos adipdcitos
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brancos. A presenca desta cinase nestas células, normalmente desprovidas desta enzima,
torna possivel a hidrélise completa dos triglicerideos através de um ciclo

triglicerideos/acidos gordos (10).

Goossens e a sua equipa (2011) sugeriram que a angiogénese e a vascularizagdo
do tecido adiposo de individuos obesos poderdo estar diminuidas, ap6s encontrarem
uma diminuicdo da expressdao do PGCla e a presenca de elevada PO, no tecido adiposo.
A presenca de tecido adiposo hiperdxico na obesidade, pode ser explicada por menor
consumo de oxigénio a nivel mitocondrial, conduzindo a menor expressdo local do
PGClo e, desta forma, inibicdo da expressdo do VEGF e da angiogénese. Assim, podera
existir um paralelismo entre o estado hiperoxico do TA e a reduzida angiogénese e
vascularizagdo do TA, ou seja, um baixo fluxo sanguineo no tecido adiposo (22).
Apesar disso, 0 nosso grupo e outros demonstraram hipoxia no tecido adiposo de
modelos de obesidade ( 23). Também nao obtivemos diferengas na expressdo do PGCla
entre os diferentes grupos, o que pode estar relacionado com a temperatura constante

(22°-24°) a que o nosso estudo foi efetuado.

O factor de transcricdo PPARy, como ja foi abordado anteriormente, é um
importante marcador da diferenciacdo e da funcdo do TA, controlando os niveis de
adiponectina. Estudos anteriores efetuados no nosso laboratorio demonstraram néo
haver alteracBes da sua expressdo no TA, apds administracdo de MG. O PPARy induz a
expressao do C/EBP e atua coordenadamente para regular a conversdo de adipdcitos
imaturos em adipécitos maduros (9). Tal como o PPARy, o C/EBP ndo mostrou
nenhuma alteracdo da sua expresséo nos diferentes grupos, em comparagdo com 0 grupo

Ct.
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A disfuncdo microvascular é potenciada pela via dos AGEs, nomeadamente,
pela importante accdo do metilglioxal que afeta de forma significativa a resposta
angiogénica (15). Na obesidade hipertrofica, o volume do adipdcito é superior a
distancia méaxima de difusdo do oxigenio, verificando-se, assim, uma deficiente difusao
do oxigénio que pode conduzir a disfuncdo do tecido adiposo, se a angiogénese e a
vascularizagdo estiverem também comprometidas. Na obesidade ocorrem alteracGes
funcionais e estruturais das arteriolas do tecido adiposo subcuténeo, que se agravam na
presenca de DM2 (16). Mostrdmos anteriormente que, em condi¢des de diminuicdo da
irrigacdo no tecido adiposo, a acumulacdo de AGEs mostrou-se prejudicial ao correto
metabolismo do adipdcito com repercussdes a nivel sistémico. A progressiva
acumulacdo de AGEs durante a expanséo do tecido adiposo, contribuiu para a disfungéo
vascular local levando a hipoxia e resisténcia a insulina(18). Dados mais recentes,
utilizando o mesmo modelo animal, demonstraram que a irrigacdo do tecido adiposo
epididimal e subcutaneo do grupo HFDMG encontra-se comprometida, com aumento da
hipoxia e diminui¢do da activagdo da via do receptor da insulina. A maioria das a¢des
conhecidas da Angll sdo desencadeadas pela ligacdo ao seu receptor de membrana AT1.
A Angll é capaz de aumentar as espécies reactivas de oxigénio por via da NADPH,
induzindo a expressdo de MCP-1 e, consequentemente, a activacdo de vias redox pro-
inflamatdrias, como o factor de transcricdo NF-kB, e ainda inibir a diferenciacdo do
adipécito. O MCP-1 é uma adipocina capaz de induzir uma resposta inflamatoria que

pode contribuir, em parte, para a insulino-resisténcia e a sindrome metabolica(24).

No presente estudo, no grupo MG, verificdmos um aumento, embora nao
significativo, da expressdo do receptor AT1, enquanto no grupo HFD verifica-se uma
diminuicdo da sua expressdo, relativamente ao grupo MG, o que é aparentemente

revertido no grupo com dieta gorda e MG (HFDMG). Estes resultados sugerem que o

28



tecido adiposo dos ratos submetidos a dieta gorda tem capacidade de irrigacdo
apresentando como mecanismo de defesa, uma diminuigédo do receptor AT1, o0 que ndo

se verifica na presenca da glicacao

A producéo de AGt tem tendéncia a estar aumentada na obesidade, o que néo foi
observado no nosso estudo. De facto, verificimos valores tendencialmente inferiores
nos grupos com dieta gorda e nos diabéticos. Este resultado ndo exclui a possibilidade
de haver uma activacdo do SRA do tecido adiposo, dado que, fazem parte deste sistema
varios intervenientes ndo avaliados neste estudo. Refira-se a renina, a enzima de
conversdo da angiotensina (ECA), as angiotensinas | e Il e possivelmente também o
receptor AT2 que é expresso nos adipocitos e actua na modulacdo do metabolismo
lipidico. Assim, os nossos resultados sugerem que o SRA deve ser um alvo de estudo

tendo em atencdo os seus efeitos vasoactivos locais e as repercussdes sistémicas.
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CONCLUSAO

Durante a Ultima década surgiram grandes avangos no esclarecimento do papel
do tecido adiposo na obesidade, na sindrome metabdlico e na diabetes. No entanto, a
escala assustadora da prevaléncia da obesidade continua a apresentar um grande desafio
a comunidade. Neste contexto, com presente trabalho evidenciamos que a glicacéo
parece comprometer a adipogénese, especificamente o processo de browning,
contrariando a adaptacdo induzida pela dieta gorda. Os nossos resultados sugerem ainda
que a glicacdo podera afectar o SRA, comprometendo desta forma a adaptacdo

vasoactiva que ocorre na expansédo do tecido adiposo.
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