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IL-(ntiimero) — Interleucina (niimero)
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M - Molar

MTT - 3-(4-5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide Thiazole Blue
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OPD - o-phenylenediamine dihidrocloride

P — Grupo alimentado com dieta palatavel

PAF - Platelet-activating factor (fator de ativagdo plaquetéria)
PAF-AH - PAF - acetilhidrolase

PAFR — Receptor para o fator de ativacao plaquetdria

PAFR™ - Dele¢ao genética do receptor para o PAF

PAI-1 Inibidor do ativador de plasminogénio 1

PBS - Phosphate-buffered saline — Tampao fosfato salina

PC — Peso corporal

PCR-RT - Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

PPAR v - peroxisome proliferator-activated receptor gama — receptor ativado por
proliferadores de peroxissomos gama

RNA - ribonucleic acid — 4cido ribonucléico

RNAm - Acido ribonucléico mensageiro

SDS - Sodium dodecyl sulfate

SREBP - Proteina ligadora de elementos regulados por esterois (Sterol Regulatory Element
Binding Proteins)

TGFP — Fator transformado de crescimento

TNFa — Tumor nucrosis factor-alfa — Fator de necrose tumoral alfa
TNFR - Receptor do fator de necrose tumoral

VEGEF - fator de crescimento endotelial vascular

WT — Wild type — tipo selvagem
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RESUMO
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Estudos recentes tém demonstrado correlacdo positiva entre aumento da adiposidade,
alteracdes metabdlicas e varios mediadores inflamatérios. O presente trabalho avaliou a
participacao do receptor para o fator de ativagao plaquetdria (PAF) nessas alteragdes no tecido
adiposo por meio da utilizacdo de animais com delecdo genética para tal receptor. Os animais
foram divididos em 4 grupos experimentais: selvagem com dieta controle (WT-C), selvagem
com dieta palatdvel (WT-P), animais com delecao para o receptor do PAF alimentados com
dieta controle (PAFR™-C) e palativel (PAFR™-P).

Os animais WT-P apresentaram aumento da adiposidade, hipertrofia dos adipdcitos,
maior expressdo das enzimas acetil-CoA carboxilase (ACC) e lipase lipoproteica (LPL),
aumento da concentragdo de colesterol total, das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, CCL-3 e CCL-5
e menor tolerancia A glicose quando comparados com o grupo WT-C. O grupo PAFR™-P
apresentou aumento do ganho de peso corporal, aumento dos tecidos adiposos viscerais,
associado a hipertrofia dos adipdcitos, aumento de triacilglicerol e colesterol total, ao passo,
que ndo alteraram a concentra¢do das citocinas no tecido adiposo, nem a tolerancia oral a
glicose em relacdo animais PAFR”-C. A lipdlise apresentou-se reduzida no grupo com
delecdo, bem como a liberacdo das citocinas TNFa e IL-6, tanto em condi¢des basais quando
apo6s estimulo com meio hiperglicémico em relagdo ao grupo selvagem.

Os dados obtidos sugerem que a presencga do receptor para o PAF € importante para a
atenuacdo da adiposidade, para a homeostase lipidica e para a secrecdo de citocinas no tecido
adiposo epididimal apds estimulo com dieta palatdvel. O aumento de citocinas no tecido
adiposo parece ser importante para o controle da expansdo desse tecido. O aumento da
adiposidade observado na auséncia do receptor pode também estar relacionado, pelo menos

em parte, a0 menor indice lipolitico.
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ABSTRACT
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Recent studies have demonstrated the participation of several inflammatory mediators
in immune and metabolic changes resulting from increased adiposity. This study evaluated
the participation of the platelet-activating factor (PAF) receptor in the metabolic changes in
adipose tissue through the use of animals with genetic deletion for this receptor. The animals
were divided into four groups: wild type fed control diet (WT-C), wild type fed palatable diet
(WT-P), animals with PAF receptor deletion fed a control (PAFR-/--C) or palatable diet
(PAFR-/--P).

The group WT-P showed increased adiposity, adipocyte hypertrophy, increased
acetyl-CoA carboxylase (ACC) and lipoprotein lipase (LPL) enzymes expression, increased
total cholesterol serum concentration and high levels of the adipose tissue cytokines IL -1,
[1-10, CCL3 and CCLS5.The mice fed a palatable diet also showed lower glucose oral
tolerance. The group PAFR-/--P showed increased body weight gain, exacerbated visceral
adipose tissues fat mass, associated with hypertrophy of adipocytes when compared with
group PAFR-/--C and WT-P. The group PAFR-/--P also had increased triglyceride and total
cholesterol serum levels. No change was observed in relation to adipose tissue cytokines
concentration or oral glucose tolerance in relation PAFR-/--C animals. The adipocyte lipolysis
was lower in PAFR-/--C, as well as, the release of TNFa and IL-6 cytokines , both in basal or
hyperglycemic medium conditions, when compared to WT-C group.

The results suggest that the presence of PAF receptor is important for the negative
control of adiposity, for lipid homeostasis and the increased cytokines concentration in
epididymal adipose tissue. The high levels of adipose tissue cytokines appears to be important
to control the fat mass expansion. The increased adiposity observed in the absence of the PAF

receptor can also, at least in part, be due to the lower adipocyte lipolysis.
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1.INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
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A sobrevivéncia de organismos multicelulares depende da sua capacidade de lidar com
infec¢des patogénicas, da cicatrizagdo de lesdes e da capacidade de armazenar energia para
situacdes de baixa disponibilidade de nutrientes ou de alta demanda energética. Os sistemas
metabdlico e imune constituem requisitos basicos para sobrevivéncia dos animais (WELLEN,
HOTAMISLIGIL, 2005). Muitos hormdnios, citocinas, proteinas sinalizadoras, fatores de
transcricao e lipidios bioativos desempenham fungdes tanto metabdlicas quanto imunes,
sendo assim essas vias sdo intimamente ligadas e interdependentes. A resposta inflamatoria
adequada necessita de suporte metabdlico e de redistribui¢do de energia e, particularmente, a
mobilizacdo dos estoques lipidicos desempenha um importante papel no estabelecimento da
resposta inflamatéria de fase aguda (KHOVIDHUNKIT et al., 2004). A resposta inflamatéria
favorece o estado catabdlico e suprime as vias anabdlicas, como por exemplo, a via de
sinaliza¢do da insulina (WELLEN, HOTAMISLIGIL, 2005).

A integracdo entre o metabolismo e a imunidade, que em condi¢des fisioldgicas é
benéfica para a manutencao da satide, pode se tornar deletéria em condicdes de baixo aporte
energético, exemplificada pela imunossupressdo caracteristica de individuos desnutridos
(KHOVIDHUNKIT, et al., 2004). A fome tem sido uma ameaca para a saide humana ao
longo da histéria, e por milhares de anos a ligagdo entre a infec¢ao patogé€nica e a ma nutricao
foi bem estabelecida. No dltimo século, entretanto, o péndulo deslocou-se na direcao oposta, e
hoje muitos individuos apresentam excesso de peso ou obesidade. Com o advento da
sobrecarga metabdlica cronica, um novo grupo de problemas e complicacdes na interseccao
entre metabolismo e imunidade emergiu, incluindo doencgas inflamatdrias ligadas a obesidade
como diabetes, esteatose hepatica e aterosclerose (HOTAMISLIGIL, 2004;
HOTAMISLIGIL, 2006). Entre as vdrias razdes para se manter um peso ideal estd o

paradigma emergente segundo o qual o desequilibrio metabdlico leva ao desequilibrio imune,
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com desnutricio e imunossupressio de um lado, e obesidade e aumento de marcadores

inflamatorios do outro lado.

1.1 O PAPEL DO TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo estd envolvido no depdsito de energia na forma de gordura, substrato
energético com alta densidade energética. Durante o jejum ou aumento da demanda energética
o tecido adiposo apresenta mecanismos capazes de aumentar a quebra e liberagdo da gordura
estocada suprindo, assim, as necessidades energéticas corporais (BERNE et al, 2004).

A capacidade de armazenamento energético resulta do aumento das reservas de cada
adipdcito (hipertrofia) e/ou da replicacdo e diferenciagdo de pré-adipdcitos em adipdceitos
maduros (hiperplasia). A expansao do tecido adiposo relacionada a hipertrofia dos adipdcitos
estd associada ao aumento da sintese e armazenamento de dcidos graxos sob a forma de
ésteres de triacilglicerol e consequente aumento da adiposidade (KADOWAKI et al., 2003;
HAUSMAN et al., 2001). Mudangas em curto prazo na adiposidade sao importantes para o
controle metabdlico, por outro lado, o rompimento desse balango no controle da deposi¢ao de
gordura a longo prazo pode resultar em depdsito insuficiente, como ocorre na lipodistrofia, ou
excessivo, levando ao desenvolvimento da obesidade. A auséncia de limite no estoque de
gordura nos adipdcitos representa uma vantagem adaptativa, entretanto, o estoque excessivo
nessas células culmina em disfun¢do enddcrina e/ou metabdlica (TRAYHURN & WOOD,
2005).

O conteudo de gordura corporal € determinado pelo balanco entre a deposicdo e a
mobilizacdo de lipideos do tecido adiposo. A insulina tem um papel importante na sintese e
armazenamento de 4cidos graxos por estimular a captacdo de glicose, substrato necessario

para a esterificagdo dos acidos graxos, e estimular a atividade da lipase lipoproteica (LPL)
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presente no endotélio de vasos sanguineos do tecido adiposo (PICARD et al, 1999), enzima
fundamental para a hidrélise dos triacilglicerdis das quilomicra, em dcidos graxos livres e
glicerol. A insulina também estimula a via de sintese de novo de acidos graxos, através do
aumento da transcricdo génica de enzimas envolvidas no processo lipogénico, como a acil-
CoA carboxilase (ACC) e a dcido graxo sintase (FAS). Além disso, a insulina inibe a quebra
dos ésteres graxos (lipélise) ao aumentar a atividade da fosfodiesterase, enzima que inativa o
AMP ciclico e, consequentemente, diminui a fosforilagao de enzimas chaves para o processo
lipolitico (KITAMURA et al., 1999). Durante o jejum, com a diminui¢cdo da concentra¢do de
insulina e o aumento da adrenalina circulante, os triacilgliceréis estocados no tecido adiposo
sao hidrolisados e mobilizados na forma de 4cidos graxos livres sendo liberados para a
corrente sanguinea chegando até outros tecidos, como no musculo esquelético, para serem
utilizados como fonte de energia (BERNE et al., 2004).

Até o inicio da década passada, acreditava-se que o papel essencial do tecido adiposo
era a deposi¢do de gordura, além de promover isolamento térmico e protecdo mecanica contra
traumas. Em 1994, com a descoberta da leptina por ZHANG e colaboradores, iniciou-se uma
nova era de estudos sobre a func¢do do tecido adiposo, como 6rgdo enddcrino. Atualmente,
sabe-se que além do seu papel na homeostase energética, via armazenamento € mobilizacao
de energia, o tecido adiposo é um tecido envolvido em vérios processos fisiopatologicos e
metabdlicos (HIROSUMI et al., 2002; SABIO et al., 2008; KRYSIAK et al., 2010; FEREIRA
et al., 2010). Essa mudanca de perspectiva ocorreu devido ao reconhecimento de que o tecido
adiposo é capaz de sintetizar e secretar varios hormonios, proteinas e peptideos, fatores do
complemento, citocinas, enzimas e receptores. O conjunto de moléculas sintetizadas pelo
tecido adiposo tem efeitos bioldgicos importantes, como regulacdo da massa do tecido

adiposo, modulacdo do balango energético e ativacdo de fatores de transcricao (KIM, 2007).
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De forma importante, essas moléculas participam no desenvolvimento das comorbidades

presente em individuos obesos.

1.2 OBESIDADE E COMORBIDADES ASSOCIADAS

Nos ultimos anos a prevaléncia da obesidade vem crescendo em quase todas as
comunidades do mundo. Segundo a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), ha 300 milhdes
de obesos no mundo e, destes, um terco estd nos paises em desenvolvimento (WHO, 2004). A
obesidade é definida pelo indice de massa corporal (IMC) igual ou superior a 30 Kg/m®. A
OMS considera a obesidade um dos dez principais problemas de saide publica do mundo,
classificando-a como epidemia. No Brasil, o nimero de individuos acima do peso ideal
cresceu alarmantemente nos ultimos anos. Dados coletados pelo sistema de Vigilancia de
Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL),
realizado nas 26 capitais brasileiras e no Distrito Federal em 2009, mostraram que a
prevaléncia de excesso de peso foi de 46,6%, sendo que destes, 13,9% estavam obesos
(VIGITEL, 2009).

A obesidade pode resultar de um prolongado desequilibrio energético ocasionado por
aumento da ingestdo de calorias e diminuicdo do gasto energético e estd associada a uma série
de alteracdes metabdlicas e funcionais como o desenvolvimento de resisténcia a insulina,
diabetes tipo 2, esteatose hepatica, dislipidemias, aterosclerose, hipertensdo, além de vérias
outras complicacdes cardiovasculares (MOKDAD et al., 2003). Em conjunto, essas
alteracdes sdo conhecidas como sindrome metabdlica (REAVEN, 1988). A obesidade e as
alteracoes metabdlicas associadas estdo entre as mais crescentes e deletérias doencas da

atualidade. Estima-se que a prevaléncia global de diabetes tipo 2 ird dobrar para 350 milhdes
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de casos em 2030, gerando altos gastos para os cofres publicos (ALBERTI, 1997; HOGAN et
al., 2003).

O numero crescente de individuos obesos € com sindrome metabdlica, nos ultimos
anos, € decorrente de alteracdes na composicao da dieta, associadas a mudangas econdmicas,
sociais, demogréficas e comportamentais (POPKIN, 2001). Alguns estudos demonstram
aumento crescente do consumo de dcidos graxos saturados, acgucares e refrigerantes, em
detrimento da redu¢do do consumo de carboidratos complexos, frutas, verduras e legumes,
nas regides metropolitanas do Brasil (MONTEIRO et al., 2000a; GALEAZZI et al., 1997).
Observou-se também, um incremento da densidade energética da dieta, favorecido pelo maior
consumo de carnes, leite e derivados ricos em gorduras (VIGITEL, 2009). A crescente
substituicdo dos alimentos in natura ricos em fibras, vitaminas e minerais, por produtos
industrializados (BARRETO & CYRILLO, 2001), associada a um estilo de vida sedentario,
favorecido por mudancas na estrutura de trabalho, assim como avangos tecnoldgicos
(POPKIN, 1999), compdem um dos os principais fatores etioldgicos da obesidade.

A associagdo entre a obesidade e outras doencas cronicas é documentada hd varios
anos (KELLEY, 1946; BRAM, 1947, DILLON & TRAPNELL, 1951). Porém, nas udltimas
duas décadas, com descoberta da liberacao de mediadores inflamatérios pelo tecido adiposo
durante sua expansio (HOTAMISLIGIL et al., 1993; SOMM, 2006; BRUUN, 2004;
CHAVEY et al., 2009), um novo elo de ligacio entre a obesidade e as alteracdes metabdlicas

passou a ser investigado.

1.3 A RELACAO ENTRE INFLAMACAO E OBESIDADE

Ap6s a descoberta da secrecdo de leptina pelo tecido adiposo, ocorreu uma rapida
expansdo no conhecimento de proteinas e outras moléculas secretadas por esse tecido

(TRAYHURN & BEATTIE, 2001; TRAYHURN & WOOD, 2004). Algumas dessas
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proteinas sao moléculas que participam do sistema imune e da resposta inflamatéria
(HOTAMISLIGIL, 2006). A primeira ligacdo entre obesidade e inflamagdo foi sugerida
quando se descobriu que o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), uma citocina com atividade
pro-inflamatoria, € expressa no tecido adiposo de roedores obesos (HOTAMISLIGIL, et al.,
1993).

Viérias das moléculas secretadas pelo tecido adiposo podem agir como sinais
enddcrinos, pardcrinos e autdcrinos na regulacdo da homeostase energética, incluindo a
autorregulacdo do crescimento e o desenvolvimento do adipdcito, assim como na homeostase
corporal. Outras moléculas estdo envolvidas na angiogénese (fator de crescimento endotelial
vascular — VEGF), homeostase glicémica (adiponectina, leptina e TNFa), reatividade vascular
(inibidor do ativador de plasminogénio 1 — PAI-1) e na regulacdo da pressdo sanguinea
(angiotensinogénio) (FRUHBECK et al., 2001). As moléculas secretadas pelo tecido adiposo
identificadas até o momento sdo altamente variadas e compreendem proteinas como as
citocinas TNFa, interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-1-fB, (IL-1-B),
quimiocina CC ligante 5 (CCLS), quimiocina CC ligante 3 (CCL3), fatores de crescimento
(fator transformador de crescimento  — TGF-P), leptina, adiponectina, resistina, dentre outros
(HOSTAMILISGIL et al.,1993; WU et al., 2007; HUBER et al., 2008).

Embora o tecido adiposo seja capaz de sintetizar e secretar vdrias citocinas, nao se
sabe com clareza quais os fatores que levam esse tecido a apresentar perfil de secre¢do pro-
inflamatorio durante sua expansao (TRAYHURN et al, 2008). Entretanto, alguns estudos tem
sugerido que tanto o estresse oxidativo quanto a hipdxia presentes durante a hipertrofia dos
adipdcitos podem ser responsaveis pelo aumento da secre¢cdo de mediadores inflamatorios
pelo tecido adiposo (OZCAN et al., 2004; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2007; HOUSTIS

et al., 2006; TRAYHURN et al., 2008).
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Virios trabalhos observaram uma correlagio positiva entre o aumento da adiposidade
em roedores e humanos € o aumento da concentragcdo de TNFa, IL-6 e CCL-2 no tecido
adiposo (HOTAMISLIGIL, 1993; CORICA, 1999; TSUKUI, 2000). Atencdo considerdvel
tem sido dada ao aumento da sintese e secrecdo de TNFa pelos adipdcitos, bem como, seus
efeitos na obesidade. A resposta inflamatdria observada na obesidade € desencadeada no
tecido adiposo, embora outros sitios metabolicos criticos, como o musculo e o figado, possam
estar envolvidos durante o curso da doenca (HIROSUMI, 2002; FERREIRA et al., 2010).

Na obesidade, a secrecdo de mediadores pré-inflamatérios pelos adipdcitos, pré-
adipécitos e macréfagos residentes, levam ao infiltrado de células como
mondcitos/macréfagos (WEISBERG et al., 2003), linfécitos T (WU et al., 2007) e de
neutréfilos (ELGAZAR-CARMON et al., 2008). No tecido adiposo, as células infiltradas
também secretam vdrias citocinas, que estimulam os adipdcitos a produzirem mais citocinas
gerando assim um ciclo de retroalimentacao positiva (XU et al., 2003). Desta forma, ocorre a
cronificagdo do processo inflamatério sustentada pela interagdo entre as células infiltradas no
tecido e os adipdcitos, conforme pode ser observado na figura 1. A interagdo entre essas
células levam ao remodelamento do tecido adiposo, promovendo, por exemplo, o aumento da
angiogénese, necessario para a expansio do tecido (MEDZHITOV, 2008; TAKAYOSHI &
YOSHIHIRO, 2010). O processo inflamatério cronico presente na obesidade estd envolvido
na génese da resisténcia a insulina e aumento da liberacdo de 4cidos graxos (BERG &
SCHERER, 2005; HOTAMISLIGIL, 2006; SCHENK, et al., 2008; ROCHA & LIBBY,
2009).

A resisténcia a insulina € definida como uma menor resposta a insulina em tecidos
insulinodependentes, como, musculo, figado e tecido adiposo. Nessa situacdo sdo necessdrias
concentracdes maiores de insulina para manutencdo da homeostase glicémica (FACCHINI et

al., 2001). A progressao da insensibilidade nesses trés tecidos diminui a capacidade da
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insulina em promover a captacdo de glicose, inibir a lipdlise no tecido adiposo, bem como, a
liberacio e producdo de glicose via glicogendlise e gliconeogénese no figado,
respectivamente. Em decorréncia da resisténcia a insulina ocorre um aumento da glicemia e

da liberagao de 4cidos graxos livres (UGER, 1995; UGER, 2002).
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Figura 1: O aumento da adiposidade estimula a sintese e secre¢do de vdrias citocinas pelo
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tecido adiposo. [Essas citocinas liberadas participam do recrutamento de
mondcitos/macréfagos da corrente sanguinea. (Figura modificada de Wellen et al. J. Clin.

Invest. 2003;112:1785-1788).

Viérios pesquisadores tem demonstrado que o TNFa estd envolvido no
desenvolvimento de resisténcia a insulina no tecido adiposo (HOTAMILISGIL et al., 2003;
UYSAL et al., 1997, MOON et al., 2010). Além disso, o TNFo também aumenta a taxa
lipolitica (LANGIN & ARNER, 2006), inibe a diferencia¢ao de pré-adipocitos (TORTI et al.,

1989), estimula a sintese de quimiocinas, como CCL-2, CCL-3 (WEISBERG et al, 2003; XU
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et al, 2003) e CXCL5 (CHAVEY et al, 2009) e promove a apoptose de adipdcitos (PRINS et
al., 1994; SORISKY, et al., 2000).

Outra citocina também envolvida nas alteracdes metabdlicas decorrentes do aumento
da adiposidade € a IL-6. Os niveis plasmaticos dessa citocina estdo aumentados em individuos
com diabetes tipo 2 e positivamente correlacionados com o indice de massa corporal e com a
concentracdo plasmatica de acidos graxos livres (LAZAR, 2005; MOHAMED-ALI, et al.,
1997). Tal como o TNF-a, a IL-6 é capaz de estimular a lipdlise, diminuir a remocao de
triacilglicerol do soro e reduzir a sensibilidade a insulina (SENN et al., 2003), modulando
assim o metabolismo de lipideos e de glicose. A IL-1f também tem sua concentracio
aumentada na obesidade (ZHANG et al., 2001). Alguns estudos demonstram, que o
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 durante a obesidade é acompanhado pelo
aumento da concentragdo de IL-1 na circulacdo e nas ilhotas pancredticas (MAEDLER et al.,
2009). Além disso, a apoptose das células beta, responsdveis pela sintese e secrecdo de
insulina, observada durante exposicao cronica a meio hiperglicémico, é¢ dependente de IL-1
(MAEDLER et al.,, 2001 e 2002). Desta forma, o aumento desta citocina compromete a
sintese de insulina por diminuir o ndmero de células betas. Foi demonstrado que a
concentracdo de algumas quimiocinas, como CCLI1, CCL2 e CCLS, estd aumentada na
obesidade (GERHARDT et al., 2001; WU et al., 2007). Além das citocinas pro-inflamatorias,
o tecido adiposo também € capaz de secretar moléculas com atividade antiinflamatérias como
a IL-10 e adiponectina (TILG et al., 2005). Ha relatos na literatura de que a IL-10 esta
aumentada em individuos obesos, provavelmente, como parte de um mecanismo homeostatico
para contrapor os efeitos dos mediadores inflamatérios (STRISSEL et al., 2007; ESPOSITO
et al., 2003). Por outro lado, a concentracdo de adiponectina, conhecida por melhorar a

sensibilidade a insulina, esta reduzida na obesidade (VENDRELL et al., 2004).
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Além dos mediadores inflamatérios ja descritos, um trabalho recente demonstrou que
adipdcitos, mas ndo pré-adipdcitos, apds estimulados com TNFa, sdo capazes de secretar o
fator de ativagdo plaquetdria (PAF), um importante mediador lipideo pré-inflamatério

(GOUNTOPOULOU et al., 2008).

1.4 O FATOR DE ATIVACAO PLAQUETARIA (PAF)

O fator de ativacao plaquetdria (acetil-gliceril-éter-fosfricolina) € um potente mediador
lipidico pré-inflamatério que atua em concentragdes extremamente baixas. Apesar da
denominacgdo, o PAF tem acdo sobre diferentes tipos de células e é importante para o processo
inflamatério tanto agudo quanto cronico. O PAF foi o primeiro mediador inflamatério
lipidico, derivado de fosfolipidios a ser descoberto (BENVENISTE, 1974), que funciona
como um mediador intercelular e também como mensageiro intracelular (SNYDER, 1994). A
sinalizagdo do PAF resulta da sua ligacdo a receptores especificos acoplados a proteina G e
nao de efeitos diretos sobre a membrana plasmatica de células alvo. A ligacdo do PAF aos
seus receptores promove amplas agdes, sendo capaz de produzir muito dos fendmenos da
inflamacdo, incluindo ativagdo de neutrdfilos e quimiotaxia, alteracdo da permeabilidade
vascular e ativagao plaquetdria (MONTRUCCHIO et al., 2000).

As plaquetas e uma variedade de células como os mondcitos/macréfagos, neutréfilos,
eosindfilos, basodfilos, células endoteliais e adipdcitos produzem PAF quando adequadamente
estimuladas (CAMUSSI et al., 1990; TRIGGIANI et al., 1991; KARASAWA K. et al., 2003;
GOUNTOPOULOU et al., 2008). Exemplos de substancias capazes de levar a producdo de
PAF incluem radicais livres de oxigénio (HOTTER et al., 1997), IL-10, bradicinina e TNF-a
(MONTRUCCHIO et al., 2000). Muitas das células produtoras de PAF também apresentam

receptores para esse mediador lipidico (YE et al., 1991). O PAF € biologicamente ativo, pois
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apresenta caracteristicas estruturais proprias necessarias para sua ligacdo a receptores
especificos, bem como, para o seu reconhecimento por enzimas envolvidas no seu processo
de degradacdo e/ou de sintese. Seu reconhecimento como substrato é importante, pois, se a
degradacdo enzimatica ndo fosse especifica para esta estrutura nao usual de fosfolipidio,
poderia haver uma hidrélise continua de fosfolipidios estruturais (VENABLE et al., 1993;
PRESCOTT et al., 2000). O precursor do PAF, acil-PAF, é convertido pela enzima
fosfolipase A2 a liso-PAF, que é entdao acetilado pela PAF-acetiltranferase, para finalmente
produzir o PAF. A degradacgao ocorre pela desacetilacdo do PAF novamente em liso-PAF pela
enzima PAF-acetilhidrolase (PAF-AH) (SNYDER, 1994). A presenca do PAF foi detectada
em praticamente todos os fluidos corporais (ISHII, NAGASE, SHIMIZU, 2002) e esse
apresenta um espectro muito amplo de atividades bioldgicas.

Além de seu papel cldssico no processo inflamatério, existem alguns trabalhos na
literatura, principalmente da década de 80, mostrando que o PAF participa do metabolismo
(HANAHAN, 1986; BRAQUET et al., 1987 e SNYDER, 1989). Ja foi demonstrado que o
PAF em concentragdes de 1mM a 10pM € capaz de estimular a glicogendlise em figado
perfundido de ratos (SHUKLA et al., 1993), entretanto, o mesmo ndo ocorre em hepatdcitos
(FISHER et al., 1984). Isso ocorre porque os receptores para o PAF estdo presentes nas
células de Kupffer (CHAO et al., 1989) evidenciando, desta forma, que o metabolismo de
glicose pode ser alterado por produtos secretados pelas células de Kupffer. Ainda no figado, o
PAF é capaz de estimular a lipogénese (EVANS et al., 1990), além disso, outro estudo
demonstrou que a infusdo de PAF e capaz de aumentar a atividade da enzima lipase
lipoproteica liberada pela infusdo de heparina em ratos (MIMURA et al., 1991). Vdrios
estudos em humanos tem evidenciado que a concentracao da enzima PAF-acetilhidrolase esta

aumentada em obesos (KUDOLO et al., 1997; WU et al.,, 1999), sugerindo que a
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metabolizacdo do PAF pode estar relacionada com a patogénese da obesidade (IYER et al.,

2010).

31



2. JUSTIFICATIVA
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A obesidade e as doencas metabdlicas associadas estdo entre as mais comuns e
deletérias patologias da atualidade, constituindo uma ameaga a saide da populacdo mundial.
Recentemente, foi demonstrado que durante a obesidade ocorre um processo de inflamacao
cronica sub-clinica. Essa inflamacdo € apontada como um elo entre a obesidade e algumas
patologias, como diabetes tipo 2, aterosclerose, complica¢des cardiovasculares, dentre outros.
Virios estudos tem sido conduzidos com a finalidade de elucidar a participacdo de diferentes
mediadores inflamatdrios nas alteragdes metabdlicas presentes na obesidade. Esses estudos
tem demonstrado que durante a obesidade ocorre aumento da sintese e secrecdo de citocinas
como TNFa, IL-6 e CCL2 no tecido adiposo. Essas citocinas podem promover resisténcia a
insulina, aumento de 4cidos graxos livres circulantes e maior infiltragdo de
mondcitos/macréfagos no tecido adiposo. Além disso, trabalhos desenvolvidos em roedores
com delecdo genética de receptores e/ou citocinas, bem como o uso de antagonistas de alguns
mediadores inflamatérios, tem se mostrado eficientes na prevengao do desenvolvimento das
comorbidades associadas a obesidade. Esses resultados, em conjunto, tem evidenciado que a
modulacdo dos mediadores inflamatérios secretados pelo tecido adiposo em expansdo pode
ser uma ferramenta terapéutica importante para prevencdo das comorbidades associadas a
obesidade. Diante disso, é extremamente importante estudar a participagao de diferentes
mediadores inflamatérios durante a expansao do tecido adiposo.

Recentemente, demonstrou-se que adipdcitos, quando estimulados com TNFa, sdo
capazes de secretar o fator de ativacdo plaquetdria (PAF), um importante mediador lipidico
pro-inflamatério. Embora, na literatura haja varios relatos de que a enzima envolvida na
metabolizacdo desse mediador estaria aumentada em individuos obesos, nenhum trabalho até
o momento foi realizado para avaliar a participagdo do PAF nas alteracdes metabdlicas e
inflamatérios no tecido adiposo. Desta forma, esse trabalho, tem por objetivo estudar a

participacdo do PAF nas alteracdes metabolicas e inflamatdrias no tecido adiposo induzidas
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por dieta palatdvel em camundongos. Para isso, foram utilizados camundongos geneticamente
modificados que ndo apresentam o receptor para o PAF e animais selvagens alimentados com
uma dieta capaz de induzir aumento de adiposidade e de mediadores inflamatérios, bem como

alteracdes no metabolismo de glicose e lipidios.
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3.0BJETIVOS
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho foi estudar a participacdo do receptor para o PAF nas

alteracdes metabdlicas e na concentracdo e secrecdo de citocinas pelo tecido adiposo em

camundongos alimentados com dieta palatavel.

3.1 Objetivos especificos

il.

iii.

1v.

Vi.

Vil.

Verificar se adipdcitos e células do estroma vascular expressam o receptor para o

PAF.

Verificar o efeito da auséncia do receptor para o PAF na evolucao de ganho de
peso ponderal, ingestdo alimentar, bem como, na adiposidade e morfologia dos
adipdcitos.

Analisar se a auséncia do receptor para o PAF altera o perfil lipidico no soro de

animais alimentados com a dieta palatavel.

Verificar se a auséncia do receptor para o PAF interfere nas vias de deposicao de

gordura no tecido adiposo.

Analisar se a auséncia do receptor para o PAF modifica a porcentagem de
macréfagos e a producdo de citocinas no tecido adiposo de animais alimentados

com a dieta palatavel.

Analisar se a auséncia do receptor para o PAF altera o indice lipolitico e a
liberacdo de mediadores inflamatérios por adipdcitos apds estimulo

hiperglicémico.

Verificar se a auséncia do receptor para o PAF altera a tolerancia a glicose.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 ANIMAIS E SEU TRATAMENTO

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
UFMG (CETEA- protocolo 84/2009) sob o titulo de “Fator de ativa¢do plaquetdria: um
possivel participante das alteracdes metabdlicas e inflamatérias na obesidade induzida por
dieta.”

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos com seis a sete
semanas de vida, das linhagens C57B/6J e C57B/6J-PAFR”. Os animais PAFR” foram
criados no Biotério do Laboratério de Imunofarmacologia do ICB, UFMG. Os animais
selvagens (C57B/6J) e animais com delecdo genética do receptor para o PAF foram divididos

em quatro grupos experimentais de acordo com a dieta que receberam:

1- Animais selvagens alimentados com dieta controle (WT-C);

2- Animais selvagens alimentados com dieta palatavel (WT-P);

3- Animais com delecao genética do receptor para o PAF alimentados com dieta
controle (PAFR™-C);

4- Animais com delecdo genética do receptor para o PAF alimentados com dieta

palativel (PAFR™"-P).

Os animais tiveram livre acesso a d4gua e a dieta determinada.

A tabela 1 apresenta a distribuicdo de macro e micronutrientes, assim como a
porcentagem de kilocalorias provenientes da dieta controle e da dieta palatavel, obtidos
através da andlise bromatoldgica da dieta realizada no laboratério de qualidade do leite

da escola de veterinaria da UFMG.

Tabela 1. Distribuicao de macro e micronutrientes e densidade calérica (Kcal/g) da

dieta controle e palatavel.
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Dieta Controle

Dieta Palatavel

Proteina (%) 26,3 17,5
Lipidio (%) 2,6 5,0
Carboidrato (%) 55,6 64,8
Fibra bruta (%) 6,2 4,1
Minerais (%) 9.3 8.5
Energia (Kcal/g) 4,0 4.4

A ingestdo alimentar média foi determinada a partir da diferenca entre a
quantidade de racdo ofertada e a quantidade restante na gaiola dos animais durante as
trocas. O valor obtido foi dividido pelo nimero de animais que estavam na caixa. O
peso corporal foi avaliado uma vez por semana em balanca semi-analitica com
capacidade para 500 gramas e variagcdo de 0,01 grama.

Na sétima semana, apds inicio da alimentacdo com a dieta determinada, foi
realizado o teste oral de tolerancia a glicose. Na oitava semana os animais foram
deixados em jejum por aproximadamente 12 horas e entdo eutanasiados por
exsanguinacao apds terem sido anetesiados com 100ul de anestésico ketamina: xilasina:
PBS (3:1:4). Os tecidos adiposos epididimal, retroperitonial e mesentérico foram
removidos e utilizados imediatamente ou conservados em freezer -20°C até o momento
do uso. O tecido adiposo utilizado para analise de biologia molecular foi conservado no
freezer -80°C. O sangue foi coletado em tubos, centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos

4 4°C para a obtengdo de soro e armazenado a - 20°C para a dosagem de triacilglicerol,

colesterol total e glicose.
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4.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Isolamento de adipdcitos e células do estroma vascular

Apé6s a eutandsia dos animais, o tecido adiposo epididimal foi removido,
fragmentado e incubado com colagenase especifica em banho-maria por
aproximadamente 45 minutos a 37°C, sob agitacdo continua, conforme descrito por
RODBELL (1964). Ao término do periodo de incubacdo, as células foram filtradas
através de uma tela de nylon e centrifugadas a 500 rpm por 1 minuto. Foi coletado o
sobrenadante, que continha os adipdcitos, e o infranadante foi usado para a obtencao das
células do estroma vascular. Os adipécitos foram lavados trés vezes com tampao
HEPES (pH 7,4) contendo 1% de albumina bovina livre de acidos graxos. Os adipdcitos

isolados foram ressuspensos na propor¢ao de 1g de tecido para 20 mL de tampao.

4.2.2 PCR em tempo real (Real-time PCR)

Para a quantificacdo relativa da expressdo do RNAm do receptor para o PAF,
foram utilizados adipdcitos isolados e células do estroma vascular, obtidas como
descrito no 4.2.1. Para a quantificacdo da expressdo dos demais RNAm, foram usados
fragmentos do tecido adiposo epididimal. O RNA total foi extraido com Trizol™ (life
technologies) e procedeu-se a extracdo das amostras com cloroférmio-isopropanol
conforme protocolo do fabricante. Para reacdo da transcriptase reversa, foi utilizado kit
da Pharmacia/Biotech para sintese da fita de DNA complementar (cDNA). Com o uso
de primers especificos (tabela 2), o cDNA do receptor para o PAF, acil CoA

carboxilase, lipase lipoproteica, interleucina-6 e proteina 18S foram amplificados.
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Como controle da quantidade de RNA utilizado, foi determinado o nivel de expressao

de gene da proteina mitocondrial 18S de todas as amostras.

Tabela 2. Primers para PCR em tempo real.

Gene Primer Sequéncia
Receptor do | Senso 5°-CCT CCC ACT GTG GAT TGT CTA CT 3°
PAF Antisenso | 3 GCC ACG TTG CAC AGG AAG T 3
Acil-CoA Senso 5 _TCC GCA CTG ACT GTA ACC ACA T -3’
carboxilase | \ oo | 5 — TGC TCC GCA CAG ATT CTT CA -3’
(ACC)
Lipase Senso 5 — AGT CTG GCC TCG AAC TAA ACT ATG
lipoproteica TAT -3’
(LPL) Antisens | 5~ TCC CAG GAC ACA GGA AGC TAA -3
Interleucina 6 | Senso 5 _TTC CAT CCA GTT GCC TTC TTG -3’
(IL-6) Antisenso | 5" -~ TTG GGA GTG GTA TCC TCT GTG A -3’
18S Senso 5 —CGT TCC ACC AAC TAA GAA CG -3'

Antisenso 5’ - CTC AAC ACG GGA AACCTC AC -3
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4.2.3 Analise morfologica dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal

4.2.3.1 Processamento do tecido adiposo epididimal para a microscopia de
luz

Fragmento do tecido adiposo epididimal com cerca de 50-100mg foram
removidos e imersos em solucdo fixadora de formaldeido a 10% em tampao fosfato
0,1M, pH 7.4, por um periodo de 24 horas. Em seguida, procederam-se vdrias etapas de
desidratacao em série crescente de dlcoois (70° 85°, 90°, 95°, 100°), a diafanizacdo com
xilol e a inclusdao em parafina. Foram obtidas, no micr6tomo, sec¢des histologicas de
Sum de espessura. As secgdes foram colocadas em laminas e coradas com hematoxilina,

contrastada com eosina e, em seguida avaliadas por microscopia de luz.

4.2.3.2 Aquisicao de imagens no microscopio e mensuracio da area e
perimetro

Para a determinacdo do tamanho dos adipdcitos, as laminas foram analisadas
através de microscépio de luz, equipado com uma camera digital (Motican 2500). O
perimetro e a drea seccional foram obtidos através da mediada aleatéria de 50 adipdcitos
por lamina e posterior andlise com o programa Image] para o processamento de

imagens digitais.

4.2.4 Dosagens bioquimicas

O triacilglicerol, colesterol total e glicose presentes no soro foram quantificados

por Kit enziméatico (KATAL, Belo Horizonte, MG) segundo as instru¢des do fabricante.
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4.2.5 Extracao de citocinas do tecido adiposo

Fragmentos do tecido adiposo epididimal (100mg) foram homogeneizados em 1
mL de solugdo de extragdo de citocinas (NaCl 0,4M; tween 20 0,05%; albumina de soro
bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de benzeténio 0,1mM;
EDTA 10 mM; 20 UI de aprotinina), preparada a partir de uma solucdo de tampao
fosfato (8g NaCl, 0,2g KCI e 2,89g Na,HPO,12H,0O diluidos em 1 litro). O
homogeneizado resultante foi centrifugado por 10min a 10000 r.p.m. a 4°C e o

infranadante foi recolhido para a dosagem de citocinas por ELISA.

4.2.6 Determinacao da concentracio de citocinas por ELISA

As amostras foram diluidas na proporcdo de 1:4 em PBS contendo 0,1% de
albumina bovina. Os niveis de IL-10, IL-1B, CCL3 e CCL5 foram determinados
utilizando-se anticorpos obtidos da R&D Systems (DuoSet). As instru¢des do fabricante

para a realizac¢do dos ensaios foram seguidas, e estdo resumidamente descritas abaixo.

Todos os ensaios foram realizados em placas com 96 pocos (Nunc, USA). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibiliza¢do
ocorreu durante aproximadamente 18 horas 2 4°C. A placa foi bloqueada com PBS
acrescido de 1% de albumina bovina, em seguida as amostras foram pipetadas na placa.
A reagdo ocorreu durante aproximadamente 18 horas 2 4°C. Os anticorpos de deteccio
foram diluidos em PBS, pH 7,4, com 0,1% de albumina bovina, sendo que a
sensibiliza¢do ocorreu durante aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. A
reacdo foi detectada pela incubag¢do com streptavidina conjugada com peroxidase e
revelada com OPD (“o-phenylendiamine dihidrocloride”-Sigma) A reagdo foi

interrompida com H,SO4 a 1M .
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A leitura foi feita no leitor de ELISA com filtro para um comprimento de onda

de 492nm.

Os resultados foram expressos corrigidos pela concentracdo de proteinas totais
presente no tecido adiposo epididimal. As proteinas presente no homogeneizado usado

para o ensaio de ELISA foram quantificadas através do método de Bradford (1976).

4.2.7 Cultura primaria de adipocitos

Adipécitos isolados (4.2.1) foram incubados com meio Dulbecco’s modified
Eagle’s (DMEM) acrescido de penicilina, soro fetal bovino e 10% de albumina bovina
livre de dcidos graxos na presenca ou nao de meio hiperglicémico (25 mM) por 24 horas
em estufa de CO; a 5% (Chuang et al., 2007). Apds o periodo de incubagdo, o meio
infranadante foi coletado para determinacao da liberacdo de citocinas como descrito no

item 4.2.6 e de glicerol como descrito no item 4.2.8.

4.2.8 Indice lipolitico in vitro

A liberacdo de glicerol para o meio de incubagdo foi utilizada como medida do
indice lipolitico. O meio de incubacdo de adipdcitos em cultura foi usado para
determinac¢do da concentracao de glicerol através de método enzimético (KATAL, Belo

Horizonte, MG). Foram seguidas as instru¢des do fabricante.

4.2.9 Ensaio de viabilidade de células em cultura utilizando o método do MTT

Ap0s a coleta do infranadante, os adipdcitos em cultivo foram submetidos a um

ensaio de viabilidade para avaliar a sobrevivéncia das células. Para isso, as células

44



foram cultivadas na presenca de 200uL de uma solucao de MTT a 500pg/mL em meio
de cultura DMEM a 37°C. Ap6s 4 horas de incubagio, o infranadante foi descartado e
as células lisadas pela lavagem com uma solu¢do de SDS a 10% em formamida/dgua
(1:1). Foram transferidos 100uL. do lavado para uma placa de ELISA e a densidade
Optica foi avaliada no comprimento de onda de 550nm. Os valores obtidos sdo

expressos como a absorbancia média das amostras.

4.2.10 Citometria de Fluxo

As células do estroma vascular do tecido adiposo epididimal foram isoladas
como descrito no item 4.2.1. Essas células foram lavadas com solu¢do de DMEM
acrescido com 10% de soro fetal bovino, contadas e marcadas com anticorpos para
componentes especificos de macréfagos ativados: GR™ F4/80". A fluorescéncia de cada
célula foi mensurada rapidamente pelo feixe de excitagdo transversa e analisada com
FACScan. Os dados foram expressos em porcentagem de células GR™ F4/80" presentes

no gate de granuldcitos.

4.2.11 Teste oral de tolerancia a glicose

Para o teste oral de tolerancia a glicose foram utilizados camundongos no estado
de jejum de aproximadamente 12 horas. Os animais receberam, por gavagem, D-glicose
na dose de 0,2g/100g de peso corporal, e a concentracdo sanguinea de glicose foi
monitorada aos 0, 15, 30, 60 e 90 minutos apds a inje¢do, utilizando um glicosimetro
Accue-Check (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, Indiana, USA). As amostras de

sangue foram obtidas da cauda dos animais apds um pequeno corte na ponta da mesma.
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

ApOs ter sido realizado o teste de normalidade e verificado que as amostras
apresentavam distribuicdo Gaussiana, as comparagdes estatisticas entre 0s varios grupos
foram feitas por ANOVA “one way” seguida de pods-teste Newman-Keuls. Para
comparacao entre dois grupos, quando necessério, foi utilizado o teste “t de student”. Os
resultados foram apresentados como médiaterro padrao médio. O nivel de significincia
adotado foi de p<0,05. Para a realizacdo de todas as andlises, foi utilizado o software

GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS
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5.1 Expressao do RNA mensageiro do receptor para o PAF em adipdcitos

Como mostrado na figura 1, o RNA mensageiro para o receptor do PAF é

expresso tanto em adipdcitos quanto em células do estroma vascular.
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Figura 2: Expressdao do RNAm para o receptor do PAF em células do estroma vascular
(CSV) e adipdcitos (AD) isolados do tecido adiposo epididimal de animais selvagens

(WT). As barras representam a média * erro padrao. n=3 e 4.

5.2 Ingestao alimentar, peso ponderal, biometria dos tecidos adiposos epididimal,
mesentérico e retroperitonial e analise morfolégica dos adipécitos do tecido

adiposo epididimal

Animais selvagens, quando alimentados com a dieta palatavel, apresentaram

ganho de peso similar aos animais alimentados com a dieta controle (Figura 2A).
Entretanto, os animais deficientes para o receptor do PAF alimentados com a dieta

palatdvel tiveram ganho de peso maior quando comparado a animais com dele¢do que
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receberam a dieta controle ou quando comparados aos animais selvagens alimentados
com a dieta palatdvel. O aumento de peso corporal ndo estd associado ao aumenta da
ingestdo alimentar, uma vez que nao houve diferenca nesse parametro em nenhum dos

grupos avaliados (Figura 2B).
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Figura 3: Ganho de peso ponderal e ingestdo alimentar de camundongos selvagens
(WT) e com delecdo genética do receptor para o PAF (PAFR™), alimentados com dieta
controle - C e palatavel - P. (A) Representacdo do ganho de peso corporal avaliado
semanalmente. (B) Ingestdo alimentar didria média referente as oito semanas

experimentais. As barras representam a média + erro padrao, n=9. *p<0,05.
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Conforme pode ser observado na figura 3, animais selvagens alimentados com a
dieta palatavel apresentaram aumento do peso dos tecidos adiposos epididimal (Figura
3A), mesentérico (Figura 3B) e retroperitonial (Figura 3C) quando comparados ao seu
respectivo controle. Entretanto, na auséncia do receptor para o PAF, animais
alimentados com dieta palatdvel apresentaram aumento de até trés vezes na adiposidade
em relacdo ao grupo PAFR”-C. O aumento de adiposidade do grupo PAFR™-P foi
significativamente maior do que o encontrado no grupo selvagem alimentados com a

mesma dieta.
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Figura 4: Biometria de trés tecidos adiposos intraperitoniais de camundongos selvagens

A

(WT) e com delecdo genética do receptor para o PAF (PAFR™) alimentos com dieta

controle -C e palatdvel - P. Peso dos tecidos adiposos epididimal (A), retroperitonial (B)
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e mesentérico (C). As barras representam a média + erro padrdo, n= 10-15. **p<0,01 e

*#4p<0,001.

A andlise histoldgica do tecido adiposo epididimal mostrou que os dois grupos
alimentados com a dieta palatdvel apresentaram aumento da drea (Figura 4A) e do
perimetro (Figura 4B) dos adipdcitos quando comparados com seus respectivos
controles. Todavia, esse aumento foi maior no grupo PAFR”-P que no grupo WT-P.
Esse resultado mostra que o aumento da adiposidade induzida pela dieta estd

relacionado com a hipertrofia dos adipdcitos.
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Figura 5: Andlise histolégica de secgdes do tecido adiposo epididimal de animais
selvagens e com delecdo genética do receptor para o PAF alimentados dieta controle-C
e palatavel-P. Tecido adiposo epididimal dos animais WT-C (A), WT-P (B), PAFR-/--C
(D), PAFR-/--P (E) em aumento de 10x. Determinacao da drea (E) e do perimetro (F) de

adipdcitos do tecido adiposo epididimal de camundongos selvagens (WT) e com
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deficientes para receptor do PAF (PAFR™) alimentados com dieta controle e palatavel.

As barras representam a média + erro padrdo. n= 3-5. *p<0,05 e ***p<0,001.

5.3 Expressao do RNAm para as enzimas LPL e ACC

O grupo selvagem alimentado com a dieta palatdvel apresentou aumento da
expressdo do RNAm para a ACC (Figura 5A), bem como para a LPL (Figura 5B),
quando comparado com o grupo selvagem que recebeu a dieta controle. Em relacdo a
expressdo das enzimas ACC e LPL, o grupo com dele¢do genética ndo apresentou
diferenca entre os animais alimentados com a dieta palatdvel e controle. A expressao do
RNAm para a enzima ACC apresentou-se diminuida no grupo PAFR™-P quando

comparado com WT-P.
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Figura 6: Expressio do RNAm para as enzimas acil-CoA carboxilase (ACC) (A) e
lipase lipoproteica (LPL) (B) no tecido adiposo epididimal de camundongos selvagens
(WT) e deficientes para receptor do PAF (PAFR'/ "), alimentados com dieta controle -C e
palatdvel - P. As barras representam a média + erro padrdo. n= 3-6 para ACC e n=8-13

para LPL. *p<0,05.
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5.4 Concentracao de triacilglicerol, colesterol total e glicose no soro

Para verificar o efeito do receptor do PAF sobre os parametros soroldgicos,
foram determinadas as concentragdes de triacilglicerol, colesterol total e de glicose. Os
dados apresentados na tabela 3 mostram que os animais selvagens alimentados com a
dieta palatdavel tiveram aumento da concentragdo soroldgica de colesterol total em
relacdo ao grupo alimentado com dieta controle, contudo nao houve alteracdo na
concentracdo de triacilglicerol e glicose nesse grupo. No grupo PAFR™-
P houve aumento na concentracdo de colesterol total e de triacilglicerol em relagdo
grupo com dele¢do alimentado com a dieta controle, entretanto, ndo houve diferenca na

concentracao de glicose entre esses dois grupos.

Tanto o aumento de colesterol quanto de triglicérides foi significativamente
maior no grupo com dele¢do genética alimentado com a dieta palatdvel do que o grupo

selvagem alimentado com a mesma dieta.

Tabela 3. Efeito da dieta e da auséncia do receptor para o PAF na concentracdo de

lipideos e de glicose no soro.

Grupos Perfil no Soro
Triacilglicerol Colesterol Total Glicose de jejum
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
WT-C 54,57+3,60 (9) 95,08+6,26 (10) 109+2,44 (10)
WT-P 46,20+6,31 (8) 113,10+4,43 (10)* 109+1,35 (10)
PAFR"-C 45,09+4,15 (10) 89,24+4,05 (10) 113+1,91 (9)
PAFR"-P 100,6+7,56 (5)*# 130,00£2,62 (5)*# 111,4+3,58 (5)

Os valores representam a média + erro padrao. Os nlimeros entre paréntese representam
o nimero de animais utilizados. *p<0,05 vs respectivo controle (WT-C ou PAFR™-C);
#p<0,05 vs WT-P.
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5.5 Porcentagem de macroéfagos GR-1"" F4/80* do tecido adiposo epididimal

A andlise da populacdo de células GR-1"" F4/80" (macréfagos ativados) nas
células do estroma vascular do tecido adiposo epididimal estd representada no gréfico 6.
Conforme pode ser observado, em relagdo essa populacdo de células ndo houve

diferenca em nenhum dos grupos avaliados.
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Figura 7: Porcentagem da populacio de células GR-1"% F4/80* (macréfagos ativados)
presentes no estroma vascular do tecido adiposo epididimal de animais selvagens (WT)
e deficientes para receptor do PAF (PAFR™) alimentados com dieta controle-C e

palatdvel-P. As barras representam a média + erro padrao. n= 5-6.

5.6 Concentracao e expressao de citocinas no tecido adiposo epididimal

Conforme mostrado na figura 7, animais alimentados com a dieta palatavel
tiveram aumento na concentracio das citocinas IL-1B (7A), IL-10 (7B), CCL3 (7C) e
CCLS5 (7D) no tecido adiposo epididimal. Entretanto, na auséncia do receptor nao houve
diferencga entre os grupos alimentados com as dietas palatavel e controle. As citocinas
IL-1B e CCLS5 estdo reduzidas no grupo PAFR™-P apenas quando comparado com o

grupo WT-p. A dieta palatdvel promoveu aumento da concentracdo de TNFa no tecido
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adiposo dos animais selvagens, mas ndo nos animais

(dado nao mostrado).

com delecao genética do receptor
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Figura 8: Concentracdo de citocinas extraidas do tecido adiposo epididimal de

camundongos deficientes para receptor do PAF comparados com animais selvagens,

ambos alimentados com dieta controle-C e palatavel-P. Concentracio de IL-1B (A), IL-

10 (B), CCL3 (C) e CCLS5 (D). As barras representam a média + erro padrdo. n= 5-9.

*p<0,05; **p<0,01.

Em relacdo a expressdo da RNAm para a IL-6 no tecido adiposo epididimal,

houve aumento da expressdao no grupo selvagem alimentado com a dieta palativel,

conforme mostrado na figura 8. Entretanto, no grupo com delecdo do receptor nao

houve diferenca entre os animais alimentados com as diferentes dietas.
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Figura 9: Expressdo do RNAm da IL-6 no tecido adiposo epididimal de camundongos
selvagens (WT) e deficientes para receptor do PAF (PAFR'/ ), ambos alimentados com

dieta controle-C e palatdvel-P. As barras representam a média + erro padrao. n= 3-5.

#p<0,05.

5.7 Indice lipolitico e a concentracdo de IL-6 e TNF-a liberados por adipdcitos

para o meio de incubacio apés estimulo com meio hiperglicémico

Para determinag¢do do indice lipolitico, foi realizada a dosagem de glicerol
liberado por adipdcitos em cultura primaria. Como mostrado na figura 9A, o grupo com
delecdo apresentou taxa lipolitica basal menor que o grupo selvagem. Quando se
estimulou a lipdlise com meio hiperglicémico (glicose 25mM) observou-se aumento da
liberacdo de glicerol para o meio de incubacdo tanto pelos adipdcitos dos animais
selvagem quanto dos animais com delecdo genética para o receptor. Entretanto,
ressaltamos que no grupo com delecdo o indice lipolitico foi 81,2% menor que o
apresentado pelos adipdcitos dos animais selvagens quando ambos foram estimulados

com meio hiperglicémico. Além disso, os adipécitos dos animais selvagens, em resposta
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ao meio hiperglicémico, aumentaram a liberagdo de IL-6 (Figura 9B), mas ndo de TNFa
(Figura 9C). Os adipdcitos dos animais com delecdo genética nao alteraram a liberagcdo
de IL-6 e TNFo apds estimulo com meio hiperglicEmico. Na figura 9D estd
representada a absorbancia do ensaio de MTT para determinacdo da viabilidade celular
dos adipdcitos em cultura. Esse dado demonstra que a quantidade de células vidveis foi

semelhante nos quatro grupos experimentais.
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Figura 10: Efeito do meio hiperglicémico (25mM) em adipdcitos de animais selvagem
(WT) e com delecao genética para o receptor do PAF (PAFR™) incubados por 24 horas.
(A) Concentracao de glicerol mensurados no meio de incubagdo para determinagdo do

indice lipolitico. Concentracdo de IL-6 (B) e de TNFa (C) liberados para o meio de
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incubacdo. (D) Viabilidade celular, avaliada pelo ensaio de MTT. As barras representam

a média + erro padrdo. n=4-8. ***p<0,001.

5.8 Avaliacao da tolerancia a glicose

Como mostrado na figura 10A e B, os animais selvagens se tornaram menos
tolerantes a glicose. Entretanto na auséncia do receptor para o PAF ndo houve alteracio

na tolerancia a glicose entre animais alimentados com dieta controle e palatavel.
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Figura 11: Glicemia ap6s gavagem de 2g/Kg de glicose (A). Representacdo da glicemia
no tempo 15 minutos apds gavagem (B). As barras representam a média + erro padrao,

n=5. *p<0,05.
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6. DISCUSSAO
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Nesse trabalho, nosso objetivo foi estudar a participagdo de um importante
mediador lipidico pré-inflamatério, o PAF, nas alteracdes metabodlicas e inflamatdrias
no tecido adiposo induzidas por uma dieta palativel (LIMA et al., 2008; NADERALI &
WILLIAMS, 2001; HARROLD et al., 2000). Essa dieta € caracterizada por conter
maior teor de carboidratos (LINDQVIST et al., 2005). Embora geralmente dietas
palatdveis promovam hiperfagia, a dieta usada pelo nosso grupo ndo apresentou esse
efeito em diferentes linhagens de camundongos, como Swiss, Balb/C (dados ndo
mostrados) e C57/B6. Nesse trabalho os animais selvagens alimentados com a dieta
palatdvel durante oito semanas apresentaram aumento da adiposidade, associado a
hipertrofia dos adipdcitos, aumento de colesterol total, bem como, menor tolerancia a
glicose e maior concentragdo e expressdao de citocinas no tecido adiposo quando
comparados com o grupo controle. Desta forma, camundongos alimentados com a dieta
palatdvel constituem um bom modelo para o estudo da expansdo do tecido adiposo
associado ao aumento de mediadores pro-inflamatérios e diminui¢do periférica da
tolerancia a glicose.

O controle do acumulo de lipideos nos adipdcitos € determinado primariamente
pela atividade de trés vias metabdlicas: a lipogé€nese, que consiste na sintese de novo de
dcidos graxos e sua posterior reesterificacdo a triacilglicerol, sendo a acil-CoA
carboxilase uma enzima chave nesse processo; a captacdo de dcidos graxos derivados de
triacilglicerdis presentes em lipoproteinas circulantes clivados pela enzima LPL e a
hidrdlise dos lipideos armazenados (lipdlise) no tecido adiposo pela enzima lipase
hormoénio sensivel (FREDRIKSON et al., 1981) e pela lipase de triacilglicerol do tecido
adiposo (JENKINS et al., 2004; VILLENA et al., 2004; ZIMMERMANN et al., 2004).
A expansdo do tecido adiposo nos animais selvagens alimentados com a dieta palatdvel

foi acompanhada pelo aumento da expressdo do RNAm das enzimas ACC e LPL.
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Embora a atividade das enzimas ndo tenha sido avaliada, ha varios relatos na literatura
demonstrando que o aumento da expressdo da ACC estd intimamente relacionado com a
atividade da enzima, bem como, com o aumento da adiposidade (COUPE et al., 1990;
PERDEREAU et al., 1990; ELSHOURBAGY, et al., 1990; TRAVERS et al., 1997). A
atividade da LPL estd sob regulacdo tanto transcricional quanto pds-transcricional. Ha
estudos mostrando que macronutrientes, como carboidratos e lipideos, podem modular a
atividade da LPL, tanto em humanos quanto em roedores (YOST, et al.,, 1998;
ERSKINE et al., 1994). ERSKINE e colaboradores (1994) demonstraram que apds
ingestdo de uma dieta rica em carboidratos ocorre aumento da atividade da LPL liberada

por heparina.

Diante da forte correlagdo, apontada pela literatura, entre a expansdo do tecido
adiposo e aumento da secrecdo de citocinas pré-inflamatdrios, varios estudos estdo
sendo conduzidos com a finalidade de elucidar novos mediadores envolvidos na relacdo
entre o aumento da adiposidade e alteracbes metabdlicas. Recentemente,
GOUNTOPOULOU e colaboradores (2008) demonstraram que adipdcitos quando
estimulados com TNFa sdo capazes de produzir o fator de ativacao plaquetdria (PAF).
Além disso, diversos trabalhos tem evidenciado que a metabolizacdo do PAF pode estar
aumentada em individuos obesos e com complicacdes metabdlicas (KUDOLO et al.,
1997; WU et al., 1999; IYER, et al.,, 2010), evidenciando que o PAF pode estar
envolvido na etiologia da obesidade e das comorbidades associadas.

Nesse trabalho, observamos que na auséncia do receptor para o PAF, os animais
alimentados com a dieta palatdvel apresentaram maior ganho de peso corporal e
aumento dos trés tecidos adiposos avaliados, bem como, marcante hipertrofia dos

adipdcitos do tecido adiposo epididimal. Diante do exarcebado aumento dos tecidos
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adiposos observado nos animais PAFR” -P, avaliamos algumas vias metabdlicas
envolvidas no actiimulo de gordura nas células adiposas. E, ao contrario do observado no
grupo selvagem, os animais com dele¢do do receptor que receberam a dieta palatdvel
ndo apresentaram alteracao na expressao do RNAm para a enzimas ACC e LPL quando
comparados com 0s animais PAFR™-C. Desta forma, esses dados sugerem que O
aumento da adiposidade observado no grupo PAFR™-P ndo estd relacionado a maior
expressdo dessas enzimas. Por outro lado, observou-se que a taxa lipolitica basal de
adipdcitos isolados de animais PAFR™ foi 21% menor que a dos adipdcitos de animais
selvagens. Quando os adipdcitos dos animais com dele¢do foram incubados em meio
hiperglicémico, observou-se que a taxa lipolitica foi 81,2% menor que os adipdcitos de
animais selvagens. Desta forma, sugerimos que o aumento no tamanho dos adipdcitos
observado no grupo com dele¢do alimentado com a dieta palativel pode estar
relacionado com a diminui¢do da lip6lise, como observado in vitro. Ha relatos na
literatura demonstrando que a lip6lise pode regular o tamanho do adipdcito. Animais
com delecao da perilipina, proteina que funciona como uma barreira protegendo a gota
lipidica da acdo da HSL e da ATGL, apresentaram diminui¢@o da drea do adipdcito em
relacdo ao grupo selvagem (MARTINEZ-BOTAS et al., 2000; TANSEY et al., 2001).
Em outro trabalho, foi demonstrado que a delecdo da fosfolipase A2 (PLA2), em
adipdcitos de camundongos, preveniu o desenvolvimento de obesidade induzida por
dieta rica em gordura e por deficiéncia de leptina (ob/ob). Esse efeito foi atribuido ao
aumento da taxa lipolitica, tanto basal quanto estimulado por isoproterenol, e resultou
em diminuicdo da drea dos adipécitos (JAWORSKI et al., 2009). Desta forma, nossos
dados, em conjunto, evidenciam que a presenca do receptor para o PAF € importante

para atenuar o ganho de peso corporal e a adiposidade em animais alimentados com a
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dieta palatavel. O aumento da adiposidade nesse grupo pode estar relacionado, pelo
menos em parte, a menor taxa lipolitica.

Embora ndo tenha sido avaliado nesse trabalho, outra via importante, que pode
estar envolvida na regulacdo do tamanho dos adipdcitos, bem como da adiposidade, € a
oxidac¢do de lipideos no proprio tecido adiposo. O aumento da transcricao das enzimas
oxidativas, como carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1) e acil-CoA oxidase, (ACO)
estdo relacionadas com diminuicdo da drea de adipdcitos no tecido adiposo epididimal
(JEONG & YOON, 2009). Por outro lado, a redu¢do da oxidacao de lipideos no tecido
adiposo pode contribuir para a obesidade e para o desenvolvimento de diabetes tipo 2
(OBERKOFLER et al., 1997; BOTTCHER & FURST, 1997). Além disso, o aumento
do tecido adiposo pode resultar do desequilibrio entre a ingestdo de energia e o gasto
energético (DUCAN et al., 2007). No nosso modelo demonstramos que ndo ocorre
maior ingestdo caldrica nos animais com dele¢do alimentados com a dieta palatdvel,
entretanto o gasto energético pode estd diminuido. Desta forma, investigacdes futuras
serdo necessdrias para determinar se a oxidagcdo de lipideos e o gasto energético estao
alterados nos animais PAFR”"-P.

Apesar do marcante aumento da adiposidade nos animais PAFR™"-P, ndo houve
aumento da populacdo de macréfagos no tecido adiposo epididimal, assim como
observado no grupo selvagem alimentados com a mesma dieta. Os animais PAFR™-P
ndo apresentaram alteracdo na concentragdo das citocinas avaliadas em relaciao ao grupo
PAFR™-C, diferentemente do observado no grupo selvagem. Avaliamos a expressao do
RNAm para a IL-6 e demonstramos que no grupo PAFR™-P ndo houve diferenca em
relacdo a expressio do RNAm dessas citocinas quando comparados ao grupo PAFR™-
C. Nossos dados, in vitro, confirmaram que os adipdcitos na auséncia do receptor para o

PAF apresentam liberagdo basal de TNFo e IL-6 menor que os adipdcitos de animais
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selvagens, e ainda, quando estimulados com meio hiperglicémico ndo alteraram a
liberacao dessas citocinas. Esses achados no tecido adiposo e adipdcitos dos animais
com delecdo corroboram dados da literatura que tem demonstrado em diferentes tecidos
e modelos experimentais diminui¢do significativa da concentragdo de citocinas em
animais deficientes para o receptor do PAF quando comparados com os seus controles
(SOARES et al., 2002; GALVEZ et al., 2003; HIRAYAMA et al., 2003; SOUZA et al.,
2003). A ativagdo do receptor do PAF estimula a sintese de vdrias citocinas
inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e eicosandides (ROTH et al.,
1996; POUBELLE et al., 1991; RUIS et al., 1991; AEPFELBACHER et al., 1992;
BAZAN, 2005; HASEGAWAI1 et al., 2010) desempenhando papel fundamental nos
processos inflamatérios. O PAF, via seu receptor, é capaz de ativar o NF-kB, fator
chave de regulacdo, envolvido no processo inflamatério, capaz de promover a
transcri¢do de receptores, enzimas e vdrias citocinas (DE PLAEN et al., 1998; 2000;
FERNANDES et al., 2003). Diferentes trabalhos tem demonstrado que a inflamagao
que ocorre durante a obesidade estd relacionada com a ativacdo desse fator de
transcricdao nuclear (OITA et al., 2010; KLEEMANN, et al., 2010; RAYSSIGUIER et
al., 2006). Desta forma, em conjunto, nossos dados sugerem que a presenga do receptor
para o PAF € necessdria para aumentar a concentracdo de mediadores inflamatdrios
durante a expansdo do tecido adiposo induzida por dieta palativel. Além disso, a
presenca do receptor para o PAF € importante em adipdcitos, para a liberagdo basal e
estimulada por meio hiperglicémicos de IL-6 e TNFa.

A dislipidemia é um achado comum em individuos com sobrepeso e obesos e
estd intimamente relacionada com o desenvolvimento de complicagdes
cardiovasculares, como aterosclerose (KLEEMANN et al., 2010). Nesse trabalho, os

animais com delecao do receptor para o PAF alimentados com a dieta palatavel tiveram

64



aumento da concentragdo de colesterol total e de triacilglicerol (TG). Estd bem
estabelecido na literatura que o transporte de colesterol em camundongos ocorre
principalmente em particulas de HDL (PLUMP et al., 1992; ZHANG et al., 1992;
BRESLOW 1996; HOFKER et al.,, 1998; NEUZIL et al.,, 1998). Desta forma, é
provével que o aumento de colesterol total observado nos animais PAFR”-P seja devido
ao aumento dessa lipoproteina. No grupo com delecdo, alimentado com a dieta
palatdvel, o aumento de TG ocorreu associado a menor expressdo da LPL. Ao passo
que, nos animais selvagens, a dieta palativel ndo alterou a concentracdo de TG, mas
aumentou a expressdo da LPL (SARAVAN et al., 2005). Esses resultados sugerem que
o aumento de TG observado na auséncia do receptor para o PAF nos animais
alimentados com a dieta palativel pode estar relacionado a menor remocdo de TG do
soro devido menor expressdo da LPL no tecido adiposo. Entretanto, outras vias de
regulacdo também podem estar envolvidas nesse processo, como aumento da sintese e
secrecdo hepatica de VLDL e menor oxidagdo periférica de gordura.

Apesar de todas as alteragdes metabdlicas observadas nos animais com delecdo
do receptor para o PAF, alimentados com a dieta palatdvel, eles ndo apresentaram
alteracdo na tolerancia a glicose. Uma vez que a concentracdo de mediadores pro-
inflamatérios ndo foi alterada nos animais PAFR™"-P e, sabendo que esses mediadores
estdo envolvidos na génese da resisténcia a insulina, nossos dados evidenciam que o
desenvolvimento de resisténcia a insulina pode ser dependente do aumento da liberagao
de mediadores pré-inflamatérios no tecido adiposo, como j4 demonstrado por outros
pesquisadores (BARBARROIJA et al., 2010; XU et al., 2003; UYSAL, et al., 1997).

A relacdo entre a inflamacdo e a obesidade €, atualmente, um assunto
amplamente discutido na literatura, entretanto pouco se sabe sobre o papel fisiolégico

desse processo, embora haja alguns trabalhos propondo tal papel. UYSAL e
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colaboradores (1998) demonstraram que a delecdo dos dois receptores para o TNFa
(TNFR1 e TNFR2), ainda que ndo tenham prevenido o ganho de peso em modelo
genético de obesidade, preveniram o desenvolvimento de resisténcia a insulina. Em
relacdo ao papel fisiolégico da inflamacdo no tecido adiposo, hd alguns estudos
sugerindo que a inflamacdo, nesse tecido, participa do remodelamento do mesmo,
promovendo angiogénese necessdria para a expansdo do tecido (NISHIMURA et al,
2007; 2008) além de fagocitar as células mortas. Outro trabalho demonstrou que uma
das acdes do TNFa, no tecido adiposo, seria promover resisténcia local a insulina e
reduzir a adiposidade, sugerindo que o papel fisiol6gico do TNF-a ao induzir resisténcia
a insulina é limitar a expansdo da massa adiposa (XU et al., 2002), uma vez que
sensibilidade normal a insulina estimula a lipogé€nese e inibe a lipdlise (BERNE et al.,
2005). Essa hipotese pode ser reforcada pela observagdo da associacdo entre algumas
doencas relacionadas com marcante reducdo da massa do tecido adiposo e expressivo
aumento do processo inflamatério, como na caquexia induzida pelo cancer, na sepse e
em algumas alergias alimentares. (RYDEN & AMER, 2007; MEHTA et al., 2010;
DOURADO et al, dados ndo publicados). Nessas doencas ocorrem aumento do
infiltrado de macréfagos, secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias, ativacdo de vias
catabolicas e supressdo de vias anabdlicas no tecido adiposo. Nossos dados corroboram
com a hipétese de que, o aumento de mediadores pré-inflamatérios, que ocorre no
tecido adiposo durante o aumento da adiposidade, pode ser importante para promover o
controle negativo da adiposidade.

A figura 11 ilustra esquematicamente a participacdo do receptor para o PAF e
dos mediadores inflamatérios no controle da adiposidade. Em resumo, o conjunto de
dados apresentados nesse trabalho sugere que o receptor do PAF atenua o aumento da

adiposidade e a concentracdo de lipideos no soro. Na auséncia do receptor do PAF, ha
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marcante aumento da adiposidade e dislipidemia apds estimulo com dieta palatdvel.
Embora tenhamos observado aumento da adiposidade no grupo selvagem com a dieta

_P. Dentre os

palatavel, ele foi bem menor que o apresentado pelo grupo PAFR
possiveis mecanismos envolvidos no aumento da adiposidade na auséncia do receptor,
observamos menor concentragdo de mediadores inflamatérios no tecido adiposo
epididimal e diminuicdo da taxa lipolitica em adipdcito isolados. Desta forma,
sugerimos que quando um estimulo para o aumento da adiposidade, como a dieta
palatdvel, ¢ acompanhado do aumento da concentracdo de mediadores inflamatérios
ocorre diminui¢do da tolerancia a glicose e menor hipertrofia dos adipdcitos. Entretanto,
quando o estimulo para o aumento da adiposidade nao é acompanhado pelo aumento da
concentracdo de mediadores inflamatérios, como visto no grupo com delecdo do

receptor para o PAF, a tolerancia a glicose ndo € alterada, ao passo que, ocorre marcante

hipertrofia dos adipdcitos e dislipidemia.
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Estimulo para aumento da adiposidade (Dieta palatdvel)

PAFR

Aumento de citocinas

PAER

/
/

Aumento )é\ci‘roci nas

Menor expansdo do TA

/

Maior expansdo do TA

Figura 11: Representacdo esquemadtica da participagao do receptor para o PAF e dos

mediadores pré-inflamatérios no controle da adiposidade indugdo por dieta palatavel.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS
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Para confirmar a participagdo do PAF como um mediador da lipdlise em
adipdcitos isolados, avaliaremos a expressao das enzimas HSL e ATGL. Além
disso, em cultura de adipdcitos isolados de animais selvagens, serd avaliado se o
PAF, através do uso de andlogos do receptor do PAF, é capaz promover lip6lise
e se esse efeito € dependente do aumento de mediadores pré-inflamatérios, como
IL-6.

Para determinar quais as vias metabdlicas envolvidas no aumento de adiposidade
observado no grupo com dele¢dao do receptor do PAF alimentados com a dieta
palatdvel, avaliaremos a expressdo de UCPs no musculo e tecido adiposo
(avaliagdo da termogénese), bem como de CPT-1 (enzima chave para a oxidagao
de 4cidos graxos).

A fim de verificar se o PAF estd aumentado nos animais alimentados com a
dieta palatdvel, conforme sugerido por estudos realizados em humanos obesos e
com sobrepeso, avaliaremos expressdo das enzimas PAF-aciltranferase e PAF-
acilhidrolase nos grupos selvagens que apresentam aumento de adiposidade.

A concentracdo plasmdtica de insulina e a sensibilidade a mesma sdo avaliados
para confirmacao de que em animais alimentados com a dieta palatdavel também
ocorre diminui¢do da sensibilidade a insulina, como ja sugerido pelo teste de

tolerancia a glicose.
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