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“O pensamento ¢ supremo. Pensar acertadamente ¢ criar. Todas as coisas emanam de um desejo e todas
as suplicas sinceras sdo atendidas. Tornamo-nos tal quando nossos coragdes estdo a isso resolvidos.
Mantenha o seu queixo para dentro e a cabega firme. Nos somos deuses em forma de crisalidas.”

Elbert Hubbard

J.C.L.



AGRADECIMENTOS

Devo confessar primeiramente, que esses anos dedicados ao mestrado me trouxeram muito
aprendizado e sabedoria, ndo sO referente ao exercicio académico em si, mas também — e
principalmente — no que se refere ao fortalecimento dos alicerces da minha personalidade. Quando a
realizacdo de um trabalho depende de inimeros fatores e pessoas, tem-se um ganho incomensuravel, no
fluxo que se da entre os seres humanos, o que justamente escancara a mente frente a multiplicidade de
personalidades, opinides, linhas de raciocinio e filosofias, de forma que quando ela se rende a uma
nova idéia, ela realmente nunca volta ao seu tamanho original. E todos estes relacionamentos me
conduziam, invariavelmente, a mim mesmo, frente a frente, cara a cara, como espelhos implacaveis, me
trazendo muitos dos tracejos € nuances por mim, até entdo, desconhecidos.

Desta forma, os agrecimentos sdo aqui dirigidos para todos os mestres, que contribuiram para a
aprendizagem, no seu sentido mais amplo. Evoluir ¢ necessario. Crescer ¢ dolorido.

Agradeco, primeiramente, a todas as pessoas que de formas variadas constituiram verdadeiros
obstaculos a realiza¢do deste trabalho, e porque ndo oportunidades, sem as quais eu jamais teria
exercitado minha paciéncia, compreensdo, fé, perseveranga, forca moral, carater, dignidade, e
confianga em Deus e na minha capacidade. Enfim, devo muito a elas pelo que sou hoje.

Agradego em especial a Josi, e a toda equipe do Laboratdrio de Gastroenterologia Experimental,
chefiada pelo admiravel professor Licio, referéncia em pesquisa de ponta no Brasil. Agradeco nao so6
pela disponibilizagdo da estrutura do laboratorio para a realizagdo dos ensaios moleculares, mas
principalmente pela orientagdo proveniente dessa tao brilhante e dedicada aluna de doutorado que ¢ a
Joseane, que nos ensinou pacientemente e com maestria a técnica central desse trabalho. Mais do que
isso: ela também ensinou que instruir ¢ um ato de doagdo, que deve ser feito de corpo e alma, da
maneira mais generosa possivel, sem esperar algo em troca.

Agradeco a professora Valéria Quitete, ao Fabio Montico e toda equipe do Laboratorio de
Biologia da Reprodugao, pelo empréstimo do galdo de nitrogénio, sem o qual eu ndo teria conseguido
as amostras provenientes do Hospital de Sumaré. Sem duvida, forneceram uma pega fundamental que
assim preenchia as lacunas referentes a conservacao e a seguranga necessarios para o transporte de um
material em nitrogénio, tdo vulneravel a degradacdes. Certamente aprendi a me organizar frente ao
imperativo da articulagdo de diversos fatores, como dias especificos para o enchimento do galdo,

cirurgias de Sumarg, e devolugdo em tempo agil ao laboratorio de origem, para uso compartihado.



vi

Agradeco ao professor Lancelotti e a Luciana Hollanda pela atencdo, disponibilidade e
orientagdo nos momentos iniciais da execugdo deste trabalho, que certamente forneceram as primeiras
luzes na longa trilhagem pelo aprendizado da sua técnica pricipal. Aprendi acima de tudo, a ter critérios
mais rigidos, minincia e cautela durante a pratica cientifica para a obtencdo de resultados que
satisfizessem as devidas exigéncias requeridas quanto a confiabilidade, para a execucao de um trabalho
competitivo e respeitado no meio cientifico.

Agradeco a todos os voluntarios da pesquisa, os quais em momento tao delicado em suas vidas
quanto a saude, se disponibilizaram, sempre de modo gentil, ¢ muitas vezes bem humorado e
irreverente, a doar parte da sua gordura durante as cirurgias, € a colaborar com a realizacdo da
antropometria e anamnese. Confesso que esta experiéncia foi umas das mais enriquecedoras, frente a
minha personalidade, antes mais timida e retraida, e que fora desafiada a desenvolver a postura tipica
de profissional da satide, mais confiante, paciente, calma, disponivel e tolerante.

Agradeco a Camis, e a Aline, do Laboratorio de Genética do Cancer, chefiado pela professora
Carmen Silvia Passos, pelo uso do seu fantéstico aparelho Nanodrop, o qual propiciou mais rapidez,
praticidade e confiabilidade em nossos resultados.

Agradeco aos doutores Pareja, Bruno Geloneze e Chaim, a nutricionista Danizinha e a toda
quipe formada por médicos, residentes e enfermeiras que possibilitaram meu acesso ao Hospital das
Clinicas, aos pacientes, e aos seus dados clinicos em prontuario. O que presenciei foi a realizagao de
um trabalho assiduamente competente de profissionais que muitas vezes abdicaram de suas vidas para a
promogao da saude e do bem-estar de outros seres humanos.

Agrade¢o ao Dr. Henrique Silveira, e a toda equipe médica do Hospital de Sumaré¢, pelo
fornecimento das amostras provenientes de eutroficos. Agradego em especial pela simpatia, atencdo e
disponibilidade sempre presentes na personalidade deste médico tao integro e ético.

Agradeco a ajuda financeira imprescindivel da Po6s-Graduagdo do Instituto de Biologia, na
compra dos materiais essenciais para a execugao do presente estudo, e a bolsa fornecida pelo CNPq.

Agradeco ao professor Parada e ao Laboratério de Neurobiologia, que permitiram o uso do
politron, outro aparelho essencial para a execugdo deste trabalho. Agradego especialmente ao
Andrezinho, que se destacou pela sua prontidio em ajudar, e pela sua agilidade intelectual,
contribuindo com idéias operacionais de suma relevancia.

Agradego a professora Cristina e ao Laboratorio de Nutricdo e Céancer pelas inumeras vezes em

que estava em busca de auxilio técnico e intelectual, sendo prontamente amparada pelo seu pessoal,



vii
que além de muito competente, demonstram ser muito acolhedores. Alias, trata-se de um dos
laboratérios mais férteis no ramo das amizades.

Agradeco imensamente a professora Denise por ter disponibilizado seu vasto conhecimento
bioquimico para nos auxiliar na estruturacao e consolidagao das idéias e perguntas centrais do presente
estudo. Certamente, foi esta a etapa em que o projeto estava intelectualmente maduro.

Agradeco aos meninos do laboratorio, Tim e Guto, que ndo mais estdo presentes, € ao Danilinho
e Gustavo, o nosso “estagi...”. Trabalhar com essas figuras é colorir o revestimento espesso ¢ grave
imposto pela concepgao tradicional de trabalho com nuances mais vivas e irreverentes. O trabalho mais
fluido, sem o peso da sisudez, somada a doses generosas de objetividade, praticidade e pensamento
sintético, com foco, comeco, meio e fim, o tornam muitas vezes exequivel e rentoso. Obrigada por
deixarem o ar do laboratdrio mais leve.

Agradeco a minha querida irma cientifica, a Marcela, que ingressou no mestrado comigo na
mesma época, um dos motivos pelos quais iniciamos projetos relacionados e paralelos: ela com ratos e
eu com seres humanos. Quem via aquela dupla dindmica, andando de um lugar para o outro, poderia
sugerir erroneamente um descompasso entre personalidades, mas que na verdade revelava-se como
uma conjun¢ao harmdnica entre opostos de modo semelhante ao que ocorre com fendmenos naturais
perfeitamente sincronizados pelo Universo: ela, o claro, o diurno, a energia em plena atividade; eu, o
escuro, o noturno, o repouso confiante. Eu, yin; ela, yang. Ela, cheia de energia e iniciativa, um tanto
ansiosa, prestes a fazer acontecer. Eu, um oceano de placidez e prudéncia, sempre a espera da chegada
daquele momento exato de agir. Nem uma, nem outra. O meio-termo perfeito alcangado somente pela
unido. Encontro. Agradeco por vocé ter estado sempre 14, com dia e hora marcados: quinta-feira, as
7:00h no laboratério, para nds virarmos juntas o galdo de nitrogénio, e irmos correndo para o HC.
Agradeco também pelas risadas essenciais para atenuar algumas pedras pontudas que encontramos pelo
caminho. Agradeco pela inje¢do de energia tdo necessaria para movimentar meu temperamento, antes,
passivo como o ar, agora, flexivel como a agua.

Agradego a meu querido e saudoso Luiz. E ¢ claro aos seus “cafézes”. O Luiz ¢ uma daquelas
personalidades pictoricas inesqueciveis, adornadas de poesia no canto, no andar e no olhar. De
sambista de raiz, a cientista aplicado, o Luiz injeta melatonina em seus ratos, recitando Adoriran
Barbosa. E posso afirmar com muita seguranca, de que foi o fundador da socializagdo embasada no
Coffea arabica, evento esse consagrado no “02”, que atrai gente a bega, em torno de assuntos extra-
académicos, € nem por isso, menos relevantes. Agradeco por vocé adornar o ambiente cientifico sisudo

do laboratério com pura arte e inspiragdo. Luiz, vocé € o0 nosso patrimonio artistico e cultural!



viii

Agradeco ao estimado professor Miguel. Miguel, pai cientifico do Luiz, ¢ “geneticamente”
inesquecivel. O professor Miguel, a semelhanca do seu nome, emite influéncias angélicas que diluem a
austeridade académica, deixando o ar mais leve e facil de sorver. E cura as nossas lamentagdes com
uma generosa dose de humor. Ele faz piada de tudo. Tudo mesmo. Sobre a nossa solterice “encalhada”,
os maridos que traem com as secretarias, as anedotas de Clodolino e ¢ claro, a suposta “gravidez” da
Fernanda. Mas engana-se quem pensa que esta ¢ a sua principal virtude. Como toda pessoa bem
humorada, ¢ dotado de uma inteligéncia impar, ¢ de opinides solidas e bem fundamentadas. E
extremamente dificil debater algum assunto com o professor Miguel, pois ele tem a intrigante
habilidade do questionamento, de modo a nos lancar diividas sobre nossas proprias crencas. Alids, ¢
este Unico e singular traco que o consagra como um verdadeiro mestre. Ele ndo dd o peixe: ensina a
pescar. Ele ndo responde a perguntas: mas induz a varios outros questionamentos, que, como por passe
de magica, conduzem a resposta. A sua resposta. Ele inverte o conceito tradicional de aprendizado, nos
levando a ainda mais perguntas, pois como todo sabio, conhece o combustivel para o progresso.
Agradeco pelo constante estimulo daquilo que nos caracteriza como ilimitados.

Agradeco a nossa querida Gabi, mascote do laboratorio e inesperadamente esposa dedicada.
Quem diria que aquela moga espivitada, que acabara de sair da casa dos pais, no interior, rumo a tao
desejada liberdade, fosse se tornar, quase que do dia para noite, uma “senhora” tdo comprometida com
seu futuro académico e com suas obrigagdes matrimoniais. A Gabi ¢ retrato da juventude responsavel,
da combinacdo irresistivel entre forca de conviccdo e determinacdo unidirecionada, de forma que os
seus objetivos ndo tém outra escolha, sendo se render a ela. Obrigada por me inspirar a lavrar
arduamente o terreno da vida, ao mostrar que seus frutos tiveram inicio com uma semente bem
pequenina, regada cuidadosamente todos os dias.

Agradego a querida amiga Fernanda. A Fer ¢ uma daquelas pessoas imprescindiveis para a
resolucdo de qualquer problema. Ela abre caminhos e desata nés como ninguém. Exponha o problema
mais complexo, e ela revelard a solucdo mais Obvia, e pratica, € nem por isso, menos genial, a
semelhanca da mae natureza, que norteia-se pela simplicidade, na resolu¢do dos seus dilemas. O seu
pensamento tem um caminhar reto e nada titubeante. Agradego por ter me apresentado esta perspectiva
mais simples e reveladora sobre a vida.

Agradeco a minha amada amiga Aline. Se os estudos em fisica fossem tao avangados de modo a
caracterizar a personalidade das pessoas, certamente a descreveriam como uma espécie de forca
propulsora. A Aline ndo cabe em si, a semelhan¢a de um corpo estelar. Como uma estrela, ela brilha e

se expande indefinidamente. Ela se funde com as pessoas, e de forma magica transforma o ambiente.



X
Agradeco por ter me acolhido em seu lar, quando eu ndo mais dispunha da minha antiga morada, pelas
nossas interminaveis reflexdes espirituais, filoséficas e metafisicas, pelas risadas histéricas de estresse,
pelos cafés com chocolate (80% cacau, diga-se de passagem), pelos aconselhamentos nutricionais,
jantares nutritivos, e pelos paes com Nutella.

Agradego ao nosso querido e singular Clodolino. Eu diria que este sim ¢ o nosso mascote. Ele ¢
¢ a coexisténcia harmonica entre perfeitos opostos. Trata-se de uma daquelas pessoas, que apesar de
coroadas com o véu da experiéncia e do amadurecimento, conservam a pureza de uma crianga. E isto é
muito evidente para quem se atenta aos seus olhos. Existe uma certa poesia em seu olhar, quando
instigado pelas perguntas da Ciéncia, um brilho muito peculiar que liberta a pureza de uma mente
sempre aberta a novas descobertas, sem vicios enrijecidos pelos tempos. Muito obrigada por nos
revelar o aprendizado continuo como férmula para constante renovagao e juventude.

Agradeco a nossa estimada professora Dora. A Dora ¢ a sabia matriarca do Labeest. Questdes
existenciais? Esta perdido? Precisando de aconselhamento? Marque um horario com a Dora, ¢ ela
resolve todos os seus dilemas. Mas marque com um pouco de antecedéncia, pois como ser conectado
ao mundo das idéias, todos almejam a perfei¢do na forma de resolugdo de problemas. Todas as
verdades também sao ditas. Para todos. Porém ela ¢ revestida de uma sutileza etérea, quase sagrada, de
forma que a mais implacavel das verdades se dissolve em reflexdo. Ja dizia o professor Miguel, que
“levar uma bronca da professora Dora ¢ praticamente como receber um elogio”. O poder , como
potencial, definitivamente estd nas maos dos possuidores de grandes idéias, mas a linguagem ¢ o meio
pelo qual ele ¢ utilizado. Desta forma, presenciei a abertura de muitas portas, através da combinagado
magica de certas palavras. Obrigada por mostrar que tudo ¢ possivel.

Agradego ao meu pai, de nome Shigeru, com significado de “arvore frondosa”. O carater
arboreo se impde austeramente no ambiente, de modo a adaptar todo um ecossistema para nutrir sua
grandiosidade. Sabia ¢ essa natureza que concebe tais espécies arboreas a fim de que elas resguardem
este ecossitema da aridez do sol, da rispidez da chuva e dos ventos, numa relagao de interdependéncia.
Os galhos, quando secam, quebram e deixam marcas abruptas, que logo sdo compensadas pelo
nascimento de um jovem galho verde. As raizes sdo bem estabelecidas e profundas, para sustentar a sua
gravidade. E depois da tempestade, que levou muitas folhas, flores e galhos, as sementes brotam
verdejantes. Agradego por absolutamente tudo, todos esses anos. Principalmente pelos valores. Do
respeito, dignidade, hombridade, honestidade, determinacdo, dedicacao e forca, muita forga. Gambaré!

Agradego a minha irma Andrea. A Andrea ndo para um minuto. Quando pequena, estava ela 14,

com 7 anos, cuidando da sua mais nova irmazinha. Desde entdo, ia de 14 pra cd, se construindo e



X

desconstruindo, se desdobrando e se reiventando a cada dia, como dotada de uma permanéncia
onipresente sempre mutdvel e extremamente adaptdvel. Essa substancia flexivel da qual ela ¢
constituida serve para preencher lacunas. E todos almejam uma nesga dessa substancia multi-uso e sem
prazo de validade. Trabalhadora nata, irma dedicada, filha assidua e ser humano imprescindivel.
Obrigada por ter me pedido de presente de Natal!

Agradeco a minha mae Bernadete. Quem a presencia, tem a impressdo de ser envolto por uma
brisa fresca da manha. Essa volatilidade expande para além dos limites inalcangéveis pelos seres mais
densos. O tempo? Iminigo para muitos, ¢ guardado por ela em recipiente hermeticamente fechado, em
lugar secreto, onde, alias, tem varios deles. Ela ¢ o tratamento ideal para enfermidades metafisicas:
alivia afli¢des, satiriza a tragédia, ameniza o mau humor, deixando vestigio de riso. Obrigada por tornar
a vida mais leve.

Agradego ao Charlinho, meu cunhado. Eu o conheco hé 12 anos, mas € como se ele tivesse sido
concebido no nosso seio familiar. O Charlinho ¢ exemplo para os homens de nossa €poca, dotado de
hombridade, cavalheirismo, iniciativa, responsabilidade, amadurecimento precoce, postura imponente e
um aperto de mao firme. O seu apelido no diminutivo ¢ atribuido, sem sombra de duvidas, a sua
esséncia fragil de menino, que revela-se no olhar. Nao creio que exista um casal mais perfeito que o
Charlinho e a Andrea. Obrigada por fazer parte da familia.

Agradeco a todos os meus amigos. A todos mesmo, considerados em sentido amplo. Nao
somente aqueles em que geralmente a palavra “amizade” ¢ aplicada pelos mais céticos e ortodoxos, que
adotam diretrizes quase matematicas para definir os elegidos da sua estima: X anos de contato +
participagdo relevante em algum momento oneroso do passado + convivio que no minimo seja semanal
= 1 daqueles poucos que totalizam os dedos de uma s6é mao. Amizade, definitivamente ndo se define:
se sente. E este sentimento se expande para além dos limites fisicos impostos pelos corpos, como se
nessa expansao as almas se fundissem temporariamente, e retornassem modificadas. Deste modo, estes
agradecimentos sdao dirigidos também aos amigos ocasionais € passageiros, € nem por iSso menos
relevantes, que por algum momento, através de atitudes, palavras ou simplesmente de um olhar, me

resgataram da ilusdo egoica do isolamento.



xi

SUMARIO
RESUMO..cuccuiiiiineisncssicssissnsssnssssssssssisssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss xii
ABSTRACT ...iiiiiiiiiinnicsnisnnssisssissssssisssssssssstsssisssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss Xiv
Lista de abreviaturas Xvi
Lista de tabelas Xix
LiSta de FiGUIaS...ccccviieirrrinssnnenssnncnssnncssnnessassosssssossssssssssssssssesssssesssssesssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssns XX
1. INTRODUGAQ . ......ccuereeeereersneressesssessessssessssessessssssssssssessassssessssesssssssessssssasessesssssssesssessessssessasssseses 1
2. OBJETIVOS..uuiiictiinisuicsnissssssncssissssssessssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 23
3. MATERIAIS E METODOS.....cccovscuumescrmsescsssascssssnsesssssscses w24
3.1, SUJCItOS EXPETIMENLAIS. ....vvieeerieeireeeiieeeieeeetteeeteeesteeestaeeessseeessseesssaeessseeeasseeessseeassseeessseesssseesssseenns 24
3.2. Coleta de tecido N0 MOMENLO A CITUTZIA.....uueeerureerieiieeiiieeeiieeeitreesteeesteeessaeeessreessseessneessseeesseeens 25
3.3. Isolamento de adipOCitos € MOTTOMELIIA. ........uuiiruieeriieeeiieeeieeeetee et e rre e e e e e sereeeeaeeeereeeaeeensseeas 25
I o ) PSR SP P 26
3.4.1. EXtrac@o de RINA tOtal.........ooooiiiiiiie ettt et e e e et e e e neeas 26
342, CDINA ettt ettt ettt h e bt a et e e bt et e eh e e bt enteeneeneenteenteteentenneen 27
3.4.3. Reac0es do Q-PCR........ueiiiiieee et e e et e e e et e e e e et e e e e eeatae e e e aaeeaas 27
3.4.4. Validagao da eficiéncia dos Zenes de INLEIESSE.......uierurieriieeriieeriieeriieerieeerereeesreeesereessereeensseens 28
3.4.5. Andlise estatistica dOS reSUItAdOS. ........ooruiiiiiiiiiie e 29
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ..c...cimiurcansissssusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 30
5. CONCLUSOES 58
6. REFERENCIA BIBLIOGRAFICAS........ccoueemmmnecnmmssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasases 59
T ANEXOS..uoiiiiiiinniisnncstnssncssisssissnsssesssssssessesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssessasssasssssssssssssssssasssassassssssss 87
7.1. Anexo I: termo de consentimento livre € esclarecido........ooeereieiiiiiiiiiiiiiiieie e 87

7.2. Anexo II: documento de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
MEICas — UNICAMP ..ottt ettt st e bt et s bttt et saeenaeeaneas 89



xii
RESUMO

Dados do Laboratério de Estudo do Estresse revelaram que a producdo de lactato por adipdcitos
isolados de tecido adiposo visceral de humanos eutroficos e obesos morbidos esta sob estimulo de
adrenoceptores a;. Observou-se também hiperlactatemia no jejum de obesos moérbidos, aumento na
liberagdo de lactato e na lipolise basal e estimulada em adip6citos viscerais isolados destes individuos,
comparados com eutroficos. Porém dados de nosso laboratério e da literatura sugerem uma relagao
antagdnica entre lipolise e lactatogénese, da qual participa o receptor GPR81, o qual esta envolvido
com lactato, inibindo a lipdlise. Dados da literatura também sugerem a supressao da lipogénese e maior
lipolise basal e estimulada dos adipdcitos de obesos, com aumento da expressdo da aquaporina 7, pelo
qual o glicerol gerado na lipdlise, € liberado. Por outro lado, estudos da literatura relatam a ocorréncia
da reesterificacao dos produtos liberados apos a lipolise de triacilglicerois (TAGs) no tecido adiposo,
na obesidade. Possivelmente, este seria o processo que promoveria a manutencdo de grandes estoques
de TAGs no tecido adiposo, apesar da maior lipdlise ¢ menor lipogénese. Frente aos nossos dados
funcionais e os presentes na literatura sobre tecido adiposo visceral na obesidade, o objetivo deste
estudo foi detectar alteragcdes no metabolismo glicidico e lipidico neste tecido isolado de humanos
obesos, em comparagdo com eutroficos, sob o enfoque da expressao génica. Para tanto, quantificamos a
expressdo de genes envolvidos com a lactatogénese (lactato desidrogenase A, LDHA), lipogénese
(acetil-CoA carboxilase, ACACA; glicerol quinase, GK; lipoproteina lipase, LPL) e lipolise (lipase
hormonio sensivel, LIPE; fosfodiesterase 3b, PDE3b; aquaporina 7, AQP7), e o gene relacionado com
a inibicdo da lipdlise via lactato (receptor-orfao acoplado a proteina G 81, GPR81) através do Real-
Time PCR. Os resultados obtidos mostraram que o tecido adiposo de mulheres obesas expressa
significativamente 49% a mais o gene LIPE e 66% a mais o gene LPL o de que mulheres eutroficas
(p<0,05), enquanto que no tecido adiposo de homens nao foi encontrada diferenca significativa, apenas
uma tendéncia a aumento do gene LPL nos obesos, comparados com eutroficos. Os adipdcitos isolados
do tecido adiposo visceral de homens obesos sdo morfometricamente maiores que os provenientes de
eutroficos tendo como provavel fator o aumento da expressdo de LPL sem ser acompanhado de
alteragdes na expressao de LIPE. Por outro lado, os adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral de
mulheres obesas ndo apresentaram alteragdes morfométricas quando comparados aos adipdcitos
isolados de eutroficas, estes resultados sdo explicados pela analise da expressdo dos genes LPL e LIPE
do tecido adiposo desta regido que se apresentou significativamente elevada em obesas. Desta forma,
para este tecido estudado, existem alteracdes, dependente de género, que devem ser consideradas para

estudos futuros sobre a obesidade. Neste trabalho, com as condig¢des e a populagao estudada, referente a
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obesos e eutroficos de ambos os géneros, podemos indicar as seguintes conclusdes: a expressdo de
enzimas relacionadas a lipdlise e a lipogénese em adipocitos isolados da regido visceral de obesos ¢

dependente do género enquanto que nao ha alteragdes significativas na expressao génica relacionada a

lactatogénese.
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Abstract

Previous data from the Laboratory of Stress Study showed that lactate production by adipocytes
isolated from visceral adipose tissue of human normal and morbidly obese is under a;-adrenoceptor
stimulation. It was also observed hyperlactatemia in fasting from morbidly obese, an increase basal and
stimulated lactate and glycerol production in visceral adipocytes isolated from these individuals,
compared with normal weight. But data from our laboratory and the literature suggest an antagonistic
relationship between lipolysis and lactatogénese, which participates in the GPR81 receptor, which is
involved with lipolysis inhibition by lactate. Literature data also suggest the suppression of lipogenesis
and increased basal and stimulated lipolysis in adipocytes of obese, with increased expression of
aquaporin 7, whereby the glycerol generated in lipolysis, is released. Furthermore, published studies
have reported the occurrence of re-esterification of the products released after lipolysis triacylglycerols
(TAGs) in adipose tissue, in obesity. Possibly, this would be the process that would promote the
maintenance of large stocks of TAGs in adipose tissue, despite the increased lipolysis and reduced
lipogenesis. Front of our functional data and the literature on visceral adipose tissue in obesity, the aim
of this study was to detect changes in glucose and lipid metabolism in this tissue isolated from obese
humans, compared with normal weight, with a focus on gene expression. To this end, we quantified the
expression of genes involved in lactatogénese (lactate dehydrogenase A LDHA), lipogenesis (acetyl-
CoA carboxylase, ACACA, glycerol kinase, GK, lipoprotein lipase, LPL) and lipolysis (hormone
sensitive lipase, LIPE; phosphodiesterase 3b , PDE3b; aquaporin 7 AQP7), and the gene related to the
inhibition of lipolysis via lactate (orphan receptor-G protein coupled 81, GPR81) using Real-Time
PCR. The results showed that adipose tissue isolated from obese women expressed significantly 49%
more gene LIPE and 66% more LPL gene that women with normal weight (p <0.05), whereas in men
no significant difference was found, only a tendency towards increased LPL gene in obese compared
with normal weight. The isolated adipocytes visceral adipose tissue of obese men morphometrically are
larger than those from normal weight bearing as the most probable cause increased expression of LPL
without being accompanied by alterations in the expression of LIPE. Moreover, the isolated adipocytes
visceral adipose tissue of obese women showed no morphological changes compared to normal weight
of isolated adipocytes. These results are explained by analysis of gene expression of LPL and LIPE
adipose tissue in this region which was significantly higher in obese women. Thus, there are changes,
in this tissue studied, dependent on gender, which should be considered for future studies on obesity. In
this work, the conditions and the population studied, referring to obese and normal for both genders, we

can state the following conclusions: the expression of enzymes related to lipolysis and lipogenesis in
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adipocytes isolated from visceral fat of obese people is dependent on the gender while not there are

significant changes in enzyme expression related to lactatogenesis.
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1. INTRODUCAO

Obesidade: definicao e classificacao

A obesidade ¢ definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como uma enfermidade
cronica complexa de origem multifatorial, caracterizada por acimulo anormal ou excessivo de gordura,
na forma de triacilgliceris (TAGs) no tecido adiposo. E considerada pela mesma organizagdo como a
“epidemia do século XXI” devido ao ntimero crescente de individuos obesos e pelo grau da obesidade
que os acomete.

A obesidade ¢ uma das desordens end6crino-metabolicas mais importantes para a saude publica,
ja que ¢ fator de risco para diversas doengas, como o diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares,
a sindrome metabolica e alguns tipos de cancer (WHO, 2011). A OMS classifica a obesidade pelo
calculo do indice de massa corpdrea (IMC), que ¢ a divisdo da massa de um individuo em quilogramas,
pela sua altura em metros, ao quadrado (kg/m?). Individuos normais (eutréficos) tém IMC entre 18,5 e
24,9 kg/m®. Os obesos tém IMC maior ou igual a 30 kg/m’. A obesidade ¢ ainda subdividida em
diferentes graus, sendo I (30>IMC>34,9), II (35>IMC>39,9) e III também designada de severa ou
moérbida (IMC>40). Os individuos abaixo do peso tém IMC inferior a 18 kg/m” ¢ os com sobrepeso tem
IMC entre 25 e 29,9 kg/m*>. O IMC ¢ o valor mais utilizado para se identificar a obesidade e o
sobrepeso, o qual pode ser aplicado para ambos os sexos, € para todas as idades, nos adultos. Porém a
detec¢do da obesidade por este indice nem sempre ¢ fidedigna, pois ndo corresponde ao mesmo grau de
adiposidade em diferentes individuos (WHO, 2011), ja que ndo distingue entre massa adiposa e massa
muscular como no caso de excesso de gordura corporal, o IMC nio avalia a distribuicdo da adiposidade

no organismo (EGGER, 1992).

Obesidade Visceral x Obesidade Subcutinea

Mais importante que categorizar um individuo em sobrepeso ou obesidade, ¢ averiguar a
distribuicdo da adiposidade no organismo, ja que a adiposidade intra-abdominal (ou visceral) teria
maior impacto no desenvolvimento da resisténcia a insulina, e consequentemente da sindrome
metabdlica, dentre outras alteragdes patologicas (DESPRES, 1998; GIORGINO et al., 2005) ¢ a
morbidade (LAPIDUS et al., 1984) associadas a obesidade.

A obesidade intra-abdominal — e ndo a obesidade embasada no IMC — ¢ um dos sintomas mais

prevalentes na sindrome metabdlica (GRUNDY et al., 2004; DESPRES & LEMIEUX, 2006), definida
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como um conjunto de sintomas que predispdem a doengas cardiovasculares e ao diabetes (GRUNDY et
al., 2004). Desde 1956, Vague ja relatava diferengas na distribuicdo da gordura corporal em homens e
mulheres e a associagdo da adiposidade visceral, superior, ou androide (por ser mais recorrente em
homens) a alteragdes metabolicas, como no metabolismo glicémico e a dislipidemia, se comparada a
adiposidade subcutanea, periférica, glateo-femoral, ou gindéide (mais comum em mulheres).
Atualmente, utilizam-se os termos “obesidade em maca” e “em péra” para designar, respectivamente,
estes dois tipos de excessiva adiposidade.

A maior importancia da gordura visceral, se comparada a subcutanea, na fisiopatogénese de
alteracdes cardiometabodlicas ¢ atribuida a diferencgas funcionais desses dois tipos de adiposidade. A
gordura visceral estd mais propensa a lipolise, pois expressa maior numero de receptores de
glicocorticoides, além de ser mais sensivel a catecolaminas e apresenta menor expressdo de IRS-1,
sendo assim menos sensivel a acdo da insulina (MONTAGUE & O'RAHILLY, 2000). O excesso de
gordura visceral apresenta um estado hiperlipolitico, liberando altas concentragdes de acidos graxos
livres (AGLs) na circulagdo. Este estado pode resultar em deposi¢do ectopica de gordura em varios
orgaos (figado, misculo esquelético, pancreas, rins, coragdo e artérias), o que pode levar a resisténcia a
insulina e/ou secrec¢ao prejudicada de insulina (BANERIJI et al., 1995; KOYAMA et al., 1997), além de
estresse oxidativo, estresse do reticulo endotelial e apoptose. Esta condigdo ¢ denominada
“lipotoxicidade” (SCHAFFER, 2003). Especificamente no figado, a exposicdo a grandes concentragdes
de &cidos graxos livres, através da circulacdo portal, prejudicaria a fungdo hepatica, o que resultaria em
hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e & hipertrigliceridemia (DESPRES & LIMIEUX, 2006). A
gordura subcutanea, por outro lado, parece ter uma fun¢do metabolicamente protetora, ja que apresenta
alta atividade da lipoproteina lipase (LPL), que hidrolisa TAGs circulantes, permitindo a entrada de
AGLs no adipdcito, e baixas taxas de lipolise basal e estimulada (REBUFFE-SCRIVE et al., 1985), o
que protegeria os Orgdos de altas concentragdes de AGLs, tendo uma maior capacidade de
armazenamento de AGLs que a gordura visceral.

A gordura visceral também apresenta a enzima 11-B-hidroxiesterdide desidrogenase-1 (HSD-1),
responsavel pela conversdo da corticosterona circulante em cortisol, mais ativa se comparada a mesma
enzima no depodsito subcutaneo. A gordura visceral, mais sensivel ao cortisol, estaria assim mais
susceptivel aos efeitos deste hormoénio, dentre os quais, podemos citar: aumento na expressdo de
adrenocptores [3,, aumento na expressao de Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma
PPARs (PPARs alpha, gama e delta s3o uma familia de fatores de transcri¢do ativadas por ligantes que

regulam o balanco energético, incluindo o metabolismo lipidico), e de lipoproteina lipase ¢ em



contrapartida, diminuicao da expressao de adrenoceptor [3; além de diminuicao de GLUT-4 e de IRS-1.
(FARIAS-SILVA et al., 2002; STEWART, 2005).

A gordura visceral apresenta também maior producdo de adipocinas inflamatérias, do que a
subcutanea, como o inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) que contribuem para a resisténcia a insulina, e para o estado pro-
inflamatério, pro-trombético e pré-hipertensivo da obesidade visceral (DESPRES & LIMIEUX, 2006).
A proteina atrativa de monocitos-1 (MCP-1), também secretada pelo adipdcito, atrai macrofagos, os
quais se infiltram no tecido adiposo e produzem citocinas, o que contribui para a perpetuagdo do
quadro inflamatdrio cronico na obesidade central (WEISBERG et al., 2003).

Além dos efeitos metabdlicos, haveria o efeito mecanico ocasionado pela pressdo intra-
abdominal exercida sobre os rins, pelo excesso de gordura visceral, a qual comprometeria o fluxo
sanguineo renal, ativando o sistema renina-angiotensina-aldosterona nos rins, € que por conseguinte,
elevaria a pressdo arterial (HALL et al., 2004; WAHBA & MAK, 2007). J4 foi descrita a sintese de
proteinas do sistema renina-angiotensina pela gordura visceral, o que também contribuiria para este

processo (ENGELI et al., 2003; GOOSSENS et al., 2003; WAHBA & MAK, 2007) .

Outros médotos de medicao da obesidade

As medidas antropométricas sdo os métodos mais utilizados na determinagdo da adiposidade, da
sua distribuicao e riscos associados, na pratica médica, pois sdo facilmente aplicaveis e ndo necessitam
de material e pessoal especializado. No entanto, apresentam algumas limitacdes quanto a
indiferenciagdo entre as gorduras visceral e subcutinea, e a grande variacdo intra- e inter-examinador
(MOLARIUS & SEIDELL, 1998; ONAT et al., 2004). Frente as criticas ao IMC, outras medidas
complementares t€ém sido propostas, dentre as quais, destacam-se as pregas cutaneas, a circunferéncia
da cintura, a razdo cintura-quadril e o didmetro sagital (LOHMAN et al., 1998; KONING et al., 2007).
O mais amplamente utilizado, na literatura, para inferigdo da gordura visceral ¢ a circunferéncia da
cintura, ja que por se tratar de uma tnica medida, estaria menos susceptivel a variagdes na mensuragao
e a variabilidades étnicas. Consideram-se entdo os valores a partir de 88 e 102 cm como associados a
fatores de risco cardiometabolicos elevados, respectivamente para mulheres e homens (NCEP — ATP
111, 2001).

Outras técnicas mais especializadas e precisas de determina¢do da adiposidade tém sido

utilizadas na pratica clinica e na pesquisa. Podemos destacar a tomografia computadorizada, a
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ressonancia nuclear magnética, a bioimpedancia (YOSHIZUMI et al., 1999) e o DEXA (dual energy x-
ray absorptiometry) (PARADISI et al., 1999).

Evolucao do tecido adiposo no Homo sapiens

O tecido adiposo ¢ exclusivo de animais vertebrados. Estes devem manter mais ou menos
constantes baixas concentragdes plasmaticas de glicose, ao passo que ndo podem armazenar grandes
quantidades de glicogénio, sendo que neste, a quantidade de energia estocada ¢ menor do que na
gordura. Supde-se que os depositos de tecido adiposo tenham evoluido da necessidade de maior
controle sobre o armazenamento e¢ fornecimento de energia para atender a demanda energética nos
animais. O tecido adiposo permitiu entdo a estes animais, a ampliacdo da variedade de nichos a serem
ocupados, devido ao armazanamento energético que teria propiciado a exploragdao de nichos mais
escassos, com pouca oferta de alimentos. Além da explora¢do de nichos pouco interessantes, do ponto
de vista nutricional, possibilitou também a ocupagd@o de nichos mais frios, devido ao isolamento
térmico propiciado pela camada adiposa. Animais aquaticos possuem maior quantidade de gordura do
que os terrestres, pois possivelmente, uma maior massa nestes pode limitar a locomogao, o que poderia
facilitar o acesso de predadores. Maiores quantidades de gordura em animais de grandes latitudes tém
sido atribuidas a func¢do de isolamento térmico (POND, 1998).

Especificamente no homem, a capacidade humana para a pronta deposi¢ao de gordura parece ter
surgido durante o periodo do Mioceno (de 23 a 5 milhdes de anos atras), marcado fortemente pela
sazonalidade, em que as chuvas e a disponibilidade de recursos também tornaram-se mais sazonais
(FOLEY, 1993). A escassez moderada de comida parece ter sido a pressdo seletiva dominante durante
a maior parte da evolucdo humana. Esta pressdo seletiva selecionava individuos capazes de sustentar
flutuagdes energéticas, ou seja, que aumentassem a sua reserva lipidica em épocas de abundancia
energética — ao invés de atingirem um limite, apoés o qual a reserva lipidica se estabilizaria- e que
disponibilizassem esta energia em épocas de escassez. Os seres humanos, assim sdo considerados os
unicos animais capazes de suportarem a sazonalidade pelas flutuagdes na sua reserva de gordura
(POND, 1998). Dentre outras estratégias adotadas pelo homem estdo o modo de vida ndmade e a
estocagem de reserva energética fora do organismo, ou seja, na forma de alimentos e através do
processo de engorda de animais para abate.

Neil (1962) defendeu a idéia de um grupo de genes, os quais designou como “poupadores”, que
favoreceriam a eficiéncia no uso de calorias e que foram selecionados por eventos de escassez de

alimentos. Hoje, com a oferta abundante de nutrientes, mudanca na composi¢cdo da dieta (ingestdo de



cereais e acucar refinados, aumento da ingestdo de sodio e de acidos graxos saturados, diminui¢cdo da
concentragdo de micronutrientes e fibras e da ingesta de acidos graxos polinsaturados) (CORDAIN et
al., 2005) e redugdo das atividades fisicas, intensificadas pela Revolu¢do Agricola (no periodo
Neolitico: 10 a 6 mil anos atrds) (DIAMOND, 1999) e Industrial (séc. XIX) (MADDISON, 2003), tais
genes nos predisporiam a doengas, como a obesidade e o diabetes tipo II (TEMPLETON, 2008). Os
indios Pima, dos Estados Unidos sdo um exemplo bem ilustrativo de como o passado evolutivo de uma
populacdo a predispde a doengas metabdlicas. Essa populagdo sofreu eventos frequentes de escassez
alimentar severa, ha relativamente pouco tempo ¢ hoje vivem em um ambiente com uma dieta rica em
calorias. Essa transi¢do extrema entre ambientes nutricionais proporcionou uma alta ocorréncia de
doengas metabolicas: metade da populacio tem diabetes (TEMPLETON, 2008).

Enquanto a escassez de alimentos selecionava individuos geneticamente favoraveis a estocagem
energética na forma de gordura, em um ambiente no qual a pressdo seletiva dominante era o
predatismo, os individuos mais magros eram mais aptos a fuga, e assim eram selecionados, em
detrimento aos de maiores propor¢des corporais ocasionadas pela gordura. Portanto, a variabilidade
genética no acumulo de gordura pode ser explicada por condi¢cdes ambientais diversas, e pressdes
seletivas especificas, que selecionavam os genes da magreza ou da obesidade, em funcdo da vantagem
adaptativa que traziam (SPEAKMAN, 2007).

O aumento de tamanho dos hominideos, com a evolugdo do Homo ergaster também contribui
para o respectivo aumento da demanda energética (AIELLO & KEY, 2002). Como hd uma forte
relacdo entre massa magra e massa gorda, o aumento da primeira - devido ao aumento das dimensdes
corporais - teria sido acompanhada pelo aumento da segunda (KLEIBER, 1961).

Outro passo relevante na evolugdo da gordura humana parece ter envolvido o processo de
encefalizacdo (LEWIN, 1998). Este processo foi possibilitado por mudangas biologicas e culturais
iniciadas com alteragdes climaticas ocorridas no leste da Africa ha 2 milhdes de anos atras, tornando-a
mais fria e seca, o que consequentemente substituiu as florestas tropicais por vegetacao arida, habitada
por herbivoros e grandes predadores (REED, 1997). Entdo incluiu-se uma grande quantidade de
proteinas e acidos graxos provenientes de peixes e animais herbivoros na dieta antes constituida
majoritariamente por carboidratos originados de folhas, raizes, frutos e sementes (LEONARD et al.,
2007b). Como o cérebro ¢ constituido principalmente de lipidios (50 a 60% do cérebro adulto humano)
(CARLSON & KINGSTOM, 2007), e dispende uma grande quantidade de energia (20% do total de
energia basal) (LEONARD et al., 2007a), a mudanca para este tipo de dieta propiciou o crescimento do

cérebro humano. E o crescimento deste representou um desenvolvimento intelectual que possibilitou
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ainda um maior rendimento energético, na medida em que o homem aprendia a controlar o fogo para
aquecer a sua comida (CARMODY & WRANGHAM, 2009). Este incremento energético somada a
demanda energética requerida pela encefalizacdo agiu em favor da selecdo dos estoques de gordura
Este processo foi mais intenso nos ultimos estagios da evolucao humana, com destaque, a transicao de
Homo erectus para Homo sapiens (LEWIN, 1998). Neste contexto, supde-se que a encefalizacio trouxe
uma série de implicagdes energéticas para o homem, comparativamente a outros hominideos: aumento
da gordura do feto e da crianga (STRATZ, 1909), diminui¢ao da velocidade de crescimento corporal na
infancia (DEACON, 1998), aumento da gordura da mulher, comparativamente ao homem, a fim de
garantir o suprimento energético adequado ao feto, durante a gestacdo e lactagdo (CLUTTON-BROCK
et al., 1989). Adaptagdes estas a fim de propiciar o suprimento energético adequado para o pleno
desenvolvimento cerebral.

Os primatas, em especial o homem, possuem uma quantidade pequena de massa muscular
relativamente a sua massa gorda, o que reduz a demanda energética de outros tecidos que “competem”
com o tecido cerebral, ao passo que o cérebro tem a gordura como uma de suas fontes energéticas
(LEONARD et al., 2003). Embora os genes “poupadores” ndo sejam exclusivos dos seres humanos, a
nossa spécie, em especial, sofreu intensa selecdo em favor da economia energética nos ultimos 5
milhdes de anos, e além do mais outros fatores atuaram em conjunto para a sele¢do deste perfil
metabolico, como a encefalizagdo — com as respectivas adaptagdes reprodutivas- aumento de tamanho

corporal, sazonalidade, etc.

Obesidade e sobrepeso — Estatisticas no Brasil e no mundo

A obesidade tem alcancado proporc¢des epidémicas em todo mundo, afetando praticamente
todas as idades e grupos socioecondmicos. Dados da Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2011)
revelam que em 2008, havia 1,5 bilhdes de adultos (com idade maior ou igual a 20 anos) acima do
peso; destes, 500 milhdes eram obesos (em torno de 200 milhdes de homens e 300 milhdes de
mulheres), o que perfazia mais de um obeso em cada grupo de 10 pessoas no mundo. Em 2010,
aproximadamente 43 milhdes de criangas abaixo dos 5 anos de idade estavam acima do peso.

A obesidade e o sobrepeso sdo o quinto maior fator de risco para mortes globais. Pelo menos,
2,8 milhdes de adultos morrem a cada ano por circunstincias originadas pela condi¢cdo do sobrepeso e
da obesidade. Estima-se que 44% dos casos de diabetes, 23 % de doenca isquémica cardiaca e entre 7 a

41 % de certos tipos de cancer sdo atribuidos a obesidade e ao sobrepeso. Atualmente, o sobrepeso ¢ a
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obesidade estdo relacionados a mais mortes do que a desnutri¢do: 65% da populagdo mundial vivem
em paises nos quais o sobrepeso e a obesidade matam mais que a desnutricdo (isto inclui todos os
paises de alta renda e a maioria dos paises de média renda). Das 43 milhdes de criangas acima do peso,
35 milhdes vivem em nagdes em desenvolvimento e 8 milhdes em paises desenvolvidos. Estima-se que
25% dos adultos no mundo tenham sindrome metaboélica e que ha mais de 220 milhdes de pessoas que
tém diabetes, das quais, aproximadamente 3 milhdes morrem anualmente. 80% destas mortes ocorrem
em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2011). A obesidade ¢é responsavel por 2 a 6
% do custo em atencdo a saude, despendido por paises em desenvolvimento; estes valores certamente
foram subestimados levando-se em conta o custo dispendido por outras doengas, associadas a
obesidade (SICHIERI et al., 2007). No Brasil, estima-se que 46,6% dos individuos adultos (51% de
homens e 42,3% de mulheres) estejam acima do peso e que 13,9% dos adultos (13,7% de homens ¢ 14
% de mulheres) sejam obesos (VIGITEL, 2009). As estimativas da OMS para 2015 sao desanimadoras:
63,4% da populacao brasileira entre 15 e 100 anos estard com acima do peso e 24,1% serd obesa. Para
os Estados Unidos, as estimativas s3o ainda mais alarmantes: 82,4% da populagdo entre 15 e 100 anos
estard acima do peso e 53% sera obesa.

Antes, tipicos de paises de alta renda, a obesidade e o sobrepeso, estdo crescendo num ritmo
acelerado em nagdes de baixa e média renda, ao lado da desnutri¢io. E comum, por exemplo, encontrar
a subnutricdo e a obesidade coexistindo no mesmo pais, numa mesma comunidade e até mesmo na
mesma familia. Este fendmeno deve-se a baixa qualidade dos alimentos mais acessiveis
economicamente a populagdo, que concentram grande quantidade de calorias (na forma de agucar
refinado e gordura) e sal, mas com poucos micronutrientes, além das poucas horas livres para a pratica

de atividade fisica (WHO, 2011).
O tecido adiposo
O tecido adiposo como 6rgao endocrino: um breve histérico

A primeira revisdao sobre a fisiologia do tecido adiposo data de 1948, quando Wertheimer &
Shapiro observaram histologicamente este tecido e concluiram que se tratava de um tecido ricamente
vascularizado. Em 1953, Kennedy sugeriu a existéncia de um fator lipostatico na circulagdo capaz de
gerar um sinal de feed back negativo, que regulava a ingesta ¢ o gasto calorico. Mais tarde, Dole (1956)
e Gordon & Cherker (1956) reconheceram a sua importancia fisiologica na liberagao de acidos graxos

livres no sangue para serem oxidados em outros tecidos. Até a década de 1960, entretanto, a sua fungdo



principal era atribuida ao amortecimento de choques mecanicos, protecao e suporte aos 6rgaos, além do
isolamento térmico. Posteriormente foram descritas técnicas que possibilitaram estudos fisiologicos do
tecido adiposo (HO & MENG, 1964; ORO et al., 1965). Desde entdo, diversos trabalhos foram
conduzidos em experimentos com animais € humanos, no intuito de esclarecer as vias integradas que
regulam o seu metabolismo. Desde o isolamento do adipocito por Rodbell (1964), tornou-se evidente a
sua importancia como entidade funcional do tecido adiposo branco e o principal reservatorio de
energia, tendo um papel chave na investigagao fisiolégica dos mecanismos controladores da estocagem
(lipogénese) e mobilizacao (lipolise) de lipideos. Finalmente, entre as décadas de 1980 e 1990, o tecido
adiposo passou a ser considerado um o6rgdo endocrino, o qual secreta fatores que desempenham
funcdes na resposta imunitaria, em doengas cardiovasculares e na regulacdo do apetite (CURI et al.,
2002). Em 1993, Hotamisligil et al. identificaram a secrecdo de TNF—a pelo tecido adiposo e seu papel
regulatorio negativo na transdug¢do de sinal da insulina. Em 1994, Zhang et al. identificaram e
sequenciaram o gene ob e sua proteina, a leptina. Logo depois, j& em 1995, vérios estudos
(CAMPFIELD et al., 1995; HALAAS et al., 1995; PELLEYMOUNTER et al.,1995) confirmaram o
papel da leptina como reguladora na ingesta e no gasto caldrico, através da sua administragdo em
camundongos ob/ob, e a redugdo do peso, da adiposidade, da ingesta, manutencdo da massa magra,
aumento do gasto energético, restauragdo da euglicemia e da fungao reprodutiva. Em 2003, Weisberg et
al. identificaram os macrofagos como os causadores predominantes da inflamagao no tecido adiposo na
obesidade. A partir dai, o papel ja bem estabelecido do tecido adiposo como 6rgao endécrino dindmico
serviu de base para a descoberta de muitas outras proteinas secretadas pelo tecido adiposo (adipocinas),
como a adiponectina, a resistina, a proteina ligante do retinol-4 (RBP4) e a interleucina-6 (IL-6)

(GALIC et al., 2010).

O tecido adiposo: tipos e constituicao

O tecido adiposo ¢ o Unico 6rgao que armazena energia em forma de TAGs em suas células,
sendo, portanto, o principal reservatorio energético do organismo. Os TAGs tém por unidade de massa
mais que o dobro de energia que proteinas e carboidratos. Quando a oferta de energia ¢ abundante,
sintetiza TAGs, no processo designado lipogénese. Quando ao contrario, a oferta ¢ escassa, ha
mobilizacao deste estoque de gordura, no processo da lipolise. Estes processos estdo sob regulacdo dos

nutrientes ¢ sinais aferentes do sistema neuro-endécrino (AHIMA & FLIER, 2000).
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O tecido adiposo ¢ constituido de, além dos adipdcitos, uma matriz de tecido conjuntivo, tecido
nervoso, células do estroma vascular, nodulos linfaticos, células do sistema imune (linfocitos e
macrofagos), fibroblastos e pré-adipocitos (AHIMA & FLIER, 2000). A goticula de gordura dos
adipdcitos ¢ revestida por fosfoproteinas, designadas de perilipinas, as quais participam dos processos
de armazenamento e liberacdo de TAGs. Elas previnem a lipolise em condigdes basais, através de

fosforilagdes, impedindo o acesso das lipases citosolicas a goticula de TAG (SALAZAR, 2006).

Nos mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco, foco do presente estudo, € o
marrom. A funcdo do tecido adiposo marrom se resume basicamente na termogénese (producdo de
calor), e, portanto, participa na regulacdo da temperatura corporal. Este tipo de tecido estd praticamente
ausente no humano adulto, sendo encontrado principalmente em fetos e recém-nascidos. Os adipocitos
deste tecido diferenciam-se dos constituintes do tecido adiposo branco por serem menores,
apresentarem varias goticulas de gordura de diversos tamanhos dispersas em seu citoplasma abundante.
Apresentam também grande nimero de mitocondrias, relacionadas a sua fungdo de termogénese, pois
ndo apresentam maquinaria enzimatica para a sintese de ATP, e sua proteina UCP-1 (termogenina)
libera energia gerada pelo acumulo de protons no seu espaco intermembranoso, originado pelo ciclo de

Krebs, o que dissipa calor (CANNON & NEDERGAARD, 2004).

O adipdcito e a obesidade

A obesidade ¢ uma desordem complexa, ndo sé por sua origem multifatorial, e multiplicidade
de sintomas (NAVES, 2009), mas também devido a existéncia de diferentes tipos de obesidade.
Mencionamos anteriormente as obesidades subcutinea e visceral, as quais apresentam caracteristicas
funcionais distintas, que categorizam esta ultima como mais nociva, pois esta relacionada as alteragdes

patologicas e a morbidade da obesidade.

A obesidade requer o desenvolvimento do tecido adiposo pelo aumento de volume de adipdcitos
pré-existentes (hipertrofia) e/ou pela geracdo de novos adipocitos (hiperplasia) (ARNER et al., 2010).
A avalia¢do do mecanismo predominante ¢ de suma importancia, além da localizacdo desta adiposidade
(SMITH et al., 2006). A localizagdo, nimero e tamanho do adipdcito sdo determinantes para suas

caracteristicas funcionais, e consequentemente, das patogéneses associadas a obesidade.

O tamanho do adipdcito ¢ determinado pelo balango entre os processos de lipdlise e lipogénese,

e representa a fase do ciclo de vida deste adipocito. Esta célula acumula TAGs durante seu ciclo de
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vida, até certo ponto, a partir do qual a proliferacdo destas células ¢ acionada. Portanto, no geral,

quanto maiores os adipdcitos, mais avangados eles estdo no seu ciclo de vida (SMITH et al., 2006).

Varios estudos também tém demonstrado que o aumento do tamanho do adipocito ¢
acompanhado pelo aumento dos processos de captagdo de glicose (BIORNTORP & KARLSSON,
1970), lipolise e lipogénese (ZINDER & SHAPIRO, 1971; HOLM et al., 1975; OLEFSKY, 1977,
JAMDAR, 1978). Estes processos foram confirmados por estudos com atividade enzimadtica e
quantificagdo de RNAm de enzimas-chave dos processos envolvidos, como LPL, HSL e do
transportador GLUT4 (FARNIER et al., 2002), assim como maior expressdo de genes implicados com
a diferenciacdo (LI et al., 2002). Ou seja, os adipdcitos maiores parecem ser metabolicamente mais
ativos que os menores. Porém, parece que a partir de certo ponto de inflexdo, o limite de estocagem no
adipdcito ¢ atingido, neste momento as vias lipogénicas sao diminuidas, ha diminui¢cdo da sensibilidade
a insulina, direcionamento da glicose a lactatogénese, o que caracteriza um processo tardio e
adaptativo, que limita acimulo adicional de gordura em um tecido ja saturado (DIRAISON et al., 2002;

ORTEGA et al., 2010).

Muitos estudos tém relacionado o tamanho do adipocito a progndticos metabdlicos adversos.
Individuos com diabetes tipo II ou dislipidemia apresentam adip6citos subcutdneos maiores que os
individuos controle (HALLER et al., 1979). Correlagdes também tém sido encontradas em homens e
mulheres saudaveis, entre o tamanho dos adip6citos femorais e insulina ¢ TAGs plasmaticos no jejum
(IMBEAULT et al., 1999). Outros estudos ainda correlacionam adip6citos maiores com a insulina
sérica, a resisténcia a insulina e o aumento do risco de desenvolvimento do diabetes tipo Il (WEYER et
al., 2000; LUNDGREN et al., 2007). Estudos com a secrecdo de TNF-a pelos adipdcitos também
revelam correlacdo desta com o tamanho destas células secretoras: quanto maior os adipdcitos, maior €
a secre¢do da citocina (MORIN et al., 1998; LENCHIK et al., 2004; YANG et al., 2004). A liberagdo
de lactato também se correlaciona com o tamanho do adipocito (CRANDALL et al., 1983; NEWBY et
al., 1989; DIGIROLAMO et al., 1992; FAINTRENIE & 5 GELOEN, 1996).

Obesos com poucos adipdcitos grandes sdo ainda mais intolerantes a glicose e
hiperinsulinémicos do que aqueles com o mesmo grau de obesidade, apresentando muitos adipdcitos

pequenos (EVANS et al., 2002; HEATH et al., 2003; RESHEF et al., 2003)

Como ja mencionado, adipocitos viscerais secretam mais adipocinas € sdo mais propensos a

lipélise do que os subcutaneos, ao passo que estes apresentam capacidade maior de captar e armazenar
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gordura. Podemos entdo concluir, que o pior prognostico patofisiologico € o representado por

adipocitos grandes, localizados na regido visceral.

Em um recente estudo, a ocorréncia da hipertrofia e da hiperplasia no tecido adiposo subcutaneo
em homens e mulheres com IMC entre 18 a 60 kg/m* ndo foi influenciada pelo sexo nem pelo IMC.
Neste mesmo estudo, a morfologia dos adipdcitos esteve fortemente relacionada com o numero de
destes, de modo que a hipertrofia correlacionou-se negativamente com a hiperplasia, sugerindo vias de
regulacao comuns entre estes dois processos. Importante ressaltar que este estudo foi realizado com
tecido adiposo subcutdneo abdominal e que a morfologia do adipocito foi obtida a partir de uma
diferenca entre o volume do adipdcito real e o esperado obtido a partir de uma curva ajustada para
determinada massa de gordura. Tal correlagdo ndo foi encontrada, porém, quando foram considerados
os valores absolutos de volume dos adipocitos, estes sim dependentes do IMC (ARNER et al., 2010).
Estudos com hiperplasia e hipertrofia do deposito visceral, entretanto, sdo escassos, €

patofisiologicamente mais relevantes.

Diferencas quanto a localizagdo da adiposidade e ocorréncia de hipertrofia e hiperplasia do
tecido adiposo, podem ainda sofrer influéncia do sexo. Entretanto, até a puberdade, a composi¢ao
corporal difere pouco entre géneros (GUO et al., 1998). Os hormdnios sexuais entdo dirigem o
desenvolvimento em diferentes diregdes. A testosterona resulta em desenvolvimento da massa
muscular em homens, enquanto o estrogeno acarreta o aumento do tecido adiposo (principalmente o

subcutaneo) em mulheres (SMITH et al., 2006).

Mulheres apresentam mais gordura (com destaque ao depodsito subcutaneo) que homens;
respectivamente 25 e 15 % de gordura em média, quando analisados individuos sem obesidade
(CHUMLEA et al., 1981a), refletindo, em parte, o0 maior nimero de adipdcitos na mulher do que no
homem (SJOSTROM et al., 1972) , deflagrado pelo estrogeno, o qual também aumenta o tamanho
destas células (CHUMLEA et al., 1981b). Essa expansdo do tecido adiposo, que ocorre mais
intensamente em mulheres que em homens, durante o desenvolvimento ¢ acionado por genes, € nao

pelo comportamento, que ocorre apos a maturagao deste tecido (SMITH et al., 2006).

Por outro lado, o estrogeno parece inibir o aumento da gordura abdominal em mulheres na pré-
menopausa, ao passo que homens e mulheres pés-menopausa apresentam maior tendéncia a aumentar
este deposito (LEY et al., 1992), o que pode ser revertido pela terapia de reposi¢do hormonal

(HAARBO et al., 1991).
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Outros dados da literatura reportam ainda um estimulo do estrégeno para a proliferacio de pré-
adipocitos em humanos (ANDERSON et al., 2001) e para a diferenciacdo destas células, embora os
estudos nessa area sejam ainda contraditorios (COOKE & NAAZ, 2004). Mais estudos que esclaregcam
o estabelecimento do niimero de adipdcitos sdo necessarios. A determinagdo do mecanismo de agdo do
estrogeno ou de outros agentes que afetam o niimero de adip6citos € complexa, pois estas substancias
podem agir em mais de um estagio de desenvolvimento destas células, podendo assumir papéis opostos
durante estas fases (COOKE & NAAZ, 2004). Além de diferencas relativas a fase do adipdcito,
existem diferencas quanto a localizacdo do deposito adiposo, ao sexo, a expressao de receptores de
estrogénio e sua responsividade espécie-especifica, a idade e ao estado fisioldgico, as quais dificultam

ainda mais a elucidagdo dos efeitos deste hormonio no adipécito (COOKE & NAAZ, 2004).

O efeito dos estrogenos no tecido adiposo pode também ser indireto, como no hipotalamo,

aumentando o gasto e diminuindo a ingesta caldrica (WADE et al., 1985).

Todos estes dados da literatura permitem concluir que muitas das caracteristicas funcionais do
tecido adiposo e sua possivel relacdo na génese de alteracdes cardiometabolicas dependem de variaveis

dos adipocitos, as quais sofrem influéncia do género.

O tecido adiposo e o metabolismo energético

Lipogénese

No processo de lipogénese, o adipocito requer fonte de glicerol-3-fosfato e de acido graxo livre
complexado a coenzima A. O primeiro provém da via glicolitica, e o segundo pode ter duas origens:
sintetizados endogenamente a partir de acetilCoA, e principalmente, obtidos da hidrélise e captagdo de
TAGs, contidos em lipoproteinas (quilomicrons e lipoproteinas de densidade muita baixa [VLDL])

circulantes, mediada pela lipoproteina lipase (LPL) (HOLLENBERG, 1966).

A glicose entra no adipdcito por seus transportadores GLUT 1 e 4, sendo que a translocagao
deste ultimo para a membrana da célula requer estimulo da insulina, a qual também acelera a
metabolizacao da glicose a glicose-3-fosfato (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). A glicose pode ter
varios destinos: pode ser utilizada para a sintese de ATP e CO,, TAGs, lactato e glicogénio (este tltimo
¢ bem pouco expressivo) (FLATT & BALL, 1964). A porcentagem de cada produto no metabolismo da

glicose depende de inimeros fatores, como a localizacdo deste tecido adiposo, concentra¢do plasmatica
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de glicose e hormdnios, como insulina e catecolaminas, tamanho destes adipdcitos, assim como

densidade celular, e condigdes patologicas, como a diabetes e a obesidade (DIGIROLAMO, 1992).

Na lipogénse, o glicerol, obtido da glicose, ¢ convertido a glicerol-3-fosfato, pela enzima
glicerol quinase (GK), o qual ¢ requerido para a esterificagdo de 4cido graxos livres a triacilglicerdis
(MARGOLIS & VAUGHAN, 1962). Em mamiferos, a GK ¢ detectada principalmente no figado, nos
rins, ¢ em baixas concentragdes na mucosa intestinal, no tecido adiposo e musculos cardiacos e
esqueléticos (LIN, 1977), porém inicialmente pensava-se que estava ausente em tecido adiposo
(MARGOLIS & VAUGHAN, 1962). Estudos subsequentes, entretanto, revelaram a presenga de
glicerol quinase em tecido adiposo de humanos e animais. Tem sido reportada a atividade desta enzima
em tecido adiposo de humanos (KOSCHINAKY & GRIES, 1971; RYALL & GOLDRICK, 1977) e
tecido adiposo de ratos (KOSCHINSKY et al., 1971), sendo que em ambos, a atividade enzimatica ¢

menor do que a detectada no figado.

Embora o tecido adiposo seja capaz de sintetizar acidos graxos livres de novo, os acidos graxos
para a sintese de TAGs provém predominantemente da hidrélise de TAGs circulantes mediada pela
LPL (HOLLENBERG, 1966). A LPL assume diversas fungdes, dentre as quais a mais importante para
o tecido adiposo ¢ a hidrélise de TAGs de quilomicrons e lipoproteinas de densidade muita baixa
(VLDL), produzindo respectivamente, os remanescentes de quilomicrons e lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDLs) (ECKEL, 1989; GOLDBERG & MERKEL, 2001). A enzima ¢ encontrada
principalmente no tecido adiposo, nos musculos cardiacos e esqueléticos. (SEMENKOVICH et al.,
1989a; YACOUB et al., 1990; MERKEL et al., 1998). O estimulo da LPL ocorre em resposta ao
alimento, a infusdo de glicose (estimula atividade enzimatica) e insulina (estimula atividade enzimatica
e expressdo génica) e apds tratamento da DM dependente e ndo-dependente de insulina (PREISS-
LANDL et al., 2002). A LPL ¢ um importante marcador da diferencia¢io adipocitaria (BJORNTORP
et al., 1978), e a expressao de LPL aumenta em funcdo do acimulo de TAGs em pré-adipocitos
diferenciados (SEMENKOVICH et al., 1989b). A LPL ¢ um importante fator que regula o
metabolismo de lipideos, o qual influencia na acdo da insulina, no balango energético e na regulacao do
peso corporeo e sua composicio (WANG & ECKEL, 2009). Estudos com humanos sugerem fortes
evidéncias de que o gene da LPL ¢ um gene da obesidade, sendo relacionado com os processos de

iniciagdo e¢/ou desenvolvimento desta doenga (WANG & ECKEL, 2009).
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Por outro lado, os 4cidos graxos para a sintese de TAGs podem ser endogenamente sintetizados
a partir da glicose, que apds uma série de reagdes ocorridas na mitocondria e no citoplasma, origina o
acetil-CoA, que sofre acdo da enzima acetil-CoA carboxilase (ACC), convertendo-se a malonil-CoA
(BROWNSEY et al., 2006), e este, por sua vez, sofre agao da acido-graxo-sintase (FAS), formando o
palmitato (SEMENKOVICH, 1997). O palmitato ¢ entdo convertido a acilCoA, que ¢ utilizado para a
esterificacdo com glicerol-3-P, que completa a biossintese de TAG, finalmente incorporado a goticula
citoplasmatica de gordura (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). E valido considerar que o
aumento/diminui¢do na expressao génica destas enzimas corresponda ao  respectivo
aumento/diminuicdo da atividade das mesmas, uma vez que esta relagdo ja foi relatada por estudos

prévios (PAULAUSKIS & SUL, 1989; KATSURADA et al., 1990a; KATSURADA et al., 1990b).

Alguns estudos conduzidos com humanos alimentados com dieta rica em carboidratos sugerem
que a lipogénese em tecido adiposo excede a que ocorre em figado, sendo o principal 6rgdo de sintese
de acidos graxos, a qual contribui com até 40% de toda a lipogénese do organismo nessa situagdo
(CHASCIONE et al., 1987, AARSLAND et al.,, 1997). As enzimas FAS e a ACACA té€m sido
relacionadas a obesidade em humanos (LOFTUS et al., 2000; MOBBS & MAKIMURA, 2002;
KOVACS et al., 2004).

Lipdlise

Em escassez de energia, a grande goticula lipidica de TAGs dos adipdcitos € hidrolisada a
glicerol e acidos graxos pela lipolise. Os acidos graxos circulantes podem ser oxidados para a geragao
de ATP por outros 6rgios. Os acidos graxos, juntamente com o glicerol podem ser também substratos,

no figado, para a cetogénese e a gliconeogénese, respectivamente (STIPANUK, 2006).

Na lipdlise, os principais reguladores s3o a insulina, as catecolaminas e os peptideos
natriuréticos; ja as principais enzimas que hidrolisam TAGs sdo: a lipase de triacilglicerdis do tecido
adiposo (ATGL), a lipase hormonio sensivel (HSL) e a lipase de monoacilglicerol (MGL)
(LAFONTAN & LANGIN, 2009).

Em condi¢des basais (sem estimulo), a HSL estd dispersa no citoplasma, enquanto que a
perilipina permanece sobre a goticula de gordura e encontra-se ligada a proteina 5 contendo dominio de
hidrolase o/ (ABHDS), um co-ativador-chave da ATGL. A ATGL pode ser encontrada no citosol e
associada a goticula lipidica (BRASAEMLE, 2007).
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Catecolaminas ativam adenilil ciclase, que aumentam a produ¢do de AMP ciclico (AMPc), que
ativa proteina quinase A (PKA), enquanto os peptideos natriuréticos ativam guanilil ciclase, que
aumentam producdo de GMP ciclico (GMPc), que ativa proteina quinase G (PKG). As duas quinases
ativadas fosforilam a perilipina e a HSL, ativando-a. No estado ativado, a fosforilagdo da perilipina
induz a uma alteracdo fisica da superficie da goticula lipidica, que facilita o acesso da HSL fosforilada.
Esta fosforilacdo da perilipina também libera a ABHDS, a qual liga-se 8 ATGL, ativando-a, que assim
hidrolisa TAG, produzindo diacilglicerol (DAG). A HSL e a MGL (monoacilglicerol lipase) hidrolisam
DAG a monoacilglicerol (MAG) (LAFONTAN & LANGIN, 2009) e por fim este ¢ hidrolisado pela
MGL, o qual ¢ indispensavel neste processo in vivo (FREDRIKSON et al., 1986). Além da lipdlise
estimulada, a ATGL ¢ essencial para a hidrolise basal de TAGs (BEZAIRE et al., 2009).

O glicerol formado sai do adipdcito pela aquaporina 7 (KISHIDA et al., 2000), ao passo que os
acidos graxos livres saem pela proteina transportadora de acido graxo livre (FATP) (FONSECA-
ALANIZ et al., 20006).

Aquaporinas constituem uma familia de canais de dgua, da qual faz parte 13 membros, AQPO a
AQP12 (AGRE, 2004). AQP3, -7, -9 e -10, mais especificamente, sdo aquagliceroporinas, pois sdo
soluveis por uma variedade de solutos neutros pequenos, como a agua e o glicerol (HARA-CHIKUMA
& VERKMAN, 2006). A AQP7 ¢ bastante expressa em tecido adiposo humano. Esta expressdo ¢
inibida por insulina (RODRIGUEZ et al., 2011) e estimulada por leptina (RODRIGUEZ et al., 2011) e
adrenalina (MAEDA et al., 2004) com fun¢ao de canal de glicerol in vivo (KISHIDA et al., 2000).

A ativacdo B-adrenérgica também inibe expressdo génica de AQP7 de adipocitos diferenciados
de camundongos (FASSHAUER et al.,, 2003), sugerindo um ‘“contra-peso” representado pela
diminuicdo da AQP7, que restringe a liberagdo de glicerol dos adipocitos (FASSHAUER et al., 2003).

Ha estudos que sugerem também um caminho alternativo de saida de glicerol dos adipdcitos,
além daquele possibilitado pela AQP7 (MAEDA et al., 2004). No jejum, moléculas de TAGs sdo
hidrolisadas nos adipocitos, com liberagao de acidos graxos e o glicerol, o qual ¢ entdo convertido a
glicose pelo figado na gliconeogénese. A AQP7, portanto, ¢ responsavel pelo efeito nutricional no

glicerol plasmatico, e sua regulagdo € essencial para a homeostase de glicose (MAEDA et al., 2004).

Por outro lado, outras enzimas-chave que sdo reguladas na lipolise e na lipogénese sao as

fosfodiesterases. As fosfodiesterases sdo enzimas que catalizam a hidrélise de AMPc e GMPc, os quais
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sdo mensageiros criticos relacionados a transducdo de sinal gerada por uma variedade de estimulos
extracelulares, os quais podem ser fatores de crescimento, citocinas, hormoénios, luz e
neurotransmissores, ¢ portanto modulam muitos processos biologicos fundamentais (MURATA et al.,

2009).

A insulina exerce seu efeito anti-lipolitico no adipdcito, através do estimulo do subtipo 3, a
fosfodiesterase 3 (PDE3), mais especificamente, a isoforma PDE3b (TAIRA et al., 1993; MEACCI et
al., 1992), o que reduz a concentragdo intracelular de AMPc, reduzindo a atividade da HSL, e portanto
da lipdlise estimulada por horménios (DEGERMAN et al., 1997; ILLIANO & CUATRECASAS,
1972).

Lactatogénese

Outra importante fungdo metabdlica do tecido adiposo ¢ a sintese e liberacdo de lactato
(DIGIROLAMO, 1992), que se da através da reducao do piruvato e oxidagdo do NADH a NAD+, pela
enzima lactato desidrogenase (LDH), na glicolise anaerébica (DRENT et al., 1996). Esta enzima ¢
formada por 4 subunidades, designadas de H (ou B) e M (ou A), devido a expressao predominante no
coracdo e musculo, respectivamente. Cada subunidade, estd submetida a um controle genético
separado, que resulta em 4 diferentes isoenzimas: LDH-1 (H4), LDH-2 (H3M1), LDH-3 (H2M2),
LDH-4 (HIM3) e LDH-5 (M4), (DRENT et 1., 1996). Ja foi descrita a expressao génica de LDHA em
tecido adiposo visceral de ratos alimentados com dieta de cafeteria (LOPEZ et al., 2004) e em tecido

adiposo visceral de obesos morbidos (BARANOVA et al., 2005).

O lactato tem sido descrito como um importante metabdlito da glicose nos adipocitos,
particularmente em adipdcitos grandes (DIGIROLAMO et al., 1992). H4 uma forte correlagdo entre o
tamanho do adipocito e a conversao relativa de glicose a lactato. Em adip6citos pequenos, 5-10% da
glicose captada pelo adipocito ¢ metabolizada a lactato (DIGIROLAMO et al., 1992; FAINTRENIE &
5 GELOEN, 1996), ao passo que em adipocitos maiores, esta propor¢io ¢ de cerca de 35-40%
(CRANDALL et al., 1983). Em adipdcitos de obesos, de 50 a 70% da glicose ¢ convertida a lactato
(NEWBY et al., 1989).

No jejum, o lactato produzido pelo tecido adiposo assume importante fungdo de precursor para
a gliconeogénese hepatica, na qual participa de 60 a 70% durante o jejum em uma noite, sendo que a

porcentagem restante tem o glicerol, aminoéacidos e o piruvato como substratos. Paradoxalmente, o
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lactato plasmatico, derivado do tecido adiposo (HAGSTROM-TOFT et al., 1990; JANSSON et al.,
1990) pode encontrar-se elevado em periodo pds-prandial, pois também assume funcdo de precursor

para sintese de glicogénio hepatico (FOSTER, 1984; LANDAU & WAHREN, 1988).
Lipdlise e lactatogénese

Viarios estudos sugerem uma relagdo antagdnica entre a lipdlise e a lactatogénese. Estudos in
vivo e in vitro para captacao de glicose em tecido adiposo epididimal (LIU et al., 1994; FAINTRENIE
& GELOEN, 1998) confirmam o efeito estimulatorio de baixas concentragdes de catecolaminas
(LUDVIGSEN et al., 1980; KASHIWAGI & FOLEY, 1982) e o efeito inibitorio em altas
concentragdes de catecolaminas (TAYLOR, W.M. et al., 1976) em captagao de glicose. No estudo de
Hatore (2006), que avaliou a liberagao de lactato por adipocitos isolados de ratos submetidos a natagao,
houve aumento da liberacdo de lactato concentragdo-dependente na faixa nanomolar de catecolaminas,
ao passo que houve inibicao desta liberacdo em concentragdes mais altas, justamente naquelas em que a
lipdlise é estimulada. Sugeriu-se entdo que o aumento das concentragdes de AMPc, pela estimulagdo
dos receptores [-adrenérgicos levaria a inibi¢do da captacdo e metabolizacao da glicose (TAYLOR et

al., 1976), diminuindo a liberagao de lactato.

Por outro lado, sabe-se que a insulina estimula a lactatogénese e inibe a lipdlise, de duas
maneiras. Na primeira, hd ativacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI-3-K), a qual ativa proteina
quinase B/Akt, que fosforila e ativa a fosfodiesterase (PDE3b), a qual degrada o AMPc (DEGERMAN
et al., 1998). Sem o AMPc, ndo ha ativagdo da PKA, que fosforila e ativa HSL, e portanto ndo ocorre
lipolise estimulada por horménios (LAFONTAN & LANGIN, 2009).

Neste mesmo contexto, o lactato produzido pelos adipécitos apds metabolizacdo da glicose,

estimulada por insulina, liga-se ao GPR81, o receptor o6rfao acoplado a proteina G 81.

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) fazem parte da maior e mais diversa familia de
receptores transmembrana. Eles respondem a uma variedade de estimulos como luz e sinais quimicos
(GETHER, 2000), e transmitem sinais para o interior da célula através da interacdo com proteinas G.
Quando estes receptores nao apresentam um ligante fisioldgico relevante definido, sdo denominados
receptores Orfaos (REINSCHEID et al., 1995). Muitos receptores acoplados a proteina G, incluindo os

receptores Orfaos, estdo consideravelmente expressos em tecido adiposo. Merece destaque o GPR81,
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expresso principalmente em tecido adiposo branco e marrom, mas também, de modo limitado, em

figado, rim e musculo esquelético (LIU et al., 2009).

Recentemente, o GPR81 tem sido apontado como um receptor seletivo para o lactato (LIU et
al., 2009; AHMED et al., 2010), o qual, apoés ter sido originado pela metabolizacdo da glicose
estimulada pela insulina, liga-se ao seu receptor, ativando proteina-G-inibitoria que medeia inibicao da
adenilil-ciclase, e que portanto, diminui a produ¢ao de AMPc (KASHAN et al., 2010). A relevancia da
GPRS81 na inibicao da lipdlise, pela insulina, via lactato, pode ser contemplada em modelos de
camundongos deficientes para GPR81, os quais apresentaram menor diminui¢do do AMPc intracelular

do que os camundongos controle, apds serem desafiados com glicose (KASHAN et al., 2010).

Portanto, a regulacdo das concentragdes de AMPc nos adipdcitos pela insulina, envolvem dois
processos distintos: degradagdo do AMPc pela PDE3b, e inibicdo da producdo de AMPc via lactato e
GPRS81 (KASHAN et al., 2010).

Tecido adiposo e a obesidade

A obesidade ¢ um estado caracterizado por alteragdes metabodlicas, dentre as quais, altas
concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres, lactato, insulina e glicose no jejum, e glicose pds-

prandial, mesmo antes do desenvolvimento da intolerancia a glicose (LOVEJOY et al., 1990).

As altas concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres na obesidade sugerem uma alteracao
na lipolise ou na sua captagao pelos adipdcitos (LAFONTAN & LANGIN, 2009). Estudos também
relatam um aumento na lipolise basal no tecido adiposo de obesos (LARGE et al., 1998; WATT et al.,
2005; MAIRAL et al., 2006, FRANCESCONI, 2008), assim como a estimulada (FRANCESCONI et
al., 2006). A lipolise tem sido alvo das industrias farmacéuticas, pois as grandes concentracdes
plasmaticas de acidos graxos livres t€ém relagdo com o desenvolvimento da resisténcia a insulina e da
sindrome metabolica (BODEN, 1997; FRAYAN, 2001). Neste sentido, ¢ plausivel que este possivel
aumento na lipolise de obesos possa ser dectectado ao nivel das enzimas HSL, PDE3b e da proteina
transportadora, AQP7. Sugerimos, portanto que o aumento da via lipolitica acarrete o aumento da HSL
e da AQP7 e diminuicdo da PDE3b ao nivel de expresdo génica, proteina, modificagdes pds-

traducionais e/ou atividade enzimatica.
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Além disso, varios estudos tém relatado diminuicdo da lipogénese em individuos obesos,
(DIRAISON et al., 2002; LETEXIER et al., 2003; SWIERCZYNSKI et al., 2003; MINEHIRA et al.,
2004; RANGANATHAN et al., 2006), sugerindo diminui¢do na expressdo génica, protéica e/ou na
atividade enzimatica da ACC e da LPL. Outros estudos sugerem ainda uma ressintetizagao de TAGs a
partir dos produtos liberados na lipdlise pelo aumento da atividade da enzima glicerol-quinase (GK), no
tecido adiposo de obesos (GUAN et al.,, 2002). O aumento da GK estaria relacionado a maior
capacidade de rentencdo de TAGs, e consequentemente ao desenvolvimento da obesidade, ja que
tenderiam a reutilizar o glicerol liberado na lipdlise. Esta via de ressintetizacdo de TAGs explicaria a
manutengdo de grandes estoques de gordura na obesidade, apesar da elevada lipolise e supressdo da

lipogénese.

O lactato tem sido descrito como o principal metabolito proveniente da glicose em adip6citos,
especialmente nas células maiores (CRANDALL et al., 1983), com cerca de 50 a 70% da glicose
convertida a lactato em adipocitos de obesos (NEWBY et al., 1989). Na obesidade, ha hiperlactatemia
de jejum e ¢ descrito que o lactato provém do tecido adiposo (DIGIROLAMO et al., 1992). Esta
liberacao pode aumentar em 5 a 8 vezes, em comparagdo com eutroficos, e hd uma correlagao positiva
entre IMC e lactato plasmatico (DIGIROLAMO et al., 1992). Estudos sugerem ainda que a glicose,
metabolizada a lactato em tecido adiposo de obesos, entre no adipdcito via GLUT-4, cuja translocacao
ocorre sob estimulo do adrenoceptor o, independente da acdo da insulina (DIGIROLAMO, 1994;
FAWCETT et al., 2000). Tem sido relatado também que esta maior producao de lactato pelo tecido
adiposo na obesidade ¢ resultado da hipdxia local deste tecido (PASSARICA et al.,, 2009;
PASSARICA et al., 2010), que estimula captacdo de glicose via GLUT-1 (WOOD et al., 2007).

Os estudos do Laboratério de Estudo do Estresse (LABEEST)

Nosso grupo realizou estudos farmacologicos objetivando identificar os subtipos de
adrenoceptores envolvidos na produgdo de lactato por adipdcitos isolados de ratos, e verificou que o
subtipo o, esta envolvido com a producdo de lactato em adipdcitos isolados de ratos (GRASSI-
KASSISSE & GELOEN, 2000). Outros estudos foram conduzidos em nosso laboratéorio LABEEST,
com o intuito de elucidar o metabolismo glicidico e lipidico no tecido adiposo, tanto em adipocitos
isolados de humanos eutroficos e obesos mérbidos como em ratos submetidos ao estresse por choques

nas patas e a natagao.
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No estudo de Crege (2007), observou-se a producdo de lactato em adipocitos isolados de tecido
adiposo visceral de humano eutrdfico sob estimulo da noradrenalina, sendo afetada parcialmente pelo
bloqueio dos adrenoceptores a;. A incubacdo dos adipécitos com noradrenalina resultou em produgao
de lactato aumentada quando comparada aos valores basais de cada sexo, tanto nos individuos do sexo
masculino quanto nos individuos do sexo feminino. Descrevemos também que esta produ¢do ndo esta
ligada ao género, quando analisada ponto a ponto, entretanto verificamos maior producdo em mulheres
do que em homens, ao analisarmos a area sobre a curva. A incubag@o dos adipocitos com noradrenalina
e prazosin (antagonista de a; e ap,) ndo alterou a quantidade de lactato induzida pela noradrenalina
sozinha, quando foram analisados os individuos do sexo masculino, ou em todos os participantes da
pesquisa. Este resultado esteve de acordo com outros do laboratério, quando adipdcitos isolados de
ratos Wistar e de individuos obesos foram incubados com prazosin (1uM) (FRANCESONI et al., 2006;
ALMEIDA, 2008).

No estudo de Francesconi (2008), também realizado no LABEEST, verificou-se aumento da
produgdo de lactato em adip6citos viscerais isolados de obesos morbidos por estimulo de agonistas do
receptor adrenérgico a,. Foi analisada também a producao de lactato em adipocitos isolados de obesos
morbidos, mediada pelo adrenoceptor B, utilizando o agonista ndo seletivo, a isoprenalina. Verificou-se
o estimulo para a producdo de lactato, que foi significativo em relagdo a curva concentragdo-efeito da
cirazolina, apenas na concentracdo de 0,001 pM de isoprenalina. Isto demonstrou que os
adrenoceptores B também participariam da producao de lactato em adipocitos isolados de individuos
obesos. Ainda nesta tese, foi observado aumento da lipdlise basal e estimulada nos adipdcitos isolados
de obesos moérbidos, o que sugeriu a necessidade de mais estudos que esclaregam os processos

metabolicos alterados nos obesos, que mantém grandes estoques de TAGs no seu tecido adiposo.

Outro estudo do LABEEST de 2008, Almeida avaliou a captagdo de glicose em adipdcitos
isolados de ratos submetidos ao estresse por choques nas patas. O interesse deste estudo estava em
utilizar este modelo de estresse para investigar as alteragdes metabdlicas relacionadas com a obesidade
e diabetes tipo 2, ja que tais quadros metabdlicos se assemelham. Este tipo de estresse levou ao
aumento significativo na captagdo de glicose estimulada por adrenoceptores a;. Além disso, o
adrenoceptor 3 também aumentou a captacdo de glicose em adipécitos isolados e, o subtipo B,-AR
esteve envolvido na potencializacao da captagao de glicose por cirazolina (agonista de a;-AR). Assim,
a captacdo de glicose nos ratos estressados foi subsensivel a insulina e supersensivel a norepinefrina e

cirazolina. Adrenoceptores a,; sdo os mediadores desses efeitos de captacdo de glicose. Além do mais, a
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estimulacdo por agonista do adrenoceptor 3, pareceu ser mediada por Gs/cAMP em adipdcitos isolados

de ratos controles e mediada por Gi/PI3K sinalizando o caminho em adipdcitos de ratos estressados.

Todos estes resultados, portanto, t€ém direcionado as pesquisas de nosso laboratorio para outros
adrenoceptores que possam estar influenciando a produgdo de lactato, além dos adrenoceptores a;.
Ainda neste estudo, um resultado bastante intrigante foi o destino desta glicose captada via receptores
adrenérgicos: ela estaria sendo metabolizada a triacilglicerdis, e ndo a lactato. Isto porque as
concentragdes de lactato basal liberadas pelos adipocitos isolados permaneciam inalteradas, embora o
rato apresentasse hiperlactatemia. Somado a isso, o tamanho dos adipécitos isolados do paniculo
epididimal permanecia inalterado (PINHEIRO et al., 2007), apesar da sua lipdlise basal aumentada
(FARIAS-SILVA et al., 1999), o que contrariou outros estudos realizados em animais controle, nos
quais a glicose que entrava nesta via era predominantemente metabolizada a lactato (HAGSTROM-
TOFT et al.,, 1993; FAINTRENIE & GELOEN, 1998). Cabe ressaltar que estes ultimos dados da
literatura ndo sdo provenientes de modelos de estresse e entdo o ambiente hormonal e metabdlico
observado no estresse pode de alguma forma, alterar a % de glicose que é metabolizada a TAG ou

lactato.

O estudo de Hatore (2006), como ja citado, observou aumento da liberagdo de lactato em
adipocitos isolados de ratos submetidos a natagdo, que foi concentragdo-dependente na faixa nanomolar
de catecolaminas, até certo ponto, a partir do qual houve inibicdo desta liberacdo, nas quais

possivelmente a lipdlise ¢ estimulada.

Apbs esta breve revisao dos estudos de nosso laboratorio, sobre as alteragdes no metabolismo
glicidico e lipidico em humanos obesos morbidos e ratos submetidos ao estresse por choque nas patas e
a natagdo, propomos o seguinte modelo de alteragdes fisioldgicas presentes na obesidade em humanos:
o tecido adiposo apresentaria uma alteragdo de sensibilidade a insulina, o que estaria relacionada a
elevagdo da glicemia, que estimularia o pancreas a produzir e liberar a insulina, levando a
hiperinsulinemia. Como se constatou uma hiperlactatemia, ¢ maior producdo de lactato em adipdcitos
isolados destes obesos, sob estimulo de agonistas a; adrenérgicos, além de outros ARs, infere-se que a
entrada de glicose seria insulino independente, pela via acionada por estes receptores ativados, apos a
qual seria metabolizada a lactato. Este lactato, também contribuiria para a hiperinsulinemia, pois sdo
precursores na gliconeogénese hepatica. Frente a observagao da maior lipolise basal e estimulada destes

adipdcitos isolados, e a supressdo das vias lipogénicas, sugeridas por estudos da literatura, coexistindo
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com grandes estoques de TAGs nos seus adipdcitos, sugerimos que o destino da glicose seria a
lactatogénese, e os produtos da lipdlise seriam reesterificados, contribuindo para a manutencio de

grandes reservas de TAGs no adipdcito.

Neste contexto, objetivamos quantificar a expressdo de alguns genes implicados na
metabolizacdo da glicose a lactato (LDHA) e na sintese de TAGs (ACC, LPL e GK), assim como de
genes envolvidos na lipdlise (LIPE, PDE3b) e no destino do glicerol, originado por esta lipdlise
(AQP7). E por fim, quantificar o gene GPR81, o qual medeia a inibicao da lipdlise pelo lactato, no
contexto da obesidade, caracterizada por elevada lipdlise e lactatogénese. Objetivamos, portanto,
elucidar, sob o enfoque da expressdo génica, quais mecanismos no metabolismo glicidico e lipidico
estdo alterados no tecido adiposo visceral do obeso (em comparacdo com o eutréfico) os quais, de
modo geral, contribuem para a manutencao de seus grandes depdsitos de gordura, € que embasam as

alteragdes patologicas encontradas na obesidade.
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2. OBJETIVOS

Geral

Avaliar a expressdao de genes envolvidos na lactatogénese, lipogénese e lipdlise em tecido

adiposo visceral (omento ou epiplon) isolado de humanos eutroficos e obesos.

Especificos

Avaliar a expressdo quantitativa de genes através da técnica de Real-Time PCR em tecido
adiposo visceral isolado de humanos eutroficos (18,5 < IMC< 24,9) e obesos (IMC>30), submetidos a
cirurgia bariatrica ou a cirurgia de colecistectomia ndo laparoscopica e a herniorrafia. Os seguintes
genes relacionados aos processos de lactatogénese, lipogénese e lipdlise, precedidos das suas funcdes

especificas, foram avaliados:

- Lactatogénese (sintese de lactato): Lactato-desidrogenase (LDHA)

- Lipogénese (sintese de TAG a partir da glicose): Acetil-CoA-carboxilase (ACCA)

- Lipogénese (sintese de TAG a partir da do glicerol): Glicerol-quinase (GK)

- Lipogénese (hidrolise de TAGs circulantes na membrana do adipdcito): Lipoproteina lipase (LPL)
- Lipdlise (hidrolise de TAGs): Lipase hormonio sensivel (LIPE)

- Lipélise (hidrolise de AMPc): fosfodiesterase (PDE3b)

- Lipdlise (saida de glicerol do adipocito): Aquaporina 7 (AQP7)

- Lipolise e Lactatogénese (inibicao da lipolise pelo lactato): Receptor 6rfao da proteina G (GPR81)
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Sujeitos experimentais

Os voluntarios deste estudo foram homens e mulheres, com idade entre 25 a 59 anos, eutroficos
(18,5 <IMC< 24,9) e obesos (IMC>30). Amostras de tecido adiposo visceral (omento ou epiplon) dos
voluntarios obesos eram coletadas nas cirurgias bariatricas, realizadas pela equipe dos doutores José
Carlos Pareja e Elinton Adami Chaim no Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas,
UNICAMP. O epiplon dos voluntarios eutroficos era fornecido apds as cirurgias de colecistectomia nao
laparoscépica e herniorrafia, pela equipe do doutor Henrique José Virgili Silveira, do Hospital Estadual

de Sumar¢ — Sumaré, SP.

Estes sujeitos passaram por uma avaliagdo médica e exames de sangue de rotina realizados
antes da cirurgia, conforme o estabelecido pelas normas do Hospital das Clinicas da UNICAMP e do
Hospital Estadual de Sumaré, sendo selecionados como possiveis doadores de tecido aqueles que
estiverem aptos a realizar a cirurgia, desde que concordassem assinando o termo de consentimento livre
e esclarecido (anexo I — Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido). Estas pessoas selecionadas
passaram por uma anamnese especifica que avaliou, entre outros itens, as medidas corporais para
definir o padrio de distribui¢do da gordura (relagio cintura/quadril [somente nos obesos] ¢ Indice de
Massa Corporal - IMC = peso/altura® [nos eutroficos e obesos]) e a condi¢do necessaria para a

formacdo de um grupo homogéneo a ser estudado (ver anexo I “Termo de consentimento”).

Também avaliamos na populacdo obesa as seguintes medidas antropométricas: altura (cm), peso
(kg), circunferéncias (cm) do pescoco, da cintura, do quadril, da coxa, do punho e do abdoémen,;
quantidade de gordura (em porcentagem e em kg) e de massa muscular (kg). A coleta de algumas
medidas foi em apenas parte da populagdo e o niimero de colaborados esta indicado na coluna referente

an.

Os estudos moleculares foram realizados no Laboratorio de Estudo do Estresse (LABEEST), no
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional antigo Depto de Anatomia, Biologia Celular e
Fisiologia, Instituto de Biologia, UNICAMP e no Laboratério de Gastroenterologia Experimental, do
Gastrocentro, UNICAMP.
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O isolamento e a morfometria de adipdcitos isolados foram realizados no Laboratorio de Estudo
do Estresse (LABEEST), e no Laboratério de Nutricdo e Cancer, ambos no Depto de Anatomia,

Biologia Celular e Fisiologia, Instituto de Biologia, UNICAMP.

As analises plasmaticas foram realizadas no Hospital das Clinicas da UNICAMP e no Hospital
Estadual de Sumaré. Estas informagdes foram coletadas dos prontudrios dos pacientes. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, Campinas,

sob o nimero 412/2011, processo 0355.0.146.000-11.
3.2 Coleta do Tecido no momento da Cirurgia

Parte do tecido adiposo visceral foi colocada em recipiente estéril, contendo aproximadamente
200 mL de solugio KREBS-RINGER-HEPES (KR-HEPES) fria (+4°C), pH 7,4 ¢ levado
imediatamente ao laboratério para se realizar o isolamento e a morfometria dos adipocitos. O preparo
do tampao KR-HEPES envolve duas etapas. A primeira delas ¢ a preparagdo de 200 mL do tampao
KREBS-RINGER (KR), que ¢ constituido por solu¢do de NaCl (0,154 M), de KCI (0,154 M), de
CaCl,.2H,0 (0,110 M), de KH,PO4 (0,154 M), de MgS04.7H,0 (0,154 M). Em seguida ¢ feita uma
mistura deste tampdao KR com NaHCOj3, na propor¢ao de 91% de KR e 9% de NaHCOs3 Para completar
o tampdo, sdo adicionados a glicose (6 mM) e o Hepes (25 mM). Para a realizagdo da digestdo do
tecido adiposo, foi preparada uma nova solugdo de KR-HEPES, porém com adi¢ao de albumina sérica
bovina (BSA, fracdo V, livre de 4cidos-graxos) (30 g/L). Este novo tampao recebe o nome de KRBA
(KREBS-RINGER BICARBONATO ALBUMINA). Outra parte do tecido coletado foi colocada em
tubo falcon de 50 mL, o qual foi imerso em nitrogénio liquido e levado imediatamente para o
laboratdrio, onde uma aliquota de aproximadamente 300 mg de tecido adiposo visceral foi politronada
em 1,0 mL de reagente Trizol (Invitrogen - Life Technologies) e armazenada em biofreezer a -80 °C

para posterior extracdo do RNA.
3.3 Isolamento de adipécitos e morfometria

Os procedimentos de isolamento e morfometria de adipodcitos do tecido adiposo humano foram
realizados segundo Pinheiro et al. (2007), com adaptacdes para tecido humano e sdo descritos a seguir.
Adipdcitos foram isolados do tecido adiposo visceral (omento ou epiplon), por uma modificagdo no
procedimento original de Rodbell (1964). O tecido adiposo foi pesado (de 2 a 3 g), picado e digerido

em tubo falcon (50 mL) contendo 6 mL de tampao KRBA, com a adi¢ao de 1 mg/mL de colagenase
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(tipo 2, Clostridium histoliticum). O tubo foi agitado em banho metabolico, com 60 ciclos/min a 37°C,
durante 45 minutos. A suspensao celular resultante foi filtrada através de uma malha de nylon (200 pm)
para um novo falcon. Com o auxilio de uma pipeta de 5 mL, o infranadante foi removido,
permanecendo no interior do tubo apenas as células. Em seguida, adicionamos 6 mL do tampao KRBA
e esperamos 3 minutos até que a maioria dos adipdcitos flutuassem. Este procedimento de aspiragdo do
KRBA infranadante e lavagem de cé¢lulas foi repetido por mais 3 vezes (CREGE, 2006;
FRANCESCONI, 2008). Apos a tltima lavagem, o volume de 1 mL do sobrenadante de células foi
pipetado para outro tubo falcon, e o volume deste foi preenchido até¢ 12,5 mL (adaptado de RODBELL,
1964) . Uma aliquota de 100 puL da suspensao celular final foi pipetada em um tubo de ensaio contendo
900 uL de KRBA, para se obter dilui¢do de 1:10. Desta nova suspensdo celular, foram pipetados 10 pL
em uma camara de Mallassez para registro fotografico e posterior medi¢do utilizando o software
IMAGE PRO PLUS ANALYSER apoés captura de imagem através do microscopio Leica (area

analisada de 632um).

3.4 Q-PCR

3.4.1 Extracao de RNA total

RNA total foi extraido de cerca de aproximadamente 300 mg de tecido adiposo humano
visceral, através da adi¢do de 1,0 mL de reagente Trizol (Invitrogen - Life Technologies). O tecido foi
homogeneizado em politron e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds este processo a
amostra foi congelada em biofreezer a -80 °C para posterior extragdo do RNA. Em seguida, 200 pL de
cloroférmio foram adicionados e as amostras vigorosamente homogeneizadas durante 15 s. Apds
incubacdo de 3 min a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g durante 15
min a 4 °C. O volume correspondente a fase aquosa foi transferido para outro tubo € o RNA precipitado
através da adi¢ao de 500 pL de alcool isopropilico, seguido de 10 min de incubacdo a temperatura
ambiente. Nova centrifuga¢do a 12.000 g durante 15 min a 4 °C sera realizada, o pellet obtido foi
lavado em seguida com 1 mL de etanol 75%, centrifugado a 7500 g por 10 min a 4 °C e,
posteriormente, lavado com 1 mL de etanol 100%. O etanol foi descartado e o pellet parcialmente seco
a temperatura ambiente. As amostras foram ressuspensas em 20 pl. de agua mili Q. A integridade do
RNA obtido foi verificada através de eletroforese em gel de agarose para visualizacdo das unidades
ribossomais 28 e 18S apos coloragdo com gel red , e a quantificagdo do mesmo foi obtida através de

leituras de absorbancias a 260 e 280 nm em aparelho Genequant (Pharmacia Biotech).
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3.4.2 cDNA

Para a produgdo do cDNA, utilizamos o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), sendo a concentrag¢do final do cDNA de 3,0 pg. Este
cDNA foi diluido segundo a concentragdo necessaria para a amplificagdo eficiente de cada gene, sendo

esta eficiéncia verificada segundo método descrito abaixo.
3.4.3 Reacoes do Q-PCR

Os genes elegidos para o estudo da sua expressdo quantitativa em eutroficos e obesos foram
especificos para os adipocitos, uma vez que todo o tecido adiposo visceral foi usado para extragdo de

RNA, ou seja, os adipdcitos ndo foram isolados.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema TagMan"' (Applied
Biosystems), que ¢ constituido por um par de primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. Para

os seguintes genes, utilizamos os respectivos assays (TagMan"™ - Applied Biosystems):
- Lactato-desidrogenase (LDHA): Hs00855332 gl
- Acetil-CoA-carboxilase (ACCA): Hs00167385 m1
- Glicerol-quinase (GK): Hs00832267 sl
- Lipase hormonio sensivel (LIPE): Hs00943410 m1
- Fosfodiesterase (PDE3b): Hs01057213 m1
- Lipoproteina lipase (LPL): Hs00173425 m1
- Receptor orfao da proteina G (GPR81): Hs00261411 sl
- Aquaporina 7 (AQP7): Hs00357359 ml

O gene Ciclofilina A (TagMan™ - Applied Biosystems), assay Hs99999904 m1, foi escolhido
como controle endogeno da reagdo (ORTEGA et al.,2010), o qual serve para normalizar a expressao do

gene de interesse nas diferentes amostras. Os primers foram marcados com o fluor6foro FAM.
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Antes de se iniciarem os experimentos de quantificacdo relativa da expressao de qualquer gene,
realizamos a validagdo do sistema gene alvo, no caso, LDHA, ACCA, GK, LIPE, PDE3b, LPL, GPR81
e AQP7 com o controle enddgeno ciclofilina. Verificamos que as eficiéncias de amplificacdo dos genes
foram proximas a 100%. Esse passo € essencial para que o controle endogeno possa ser utilizado para

normalizar os valores de expressado relativa do gene de interesse.
3.4.4 — Validacao da eficiéncia dos genes de interesse

A validagdo consistiu na amplificacdo, tanto com os primers dos genes de interesse quanto com
o do controle enddgeno, dos cDNAs de triplicatas de concentragdes diferentes (diluicdes seriadas) de
uma amostra escolhida aleatoriamente. Em seguida, foi construida uma curva padrao a partir do
logaritmo da concentragao das amostras pelo Ct [Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de
amplificacdo atravessa o limiar de deteccdo (Threshold), o qual ¢ definido arbitrariamente]. Nessa
curva, foram obtidos os valores da inclinagdo (slope) da curva e da confiabilidade das réplicas (R2).
Dessa forma, a eficiéncia do um sistema foi calculada através da formula: E = 1079 1. Para a placa
de validagao do gene LDHA, ACCA, GK, LIPE, PDE3b, LPL, GPR81 ¢ AQP7, foram feitas triplicatas
de uma amostra de cDNA de tecido adiposo visceral de humano em 7 concentragdes diferentes

(diluigdes seriadas de 5x).

Ap6s o calculo das eficiéncias de amplificacdo de cada gene de interesse e do controle
endogeno, foi construido um grafico de dispersdo, o qual tem por finalidade definir qual ¢ a amplitude
de concentragdes para as quais o sistema ¢ eficiente. Para a constru¢do do grafico, foram utilizados os
mesmos valores de logaritmo da concentragdo das amostras no eixo X e a diferenga entre as médias dos
Cts do controle endogeno e as médias dos Cts do gene de interesse para cada concentracdao no eixo Y.
A seguir, obteve-se uma linha de tendéncia para estes valores, a qual possui uma equagdo de reta na
qual é possivel verificar o valor da inclinacdo desta reta. Para que um sistema seja considerado
eficiente, o valor da inclinagdo deve ser menor que 0,1 (quanto mais proximo de zero for este valor,
menor ¢ a inclinagdo da curva e, portanto, mais constante ¢ a diferenca entre as médias dos Cts do gene
de interesse e do controle endogeno). Os pontos no grafico, correspondentes as concentragdes, que
estiverem mais proximos a linha de tendéncia sdo considerados validados (o sistema tem 100% de

eficiéncia nestas concentragdes).

A concentragdo de amostra validada como eficiente para os genes LDHA, ACCA, GK, LIPE,
PDE3b, LPL, GPR81 ¢ AQP7 foi de 40,0 ng de cDNA.
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Para a quantifica¢do relativa dos genes em estudo, as reacdes de PCR em tempo real foram
realizadas em triplicata a partir de: 6,25 pL de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystmes, Foster City, CA, USA) 2x, 0,625 uL da solugdo de primers e sonda, 1,625uL de agua e 4,0
uL de cDNA (40ng de cDNA) , sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 uL. de 4gua ao invés
do cDNA. As condigdes de ciclagem utilizadas foram: 50 °C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40
ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os valores da expressdo génica relativa foram
obtidos pela analise dos resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

A expressdao do gene alvo foi avaliada comparativamente com o controle endogeno (gene

ciclofilina), portanto, de modo relativo, determinada pelo calculo pact

, € as expressdes génicas
comparativas entre amostras também foram calculadas de modo relativo, em relagdo a uma amostra
escolhida como controle. Estes calculos estdo descritos em ABI PRISM 7700 Sequence Detection

System User Bulletin #2 para o PCR quantitativo.
3.4.5 Anilise Estatistica dos Resultados

Todos os resultados foram expressos como médias + EPM de experimentos, realizados nos 4
diferentes subgrupos. Os valores foram analisados através de teste ¢ de Student, para comparar dois
grupos experimentais, ¢ ANOVA seguida do teste de Tukey, quando comparamos mais de dois grupos
experimentais, usando Prisma Software, e com p<0,05 indicativo de significancia. Em algumas
andlises, foram realizados ambos os testes (ANOVA e Tukey), dentre os quais foi citado nos rodapés

das tabelas apenas o teste com diferencga significativa (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Sujeitos

A descri¢do da populagdo estudada quanto a idade e ao IMC encontra-se na tabela abaixo

(Tabela 1).

Tabela 1: Idade (anos) e indice de massa corporea (IMC = kg/mz) dos individuos analisados.

EUTROFICO OBESO

Homens Mulheres  Homens  Mulheres

(n=2) (n=6) (n=5) (n=8)
Idade (anos) 56+2 51,243,3 432438 37,1+4,1"
IMC (kg/m®) 20,4+0,3 22,9408  42,9+22% 42,6+2,1*

Os valores estdo expressos em média + EPM, e o n indica o nimero de individuos analisados.

# Mulheres eutrdficas vs mulheres obesas (p<0,05, teste ¢ Student).

*Homens eutroficos vs Homens obesos; Mulheres eutroficas vs Mulheres obesas (p<0,05, ANOVA
seguida do teste de Tukey)

As seguintes medidas antropométricas foram avaliadas na populacdo obesa: altura (cm), peso
(kg), circunferéncias (cm) do pescoco, da cintura, do quadril, da coxa, do punho e do abdomen;
quantidade de gordura (em porcentagem e em kg) e de massa muscular (kg). A coleta de algumas
medidas foi em apenas parte da populagdo e o niimero de colaborados esta indicado na coluna referente

an (Tabela 2)



31

Tabela 2: Medidas antropométricas dos voluntarios obesos.

OBESOS

Homens n Mulheres n
Altura (cm) 174 +33 5 156,4 +1,7* 8
Peso (kg) 129,8+4,9 5 104,9+5,9" 8
Pescogo (cm) 429+19 5 38,6 +1,2 7
Cintura (cm) 1344+ 4,1 5 1152 +1,9*% 7
Quadril (cm) 125.8 +7,8 5 127,7 +5,7 7
Coxa (cm) 63,4+43 5 63+4 7
Punho (cm) 20,2+0,4 5 18,8 + 0,4 5
Abdomen (cm) 140,4 +2,8 5 132 +5,2 6
Gordura (Kg) 46,5+29 5 47,7+42 7
Gordura (%) 356+1,2 5 45 +1,4% 7
Massa Muscular (kg) 83,4+2,3 5 57,3 +2,9* 7

Os valores estdo expressos em média + EPM, e o n indica o nimero de individuos analisados.
*Homens obesos vs mulheres obesas (p<0,05, teste # Student)
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Morfometria

Adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral (epiplon ou omento) foram fotografados e sua
morfometria analisada. Abaixo, 4 fotomicrografias referentes aos 4 subgrupos analisados: homens

eutréficos, mulheres eutroficas, homens obesos e mulheres obesas (Figura 1).

b. Homem Eutroéfico a. Mulher Eutrofica
d. Homem Obeso ¢. Mulher Obesa

Figura 1: Fotomicrografias obtidas de microscopio optico em aumento de 10 vezes, de adipdcitos
isolados de epiplon em cdmara de Mallassez, proveniente de a) Homem Eutrofico; b) Mulher

Eutréfica; ¢) Homem Obeso; d) Mulher Obesa.
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Como voluntarias eutréficas menopausadas participaram da analise morfométrica de
adipocitos, comparamos a morfometria destas células entre pré-menopausadas e menopausadas
(Tabela 3), a fim de validar a constituicdo de um grupo homogéneo de mulheres eutrdficas (Tabela

4). Com relagdo ao grupo de obesas, todas sdo pré-menopausadas.

Tabela 3: Didmetro (um) e Area (um?) de adipocitos isolados de Mulheres Eutréficas Menopausadas

¢ Pré-menopausadas

MULHERES EUTROFICAS
Pré-menopausadas Menopausadas
Didmetro 1046 9747
_ (pm)
Area (um®) 8491+1006 7469+1070

Os valores estdo expressos em média +EMP, e o n indica o nimero de individuos analisados.

Uma vez que nao foram detectadas diferencas significativas entre pré-menopausadas e
menopausadas, justificamos portanto, a consolidacdo do grupo de mulheres eutréficas, quanto a
morfometria de adipécitos.

A analise morfométrica indica diferenca significativa no tamanho dos adipocitos isolados de
homens obesos, sendo 71% e 180% maiores que os adipdcitos de homens eutroficos e 44% e 89%
maiores que os provenientes de mulheres obesas, no que diz respeito, respectivamente, ao didmetro e
a area. Por outro lado, ndo houve diferencas no tamanho (didmetro e area) de adipocitos isolados entre

mulheres eutroficas e obesas e entre ambos os géneros (homens e mulheres) de eutroficos (Tabela 4).

Tabela 4: Didmetro (um) e Area (um?) de adipécitos isolados de Homens Eutréficos (HE), Mulheres
eutroficas (ME), Homens Obesos (HO) e Mulheres Obesas (MO).

HE ME HO MO
Diémetro (um) 75+12 103 +7 128 + 2% 89+ 7
Area (um?) 4611 + 1540 7151 + 887 12929 +479* | 6833 + 1054*

*Homens Eutroficos vs Homens Obesos; Homens Obesos vs Mulheres Obesas (ANOVA, seguido de
teste Tukey, e teste ¢ Student, p<0,05)
# Homen Obesos vs Mulheres Obesas (teste ¢ Student, p<0,05)
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Embora diferencas sexuais ainda ndo tenham sido sistematicamente estudadas quanto ao
nimero e tamanho de adipdcitos viscerais (SYMONDS, 2011), nossos valores aproximam-se dos
encontrados na literatura, sendo estes maiores, com relagdo aos valores de mulheres obesas (~130 pm:
SPALDING et al., 2008) e menores, relacionados aos de mulheres eutroficas (~80 pm de didmetro:
DROLET et al., 2008) e de homens obesos (~111 um de diametro: BOIVIN et al., 2007; 120 um de
didametro: SPALDING et al., 2008), com a excecdo dos valores de homens eutréficos (~750-1.500 pm®

de area: LANGOUCHE et al., 2010), muito menores que os encontrados pelo presente estudo.

Os dados antropométricos referentes a porcentagem de gordura corporal dos voluntarios obesos
de ambos os géneros (Tabela 2) revelam valores consideravelmente elevados deste parametro com
relacdo aos valores de referéncia de eutrdficos (15 e 25% de gordura em homens e mulheres). Embora
mulheres obesas apresentem quase 10% a mais de gordura que homens obesos, 30% e 20% a mais,
respectivamente, que os valores de referéncia de homens e mulheres eutroficos, seus adipdcitos nao
apresentam diferencas de tamanho com relacao aos eutréficos de ambos os géneros. Por outro lado,
mesmo apresentando menor % de gordura que mulheres obesas, os homens obesos apresentam o0s

maiores adipocitos, com relagdo a todos os outros grupos.

A expansao do tecido adiposo visceral em homens obesos parece ser predominantemente
devido ao processo de hipertrofia do adip6cito, e em mulheres obesas, devido a hiperplasia desta célula,
j& que os adipocitos provenientes destas ndo apresentam diferencas significativas com relacdo aos

advindos de eutroficas.

Sugere-se entdo que mulheres possam apresentar maior nimero de adipocitos que homens, o
que pode ser atribuido ao efeito do estrégeno, e, portanto o seu tecido adiposo pode armazenar maiores
quantidades de TAGs, sem, no entanto ocasionar um aumento significativo no tamanho dos adipocitos.
Isto pode ser observado pela maior % de gordura em mulheres do que em homens eutroficos, sem que
diferengas no tamanho destes adipocitos possam ser encontradas (Tabela 4). Da mesma forma,
mulheres obesas apresentam maiores % de gordura que homens obesos (Tabela 4), porém os maiores
adipocitos destes individuos representam justamente a elevacao do acimulo de TAGs, em um numero
reduzido de células. A gordura nas mulheres, pode ainda estar sendo preferencialmente armazenada na
regido gluteo-femoral (subcutdnea), ao contrario dos homens, que armazenam preferencialmente na

regido abdominal (visceral), o que também pode explicar o aumento dos adipdcitos viscerais somente
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nos homens. Estudos sobre a influéncia do género sobre a obesidade conferem ao estrogeno este efeito

protetor, ja que inibem a deposi¢do da gordura na regido abdominal.

A diferenga no tamanho destes adipdcitos viscerais traz importantes implicacoes
patofisioldgicas: maior tendéncia a lipdlise e, portanto, a elevadas concentragdes de AGLs plasmaticos,
podendo levar a lipotoxicidade, como também maior liberacdo de citocinas inflamatérias. O presente
estudo, no entanto detectou maior expressdo génica de LPL e de LIPE, e possivelmente maior
lipogénese e lipdlise, no epiplon de obesas em relacdo as eutrdficas, o que nao foi observado em
homens obesos comparados com eutrdficos. Estes resultados sugerem que os adipdcitos de obesas
possam apresentar um turnover de lipideos mais intenso e provavelmente ¢ o que explica a auséncia de
alteracdes significativas na morfometria destes adipdcitos. Até o0 momento ndo ha relatos na literatura
indicando as causas destas alteragdes para esta populagao de obesas, € se hormonais quais seriam 0s

hormonios envolvidos.
PCR-Real Time

Apos a extragdo do RNA das amostras de tecido adiposo de epiplon de eutrdficos e obesos, a
integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel de agarose para visualizacdo das
unidades ribossomais 28 ¢ 18S apo6s coloragdo com gel red (Figura 2). A andlise do gel revelou que as

amostras de RNA estavam integras.

Amostra 110217.1 (HO)
Amostra 110216.21 (ME)
Amostra 110216.11 (ME)

Amostra 110203.1 (MO)

Amostra 110124.1 (MO)

Amostra 101216.1 (HO)

Amostra 101209.1 (MO)

Amostra 101130.1 (MO)

Amostra 100930.1 (HO)

Amostra 100819.1 (MO

Figura 2: Fotografia de gel de agarose com amostras de RNA extraido de tecido adiposo de
epiplon de homens obesos (HO) e mulheres eutréficas (ME) e obesas (MO) de eutroficos e
obesos morbidos
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A quantificacdo do mesmo foi obtida através de leituras de absorbancias a 260 e 280 nm em

aparelho Genequant (Pharmacia Biotech) (Tabela 5).

Tabela 5: Analise das amostras de RNA extraido de homens eutréficos (HE) e obesos (HO) e mulheres
eutroficas (ME) e obesas (MO), em Nanodrop.

Amostra C"“ce“t(rlf‘g?/i‘;)de RNA " A260  A280 260280 260/230%
100819.1 (MO) 3521,5 88,038 47,875 1,84 2,02
100930.1 (HO) 404 10,099 5,674 1,78 1,61
101130.1 (MO) 1030,4 25,761 13,596 1,89 1,73
101209.1 (MO) 920,3 23,008 12,115 1,9 1,7
101216.1 (HO) 392,9 9,823 5,261 1,87 1,08
110124.1 MO) 2409,1 60,226 30,332 1,99 1,88
110203.1 (MO) 10553 26,382 13,837 1,91 1,8
110216.11 (ME) 837,4 20,935 10,818 1,94 1,87
110216.21 (ME) 51,7 1,293 0,806 1,6 0,52
110217.1 (HO) 1009,2 25231 12,759 1,98 0,72
100610.1 (HO) 201 5,024 2,755 1,82 1,78
100902.2 (MO) 794,6 19,886 10,555 1,88 1,72
100916.2 (HO) 697,1 17431 9,666 1.8 2,15
110302.12 (ME) 503,4 12,584 6,951 1,81 1,37
110302.22 (HE) 781,6 19,539 10,387 1,88 1,64
110316.11 (HE) 4314 10,785 5,945 1,81 1,89
110316.22 (ME) 507,7 12,694 7,129 1,78 1,66
110316.32 (ME) 695 17376 9,714 1,79 0,76
110316.41 (ME) 650,4 16259 8,736 1,86 1,86
100701.2 (MO) 576,5 14414 7,191 2 1,42
100527.2 (MO) 5292 13231 6451 2,05 1,49

*A andlise da pureza do RNA leva em consideragdo a razdo entre a leitura da amostra na absorbancia a
260 nm e a 280 nm, que ¢ o comprimento de onda definido para leitura de proteinas e afins e 260nm e a
230nm, que ¢ o comprimento de onda para leitura de compostos organicos. Para resultados satisfatorios

em PCR em tempo real ¢ desejavel que o valor de ambas razdes estejam proximas a 1,8 ou maiores.

Como a maioria das amostras apresentou valores das razdes 260/280 e 260/230 proximos a 1,8,
revelando a presenca de poucos contaminantes, e todas as amostras de RNA estavam integras, todas

foram utilizadas para as reagdes de PCR quantitativo.
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Avaliacao da expressao génica no tecido adiposo
LIPE

A andlise de expressdo génica mostrou diferenga significativa na expressdo do gene LIPE
(referente a enzima HSL) no epiplon, entre mulheres eutroficas e mulheres obesas, enquanto que ndo
foi encontrada diferencga significativa em homens eutréficos e homens obesos. Mulheres obesas (MO)
expressam 49% a mais o gene LIPE que mulheres eutroficas (ME) (p=0,021), ao passo que homens
obesos (HO) expressam 37 % a mais este gene que homens eutréficos (HE), porém esta diferenga nao

apresenta significancia (p=0,47) (Figura 3).
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Figura 3- Expressao génica de LIPE em tecido adiposo da regido do epiplon de humanos. a) expressao
génica em tecido adiposo de homens eutréficos (HE, n=2) e homens obesos (HO, n= 5); b) expressdo
génica em tecido adiposo de mulheres eutroficas (ME, n=6) e mulheres obesas (MO, n=8).
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No estudo de Francesconi (2008), foi relatado aumento da lipdlise basal e estimulada por
catacolaminas em adipocitos isolados de epilon de obesos moérbidos, se comparados aos eutréficos, sem
distingao entre os géneros. O aumento significativo na expressdo de LIPE somente em mulheres obesas
obervado no presente estudo, distingue-se, portanto dos dados de Francesconi (2008).

Os estudos da literatura, com modelos animais € humanos, in vivo € in vitro, sio bastante
controversos, com resultados variados. H& estudos in vivo que relatam aumento geral da lipolise em
individuos obesos, o qual ndo ¢ observado, se a massa de gordura ¢ levada em conta (COPACK et al.,
1994). Da mesma forma, estudos com microdidlise em obesos, apds uma noite de jejum, revelaram que
a taxa lipolitica por massa de tecido adiposo, foi normal, se comparada aos valores de eutrdficos
(JANSSON et al., 1992). Outros estudos revelaram que a taxa de lipdlise basal in vitro ¢ maior nos
adipdcitos de obesos do que nos de eutréficos (LARGE et al., 1998; WATT et al., 2005; MAIRAL et
al., 2006); ndo observa-se esta diferenca se o tamanho dos adipdcitos ¢ levado em conta, j4 que os
adipocitos de obesos sdo maiores (TCHERNOF et al., 2006).

Ou seja, todos estes estudos sugerem resultados variados em fungdo da forma de analise
elegida: em termos absolutos, parece haver aumento da lipolise, o que provavelmente explica o
aumento das concentracdes plasmaticas de NEFA (LAFONTAN & LANGIN, 2009), mas em termos
relativos, a lipolise relativa, por quantidade de proteina ou gordura da célula adiposa, parece ndo diferir
entre eutroficos e obesos.

No estudo de Francesconi (2008), o qual se detectou maior lipolise em obesos, se comparados
com eutroficos, foi realizada a quantificagcdo absoluta de glicerol liberado por célula, pois sempre foi
considerado o mesmo numero de células no meio de incubagdo ou seja 10° cels/mL, sem a relativizagio
da lipdlise por quantidade de lipideo ou proteina. Como no presente estudo, avaliou-se a morfometria
de adipdcitos, revelando aumento significativo no tamanho destas células somente nos homens obesos,
se comparados com homens e mulheres eutroficos e mulheres obesas, sugerimos que a diferenca entre
as taxas de lipdlise entre mulheres seja ainda mais pronunciada ao se levar em conta a relativiza¢ao da
lipdlise por massa gorda. Da mesma forma, acreditamos que a diferenca, sem significancia, entre a taxa
lipolitica de homens eutréficos e obesos, seja ainda menor nesta relativizagao. Na literatura, os dados
sdo preferencialmente direcionados a analise de homens, e neste caso, nossos dados parecem
corroborar muitos estudos da literatura, nos quais as taxas lipoliticas por massa gorda, entre homens
eutroficos e obesos sdo iguais.

Podemos inferir, portanto, que o aumento da lipolise estimulada em mulheres obesas seja

devido ao aumento da expressdo da LIPE, e que o tamanho dos seus adipécitos ndo difere se
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comparado com mulheres eutroficas, devido justamente, a esta maior lipdlise, sustentada por estudos
prévios funcionais (FRANCESCONI, 2008) e pelo atual estudo molecular.

Os estudos das lipases ao nivel da expressdo de RNAm e proteina, e sua atividade in vitro
também apresentam resultados variados. Existem estudos que relatam menor expressao de HSL na
obesidade e lipdlise basal aumentada (LARGE et al., 1998; WATT et al., 2005; MAIRAL et al., 2006)
sugerindo o aumento na atividade de outras lipases, como a ATGL. Neste contexto, alguns estudos nao
apresentaram diferengas na expressio de RNAm de ATGL na obesidade (LANGIN et al., 2005;
MAIRAL et al., 2006). Outros estudos, por outro lado, verificaram reducao do ATGL RNAm no tecido
adiposo de individuos insulino-resistentes, independente da sua adiposidade (JOCKEN et al., 2007).
Em estudos com camundongos geneticamente obesos, os resultados sdo contraditérios: elevacao
(VILLENA et al., 2004; LAKE et al., 2005) ou diminui¢ao (VILLENA et al., 2004) da expressao de
RNAm de ATGL nos seus adipocitos. Uma pesquisa realizada com tecido adiposo subcutianeo e
visceral de eutréficos e obesos detectou aumento significativo na expressao de RNAm de ATGL e HSL
em tecido adiposo subcutaneo e visceral de individuos obesos, se comparados com eutroficos, o que
corrobora com o aumento da LIPE no paniculo visceral de mulheres obesas no presente estudo, e com o
aumento das lipolises basal e estimulada em obesos no geral, em Francesconi (2008). Neste mesmo
estudo, a expressdo da proteina ATGL foi menor em tecido adiposo subcutaneo de obesos, enquanto
que no visceral, ndo houve alteragdo. A atividade basal das lipases de TAG in vitro foi menor no tecido
subcutaneo, mas no visceral, ndo houve diferenca. O RNAm de ATGL foi correlacionado
positivamente com o indice HOMA dos individuos obesos, os quais apresentavam uma alteragdo de
sensibilidade a insulina (STEINBERG et al., 2007), o que corrobora outros estudos, nos quais havia
inibicao transcricional da ATGL e aumento de ATGL RNAm em modelos murinos deficientes de
insulina ou com resiténcia a insulina (KRALISCH et al., 2005; KERSHAW et al., 2006; KIM et al.,
2006). Estes dados sugerem que a elevacdo do ATGL RNAm no tecido adiposo de obesos parece estar
relacionado a resisténcia a insulina, e ndo a adiposidade, o que corrobora outros trabalhos (JOCKEN et
al., 2007). O aumento da expressdo de ATGL sem o respectivo aumento da atividade das lipases in
vitro sugere que a regulacdo da atividade da ATGL, como da HSL, pode ser mais dependente de
modifica¢des pos-traducionais, como a fosforilagdo e a translocacdo, o que sugere a nessecidade de
mais estudos referentes a essas modificacdes em nossos voluntarios (GRANNEMAN et al., 2007).

Por outro lado, outros estudos observam menor lipolise induzida por catecolaminas em tecido
adiposo subcutianeo de criancas e adultos obesos (JENSEN et al., 1989; BOUGNERES et al., 1997),
atribuida a menor expressdo de HSL (LARGE et al., 1999), do adrenoceptor-, (REYNISDOTTIR et
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al., 1994) e a maior expressdo de adrenoceptores-o; (MAURIEGE et al., 1991). Neste mesmo estudo,
foi observada redugdo de 40% na lipdlise induzida por catecolaminas em individuos obesos. Resultado
semelhante foi encontrado em pré-adipocitos (reducdo de 60-70% da lipdlise estimulada) (resultados
expressos em lipdlise por contetido de proteina, ou por lipideos incubados). Houve também redugao na
expressao da HSL nos adipocitos de obesos (LANGIN et al., 2005). Convém ressaltar que estudos
realizados em tecido adiposo subcutdneo podem apresentar resultados diversos dos referentes ao
visceral, foco do presente estudo, devido a diferengcas moleculares e funcionais entre estes dois
paniculos, sendo que o ultimo apresenta maior relevancia na fisiopatogénese da obesidade.

No presente estudo, ndo verificamos a expressdo de ATGL, embora fosse relatado aumento da
lipélise basal dos adipécitos isolados de epiplon de obesos no trabalho de Francesconi (2008). E
possivel, portanto, que haja aumento na expressdo de RNAm e proteina de ATGL e/ou na sua atividade
enzimatica. Ou entdo este aumento da lipdlise seja devido a quantificacdo absoluta de glicerol liberado
por célula (FRANCESCONI, 2008), sem a relativizagdo da lipdlise por quantidade de lipideo ou
proteina.

O aumento de HSL RNAm com o provavel aumento de ATGL RNAm (sugerido pelo aumento
da lipdlise basal de adipocitos isolados de obesos), por outro lado, corrobora um estudo no qual foi
observada uma forte correlagdo entre as expressdes dos transcriptos de ATGL e HSL, sugerindo uma
forte corregulacdo das duas enzimas (LANGIN et al., 2005). A variagdo coordenada na expressao
génica de ATGL e HSL durante a diferencia¢do adipocitaria e em condi¢des variadas de dieta sugere
que os dois genes participam de uma rede regulatéria comum, com forte controle transcricional

(LANGIN et al., 2005).

PDE3b

No presente estudo, nao foram encontradas diferengas significativas entre as expressdes génicas
de homens eutroficos (HE) e obesos (HO) (p=0,66) e mulheres eutréficas (ME) e obesas (MO)
(p=0,77), sendo que homens obesos e mulheres obesas expressam, respectivamente, 8 e 0,1% a menos,

que seus respectivos controles (Figura 4).
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Figura 4- Expressao génica da PDE3b em tecido adiposo da regido do epiplon de humanos. a)
expressdo génica em tecido adiposo de homens eutroficos (HE, n=2) e obesos (HO, n=5); b) expressao
génica em tecido adiposo de mulheres eutroficas (ME, n=6) e mulheres obesas (MO, n=8).

Em estudo com microdialise em tecido adiposo subcutaneo, maiores quantidades de um inibidor
de fosfodiesterase foram requeridas em individuos eutréficos do que em obesos morbidos, para
aumentos similares na lipolise, sugerindo uma maior atividade da PDE3 em eutréficos que obesos
(FLECHTNER et al.,, 2005). Foi entdo sugerido que a alteragdo de sensibilidade a insulina
caracteristica da obesidade poderia prejudicar o estimulo da PDE3 pela insulina (FLECHTNER et al.,
2005), o que foi corroborado por um estudo com camundongos insulino-resistentes, em que houve

reducdo da atividade da PDE3 induzida pela insulina (HASEGAWA et al., 2002), e pelo estudo com
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com camundongos obesos e diabéticos KKAy, em que houve reducdo de RNAm, proteina e atividade

enzimatica de PDE3Db no seu tecido adiposo epididimal (TANG et al., 1999) .

Outro possivel mecanismo que inibe a PDE3b em tecido adiposo de obesos, ¢ o desencadeado
pelo TNF-a. Ja foi descrito que o TNF-a estimula a lipolise em adipdcitos de humanos e roedores
expostos a citocina (HAUNER et al., 1995), possivelmente pelos seguintes mecanismos: na diminuigao
da perilipina na goticula lipidica (SOUZA et al., 1998); na diminui¢do da inibi¢do da lipolise via
proteina G inibitoria (GASIC et al., 1999) e finalmente, através de uma diminuicdo da expressao
génica, da proteina e da atividade da PDE3b, induzida pelo segundo mensageiro ceramida C2 (RAHN
LANDSTROM et al., 2000). Como a obesidade ¢ caracterizada por um estado inflamatério cronico no
qual grandes quantidade de TNF-a sao liberadas pelo tecido adiposo (WEISBERG et al., 2003), ¢
possivel considerar o efeito inibitério do TNF-a na PDE3b e o consequente aumento da lipdlise

estimulada.

E plausivel que os adipdcitos provenientes de obesos apresentem ainda estimulo da insulina
sobre a fosfodiesterase, ja que somente pequena parte dos voluntarios € resistente a insulina (1 homem
dentre 5 e 2 mulheres dentre 8). Porém o quadro inflamatério dos obesos, caraterizado pelo aumento da
TNF-a, dentre outras, pode inibir a expressdo da fosfodiesterase 3b. Ou seja, os dois estimulos
antagonicos podem ser responsaveis pela auséncia de diferencas significativas na expressao da PDE3b

entre eutroficos e obesos de ambos os géneros.

Podemos inferir também que o aumento da lipolise estimulada em mulheres obesas seja devido
somente ao aumento significativo da expressdao de LIPE, ja que ndo houve diferencas significativas na

expressdo de PDE3Db, se comparadas as eutroficas.
AQP7

No presente estudo, ndo encontramos diferengas significativas entre mulheres eutroficas (ME) e
mulheres obesas (MO), e entre homens (HO) e mulheres obesos (MO), com mulheres obesas

expressando 3% a menos que mulheres eutréficas e 5% a mais que homens eutroficos (Figura 5).



43

a)
2.0
5
<. 1.5-
«©
L2
c
¥ 1.04 e —— Expressao génica,
18 AQP7
8 ME 0,98 + 0,01
4 0.5 MO 0,95 + 0,02
S
|
0.0 T !
ME MO
b)
2.0
5
<. 1.5-
S
2
c
%)) 1.0- e — Expressao génica,
o AQP7
D HO 0,97 + 0,05
@ 0.5- MO 1,02 + 0,03
g
0.0 T

HO MO

Figura 5- Expressao génica da AQP7 em tecido adiposo da regido do epiplon de humanos. a) expressao
génica em tecido adiposo de mulheres eutréficas (ME, n=6) e obesas (MO, n= 8); b) expressdo génica
em tecido adiposo de homens obesos (HO, n=5) e mulheres obesas (MO, n=8).

Em nosso estudo, esperdvamos detectar maior expressao de AQP7 no tecido adiposo visceral
(epiplon) de obesos, encontrada em pesquisas precedentes (MARRADES et al., 2006; PRUDENTE et
al., 2007; CATALAN et al., 2008), devido as maiores lipolises, tanto basal, como estimulada, no
mesmo modelo de estudo anterior (FRANCESCONI, 2008).

Estudos sobre a expressdo génica de AQP7 em humanos apresentam resultados variados, em

funcdo do grau de obesidade e da localizagdo do tecido adiposo (visceral e subcutaneo). Ja foi relatada
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uma diminuicdo na expressdo génica de AQP7 em tecido adiposo subcutdneo de mulheres obesas
morbidas (CEPERUELO-MALLAFRE et al., 2007). Por outro lado, foi detectado aumento na
expressdo géncia de AQP7 em tecido adiposo visceral de mulheres obesas, graus I ¢ I (CATALAN et
al., 2008). Em outro estudo ainda, houve maior expressao de AQP7 no tecido adiposo visceral de
individuos sobrepeso, obesos e com DM-2, se comparados com eutréficos, sem diferengas na expressao
de AQP7 no deposito subcutaneo. Neste mesmo estudo, foram analisadas as expressdes relativas de
AQP7 nos diferentes depdsitos (visceral e subcutaneo), dentro do mesmo grupo de individuos. Nos
individuos controle e sobrepeso, a expressao de AQP7 no depdsito subcutaneo foi maior que no
visceral. O inverso foi encontrado em individuos com DM-2 ou obesidade moérbida. Nao foram

encontradas diferengas em obesos sem DM-2 (MIRANDA et al., 2010).

Estes resultados em conjunto, somados com aquele que observa expressdes diferentes entre os
depositos visceral e subcutineo (MIRANDA et al., 2010), podem ser explicadas por diferengas
funcionais entre os diferentes depoésitos, na saude, ou em condigdes patologicas. O tecido adiposo
subcutaneo apresenta maior lipolise basal do que o visceral, ao passo que este ¢ mais sensivel a lipdlise
induzida por catecolaminas que o subcutineo (ARNER, 2005). Na obesidade, observa-se uma
resisténcia a lipolise induzida por catecolaminas no depdsito subcutaneo, mas ndo no visceral
(ARNER, 2005). O tecido adiposo subcutaneo, por outro lado, apresenta uma diminui¢do na expressao
de AQP7, o que promove um acimulo de glicerol dentro do adipdcito, favorecendo sua hipertrofia

(MARRADES et al., 2006; PRUDENTE et al., 2007; CATALAN et al., 2008).

A auséncia de diferencas significativas nas expressdes de AQP7 no depdsito visceral de
eutroficos e obesos de ambos os gé€neros sugere que o aumento da saida do glicerol, gerado pelo
respectivo aumento da lipdlise, ndo implique necessariamente no aumento da expressao de AQP7 na
membrana do adipocito, ou entdo sugere a necessidade de mais estudos ao nivel de expressdo de

proteina e modificagdes pos-traducionais até a etapa de transportador funcional de glicerol.
Lipogénese
ACACA

Em nosso estudo, ndo houve diferenga significativa entre a expressao de ACACA em epiplon de

mulheres eutréficas (ME) e mulheres obesas (MO) (p=0,8) e entre homens obesos (HO) e mulheres
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obesas (MO) (p=0,55), sendo que mulheres obesas expressam respectivamente 0,2 € 0,99 % a mais que

mulheres eutroficas e homens obesos (Figura 6).
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Figura 6- Expressdo génica de ACACA em tecido adiposo da regido do epiplon de humanos. a)
expressao génica em tecido adiposo de mulheres eutréficas (ME, n=3) e mulheres obesas (MO, n= 8);
b) expressao génica em tecido adiposo de homens obesos (HO, n=4) e mulheres obesas (MO, n=8).

Em nosso estudo, esperdvamos uma menor expressao de ACACA no tecido adiposo omental de

obesos comparados com eutréficos, de acordo com a maior parte de estudos da literatura. E possivel

que o numero de voluntdrios ndo seja suficiente para detectar as diferencas observadas em outros

estudos, fato este criticado por Ortega et al. (2010), os quais estudaram a expressdo génica de ACACA
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e FAS em 188 amostras de tecido adiposo omental e 49 amostras de tecido adiposo subcutaneo,

provenientes de eutroficos e obesos.

Estudos sobre a expressao da ACACA e da FAS na obesidade apresentam alguns resultados
contrastantes: porém a maioria deles revela uma diminuicao da via lipogénica em individuos sobrepeso
e obesos, representada por uma diminuicao da expressao de RNAm e proteina, e a atividade enzimatica
de FAS e ACACA (DIRAISON et al., 2002; LETEXIER et al., 2003; SWIERCZYNSKI et al., 2003;
MINEHIRA et al., 2004; RANGANATHAN et al., 2006), o que corrobora estudos com camundongos
ob/ob geneticamente obesos (KOLEHMAINEN et al., 2001).

Do outro lado, estdo os estudos que relatam um aumento da via lipogénica em ratos
geneticamente obesos (GUICHARD et al., 1992) e o aumento da expressao de ACACA ¢ FAS RNAm
em tecido adiposo subcutaneo e visceral de individuos obesos, com e sem DM-2 (BERNDT et al.,
2007). Em outro grande estudo, foi observada uma diminuicdo na expressao de RNAm de ACACA e
FAS e da proteina de FAS em tecido adiposo subcutineo e visceral de individuos sobrepeso, mas
principalmente em obesos com e sem DM-2, comparados com eutroficos, sem diferengas, entretanto,
entre as expressoes génica de FAS entre os géneros. A expressao génica de ACACA foi correlacionada
significativamente com a de FAS em tecido adiposo subcutaneo e omental de homens e mulheres. A
expressdo de ambas também apresentou correlagdo negativa significativa com medidas da obesidade,
como IMC, % de massa gorda, razdo cintura-quadril, pressdo sanguinea sistolica, glicose e TAG

plasmaticos no jejum (ORTEGA et al., 2010).

A ACACA ¢ a FAS sdo enzimas-chave no processo de lipogénese, que sdo estimuladas por
hormonios lipogénicos, como a insulina ¢ hormdnios tireoideanos. (CLAYCOMBE et al., 1998; KIM,
1997). A insulina ¢ um hormoénio que estimula a captag¢do de glicose e 0 armazenamento energético na
forma de TAGs nos adipocitos (GIORGINO et al., 2005). A obesidade abdominal contribui para a
resisténcia a insulina, grandemente atribuida ao aumento de acidos graxos circulantes (BANERIJI et al.,
1995; KOYAMA et al., 1997), e as citocinas (DESPRES & LIMIEUX, 2006) liberadas pelo tecido
adiposo. Os adipdcitos resistentes a insulina perdem a capacidade de captar glicose via GLUT-4 e
acidos graxos. Esta diminui¢cdo no aporte de glicose intracelular pode ser responsavel pela redugdo da
via lipogénica e assim, da expressdo génica das enzimas envolvidas. Outro importante fator a ser
considerado ¢ a influéncia de citocinas inflamatorias, presentes na obesidade, no catabolismo de

adipdcitos dentre as quais, 0 TNF-o diminui a expressdo de ACC e FAS (KERN et al., 1995).
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As enzimas lipogé€nicas sdo essenciais para o processo de lipogénese, e também para a
diferenciagdo adipocitaria (CLAYCOMBE et al., 1998), e portanto requeridas para o acumulo
excessivo de TAGs no tecido adiposo, caracteristico da obesidade. Porém, parece que a partir de certo
ponto de inflexdo, a capacidade lipogénica ¢ diminuida, o que caracteriza um processo tardio e
adaptativo, que limita acimulo adicional de gordura em um tecido ja saturado (DIRAISON et al., 2002;
ORTEGA et al., 2010). O aumento da via lipogénica encontrada em alguns estudos pode ser devido a
fase de estabelecimento da obesidade (obesidade dinamica), em que a capacidade maxima de
estocagem de lipides ainda ndo foi atingida, como nos modelos de ratos Zucker geneticamente obesos
(GUICHARD et al., 1992). E possivel que nossos voluntirios ainda ndo tenham atingido esse limite
maximo de estocagem, o que ¢ sugerido pelo aumento da expressao da LPL, outro integrante da via
lipogénca, em mulheres obesas (significativo) e em homens obesos (tendéncia a aumento portanto, sem
significancia), como descritos a seguir. Entretanto, mais estudos, funcionais e/ou na expressao ao nivel
de proteina, modificagdes pos-traducionais e atividade enzimatica sdo necessarios para se confirmar os

resultados na expressao génica de ACC.

Ou entdo, estes resultatos contrastantes podem refletir diferencas no estado nutricional e
inflamatoério entre os individuos analisados (BERNDT et al., 2007), ou entdo a influéncia de fatores de

exclusdo presentes em alguns voluntérios.
GK

Em nosso estudo, ndo encontramos diferencas significativas entre as expressdes de GK de
homens eutroficos (HE) e homens obesos (HO) (p=0,81), e entre mulheres eutroficas (ME) e mulheres
obesas (MO) (p=0,18) (Figura 7). Homens e mulheres obesos expressam, respectivamente, 1% e 8 % a

mais que homens e mulheres eutréficos.
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Figura 7- Expressao génica da GK em tecido adiposo da regido do epiplon de humanos. a) expressao
génica em tecido adiposo de homens eutréficos (HE, n=2) e homens obesos (HO, n= 5); b) expressido
génica em tecido adiposo de mulheres eutroficas (ME, n=6) e mulheres obesas (MO, n=8).

Esperavamos detectar maior expressao génica da GK em obesos, comparados com eutroficos, o
que poderia explicar a elevada massa gorda dos obesos, apesar da alta taxa lipolitica, presente no
estudo de Francesconi (2008) com adipécitos isolados do epiplon de obesos, € em outros estudos da

literatura, além da supressdo da via lipogénica, encontrada em dados da literatura, que nao foram

corroborados pelos nossos resultados.
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Neste sentido, varias pesquisas apontam para uma possivel relacdo da GK com a obesidade.
Estudos revelaram maior atividade enzimatica da GK em tecido adiposo subcutineo
(CHAKRABARTY et al., 1984) e visceral (CHAKRABARTY et al., 1984; TINAHONES et al., 2010)
de humanos obesos, em relagdo aos eutrdficos. Esta atividade enzimatica foi correlacionada
negativamente com a perda de peso destes obesos apds a gastroplastia. Sugeriu-se entdo que a GK
estaria relacionada a dificuldade de perda de peso nestes pacientes, ja que eles tenderiam a reutilizar o
glicerol liberado na lipolise (CHAKRABARTY et al., 1984). Estudos com adipécitos isolados de
modelos animais geneticamente obesos, como camundongos obesos ob/ob (TREBLE & MAYER,
1963; THENEN & MAYER, 1975) e diabéticos db/db (THENEN & MAYER, 1975), também
detectaram maior atividade da GK, comparada ao controle eutréfico, o que foi relacionado a maior
capacidade de retencdo de TAGs e consequentemente, ao desenvolvimento da obesidade (TREBLE &
MAYER, 1963). Em tecido adiposo subcutaneo e marrom de ratos, foi demonstrada a sensibilidade da
GK ao estimulo lipogénico da insulina (PERSICO et al., 1975). Entretanto, outros estudos, com
camundongos ob/ob (WELTON et al., 1973) e com ratos Zucker fa/fa (MARTIN & LAMPREY, 1975;
THENAN & MAYER, 1975), ou com tecido adiposo subcutdneo de obesos morbidos (TINAHONES

et al., 2010), dentre outros, ndo encontraram a relagdo da GK com a obesidade.

Em condicdes fisioldogicas normais, no entanto, o papel da GK no tecido adiposo parece
inexpressivo. Neste contexto, assumem-se dois principios importantes: 1) no estado alimentado, os
adipdcitos nao podem utilizar o glicerol, e, portanto, a sintese de TAGs depende da glicose; 2) no
jejum, o glicerol e os &cidos graxos liberados na lipdlise sdo utilizados pelo figado e musculo, ao invés
de participarem de um ciclo “futil” de reutilizagdo, para ressintetizagdo de TAGs no tecido adiposo
(GUAN et al., 2002). Porém, alteragcdes causadas por tratamento com tiazolidinonas (hipoglicemiante
oral para o tratamento de DM-2) e a propria obesidade parecem modificar esse quadro. Alguns
pacientes, com DM-2 haviam tomado este medicamento, o que poderia recrudescer este processo ja

acionado pela obesidade, descrito a seguir.

As tiazolidinonas aumentam a sensiblidade periférica a insulina pois reduz os acidos graxos
livres circulantes, os quais prejudicam a agdo da insulina em musculo esquelético, e outros tecidos-alvo
(BODEN, 2001). A redugdo dos acidos graxos livres circulantes deve-se ao aumento da expressdo e
atividade da GK estimuladas por tiazolidinonas, via receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama PPARy (GUAN et al., 2002). Assim, a GK estimula a incorporagdo de glicerol ao TAG, o que

reduz a liberacdo de acidos graxos livres pelo adipocito. Da mesma forma, a maior expressao de GK na
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obesidade pode ser explicada pela ativagdo do PPAR-y por elevadas concentragdes de acidos graxos
livres, o que caracteriza um mecanismo de feedback negativo, em que altas concentragdes plasmaticas
de acidos graxos livres diminuem a liberacdo dos mesmos pelos adipocitos. Porém, este mecanismo
seria incapaz de normalizar as concentracdes de acidos graxos circulantes na obesidade, o que pode ser

potencializado pelo uso de tiazolidinonas (GUAN et al., 2002).

Mais estudos, portanto, concernentes a expressdo ao nivel da proteina, modificagdes pos-

traducionais, e atividade enzimatica, se fazem necessarios para se definir melhor este processo.
LPL

No presente estudo, detectamos uma diferenga significativa na expressdo génica de LPL em
tecido adiposo visceral de mulheres eutroficas (ME) e mulheres obesas (MO). Mulheres obesas (MO)
expressam 66% a mais que mulheres eutroficas (ME) (p=0,009), enquanto que homens obesos (HO)

expressam 68% a mais que homens eutréficos (HE), porém sem significancia (p=0,17) (Figura 8).
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Figura 8- Expressao génica da LPL em tecido adiposo da regido do epiplon de humanos. a) expressao
génica em tecido adiposo de homens eutréficos (HE, n=2) e homens obesos (HO, n= 5); b) expressdo
génica em tecido adiposo de mulheres eutroficas (ME, n=5) e mulheres obesas (MO, n=8).* p<0,05

Esperavamos, no entanto, uma diminui¢do na expressio da LPL na obesidade, o que
corroboraria estudos da literatura, que defendem uma supressao das vias lipogénicas (VIRTUE &
VIDAL-Puig, 2010; PONTIGO et al., 2011). A diminui¢do da captagdo de acidos graxos mediada pela

LPL também poderia explicar o aumento destes no sangue de obesos (LAFONTAN & LANGIN,
2009).

Greenwood (1985) postulou que um aumento da razdo entre as atividades enzimaticas de LPL
em tecido adiposo e musculo esquelético dirige os acidos graxos livres predominantemente ao tecido
adiposo, o que resulta em actimulo excessivo de gordura e obesidade. Esta razdo pode ser diminuida

por exercicios fisicos, os quais aumentam atividade de LPL em musculo esquelético (KERN, 1997).
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Em alguns estudos com humanos e roedores obesos, a expressao de LPL em tecido adiposo
esteve aumentada, quando expressa por célula (SCHWARTZ & BRUNZELL, 1981; GREENWOOD et
al., 1982; SADUR et al., 1984; ECKEL & YOST, 1987; BESSESEN et al., 1991); porém a resposta da
LPL a insulina e ao alimento pareceu estar diminuida na obesidade (HARTMAN, 1981; SADUR et al.,
1984; TERRETTAZ et al., 1994).

Por outro lado, a expressao e atividade de LPL ndo apresentaram redugdo, ou até teve aumento
em tecido adiposo de humanos e roedores obesos, que sofreram uma reducdo de peso (HARTMAN,
1981; ECKEL & YOST, 1987; KERN et al., 1990; BESSESEN et al., 1991; TERRETTAZ ¢t al.,
1994), provavelmente devido ao aumento de sensiblidade a insulina (KERN, 1997). Deste modo, tem
sido proposto que a LPL do tecido adiposo representa um fator do adipdcito que limita a sua reducao
por dieta hipocalorica (KERN, 1997). Em outro estudo, houve ainda diminuicao da expressao da LPL
em tecido adiposo subcutaneo e visceral em obesos; a intensidade desta diminui¢do esteve relacionada
ao grau de obesidade, relagio mais evidente no depodsito visceral. Esta diminuicdo estd mais
relacionada a hipertrofia e a hiperplasia dos adipdcitos, do que a resisténcia a insulina (PONTIGO et

al., 2011).

A enzima LPL ¢ de grande importancia no desenvolvimento da obesidade, uma vez que fornece
a maior parte dos acidos graxos livres requeridos no processo de lipogénese, e, portanto ¢ essencial
para o acumulo excessivo de TAGs, caracteristico da obesidade. Entretanto, a diversidade nos
resultados concernentes a expressdo génica da LPL em tecido adiposo pode ser explicada pela fase em
que a obesidade ¢ analisada. Em condigdes normais, o excedente de calorias ¢ estocado no tecido
adiposo, o qual, por sua vez, aumenta de tamanho, devido aos processos de hipertrofia e hiperplasia. A
partir de certo ponto, porém o tecido adiposo parece alcancar um limite de estocagem de gordura, a
partir do qual perde sensiblidade a insulina, e suprime as vias lipogénicas, das quais a LPL faz parte
(VIRTUE & VIDAL-Puig, 2010; PONTIGO et al., 2011). A diminuicdo da expressdo génica da FAS e
da ACACA também fortalece esta teoria.

Particularmente, neste estudo, a grande maioria dos individuos obesos ndo apresenta resisténcia
a insulina (1 homem dentre 5 e 2 mulheres dentre 8), € 0 ponto maximo de estocagem de lipideos talvez
ainda ndo tenha sido alcang¢ado, o que pode explicar um aumento na expressiao génica de LPL, ¢ a
auséncia de significancia nas expressoes génicas de ACACA entre eutroficos e obesos. A maior

expressdao génica de LIPE e de LPL no grupo de mulheres obesas justifica o motivo do aumento de
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captacdo de AGLs, sem o devido aumento no tamanho de seus adipocitos. Por outro lado, o tecido
adiposo proveniente de homens ndo apresentou diferencas nas expressoes génicas de LIPE, talvez
devido ao pequeno nimero de voluntarios, sendo que obesos mostram uma tendéncia (p=0,17) a
expressarem mais LPL, o que justificaria seus adipdcitos maiores. Estudos concernentes a expressao ao
nivel da proteina, modificagdes pos-traducionais, e atividade enzimadtica, se fazem necessarios para se

definir melhor este processo.
GPRS81

No presente estudo, esperavamos uma diminuicdo da GPRS81, pois encontramos ambos
processos antagonicos, lipolise e lipogénese em adipdcitos isolados de epiplon de obesos morbidos,
sugerindo alteragdes no processo de inibi¢dao da lipolise pela GPR81 e lactato. Porém ndo detectamos
diferencas significativas entre as expressdes de GPR81 de homens eutroficos (HE) e mulheres
eutroficas (ME) e entre homens obesos (HO) (p=0,63) e mulheres obesas (MO) (p=0,91). Homens
obesos expressam 30% a mais que homens eutréficos e mulheres obesas expressam 3% a menos que

mulheres eutroficas (Figura 9).
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Figura 9- Expressdo génica de GPR81 em tecido adiposo da regido do epiplon de humanos. a)
expressdo génica em tecido adiposo de homens eutroficos (HE, n=2) e homens obesos (HO, n= 4); b)
expressao génica em tecido adiposo de mulheres eutroficas (ME, n=6) e mulheres obesas (MO, n=8).

Certas caracteristicas do tecido adiposo na obesidade podem explicar este fendmeno. O tecido
adiposo na obesidade ¢ caracterizado por uma hipodxia local (PASSARICA et al., 2009; PASSARICA
et al., 2010). Estudos com cultura celular revelam que o estado de hipoxia aumenta a captacdo de
glicose via GLUT 1 (WOOD et al., 2007), seguida de aumento da liberagio de lactato (PEREZ et al.,
2010), o qual espera-se ser preditor da inibicdo da lipdlise. Porém a hipoxia em si (REGAZETTI et al.,
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2009; YIN et al., 2009), além de outros fatores, como altas concentragdes circulantes de acidos graxos
livres (BANERIJI et al., 1995; KOYAMA et al., 1997) e adipocinas inflamatorias (DESPRES &
LIMIEUX, 2006), contribuem para o desenvolvimento da resisténcia a insulina. A diminuicdo da
sensibilidade a insulina prejudicaria a regulacao anti-lipolitica deste hormdnio via lactato, o que pode
explicar o aumento da lipdlise estimulada nos adipdcitos, € o consequente aumento nas concentragoes
plasmaticas de acidos graxos livres, concomitante a hiperlactatemia, na circulagcdo do obeso. Poucos
estudos sobre expressdo de GPR81 t€m sido realizados, porém em pesquisas com microaway notou-se
diminui¢do da expressao génica de GPR81 em adipocitos isolados de humanos expostos a condigdes
inflamatorias, condicionadas por macrofagos (O’HARA et al., 2009), o que reforca a alteragdo dos

efeitos anti-lipoliticos da insulina na obesidade.
Lactatogénese

LDHA

No presente estudo, ndo encontramos diferengas significativas entre as expressoes génicas de
homens eutréficos (HE) e homens obesos (HO) (p=0,88) e mulheres eutréficas (ME) e mulheres obesas
(MO) (p=0,66). Homens obesos expressam 15% a mais que homens eutréficos e mulheres obesas

expressam 6% a mais que mulheres eutroficas (Figura 10).
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Figura 10- Expressdo génica de LDHA em tecido adiposo da regido do epiplon de humanos. a)
expressdo génica em tecido adiposo de homens eutréficos (HE, n=2) e homens obesos (HO, n=5); b)
expressao génica em tecido adiposo de mulheres eutroficas (ME, n=6) e mulheres obesas (MO, n=6).

Esperdvamos, no entanto, que esta diferenca fosse significativa, uma vez que encontramos uma
hiperlactatemia no jejum de obesos morbidos, e aumento do lactato basal liberado pelos adipocitos
isolados destes mesmos obesos, no estudo de Francesconi (2008), sugerindo um aumento no processo
de lactatogénese, e consequentemente, aumento da expressdao génica e/ou atividade enzimatica da

lactato desidrogenase.

Em estudo com ratos alimentados com dieta de cafeteria, detectou-se uma diminuicdo da

expressao génica da LDH-A no tecido adiposo visceral. Isto sugere uma diminui¢do da degradacao
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anaerobica da glicose, em que o piruvato, ao invés de ser convertido a lactato, ¢ direcionado para a
sintese de acetil-CoA, e por fim, de triacilglicerois (LOPEZ et al., 2004). Entretanto, tem sido
constatado que, a longo prazo, hd uma ativagdo e uma superexpressio de LDH-A em adipocitos
diferenciados, que portanto age contra o acumulo de TAGs, dirigindo o piruvato para a sintese de

lactato (SOUKAS et al., 2001; GERHOLD et al., 2002).

Ou seja, na obesidade, o tecido adiposo atinge certo limite de estocagem de TAGs, a partir do
qual, parece diminuir sua sensibilidade a insulina, assim como as vias lipogénicas, dirigindo a glicose
para a latactogénese. Como no presente estudo, as vias lipogénicas parecem ndo estar suprimidas,
devido a auséncia de diferencas significativas na expressdo de ACC entre eutroficos e obesos de ambos
os géneros e devido ao aumento na expressao da LPL em mulheres obesas, sugerimos que o aumento
da lactatogénese ocorra anteriormente ao limite de estocagem maxima atingido pelos adipdcitos.
Sugerimos também que o aumento da lactatogénese (FRANCESCONI, 2008), ndo dependa de
alteracdes na expressdo da LDHA. Indicamos, portanto, mais estudos concernentes a expressao ao nivel
da proteina, modificagdes pods-traducionais, e atividade enzimatica talvez mais relevantes para a

lactatogénese.
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5. CONCLUSOES:

Neste trabalho, com as condi¢cdes e populagdo estudada, podemos indicar as seguintes
conclusdes: os adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral de homens obesos ¢ morfométricamente
maior do que os de eutroficos, tendo como provavel fator o aumento da expressdo de LPL sem ser
acompanhado de alteracdes na expressdo de LIPE, analisado no paniculo adiposo visceral. Por outro
lado, os adip6citos isolados do tecido adiposo visceral de mulheres obesas ndo apresentaram alteragdes
morfométricas quando comparados aos adipdcitos isolados de eutroficas, estes resultados sao
explicados pela andlise da expressdo dos genes LPL e LIPE do tecido adiposo desta regido que se
apresentou significativamente elevada em obesas. Desta forma, para este tecido estudado, a expressao
de genes relacionados a lipodlise e a lipogénese em obesos ¢ dependente do género, o que deve ser
considerado para estudos futuros sobre a obesidade. Estes resultados ndo foram acompanhados de

qualquer alteragdo na expressdo da LDHA, relacionada a lactatogénese.

Perspectivas

Estudos relacionados a quantificacdo de proteinas e atividade das enzimas estudadas podem
melhor embasar as alteragdes metabolicas na obesidade, identificando diferencas regionais e possiveis
interferéncias hormonais. O aumento substancial no nimero de voluntarios podem minimizar muitas

das variaveis comuns em pesquisas realizadas com humanos.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo I: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

¥

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, portador do

RG: domiciliado na Rua / Av, Bairro
CEP , na cidade de

, telefone e-

mail venho por meio desta, informar o meu consentimento quanto a minha

participagdo como voluntario(a) do projeto de pesquisa “EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS COM
A LACTATOGENESE, LIPOGENESE E LIPOLISE EM TECIDO ADIPOSO ISOLADO DE HUMANOS
EUTROFICOS E OBESOS”, cuja pesquisadora responsavel ¢ a aluna de mestrado Larissa Yuri Ishizu.

A minha participagdo sera fornecendo uma pequena parte (cerca de 5 g) de tecido adiposo omental que
sera retirado no momento da cirurgia.

A analise deste tecido contribuira para o conhecimento cientifico sobre o metabolismo de glicose e de
lipideos que esta alterado na obesidade. Estes estudos podem também contribuir para a melhora na qualidade de
vida das pessoas obesas € com sobrepeso.

O método de estudo do tecido sera o Real-Time PCR, o qual quantificard a expressdo de algumas
proteinas envolvidas com a produgéo de lactato, de triacilglicerdis e com a lip6lise em tecido adiposo omental de
humanos eutroficos e obesos.

A apresentacao do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e a obtencdao do consentimento
serdo realizadas pela pesquisadora Larissa Yuri Ishizu, ou por outra pessoa indicada por ela. O (a) voluntario (a)
podera solicitar uma copia do TCLE junto ao pesquisador que o apresentara.

Eu concordo em ceder as amostras de tecido no dia da cirurgia, (.J sim ou [J ndo), em responder o
questionario proposto ([J sim ou [] ndo), e também concordo em fazer avaliagdes das minhas medidas
corporais(L] sim ou [ ndo).

Estou ciente de que ndo havera qualquer risco ou prejuizo a minha saude ou integridade fisica, que
poderei me desligar da pesquisa a qualquer momento e que este tecido sera utilizado somente para fins de analise
fisiologica “in vitro”, sendo entdo descartada a hipotese de utilizagdo em analises ndo autorizadas pelo governo,
firmando o compromisso de sigilo absoluto em relagdo ao trabalho proposto, segundo as exigéncias da resolugao

196/96.
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A presente pesquisa ndo prevé nenhum reembolso de dinheiro aos (as) voluntarios (as), uma vez que ela
ndo acarretara nenhum gasto a eles (as).

Também autorizo o armazenamento das amostras de tecido adiposo para fins de estudos futuros,
seguindo as exigéncias previstas pela Resolugdo CNS n° 196/96. Toda nova pesquisa a ser feita com o material
sera submetida a aprovagdo do CEP/FCM e se cabivel também da CONEP ([ sim ou [ ndo).

Tenho consciéncia da possibilidade dos pesquisadores envolvidos nesta pesquisa me contatarem, caso
haja necessidade de fornecimento de informagdo de seu interesse, ou para a obtengdo de consentimento
especifico para uso em novo projeto de pesquisa.

Estou ciente de que poderei contatar a pesquisadora responsavel pelo projeto durante ou apds a
realizacdo da pesquisa a fim de maiores esclarecimentos.

Por estar ciente da importancia deste projeto, declaro de acordo com os procedimentos acima citados.
Declaro também que estou ciente de que a minha recusa em participar ndo implicard em nenhuma restrigdo ou

conseqiiéncia relacionadas ao meu tratamento.

Assinatura do(a) voluntario(a)

Responsavel pela coleta

Campinas, de de 2011

Comité de Etica Médica: telefone — (19) 3521-8936 / fax (019) 3521-7187 / e-mail: cep @fcm.unicamp.br

Larissa Yuri Ishizu: larissa_yuri@yahoo.com.br
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7.2. Anexo II: documento de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas —- UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(® www.fem.unicamp.br/fcm/pesquisa

CEP, 21/07/11
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 412/2011 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0355.0.146.000-11

1-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS COM A
LACTATOGENESE, LIPOGENESE E LIPOLISE EM TECIDO ADIPOSO ISOLADO
DE HUMANOS EUTROFICOS E OBESOS”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Larissa Yuri Ishizu

INSTITUICAO: Hospital de Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 11/05/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 21/07/12 (O formulério encontra-se no sife acima).

I1 - OBJETIVOS.

Investigar possiveis alteragdes no metabolismo glicidico e lepidico, sob o enfoque da
expressdo génica, no tecido adiposo omental de obesos, em comparagdo com eutréficos. Estudar
possiveis correlagdes entre as medidas antropométricas dos voluntdrios e os respectivos valores
plasméticos de adiponectina, insulina e glicose e HbAlc.

I11 - SUMARIO.

Serdo avaliados 12 individuos, 6 em cada grupo. Serdo realizadas vérias analises
bioquimicas e de expressdo no material retirado do paciente do Hospital de Clinicas da
UNICAMP.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apbs respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e n#o representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
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Q’ﬁy g FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
QWVZ, COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunifo Ordinaria do,CEP/FCM, em 24 de maio de 2011.
=
DL

=4

Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br



