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RESUMO

Obesidade e ingestdo energética aumentada exercem efeitos prejudiciais a
saude relacionados ao estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi avaliar a
contribuicdo de um estado pré-oxidativo e do aumento da adiposidade em diversas
caracterisiticas do tecido adiposo visceral em animais controles (C57BL/6) ou com
estresse oxidativo basal (ApoE"‘). Animais de ambas as linhagens foram divididos em
subgrupos: dieta comercial e hiperlipidica. Foram avaliados: estresse oxidativo,
parametros de obesidade e secrecdo de adipocinas no tecido adiposo. Foi
demonstrado que animais ApoE™ com dieta hiperlipidica apresentaram maior estresse
oxidativo que os C57BL/6 com a mesma dieta. Os parametros de obesidade foram
maiores em ambas as linhagens alimentadas com dieta hiperlipidica. As adipocinas
proinflamatérias foram maiores no ApoE™ com dieta hiperlipidica demonstrando a
importancia do estresse oxidativo e obesidade associados na inflamacdo do tecido
adiposo.

Palavras-Chave: estresse oxidativo; obesidade; tecido adiposo; adiposidade;
adipocinas; ApoE.
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ABSTRACT

ASSOCIATION OF OXIDATIVE STRESS AND DIET-INDUCED OBESITY IN
ADIPOKINES SECRETION. Obesity and increased energy intake exert adverse health
effects related to oxidative stress. The objective of this study was to evaluate the
contribution of a pro-oxidative state and increased adiposity in several characteristic
lines of visceral adipose tissue in control animals (C57BL/6) or basal oxidative stress
(ApoE-/-). Animals of both strains were divided into subgroups: commercial and high-fat
diet. We evaluated oxidative stress, parameters of obesity and adipokines in adipose
tissue. It was shown that animals ApoE-/- high-fat diet had higher oxidative stress than
the C57BL/6 with the same diet. The parameters of obesity were higher in both strains
fed high-fat diet. Inflammatory adipokines were higher in ApoE-/- high-fat diet
demonstrating the importance of oxidative stress and associated with obesity in adipose
tissue inflammation.

Keywords: oxidative stress, obesity, adipose tissue, adiposity, adipokines, ApoE.
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1- INTRODUCAO

O estresse oxidativo sistémico é o desequilibrio entre a geracdo de oxidantes e
mecanismos de defesa antioxidantes, que tem como resultado o acumulo intracelular
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (RUDICH et al., 2007). Recentes estudos
apontam que 0s mecanismos pelo qual a obesidade e a ingestdo energética
aumentada exercem efeitos prejudiciais a salde estdo relacionados a extraordinaria
capacidade em induzir estresse oxidativo (DINIZ et al., 2008). O estresse oxidativo tem
sido implicado na aterosclerose e em complicagdes microvasculares do diabetes tipo 2.
Evidéncias emergentes apontam o papel das ERO em vérias formas de resisténcia a
insulina (ERIKSSON, 2007). Estudos em humanos e modelos experimentais de
obesidade mostram forte correlacdo entre adiposidade e marcadores do estresse
oxidativo sistémico (PAUSOVA, 2006).

A obesidade é caracterizada pela expansdo do tecido adiposo com
consequUéncias significativas devido a perturbacdo de um complexo sistema de
regulacdo energética (LENZ & DIAMOND Jr., 2008). O tecido adiposo € reconhecido
hoje como uma importante fonte de horménios e citocinas denominadas adipocinas,
dentre elas: leptina, adiponectina, resistina, fator de necrose tumoral o (TNFa),
interleucina 6 (IL-6), inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1), proteina
guimiotatica para mondcitos (MCP-1), angiotensinogénio, dentre outras (DE LORENZO
et al., 2007). Na obesidade o tecido adiposo € acometido por uma infiltracdo de
macréfagos, e o grau de infiltracdo correlaciona positivamente com a adiposidade
corporal (PAUSOVA, 2006). A infiltracdo de macrofagos € maior no tecido adiposo
visceral e guarda relacdo direta com marcadores de morbidades associadas a
obesidade. Os macroéfagos infiltrados sdo, provavelmente, a maior fonte de ERO e
citocinas inflamatorias no tecido adiposo. (RUDICH et al., 2007).

A atividade proinflamatoria das adipocinas e a infiltracdo de macréfagos no
tecido adiposo caracterizam a obesidade como um estado de inflamacdo crénica de
baixo grau e tém importante relagdo com o aumento da resisténcia a insulina, diabetes
tipo 2, aterosclerose, bem como outros componentes da sindrome metabdlica que séo
eventualmente relacionados a inflamag&o (LENZ & DIAMOND Jr., 2008). A variagéo no
volume do adipdcito e na localizacdo do acumulo de tecido adiposo afeta a producéo

de determinadas adipocinas. Um aumento na massa de tecido adiposo esta associado
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ao aumento e superexpressao de TNFa, IL-6 e PAI-1 e subexpressao de adiponectina.
A elevacdo da IL-6 demonstrou estar diretamente relacionada com a resisténcia a
insulina e foi considerada um fator preditivo para o desenvolvimento de diabetes tipo 2
(GREENBERG & OBIN, 2006). A expressédo do TNFa esta diretamente relacionada ao
IMC. O TNFa, como a IL-6, esta envolvido no desenvolvimento da resisténcia a insulina
e também na inducdo da aterogénese. A resistina, um polipeptideo que demonstrou ter
relacdo direta com a resisténcia a insulina tem uma expressao maior em tecido adiposo
visceral em relacdo ao subcutaneo em roedores. O PAI-1 e a MCP-1, adipocinas
implicadas na aterogénese, e 0 angiotensinogénio, adipocina implicada na hipertenséo
arterial ttm sua expressao e secrecao aumentadas na obesidade (YANAI et al., 2008).
A leptina, horménio relacionado ao controle do apetite e homeostase energética tem
sua expressao e secrecdo aumentadas na obesidade. Tem sido sugerido que a
hiperleptinemia pode estar envolvida na patogénese de doencas relacionadas a
obesidade (STEFANOVIC et al., 2008). A adiponectina, adipocina relacionada a
melhora na sensibilidade a insulina tem sua secrecdo e expressao reduzidas na
obesidade. (KERSHAW & FLIER, 2004).

Portanto, deve-se considerar a forte correlacdo entre estresse oxidativo e
obesidade, e também as adipocinas como importantes mediadores de inflamacéo e
desordens metabdlicas secundarias a obesidade. Dessa forma € importante avaliar a
contribuicdo do estresse oxidativo e da obesidade induzida por dieta associados na

secrecédo de adipocinas.

2- OBJETIVO GERAL

e Avaliar a contribuicio de um estado pré-oxidativo e do aumento da

adiposidade em caracteristicas inflamatérias do tecido adiposo visceral em animais
eutroficos ou com obesidade induzida por dieta.
2.1- Objetivos Especificos

e Induzir a expansdo do tecido adiposo em camundongos deficientes na

apolipoproteina E (ApoE™) que possuem estresse oxidativo basal aumentado e
de seus controles C57BL/6 pelo uso de dietas hiperlipidicas.
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e Avaliar a extensao do tecido adiposo através do ganho de peso, adiposidade e
area de adipécitos em ambas as linhagens de camundongos alimentados ou ndo
com dieta hiperlipidica.

e Determinar o perfil lipidico e glicemia em ambas as linhagens de camundongos
alimentados ou ndo com dieta hiperlipidica.

e Avaliar a estado oxidativo no figado, musculo e tecido adiposo em ambas as
linhagens de camundongos alimentados ou ndo com dieta hiperlipidica.

e Determinar a presenca de macréfagos ativados residentes no tecido adiposo
pela determinagéo da atividade da enzima N-acetil-glicosaminidase e presenca
de estruturas semelhantes a coroas em ambas as linhagens de camundongos
alimentados ou ndo com dieta hiperlipidica.

e Avaliar a secrecdo de adiponectina, IL-6 e TNFa no tecido adiposo visceral em
ambas as linhagens de camundongos alimentados ou ndo com dieta

hiperlipidica.

3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo € caracterizado pelo acumulo intracelular de compostos
reativos ao oxigénio e ao nitrogénio, principalmente as chamadas espécies reativas de
oxigénio (ERO). Ocorre nas células como consequéncia de um desequilibrio entre o
sistema redox, por causa do excesso de ERO, deplecdo de antioxidantes (AOX) ou
ambos (Figura 1) (ECHTAY, 2007; MATSUZAWA-NAGATA, 2008).

ERO é um termo utilizado para descrever uma variedade de moléculas e radicais
livres (espécies quimicas com um elétron desemparelhado) derivadas do metabolismo
do oxigénio (ECHTAY, 2007). Possuem meia vida extremamente curta, sdo altamente
reativas, produzidas em todos os sistemas biologicos e reagem facilmente com

moléculas que se localizam em torno do seu sitio de formac¢édo (ROBERTS & SINDHU,

2009). ERO incluem radicais livres como o anion superéxido (‘O,), o radical hidroxil

('OH) e radicais lipidicos, bem como espécies oxidantes ndo radicais como o peréxido

de hidrogénio (H20,) e o oxigénio singlete (STREINBRENNER & SIES, 2009).

17



I

Equilibrio /i o\

(AOX = ERO) Y/ \\
/ AOX / ERO \
£\
£
V' S
AOX \ xcesso de \.\

Estresse Oxidativo

e

/
Deplecao de AOX
O N ' AR

/ \
\
/,./ ERO A

L A

Antioxidantes Oxidantes

Figura 1- Esquema representando o estresse oxidativo

ERO podem ser produzidos por diferentes vias, entretanto, a cadeia respiratoria
mitocondrial € a principal fonte por possuir varios centros redox, capazes de transferir
um elétron da molécula de oxigénio para formar anion superdxido (ECHTAY, 2007,
ANGELOPOULOU et al., 2009). A mitocondria também possui numerosas proteinas
antioxidantes e desacopladoras (UCPs), bem como canais idnicos que modificam o
gradiente de prétons; todos esses fatores se combinam para proporcionar um controle
bem ajustado do estado redox celular. Outras enzimas, como as oxidases de

membrana, sdo também importantes fontes de ERO e espécies reativas de nitrogénio
(ERN) que podem se combinar para produzir peroxinitritos (ONOQO") e que modificam a

funcdo mitocondrial (NUNN et al.,, 2009). Dentre elas destaca-se o0 complexo
enzimatico de membrana NADPH oxidase. Suas subunidades se unem sob ativacao e
formam uma enzima funcional, que apds transferir elétron para o oxigénio molecular

produz anion superéxido. Outras fontes de ERO s&o: xantina oxidase, uma enzima
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expressa na parede vascular e também circulante no plasma; mieloperoxidase, uma
hemeproteina expressa em neutrofilos e mondcitos que € secretada durante ativacéo
dessas células, 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), que sob condi¢des fisiologicas
produz oxido nitrico (NO) que interage com ERO (WASSMANN et al., 2004).

3.1.1 - O sistema de defesa antioxidante

O estresse oxidativo ocorre quando a producédo de ERO excede a capacidade de
defesa antioxidante do organismo em remover essas espécies (LIMON-PACHECO &
GONSEBATT, 2009). O sistema de defesa antioxidante consiste em uma seérie de
enzimas antioxidantes além de numerosos compostos antioxidantes endogenos e de
origem dietética que reagem com as ERO neutralizando-as (ROBERTS & SINDHU,
2009). O sistema de defesa antioxidante enzimatico inclui superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase. As SOD constituem o maior sistema de

defesa do organismo contra 0 anion superoxido por catalisar a dismutacdo do anion
superoxido ((O2) em O, e peréxido de hidrogénio (H,O,). Existem trés isoformas de
SODs, a Mn-SOD mitocondrial, a Cu/Zn-SOD citoplasmética e a SOD extracelular
(ROBERTS & SINDHU, 2009). O H,0, formado pela dismutagdo do ‘O, pela SOD é

convertido em H,O e O, pela catalase, uma enzima antioxidante localizada em
peroxissomos celulares. Além da catalase, a glutationa peroxidase também remove
H.O, por acoplar sua reducdo com a oxidacéo da glutationa reduzida (GSH). A GSH-Px
€ uma enzima antioxidante que contém selénio e, além de reduzir efetivamente o H,0,,
reduz também peréxidos lipidicos a lipidios alcodlicos. Essas enzimas estdo presentes
no citoplasma em concentracées milimolares e também estdo presentes na matriz
mitocondrial (WASSMANN et al., 2004; LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 20009).

Ao lado das enzimas, existem 0s antioxidantes ndo enzimaticos que incluem a
vitamina E, C e B-caroteno, que sdo parte de uma dieta saudavel. A vitamina E é
diretamente associada a neutralizacdo de ERO, enquanto a vitamina C € necessaria
principalmente para a regeneragao da vitamina E. Além das vitaminas existem também
a glutationa reduzida (GSH) e numerosos compostos fitoquimicos. As células devem
manter os seus niveis de antioxidantes através da ingestao dietética e/ou sintese de
novo (ANGELOPOULOU et al., 2009; ROBERTS & SINDHU, 2009).

O estresse oxidativo causa danos as macromoléculas celulares como os acidos
nucléicos, proteinas, carboidratos e lipidios estruturais. Dentre estes alvos, a
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peroxidacao de lipidios € particularmente prejudicial porque seus produtos levam a uma
facil propagacao de reacdes de radicais livres (ECHTAY, 2007).

Durante as Ultimas duas décadas, evidéncias consideraveis implicaram o
estresse oxidativo em varias condi¢cbes, incluindo, envelhecimento, doencas
neurodegenerativas e doenca renal crénica (PENNATHUR & HEINECKE, 2007). No
diabetes, o estresse oxidativo desregula a captacédo de glicose no musculo e no tecido
adiposo e diminui a secrecdo de insulina das células B-pancreaticas. O estresse
oxidativo estd implicado também em manifestacbes relacionadas a sindrome
metabdlica, como adiposidade e resisténcia a insulina, e na patofisiologia da
hipertensdo e da aterosclerose por afetar diretamente as células da parede vascular
(FURUKAWA et al.,, 2004, ROBERTS & SINDHU, 2009). O estresse oxidativo
aumentado € considerado o ambiente caracteristico no organismo do individuo
diabético bem como no obeso (RUDICH, 2007; ANDO & FUJITA, 2009).

3.1.2 - Estresse oxidativo na obesidade

A associacdo entre estresse oxidativo celular e obesidade estd bem
documentada. Em um estudo clinico populacional realizado em Framinghan com 2828
individuos, foi encontrada associagcdo positiva entre indices de obesidade, como o
indice de massa corporal (IMC) e a relagao cintura/quadril, com niveis urinarios de 8-
epi-PGF,,, (produto da oxidacdo do acido araquidénico) um importante marcador de
estresse oxidativo (KEANEY et al., 2003).

A ingestdo de uma dieta altamente caldrica resulta num estado pos-prandial de
hipertrigliceridemia, hiperglicemia e niveis elevados de &acidos graxos livres na
circulacdo, gerando um estado de estresse oxidativo (ESPOSITO & GIUGLIANO,
2005). Hiperglicemia leva ao aumento na producdo de ERO na mitocéndria, por
aumentar o gradiente de protons na membrana interna mitocondrial. Quando o
gradiente excede o limiar, a transferéncia de elétrons no complexo Il da cadeia
respiratoria € bloqueada, levando a um escape de elétrons da ubiquinona, com
formacdo de anion superoxido (CHOI et al.,, 2008). O aumento nos niveis de &cidos
graxos livres nos tecidos e na circulagcdo também relaciona a obesidade a producéo
aumentada de ERO. Acidos graxos livres sdo conhecidos como ativadores da producéo
de superoxido dependente de NADPH oxidases em varias ceélulas, inclusive as
fagociticas (SCHONFELD & WOJTCZACK, 2008). Estudos recentes tém demonstrado
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que o estresse oxidativo, induzido por elevadas concentracdes de glicose e acidos
graxos livres, ambos caracteristicos da obesidade, desenvolve um papel significante no
desenvolvimento da resisténcia a insulina e na disfuncéo das células R (STEFANOVIC,
2008).

O estresse oxidativo no tecido adiposo de obesos é acompanhado por elevagédo
na circulacdo de citocinas proinflamatorias como o TNFa e IL-6, importantes para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes (ESPOSITO & GIUGLIANO,
2005). FURUKAWA et al. (2004) demonstraram que o aumento de ERO no tecido
adiposo de camundongos KK (modelo de obesidade) esta associado ao aumento na
expressédo de NADPH oxidase, e expresséo reduzida de enzimas antioxidantes como a
SOD e a catalase; e que o estresse oxidativo aumentado no tecido adiposo esta
fortemente correlacionado com aumento de marcadores inflamatérios, desregulacéo de
adipocinas e resisténcia a insulina (Figura 2). A resisténcia a insulina é considerada um
fator central na patogénese de comorbidades que acompanham a obesidade, incluindo
diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares apontando dessa forma o possivel
mecanismo que relaciona obesidade a sindrome metabdlica (RUDICH et al., 2007).

ERO
Obesidade g
® o Estresse Oxidativo
$ NADPH oxidase no TA
Enzimas
Antioxidantes
3 y Desregqulacao de
? i S Adipocinas
* ERO
e ; § PAL1, TNF-a, MCP-1
Estresse Oxidativo em ‘ Adiponectina

Tecidos Periféricos

Resisténcia 3 Insulina|  Diabetes = Aterosclerose |

Sindrome Metabolica

Figura 2 - Um modelo ilustrando como o aumento da producdo espécies reativas de
oxigénio (ERO) em gordura acumulada contribui para a sindrome metabdlica
(Adaptado de FURUKAWA et al., 2004).
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Dados emergentes sustentam a hipotese que o estresse oxidativo representa um
papel causal na resisténcia a insulina e esta ligado a adiposidade visceral
(PENNATHUR & HEINECKE, 2007). O estresse oxidativo no tecido adiposo visceral &
considerado atualmente um marcador precoce da sindrome metabdlica em animais e
humanos e pode ser considerado, portanto, um novo alvo terapéutico para essa
desordem (HOOPS et al., 2010).

3.2- OBESIDADE

A obesidade é considerada atualmente um dos maiores problemas mundiais de
saude publica e é amplamente reconhecida como causa de um elevado risco
cardiometabolico para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doencas
cardiovasculares (DCV) (MARINOU et al.,, 2010). De acordo com a Organizagao
Mundial de Saude (OMS), em 2005 aproximadamente 1,6 bilhdes de adultos maiores
de 15 anos tinham sobrepeso e mais de 400 milhdes eram obesos. Estima-se que em
2015, aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos terdo sobrepeso e mais de 700 milhdes
serdo obesos (BRAY et al., 2009).

Obesidade € definida como a presenca excessiva de gordura corporal, tem forte
predisposicao genética e resulta do desequilibrio energético, em que a ingestdo de
energia é excedente em relacdo ao consumo pelo organismo (HAJER et al., 2008;
MARINOU et al., 2010). Estudos epidemiolégicos indicam uma forte correlagédo entre o
aumento no consumo de alimentos densamente energéticos e a draméatica elevacéo na
incidéncia e prevaléncia de obesidade (ZOU & SHAO, 2008).

A obesidade visceral, correlacionada com a circunferéncia da cintura, € um dos
maiores fatores de risco para o desenvolvimento de resisténcia a insulina, isto é,
reduzida sensibilidade a acédo da insulina, passo fundamental para o desenvolvimento
do DM2 (ZEYDA & STULNIG, 2007). Além da resisténcia a insulina, outros fatores
estdo associados a obesidade visceral, dentre eles, dislipidemia, hipertensao arterial e
trombose, levando a um agrupamento de riscos para DCV, denominado sindrome
metabolica (ANTUNA-PUENTE et al., 2008). A utilizacdo da medida da circunferéncia
da cintura, para avaliar a obesidade central (visceral), € considerada um critério
diagnéstico essencial devido as fortes evidéncias que associam a circunferéncia da

cintura a outras comorbidades metabdlicas; e a obesidade central € o provavel fator
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desencadeador das etapas iniciais da cascata etiologica da sindrome metabdlica
(MAURY & BRICHARD, 2010).

Complicacdes relativas a obesidade demonstram relagéo direta com a expansao
da massa de tecido adiposo, e trouxe elucidacfes da influéncia deste tecido no
balanco energético e na génese de alteracbes metabdlicas e inflamatorias
(TRAYHURN, 2007). A obesidade é considerada atualmente um estado de inflamacé&o
cronica de baixo grau, devido as alteragBes inflamatérias que ocorrem no tecido
adiposo. Essas alteracfes estdo associadas ao aumento de macréfagos no tecido
adiposo e ao aumento na producao de citocinas e quimiocinas proinflamatérias que
induzem a resisténcia a insulina em tecidos periféricos e aumentam o risco para

aterosclerose (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismos potenciais de inflamagéo induzida por obesidade. O acumulo
de lipideos no tecido adiposo e a expansao da massa levam ao inicio de um processo
inflamatorio. Este processo € iniciado através da producéo de citocinas proinflamatérias
e quimiocinas pelo adipécito incluindo TNFa, IL6 e MCP-1. Células endoteliais
respondem com o0 aumento na expressao de moléculas de adesédo que juntamente as
guimiocinas recrutam células imunes incluindo macréfagos derivados de monécitos
para o tecido adiposo. Esses fatores juntos criam um ambiente inflamatorio que
promove a resisténcia local a insulina. Mediadores proinflamatorios e proaterogénicos
entram na circulagdo e promovem resisténcia a insulina em tecidos periféricos e
aumentam o risco para aterosclerose. Adaptado de SHOELSON et al., 2007.
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Assim, as alteracBes que ocorrem no tecido adiposo associado a adiposidade
aumentada, como aumento no tamanho do adipdOcito, presenca aumentada de
macréfagos e desregulacdo de mediadores proinflamatorios e proaterogénicos, podem
estar implicados na patofisiologia cardiovascular, e sdo capazes de modificar 0 risco
para DCV (MARINOU et al., 2010; LIONETTI et al., 2009).

3.2.1- O tecido adiposo na obesidade

O tecido adiposo ja foi considerado, ha poucas décadas, apenas como um 6rgao
para estoque de triglicerideos. Entretanto, € bem reconhecido hoje seu papel como
orgdo enddcrino que secreta numerosos horménios e citocinas envolvidos no
metabolismo lipidico e de glicose, inflamacdo, coagulacdo, pressdo sanguinea e
comportamento alimentar, afetando dessa forma o metabolismo e funcdo de alguns
orgaos e tecidos como musculos, figado, vasos sanguineos e cérebro (HEILBRONN &
CAMPBELL, 2008; HAJER et al., 2008). As moléculas sintetizadas no tecido adiposo
sdo coletivamente chamadas de adipocinas. De forma notavel incluem a leptina,
adiponectina, resistina, interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNFo) e
proteina quimiotatica para mondécitos (MCP-1) (HALBERG et al., 2008).

O tecido adiposo possui diferentes tipos celulares dentre eles: adipdcitos e
células do estroma vascular que incluem: fibroblastos, células endoteliais, preadipécitos
e células do sistema imunolégico, como os macréfagos. Além disso, o tecido adiposo
visceral e subcutaneo apresentam diferencas na capacidade metabdlica e no padrédo
de adipocinas secretada (SURMI & HASTY, 2008; HAJER et al., 2008; MAURY &
BRICHARD, 2010).

Na obesidade, o tecido adiposo é caracterizado pela hipertrofia e hiperplasia do
adipdcito, infiltracdo de macréfagos e ativagdo de células endoteliais. O tamanho do
adipdcito esta relacionado a expressdo e secre¢do desregulada de adipocinas. A
expressdo de adiponectina, uma adipocina implicada na melhora da sensibilidade a
insulina, esta diminuida na obesidade. Adicionalmente h4 uma regulacdo positiva na
expressdo de adipocinas proinflamatorias como a IL6 e o TNFa, que contribuem para o
aumento da resisténcia a insulina em tecidos periféricos (MARINOU et al., 2010). Outra
adipocina que tem secrecao aumentada pelo adipécito hipertréfico € a MCP-1, potente
quimiotatica para infiltracdo de mondcitos/macrofagos no tecido adiposo (MAURY &

BRICHARD, 2010). Tem sido demonstrado que a inflamacdo no tecido adiposo de

24



camundongos e humanos obesos €& atribuida em grande parte as acoes
proinflamatérias de macrofagos infiltrados que se encontram em torno de adipdcitos
mortos, formando elementos morfolégicos caracteristicos, denominados “estrutura
semelhante a coroa”. Algumas citocinas que tém importante papel na patogénese da
resisténcia a insulina, como TNFa, IL6 e resistina, sdo expressas de forma abundante
em macrofagos residentes no tecido adiposo (CINTI et al., 2005; MURANO et al.,
2008). (Figura 4)
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Figura 4 - Tecido adiposo: componentes celulares e moleculares sintetizados. A
expansdo do tecido adiposo durante o ganho de peso leva ao recrutamento de
macrofagos através de varios sinais, que podem incluir quimiocinas sintetizadas por
adipocitos, como a MCP-1. Esses macréfagos sao encontrados principalmente em
torno de adipécitos mortos. Véarios mediadores sintetizados pelo adipdcito e por
macrofagos residentes podem contribuir para a inflamacéo local e sistémica. Adaptado
de TILG & MOSCHEN, 2006.
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A associacdo de obesidade e infiltrado de macrofagos no tecido adiposo foi
descrita pela primeira vez por WEISBERG et al. (2003) e trouxe novos esclarecimentos
no entendimento da inflamacgé&o relacionada a obesidade. Em humanos a infiltracéo de
macrofagos esta relacionada com o tamanho do adipécito e com o aumento na
adiposidade visceral; e € reduzida apOs perda de peso induzida por cirurgia em
individuos morbidamente obesos (CANCELLO et al., 2006; RUDICH et al., 2007). Além
do aumento no numero de macréfagos, a obesidade também induz uma mudanca
fenotipica na polarizacdo do macrofago no tecido adiposo. Macréfagos que migram
para o tecido adiposo de camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura,
diferem dos que residem no tecido adiposo de animais alimentados com dieta normal.
Macréfagos residentes ou M2 (ativados alternativamente) sdo caracterizados por
expressdo e producdo de citocinas antiinflamatérias, enquanto os macrofagos
recrutados ou M1 (ativados classicamente), em consequéncia de obesidade induzida
por dieta, produzem altos niveis de citocinas proinflamatérias como TNFa e IL6
(LUMENG et al., 2007).

Macréfagos ativados no tecido adiposo de obesos secretam ERO, e a resposta
celular as citocinas proinflamatérias também podem induzir mudancas no estado redox,
sugerindo que a inflamacao pode ser uma fonte do estresse oxidativo aumentado no
tecido adiposo (RUDICH et al., 2007). Foi demonstrado por FURUKAWA et al. (2004),
que o tecido adiposo de camundongos obesos apresenta elevados niveis de
marcadores do estresse oxidativo e niveis reduzidos de enzimas antioxidantes; e que
essas alteracdes estdo correlacionadas a desregulacéo de adipocinas. De fato, fatores
como o adipécito hipertréfico, acompanhado da infiltracdo de macréfagos e aumento no
estresse oxidativo levam ao aumento na expressdo e secre¢do de adipocinas
proinflamatdrias e proaterogénicas, e queda na expressao e secrecao da adiponectina,
uma adipocina antiinflamatéria (MAURY & BRICHARD, 2010). Portanto, individuos
obesos sdo caracterizados por um estado de inflamacéo crénica de baixo grau que
pode ser um fator causal no desenvolvimento de resisténcia a insulina e outras
desordens associadas a obesidade, que culminam com a sindrome metabdlica
(GUALILLO et al., 2007).

3.3- ADIPOCINAS

3.3.1- Adiponectina
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A adiponectina € uma proteina secretada exclusivamente pelo adipdcito.
Estruturalmente esta relacionada ao fator C1q do sistema de complemento e também
compartilha homologia estrutural com o colageno VIl e X. Circula abundantemente no
plasma em varias formas multiméricas: como trimeros de baixo peso molecular até
dodecameros de alto peso molecular. Um corpo crescente de evidéncias sugere que a
forma complexa de alto peso molecular € a forma mais ativa e contribui para a maioria
dos efeitos metabdlicos periféricos da adiponectina (GALIC et al., 2009).

Em contraste a maioria das adipocinas a expressao de adiponectina diminui com
0 aumento da adiposidade e € altamente expressa no tecido adiposo subcutaneo
(LENZ & DIAMOND Jr., 2008). Existe uma forte correlagdo negativa entre niveis
plasméticos de adiponectina com eventos cardiovasculares, desenvolvimento de
resisténcia a insulina e DM2 (ROCHA & LIBBY, 2009). Os mecanismos relativos a
regulacdo negativa na producdo de adiponectina podem envolver um ambiente
hormonal anormal, juntamente com elevado estresse oxidativo e um estado
proinflamatério que prevalece na obesidade e sindrome metabdlica (FURUKAWA et al.,
2004; MAURY & BRICHARD, 2010).

A adiponectina tem um amplo espectro de efeitos metabdlicos e antiinflamatérios
e age principalmente via dois receptores: o ADIPOR1 encontrado no musculo
esquelético, figado e tecido adiposo e o ADIPOR2 encontrado no figado e tecido
adiposo (BONET et al.,, 2009; LAGO et al.,, 2009; BRAY et al., 2009). Os efeitos
metabdlicos da adiponectina devem-se a melhora na sensibilidade a insulina, inibicdo
na entrada de &cidos graxos nao esterificados, oxidacao de acidos graxos e reducéo na
secrecdo de glicose no figado; e aumento na captacdo de glicose e adipogénese no
tecido adiposo. No musculo estimula o metabolismo da glicose e acelera a oxidacao de
acidos graxos livres (GREENBERG & OBIN, 2006; ANTUNA-PUENTE et al., 2007,
LENZ & DIAMOND Jr., 2008; BONET et al., 2009). Seu efeito antiinflamatério e
antiaterogénico devem-se a inibicdo do crescimento de precursores de macrofagos e
sua diferenciacdo em células espumosas, inibicdo da adesdo de mondcitos na parede
vascular por reduzir a expressédo de moléculas de adeséo e inibicdo na remodelagem e
proliferacdo de células musculares da parede vascular (KERSHAW & FLIER, 2004;
BRAY et al., 2009). BARB et al. (2007) demonstraram em um estudo in vitro que a
adiponectina suprimiu a atividade fagocitica de macréfagos maduros e a produgéo de
fator de necrose tumoral (TNFa). Estudos de caso-controle indicaram que
concentragbes de adiponectina circulante in vivo estdo associadas inversamente ao

risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer relacionados a obesidade
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incluindo, cancer de mama, prostata e endométrio (BARB et al., 2007). Todos estes
estudos, juntamente, sugerem que a adiponectina € o Unico horménio derivado do

adipdcito que possui propriedades antiinflamatorias, antiaterogénicas e antidiabetes.

3.3.2- TNFa

O TNFa € sintetizado como uma proteina transmembrana de 26kDa, que
quando submetida a clivagem por metaloproteinases € secretada na circulagdo como
uma molécula soluvel de 17kDa. Anteriormente, sugeriu-se que o adipocito fosse a
principal fonte de TNFa na obesidade. Entretanto, recentemente tem sido reconhecido
que macréfagos do tipo M1 séo a principal fonte de TNFa derivada do tecido adiposo
de obesos (WEISBERG et al., 2003; GALIC et al., 2009).

O TNFa foi descrito como o primeiro fator derivado do tecido adiposo que
representa uma associacdo entre obesidade, inflamacéao e diabetes. HOTAMISLIGIL et
al. (1993) demonstraram aumentada expressdo de RNAm de TNFa na obesidade e
desde entdo tem sido fortemente implicado na patogénese da resisténcia a insulina.

Além de estar envolvido no aumento da resisténcia a insulina, o TNFo é também
uma citocina proinflamatéria e proaterogénica. Tem acdo paracrina e autécrina e
influencia substancialmente a sintese de adipocinas, através da ativacdo do fator de
transcricdo nuclear NFxB, aumentando a expressdo de adipocinas proinflamatorias
como IL6, MCP-1, e o proprio TNFa, e diminuindo a expressdo de adiponectina
(GUALILLO et al., 2007; BRAY et al., 2009). A expressao aumentada de RNAm de
TNFa no tecido adiposo é altamente induzida por obesidade, e é maior no tecido
adiposo visceral em relacdo ao subcutaneo (ZOU & SHAO, 2008; MAURY &
BRICHARD, 2010).

A acao proaterogénica do TNFa se deve a indugcéo no aumento da expressao da
molécula de adesao vascular 1 (VCAM-1), molécula de adesao intracelular 1 (ICAM-1),
e MCP-1 na parede vascular e por induzir a expressao de receptores scavengers e
captacdo de LDL oxidada por macrofagos (BRAY et al., 2009; MAURY & BRICHARD,
2010).

O TNFa também estda implicado em mediar a resisténcia a insulina em
adipdcitos através da interferéncia na expressao de varias proteinas implicadas na via

de sinalizacdo de insulina (ZOU & SHAO, 2008). Um dos possiveis mecanismos € a
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atenuacdo na ativacdo do substrato para receptor de insulina 1 (IRS-1) através da
fosforilacdo de um residuo de serina mediado pela c-Jun N-terminal quinase 1 (JNK1)
(ANTUNA-PUENTE, et al., 2008; RABE et al., 2008; ZOU & SHAO, 2008). Outro
mecanismo descrito € a inibicdo da lipase lipoprotéica (LPL) e aumento na mobilizacéo
de acidos graxos livres do tecido adiposo na corrente sanguinea, que acarreta
resisténcia a insulina em tecidos periféricos como o figado e mdusculos.
(HERMSDORFF et al., 2008; GUILHERME et al., 2008). Estudos demonstraram que
triglicerideos e acidos graxos livres exercem forte influéncia na expressao de TNFa.
Roedores tratados com uma dieta hiperlipidica apresentaram aumento na expressao de
TNFa e alteracdo da via de sinalizagdo insulinica in vivo; anticorpos anti TNFa
melhoraram a sensibilidade a insulina em roedores obesos. Estudos sugerem também
que elevados niveis de TNFa na obesidade suprimem a expressao de adiponectina por
mecanismos paracrinos e autocrinos, portanto prejudicando a sensibilidade a insulina
de outros tecidos através da regulacdo negativa de adiponectina circulante
(GREENBERG & OBIN, 2006; ZOU & SHAO, 2008).

3.3.3-1L-6

A IL6 humana é uma cadeia polipeptidica Unica de 185 aminoacidos que formam
um feixe de quatro a-hélices. Seu peso molecular varia entre 21 e 28 kDa dependendo
do estado de glicosilacdo (HOENE & WEIGERT, 2007). IL-6 é uma citocina
proinflamatéria que estd envolvida em mudltiplos processos fisioldgicos incluindo
inflamacéo, injdria tecidual e defesa do hospedeiro. 10 a 35% da IL6 circulante é
sintetizada pelo tecido adiposo, e aproximadamente 90% da IL6 sintetizada no tecido
adiposo é proveniente de células do estroma vascular como macréfagos, células
endoteliais e preadipdcitos (BRAY et al., 2009).

Os niveis circulantes de IL6 e a producdo pelo tecido adiposo estdo
positivamente correlacionados com obesidade, intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina, e possui correlacdo negativa com o0s niveis de adiponectina. A hipertrofia do
adipécito e estimulos inflamatérios como o TNFa promovem producdo aumentada de
IL6. Elevados niveis plasmaticos de IL6 sdo preditivos para DM2, sindrome metabdlica
e DCV. A expresséo pelo tecido adiposo e 0s niveis circulantes diminuem com a perda
de peso. (KERSHAW & FLIER, 2004; HOENE & WEIGERT, 2007; HERMSDORFF et
al., 2008; MAURY & BRICHARD, 2010). A producéao de IL6 pelo tecido adiposo visceral
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€ trés vezes maior em comparacao ao subcutaneo, e fornece potencial ligacdo entre
gordura visceral e resisténcia a insulina, bem como gordura visceral e inflamacéo
(SHOELSON et al., 2007; MAURY & BRICHARD, 2010).

Uma importante acdo relativa a funcédo inflamatéria da IL6 é a inducdo na
producdo hepatica de proteinas inflamatorias, como a Proteina C-reativa (PCR). A
associagao positiva entre niveis de IL6 do tecido adiposo e niveis circulantes de PCR é
um importante fator de risco cardiovascular (ANTUNA-PUENTE et al., 2008).

Os mecanismos que associam IL6 com resisténcia a insulina assemelham-se
aos descritos para o TNFa, como a atenuacgdo na sinalizagéo na ativagao do IRS-1
através da fosforilacdo do residuo de serina, e inibicdo na LPL e consequente aumento
na liberacdo de acidos graxos livres do tecido adiposo. No figado a IL6 reduz a sintese
hepatica de glicogénio dependente de insulina por suprimir a via de transducao de sinal
SOCS-3 (supressor da sinalizacdo de citocina tipo 3). A resultante inibicdo da
fosforilacdo do IRS-1 pode levar a resisténcia hepéatica a insulina (HERMSDORFF et
al., 2008; BRAY et al., 2009; GALIC et al., 2009).

Em contraste, a IL6 pode sensibilizar células musculares para os efeitos da
insulina como a sintese de glicogénio e captacdo de glicose. A diferenca nas vias de
sinalizacdo utilizada pela IL6 pode fornecer explicagbes para 0s controversos
resultados na acdo da insulina em diferentes érgaos periféricos, como figado, tecido
adiposo e musculo esquelético (HOENE & WEIGERT, 2007).

3.3.4-Outras adipocinas

Leptina é um hormdnio peptideo ndo glicosilado de 16 kDa, constituido de 167
aminoacidos. (GUALILLO et al., 2007). E codificada pelo gene ob e produzida
principalmente pelo tecido adiposo, particularmente por adip6citos maduros
diferenciados. Possui acdo no cérebro, principalmente hipotalamo, e em outros tecidos
periféricos como células B-pancreaticas, figado e sistema imunoldgico (BRAY et al.,
2009; MAURY & BRICHARD, 2010). A leptina desempenha um importante papel na
homeostase energética (ZOU & SHAO, 2008). Os efeitos metabdlicos incluem redugéo
na ingestao energética, estimulo na captacdo de glicose pelo musculo esquelético, na
lipélise no adipocito, na oxidacdo de acidos graxos em diferentes tecidos (musculo,
figado e tecido adiposo), na expressdo de proteinas desacopladoras (UCPs) em

diversos tecidos, na termogénese no tecido adiposo marrom e inibicdo na
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gliconeogénese e lipogénese hepatica (VAZQUEZ-VELA, et al., 2008; BONET et al.,
2009). A concentracdo e expressao de leptina estdo diretamente associadas a
adiposidade, mudancgas no peso corporal e estado nutricional. A insulina é um potente
ativador da expressao e secrecdo de leptina. E estimulada também por glicocorticoides,
TNFa e estrogenos (KERSHAW & FLIER, 2004). Em humanos a expressao do RNAmM
de leptina € maior no tecido adiposo subcutaneo que no visceral (ZOU & SHAO, 2008;
BRAY et al., 2009).

Na obesidade, a hiperleptinemia esta frequentemente associada com
resisténcia a leptina, uma condicdo em que a capacidade de estoque de gordura esta
aumentada em relacdo a capacidade de oxidacdo. A resisténcia a leptina acarreta
esteatose hepética, e acimulo de gordura ectopica no muasculo, coracdo e pancreas. A
leptina tem sido considerada uma citocina proinflamatéria. Tem sido sugerido também
possuir acao quimiotatica e pode iniciar o recrutamento de monécitos e macréfagos no
tecido adiposo (TILG & MOSCHEN, 2006; SURMI & HASTY, 2008). Portanto, a
hiperleptinemia seguida da resisténcia a leptina pode ser uma importante causa da
disfuncdo do adipdcito e suas consequéncias, e da sobrecarga de lipideos em tecidos
periféricos na obesidade, fator favoravel ao desenvolvimento de resisténcia a insulina
(VAZQUEZ-VELA et al., 2008).

Resistina é um polipeptideo de aproximadamente 12 kDa e foi identificada pela
primeira vez em 2001, como produto da secre¢do de adipdcitos de ratos, durante a
adipogénese (ZOU & SHAO, 2008; BONET et al., 2009). E expressa por adipdcitos em
roedores e por macrofagos em humanos e sua producao estd aumentada na obesidade
(GALIC et al., 2009). Sua principal acado é desregular a sensibilidade a insulina em
roedores, inibindo a sinalizacdo da insulina e promovendo intolerédncia a glicose
(GUALILLO et al., 2007). Tem sido implicada no desenvolvimento de resisténcia a
insulina e DM2 associadas a obesidade em modelos murinos. Obesidade genética
(camundongos ob/ob e db/db) esta associada com alta concentragdo sérica de
resistina. O consumo crbénico de gordura (45% do total de energia) aumenta a
concentracdo sérica de resistina, desregula a sensibilidade a insulina e diminui a
tolerancia a glicose (VAZQUEZ-VELA et al., 2008). Possui também propriedades
proinflamatdrias, sugerindo seu papel no processo inflamatorio (BRAY et al., 2009). Em
humanos, o0s niveis plasmaticos de resistina correlacionam diretamente com
marcadores de inflamac&o em vérias condi¢des patoldgicas dentre elas a aterosclerose

e suas complicacbes. Como outras citocinas proinflamatérias, a resistina estimula a
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sinalizacao intracelular por meio da ativacdo do NFkB, promovendo dessa forma a
sintese de outras citocinas proinflamatérias incluindo o TNFa, IL-6, MCP-1 e moléculas
de adeséo intracelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) (SHOELSON et al., 2007). Tem
sido sugerido que a resistina pode representar um elo entre inflamacao e a resisténcia
a insulina (BONET et al., 2009).

Proteina quimiotatica para mondcitos 1 (MCP-1) conhecida também como CCL2,
€ uma proteina que recruta células do sistema imune aos sitios de inflamacéo e sua
expressao € aumentada em lesdes ateroscleréticas (KANDA et al., 2006; SHOELSON
et al., 2007). E produzida principalmente por macrofagos e células endoteliais (KANDA
et al., 2006). Os niveis circulantes e no tecido adiposo estdo aumentados na
obesidade. No tecido adiposo sua expressdo é maior em células do estroma vascular
em relacdo aos adipdécitos, e no tecido adiposo visceral em relagcdo ao subcutaneo
(MAURY & BRICHARD, 2010). De acordo com SHOELSON et al. (2007) a MCP-1 é
regulada positivamente pela leptina, e sua expressdo no tecido adiposo esta
aumentada em camundongos geneticamente obesos diabéticos (db/db) e
camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica (KANDA et al., 2006). Foi
observado também, que o aumento na expressdao de MCP-1, induziu aumento na
infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, na resisténcia a insulina, e aumentou o
conteudo hepatico de triglicerideos em camundongos. Adicionalmente, a delecdo do
gene para MCP-1 diminuiu a extensédo do acumulo de macréfagos no tecido adiposo, a
resisténcia a insulina e a esteatose hepética associada a obesidade (KANDA et al.,
2006). Portanto, a MCP-1 associa obesidade e resisténcia a insulina por meio da
inducdo de uma resposta inflamatdria no tecido adiposo, e desempenha um importante
papel na patogénese da sindrome metabdlica (BOURLIER & BOLOUMIE, 2009).

PAI-1 é um inibidor de serino-proteases e € o mais importante inibidor fisiolégico
da ativacdo do plasminogénio. PAI-1 aumentado leva a hipofibrindlise e a um estado
pro-trombético (MAURY & BRICHARD, 2010). E secretado principalmente por
plaguetas e endotélio vascular, entretanto, é produzido também no figado e no tecido
adiposo por macrofagos infiltrados e adipdcitos, o que contribui para elevados niveis
dessa proteina de fase aguda na obesidade. A sintese de PAI-1 no tecido adiposo é
regulada positivamente por estresse oxidativo, TNFa, acidos graxos livres e outras
citocinas (ALESSI et al., 2007; BRAY et al., 2009; MAURY & BRICHARD, 2010). Niveis

de PAI-1 possuem forte correlacdo com IMC e parametros da sindrome metabdlica, e
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sua producdo estdo diretamente associados a adiposidade visceral (KERSHAW &
FLIER, 2004; DE TAEYE, 2005). Em humanos niveis elevados de PAI-1 favorecem a
instabilidade da placa aterosclerédtica, e tem sido identificado como importante fator
preditivo para o infarto do miocardio (ALESSI et al., 2007). Sua concentracdo também
correlaciona com resisténcia periférica a insulina em individuos obesos com DM2
(SHOELSON et al., 2007). Fortes evidéncias emergem, portanto, considerando o
importante papel da elevacgdo do PAI-1 no desenvolvimento do fenétipo obeso e suas
consequéncias metabolicas (MAURY & BRICHARD, 2010).

Angiotensinogénio (AGT) é o precursor da angiotensina | que apds a conversao
em angiotensina Il desempenha um importante papel na regulacdo da pressao
sanguinea (ANTUNA-PUENTE et al., 2008). AGT é produzido principalmente pelo
figado, entretanto, o tecido adiposo é a principal fonte extra-hepatica, e pode contribuir
para 0 aumento dos niveis circulantes em individuos obesos. Adipdcitos sdo uma
importante fonte de AGT e a expressdo de RNAm de AGT € maior no tecido adiposo
visceral em relacdo ao subcutaneo (MAURY & BRICHARD, 2010). Uma variedade de
horménios sdo capazes de regular a expressdo de RNAmM de AGT em adipécitos,
dentre eles, glicocorticéides e andrégenos. Em adipdcitos humanos isolados, elevadas
concentracbes de insulina aumentaram a expressdo de AGT; e acidos graxos livres
também tém sido examinados como reguladores do AGT no adipécito (THATCHER et
al., 2009). Camundongos AGT- knockout, submetidos a uma dieta hiperlipidica, com
superexpressao seletiva de AGT no tecido adiposo, desenvolveram obesidade e
especialmente hipertensdo; compativel com o envolvimento do AGT secretado pelo
tecido adiposo na génese desse fendtipo (ANTUNA-PUENTE et al., 2008). Em
humanos, estudos demonstraram que as concentracdes plasmaticas de AGT e a
pressao sanguinea correlacionam positivamente com o IMC, sustentando a relagéo
entre AGT no tecido adiposo na obesidade e hipertensao sistémica (THATCHER et al.,
2009).

3.4- CAMUNDONGOS COMO MODELOS EXPERIMENTAIS

3.4.1- Camundongo C57BL/6 como modelo de obesidade induzida por dieta
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Varios modelos de animais transgénicos tém sido utilizados para o estudo da
obesidade e suas complicagbes. No entanto, eles tém a grande desvantagem de nao
representarem fatores envolvidos na etiologia atual da doenga, dentre eles a ingestao
calorica excessiva. Modelos animais de obesidade induzida por dieta tém sido muito
importantes por mostrar o papel especifico da dieta no desenvolvimento da obesidade
(VAZQUEZ-VELA et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que o camundongo C57BL/6 é uma linhagem
suscetivel ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta e resisténcia a insulina,
e tem sido considerado o padréo ouro para modelo de obesidade induzida por dieta.
Ele produz um fendtipo obeso quando ofertadas dietas hiperlipidicas e hipercaléricas
ad libitum, enquanto C57BL/6 submetido a uma dieta pobre em lipideos e calorias
permanece normal (BUETNER et al., 2007; REUTER, 2007). BUETNER et al. (2007)
demonstraram em um estudo de metandlise que a linhagem C57BL/6 é também o
modelo ideal para estudos das desordens metabdlicas relativas a obesidade, inclusive
estudo do perfil de adipocinas. Portanto, camundongos C57BL/6 se aproximam

bastante das formas mais comuns da obesidade humana (REUTER, 2007).

3.4.2. Camundongos deficientes do gene da apolipoproteina E (Apo E™) como

modelo de estresse oxidativo e obesidade induzida por dieta

A apoE foi descrita primeiramente como produto de hepatécitos, e é componente
estrutural de superficie das lipoproteinas quilomicrons (QM) e seu remanescente
(QMr), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL). Atualmente sabe-se que
apoE é altamente expressa nos adipocitos e no tecido adiposo (HUANG et al., 2006). A
auséncia da apoE acarreta reducdo na razdo VLDL/LDL e significativamente reduz o
transporte reverso de colesterol para o figado (KATO et al., 2009). Camundongos Apo
E” possuem o mesmo background genético do C57BL/6, porém com a delecdo do
gene para apoE. Sdo camundongos que desenvolvem hipercolesterolemia espontanea
e rapido desenvolvimento de aterosclerose, o que os faz modelos preferenciais para o
estudo dessas desordens (KATO et al., 2009).

Recentemente tem sido atribuida a apoE a funcdo de moduladora do estresse
oxidativo, caracterizando-a como importante antioxidante (SACRE et al., 2003).
Camundongos deficientes em apoE (ApoE™) possuem um estado basal pré oxidante
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devido a retirada da apoE. TARNUS et al., (2009) demonstraram em um estudo in vitro,
que o aumento de ERO no meio, estimulou o0 aumento na expressdo de apoE, e
adicionalmente, a apoE diminuiu a formagédo de radicais livres e reduziu o acimulo de
proteinas carboniladas em adipdcitos submetidos ao H,0,.

Existem estudos que utilizam o camundongo ApoE™ como modelos satisfatérios
para o estudo da obesidade induzida por dieta (SCHREYER et al., 2002, HUANG et al.,
2006; LOHMAN et al., 2009). Porém, estudos que investigam a influéncia do estado pré
oxidativo secundario a deficiéncia de apoE nas alteracdes no tecido adiposo ainda séo
escassos (TARNUS et al., 2009).

Tem sido atribuido ao estresse oxidativo, varias comorbidades associadas a
obesidade e sindrome metabdlica como: resisténcia a insulina, diabetes e
aterosclerose. Estudos apontam que essas comorbidades tém como fator causal a
desregulacéo de adipocinas no tecido adiposo (FURUKAWA et al., 2004; ESPOSITO &
GIUGLIANO, 2005). Assim, o uso do animal ApoE™, que possui estado basal pré
oxidativo, pode ser relevante para o estudo de caracteristicas do tecido adiposo,
secundarias a obesidade induzida por dieta, em comparacdo a animais com a mesma
dieta, porém, sem estado basal pré oxidativo. Dessa forma camundongos ApoE™”
constituem relevante modelo experimental, ndo s6 para aterosclerose, como também

para estresse oxidativo.

4- MATERIAL E METODOS

4.1- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os camundongos C57BL/6 e ApoE™”, foram distribuidos de forma homogénea
guanto ao peso e divididos em dois subgrupos por linhagem. Os quatro subgrupos
foram distribuidos da seguinte forma:

e Grupo controle C57BL/6 com dieta comercial (CT);
e Grupo controle C57BL/6 com dieta Hiperlipidica para inducdo de obesidade

(HIPER);

e Grupo suscetivel ao estresse oxidativo (ApoE™) com dieta comercial (CT);
e Grupo suscetivel ao estresse oxidativo (ApoE™) com dieta Hiperlipidica para
inducao de obesidade (HIPER).
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4.2-MATERIAL

4.2.1- Animais e Dietas

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (n=40) e ApoE” (n=36) com
idade entre 6-7 semanas obtidos no Biotério Central do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
e no Biotério Enio Cardillo Vieira da Universidade Federal de Minas Gerais,
respectivamente. Os animais tiveram livre acesso a dieta e agua e foram mantidos em
gaiolas coletivas (3 animais por gaiola), em ambiente com ciclos de luminosidade de 12
horas e temperatura controlada em torno de 22°C. Os animais foram mantidos no
Biotério Enio Cardillo Vieira do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Minas Gerais. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacio
Animal da UFMG (CETEA/UFMG) com o namero de protocolo 221/2008.

Por um periodo de 9 semanas, os animais foram alimentados com dietas
especificas (tabelas 1 A e B) e apds este periodo, foram sacrificados por exanguinacéo

da artéria femoral e posterior deslocamento cervical.

Tabela 1A- Composicao (g/kg) da dieta Hiperlipidica

Ingredientes Dieta hipercalorica e
hiperlipidica *
Xarope de Groselha 309,80
Banha de porco 355,0
Caseina (99%) 200,0
Amido de milho 59,3
Celulose 50,0
Mix minerais 35,0
Oleo de soja 20,0
BHT 0,014
Mix vitaminas 10,0
Bitartarato de colina 2,5
Metionina 3,0

! Adaptado de AKAGIRI et al. (2007)
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Tabela 1B- Composicao quimica das dietas

Controle = Hiperlipidica

Carboidrato 50% 25%
Proteina 42% 15%
Gordura total 8% 60%

Calorias / g dieta 2,2 kcallg 5,5 kcallg

"Ragdo comercial Labina®. Composicéo fornecida pelo fabricante

4.3-METODOS

4.3.1- Ingestédo alimentar

A quantificacdo da ingestao alimentar foi obtida pesando-se a dieta ofertada no
inicio e no final de cada semana. A diferenca entre a dieta ofertada e o restante nédo
consumido foi considerada o consumo de dieta semanal. Para o calculo do consumo
caldrico, o consumo semanal (em gramas) foi multiplicado pela densidade calérica da

dieta.

4.3.2 - Evolugéo ponderal, Ganho de peso acumulado e Adiposidade

Os animais foram pesados semanalmente em balanca semi-analitica para
avaliar a evolucdo ponderal. No dia que antecedeu ao sacrificio os animais foram
pesados para a aquisicao do peso corporal final. O ganho de peso acumulado foi obtido
pela diferenca entre os pesos final e inicial de cada animal. Apds o sacrificio, o tecido

adiposo foi retirado e pesado. Para o calculo da adiposidade, utilizou-se a férmula:

Adiposidade= Peso do tecido adiposo x 100

Peso corporal final

4.3.3- Amostras de sangue

No inicio do experimento, apos jejum noturno, foram retiradas amostras de

sangue da veia caudal. Ao final de 9 semanas, apdés o0 mesmo periodo de jejum e sob
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anestesia (kentamina (70mg/Kg) e xilazina (11,5 mg/Kg), intraperitonealmente), todos
os animais foram sacrificados por exanguinacdo pela artéria femoral sem uso de
anticoagulante. O sangue foi centrifugado a 6.000 rpm durante 5 minutos em centrifuga
de mesa Fanem Centrimicro 243 para separacdo do soro. As amostras de soro foram

armazenadas a —75°C, para posterior analise.

4.3.4- Determinacao da glicose sérica

A concentracdo de glicose sérica foi avaliada ao término das 9 semanas de
experimento e foi medida através de um sistema enzimatico, utilizando o kit comercial
PAP Liquiform, da Labtest Diagndstica SA, Brasil. O método consiste na oxidacdo da
glicose pela glicose oxidase, produzindo acido glucénico e peréxido de hidrogénio. Este
altimo reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acédo catalisadora da peroxidase,
através de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando um composto chamado
antipirilguinonimina cuja intensidade de cor réseo avermelhada € proporcional a
concentracdo de glicose na amostra.

O sangue retirado no sacrificio foi separado utilizando fluoreto com
antiglicolitico, sendo 2uL de soro transferidos para uma microplaca de 96 pocos e
adicionados a 200uL do reagente de cor. Apds incubacdo de 15 minutos a 37° C, a
absorbancia foi lida a 492 nm em leitor de microplaca (Thermo Plate).

Para a determinacdo do padrdo foram substituidos 2ulL da amostra por 2uL de
padrdo. Para o célculo das concentracdes de glicose em mg/mL foi utilizada a férmula
indicada pelo Kit Labtest: Média da absorbancia da amostra / média da absorbancia do

padrao x 100.

4.3.5- Teste de Tolerancia Oral a Glicose

O teste de tolerancia oral a glicose € utilizado para estimar a resisténcia a
insulina. Apés um jejum de 6 horas os animais receberam solucéo de D-glicose, 2g/Kg
de peso corporal, por gavagem. Antes da gavagem (tempo zero) e 15, 30, 60 e 120
minutos apo0s a gavagem foi feita a leitura da glicemia, com auxilio de fitas e
glicosimetro Accu Chek Advantage®, de uma gota de sangue caudal. A glicemia foi

dada em mg/mL em cada tempo avaliado e depois feita a curva.
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4.3.6- Determinacéo das concentracdes de triglicerideos séricos

As concentracdes de triglicerideos séricos foram medidas de acordo com o
método enzimatico colorimétrico (FOSSATI & PRENCIPE, 1982), utlizando kit
comercial Doles, Brasil. O método consiste na hidrolise de triglicerideos do soro pela
lipase lipoprotéica produzindo glicerol livre, que é fosforilado pela glicerol quinase, cujo
produto sofre a acdo da glicerol-P-oxidase a qual, em presenca de oxigénio, produz
peréxido de hidrogénio. Este, sob acdo da peroxidase em presenca de um reagente
fendlico (p-clorofenol), e 4-aminoantipirina, produz um composto réoseo avermelhado,
com méaximo de absorcdo a 500nm. As dosagens e a curva padrdo foram feitas em

microplacas. A diluicéo utilizada foi de 5uL de soro em 245uL de agua destilada.

4.3.7-Determinacédo das concentracfes de colesterol total

As concentragBes de colesterol foram medidas de acordo com o método da
colesterol oxidase (ALLAIN et al., 1974) utilizando-se kit comercial Doles (Brasil). O
método consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase
produzindo colesterol livre. Este, em presenca da colesterol oxidase e de oxigénio,
produz peréxido de hidrogénio que pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina produz um composto réseo-avermelhado com absor¢cdo méxima de
500nm.

As concentra¢cdes de colesterol no soro foram determinadas por um ensaio em
microplaca de 96 pocos, de acordo com FAZIO et al. (1997). 5uL das amostras de soro
foram diluidas em agua destilada (1:200), afim de que as leituras de absorbancia sejam
adequadas a variacdo linear do teste. 100uL de reagente de colesterol total foram
adicionados a 100uL do soro diluido. Apés um periodo de incubacao de 15 minutos a
37° C a absorbancia foi lida a 492 nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices,

modelo Spectra Max Plus).

4.3.8- Determinacao das concentracdes de HDL colesterol

As concentragbes de colesterol HDL no soro foram dosadas por meio do kit
enzimatico Doles, Brasil. O principio se baseia na precipitagdo seletiva de LDL e VLDL
por polietilenoglicol tamponado (PEG 6000), restando apenas a fragdo HDL no

sobrenadante.
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O sobrenadante foi separado em uma microplaca de 96 pocos, sendo 10uL da
amostra adicionados a 200uL do reagente de cor Colesterol 250 Doles/ Colesterol
Enzimatico Liquido Doles. Apos incubacédo de 15 minutos a 37° C, a absorbancia foi
lida a 492 nm em leitor de microplaca (Thermo Plate).

Para a determinacéo do padrao, foi substituido 10uL de sobrenadante de HDLc
por 10uL de padrdo. Para o calculo das concentragcbes de HDLc foi feita a
determinacdo do fator de Calibracdo através da seguinte equacdo: F (Fator de
calibracdo) = 40/média da Absorbancia do Padrédo; HDLc= Absorbéncia da amostra x

Fator de calibragéo.

4.3.9- Determinacéao das fracdes aterogénicas e indice aterogénico

O colesterol das fracOes aterogénicas (LDLc, VLDLc e IDLc) foi calculado pela
diferenca entre o colesterol total e HDL (HDLc) e o indice aterogénico obtido pela

divisdo dos valores de colesterol da fracdo aterogénica pelo HDLc.

4.3.10- Amostras de tecidos

O figado, o musculo gastrocnémio e o tecido adiposo visceral dos animais foram
retirados, perfundidos com salina tamponada com fosfato (PBS) e acondicionados a

-75°C para as analises posteriores.

4.3.11- Avaliacdo da peroxidacdao lipidica- TBARS (substancias reativas ao acido

tiobarbiturico)

A geracao de radicais livres e a peroxidacao lipidica sdo reacdes extremamente
rapidas, que sado geralmente, mensuradas pelos seus produtos, principalmente as
substéancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), entre as quais o malondialdeido &
o principal. A formacdo do malondialdeido, pela quebra de acidos graxos
poliinsaturados, € um conveniente método para se determinar o grau de peroxidacao
lipidica.

A mensuracdo dos metabdlitos, reativos ao acido tiobarbitarico, foi realizada em
microplacas pelo método descrito por BUEGE et ali. (1978). O figado, musculo e tecido
adiposo (100mg de tecido mais 1,0 ml de PBS 1X) foram triturados com um

homogeneizador (Euro Turraz T20b, IKA labortechnik) e mantidos em gelo. Um volume
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de 500uL do homogenato de cada amostra foi colocado em tubos de ensaio e foi
adicionado 1 ml de solugdo contendo &acido tricloroacético (TCA 15%), acido
tiobarbitdrico (TBA 0,0375%) e acido cloridrico (HCL 0,25 N). As amostras foram
mantidas em banho-maria fervente por 15 minutos e entdo colocadas sob agua
corrente até esfriarem. Foram adicionadas aos tubos 1,5 ml de acido butilico, e depois
vigorosamente agitadas. Apdés uma centrifugacdo a 3000 rpm, por 10 minutos, o
sobrenadante foi recolhido e plaqueado em duplicata e a leitura foi realizada a 535 nm.
O resultado foi normalizado por dosagem de proteinas pela técnica de Lowry (1951),
segundo o qual a concentracdo de proteinas nas amostras é calculada através de uma

curva padréao, feita com albumina.
4.3.12 - Dosagem da concentracédo de hidroperdxidos

O ensaio da oxidagcdo ferrosa do Xilenol Orange consiste basicamente na
oxidacdo de fons ferrosos (Fe?) a férricos (Fe®") sob condicbes &cidas pelos
hidroperéxidos (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 2002). O indicador
utilizado é o Xilenol Orange, que se liga ao ion férrico produzindo um croméforo azul-
arroxeado. No momento da realizacdo do ensaio, uma parte da solugcdo FOX-2
(preparado pela dissolugéo do xilenol Orange e do sulfato ferroso amoniacal em 250
mM de H,SO,4 para uma concentracao final de 1 e 2,5 mM, respectivamente) foi diluida
em nove partes da solugdo de metanol grau-HPLC contendo 4,4 mM de BHT, obtendo-
se o reagente FOX-2.

Para as dosagens foram retirados 20uL do homogenato preparado para a
analise de TBARS e, acrescido a este, 180uL do reagente para FOX-2 diretamente na
microplaca, em duplicata. Para fazer o branco foi utilizado 20uL de 4gua deionizada no
lugar do homogenato. Em seguida, estas misturas foram mantidas em temperatura
ambiente por 30 minutos. Posteriormente a absorbancia foi lida a 560 nm em um leitor
de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).

Adicionalmente, foi realizada a reducdo dos hidroperoxidos com Trifenilfostina
(TPP). A TPP é utilizada como eficiente ferramenta para distincdo entre peroxido de
hidrogénio e hidroperoxidos (ndo-H,0,), jA que a presenca ou a auséncia de TPP
indica o teor de H,O, da amostra (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al.,
2002).

Em 15uL do homogenato preparado para a analise de TBARS foi adicionado

5uL de TPP a 10 mM (a TPP foi diluida em metanol) diretamente na microplaca, em
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duplicata, e foi mantida em temperatura ambiente por 30 minutos. Logo apds, foi
acrescido 180uL do reagente para FOX-2 em cada poco. Para fazer o branco foram
utilizados 15uL de agua deionizada no lugar do homogenato. Em seguida, estas
misturas foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, a
absorbancia foi lida a 560nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo
Spectra Max Plus).

O Xilenol Orange ao se ligar aos ions férricos produz um cromoéforo azul-
arroxeado com coeficiente de extingéo de 1,5 x 10* M™ a 560 nm. A concentracgéo de
hidroperéxidos pode ser estimada uma vez que o coeficiente de extingdo dos
hidroperéxidos é de 4,3 x 10* M a 560 nm. Concentracdes inferiores a 1uM podem
ser detectadas.

Para quantificar os hidroperéxidos da amostra foram subtraidas as dosagens
com TPP das sem TPP (sem TPP - com TPP = quantidade de hidroperoxidos da

amostra) que pode ser expressa em absorbancia ou em pmolar.
4.3.13- Histologia do tecido adiposo

O tecido adiposo epididimal (visceral) retirado no sacrificio foi lavado em solucao
salina e fixado em solu¢cédo de Bouin (Agua destilada saturada de &cido picrico (70% do
volume), formol a 10% (25 % do volume) e de acido acético glacial (5% do volume).
Apods 24h o tecido foi transferido para uma solucao de etanol 70% e, posteriormente, foi
feita inclusdo em parafina. Apos a incluséo, foram feitos cortes de 7um de espessura
em microtomo e montagem em laminas de vidro. Cada lamina continha 2 cortes
retirados do bloco de parafina com uma distancia minima de 20 um. As laminas foram
coradas pelo método HE (hematoxilina-eosina). A andlise foi feita em microscépio
acoplado a camera digital em um aumento de 100x. A area do adipécito foi calculada
pelo valor médio de 100 adipdcitos por animal. O nimero de estruturas semelhantes a
coroas (CLS), formadas por macroéfagos infiltrados no tecido adiposo, foi determinado
pela média de dez campos para cada animal. Os cortes foram analisados com auxilio

do software Image-Pro Plus verséo 6.3 (Bethesda, Maryland - USA).

4.3.14- Extracdo do tecido adiposo e dosagem da atividade da N-

acetilglicosaminidase (NAG)
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Infiltracdo de células mononucleares foi quantificada medindo-se a atividade da
enzima lisossomal N-acetilglicosaminidase (NAG) presente em niveis elevados em
macréfagos ativados (BAILEY et al., 1988). Para tanto, 100mg de tecido foram
homogeneizadas e maceradas em 2,0 mL de salina 0,9%/Tritonx-100 0,1% v/v, e em
seguida, centrifugadas a 3000rpm durante 10 minutos a 4°C. 100ul do infranadante
resultante foram incubados por 10 min. com 100ul de p-nitrofenil-N-acetil-3-D-
glucosaminida 2,24 mM (Sigma), diluido em tampé&o citrato 0,1 M / fosfato (pH 4,5). A
placa foi incubada a 37°C por 10 minutos.

Para interromper a reacao, foram adicionados 100uL de tampéao glicina (0,2M,
pH 10,6). A absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de
400nm. O resultado foi multiplicado pela quantidade de tecido adiposo (em gramas),

para ser expresso como valor absoluto da atividade de NAG no tecido adiposo.

4.3.15- Extracdo do tecido adiposo e dosagem de adiponectina, TNFa e IL6 no

tecido adiposo

Para a dosagem das adipocinas adiponectina, TNFa e IL6 foi utilizado método
ELISA (Enzyme-linked immunoabsorbent assay) de captura (Kit R&D Systems). O
ensaio foi realizado em amostras de 100mg de tecido adiposo homogeneizadas em 1
mL de solucdo para extracdo de proteinas (5% BSA em PBS estéril, pH 7,2-; 0,017%
fenilmetil sulfonil fluorida, 0,048% cloreto de benzeténio, 0,37% EDTA, 0,002%
aprotinina). O homogenato foi centrifugado a 10000rpm durante 10 minutos a 4°C. O
infranadante resultante foi utilizado para o ensaio. Placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-camundongo adiponectina, TNFa e IL6
(anticorpo de captura- R&D Systems) e incubadas overnight em camara umida em
temperatura ambiente. ApGs este periodo os pocos foram lavados por trés vezes com
agua Twen 20® 0,05%. Posteriormente a placa foi bloqueada para evitar ligacdes
inespecificas com 100ul de solucdo de bloqueio (1% BSA em PBS estéril, pH 7,2) e
incubada 1 hora em temperatura ambiente. Terminado este prazo, os pog¢os foram
lavados novamente como descrito acima.

Apbs o bloqueio foram adicionados 100ul das amostras diluidas 1:3 em reagente
de diluicdo (1% BSA em PBS estéril, pH 7,2) e colocadas novamente em camara umida
e incubadas overnight em temperatura ambiente. As amostras foram plaqueadas em
duplicata e foi colocado 100ul de solugéo de diluicho em um pogo para caracterizagao
do branco. Apoés este periodo as placas foram lavadas como descrito previamente.

43



Apés a lavagem adicionou-se 100ul do anticorpo de deteccao (anti camundongo
adiponectina, TNFa, IL6 - R&D Systems) previamente diluidos em reagente de diluicdo
(1% BSA em PBS estéril, pH 7,2) em cada poco. A placa ficou incubada em
temperatura ambiente por 1h. Os pogos foram lavados novamente como descrito
acima. Posteriormente adicionou-se 100ul de streptoavidina-HRP por poco. A placa
ficou incubada no escuro em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds este prazo,
0s pocgos foram lavados novamente como descrito acima. Posteriormente 100ul da
solucdo de substratos (reagente de cor A-H202 e reagente de cor B-OPD 1:1) foi
adicionada por poco seguido da incubacdo de 30 minutos ao abrigo da luz em
temperatura ambiente. A reacao foi interrompida com 50ul de H2SO4(2N) por poco. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 490nm. O
resultado foi multiplicado pela quantidade de tecido adiposo (em gramas), para ser

expresso como valor absoluto no tecido adiposo

4.4- ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo. O teste de D’Agostino e
Pearson foi utilizado para verificar a distribuicdo normal das amostras. Foi utilizado o
teste de Grubbs para deteccdo de outliers no caso de distribuicdo normal. Para
detectar diferencas entre os quatro grupos foi feita ANOVA One-way, seguida do pés
teste de Newman-Keuls. Como o peso inicial foi diferente entre as linhagens, foi usado
o teste t de Student, para comparar dados relativos ao peso, dos subgrupos dentro da
mesma linhagem. Um nivel de significancia de 5% foi estabelecido. As anélises foram
realizadas através do programa GraphPad Prism versao 5.0 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, Califérnia, EUA).

5- RESULTADOS

5.1- INGESTAO ALIMENTAR, EVOLUCAO PONDERAL, GANHO DE PESO
ACUMULADO, E ADIPOSIDADE
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O peso inicial foi similar entre animais de uma mesma linhagem. Embora a
qguantidade de dieta ingerida ndo tenha sido diferente entre as linhagens, a ingestao
caldrica diéria foi maior nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica (HIPER). Como
esperado, o peso do tecido adiposo foi maior no grupo HIPER das duas linhagens

(Tabela 2).

Tabela 2: Peso Corporal Inicial, Ingestdo Alimentar e Cal6rica por animal/dia e
Peso do Tecido Adiposo Visceral.

C57BL/6 ApoE™

PARAMETRO cT HIPER CT HIPER

Peso Inicial (g) 20.77 +0.36* 20,78 +0.38%° 16.88+0.92" 16.82 +0.89"
Ingestdo Alimentar (g) 4.13 + 0.07° 3.00 + 0.06 3.88+0.16° 3.07 +0.10%
Ingestdo Calérica (kcal) 11.58 +0.20°  15.90 + 0.35° 10.89 + 0.46® 16.94 + 0.55"

Tecido Adiposo (g) 0.39 + 0.03? 1.21+0.16"° 0.48+0.02*® 1.18+0.14°

Os valores representam média + erro padrdo; n=18 por grupo; letras diferentes
significam diferenca estatistica; p< 0,05. Teste t de Student

Em relacdo a evolucdo ponderal, os animais C57BL/6 HIPER ja apresentaram
peso maior em relagdo aos CT a partir da sexta semana experimental (Figura 5A).
Entre os animais ApoE”, a diferenca entre os grupos HIPER e CT surgiu mais

tardiamente, na ultima semana do experimento (Figura 5B).
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Figura 5- Evolugdo ponderal ao longo das nove semanas de experimento.
Camundongos C57BL6 (A) e ApoE™ (B). Os pontos nos graficos representam média +
erro padréo, n = 18 por grupo; * p<0,05. Teste t de Student

Ao final de nove semanas de experimento, o ganho peso acumulado nos
animais C57BL/6 (Figura 6A), e nos animais ApoE™ (Figura 6B) alimentados com dieta

hiperlipidica foi maior em relagéo aos seus respectivos controles.
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Figura 6: Ganho de peso acumulado ao final de nove semanas. Camundongos
C57BL6 (A) e ApoE™ (B). As barras representam média + erro padrdo; n = 18 por
grupo; * p<0,05. Teste t de Student
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A adiposidade foi maior nos animais HIPER em relacdo aos CT em ambas as

linhagens (Figura 7).
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Figura 7- Adiposidade final em percentual de gordura visceral. As barras representam
média + erro padrdo; n = 18 por grupo; * p< 0,05; ANOVA one-way; pés-teste Newman-
Keuls.

5.2- GLICEMIA, TRIGLICERIDEOS, COLESTEROL TOTAL E HDL SERICOS,
FRACAO ATEROGENICA E INDICE ATEROGENICO

Foi avaliada a presenca de resisténcia a insulina de forma indireta, pela glicemia
de jejum (Figura 8A) e pelo teste de tolerancia oral a glicose (Figura 8B). Na&o foi
observada resisténcia a insulina em nenhum grupo. Os resultados foram similares em

ambos 0s grupos, independente da dieta ou linhagem estudada (Figura 8A e B).
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Figura 8- Glicemia de jejum (A) e Teste de Tolerancia Oral a Glicose (B). As barras
representam meédia + erro padrao; (A) n=10-12 por grupo; (B) n=6 por grupo; ANOVA
one-way; pos-teste Newman-Keuls.

Nos animais C57BL/6, a dieta hiperlipidica empregada neste estudo nao foi
suficiente para alterar os niveis séricos tanto de triglicerideos como do colesterol total e
suas fragdes. Quando animais ApoE” foram comparados aos animais C57BL/6, foi
confirmado o esperado aumento dos triglicerideos e colesterol total com a
concomitante reducdo do HDLc, aumentando sua susceptibilidade a aterosclerose,
como sugerido pelo alto indice aterogénico (Tabela 3). Quando os dois grupos ApoE™
foram comparados, a dieta hiperlipidica foi responsavel por um perfil ainda mais

aterogénico, caracterizado por niveis ainda elevados de colesterol total, resultando em

48



um aumento de quase duas vezes na fracdo aterogénica no HIPER em relacdo ao CT
(Tabela 3). Porém, houve uma reducdo nos triglicerideos circulantes que, nos animais
do grupo ApoE™ HIPER (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdes Séricas de Triglicerideos, Colesterol Total, HDLc,
Fracdo Aterogénica e indice Aterogénico de animais C57BL/6 e ApoE”
alimentados com dieta comercial (CT) hiperlipidica (HIPER) por 9 semanas.

Parametros C57BL/6 ApoE”
séricos (mg/dL)
CT HIPER CT HIPER

Triglicerideos 39 +0.8? 43 +2.7° 93 +7.4° 63 +3.5°

Colesterol Total 80 +1.62 76 +2.02 168 +2.3° 274 +£6.7°

HDL colesterol 64 + 3.9 57 +1.6° 32 +2.4° 30 +1.6"°¢

Fragdo Aterogénica 16 + 4.0° 21+15° 134 +3.3° 240 + 4.6°

indice aterogénico  0,25+0.1* 0,37 + 0.0 41+0.3° 8,0 +0.3°

Os valores representam média + erro padrdo; n=10-12 por grupo; letras diferentes
significam diferenca estatistica; p< 0,05. ANOVA one-way; pés-teste Newman-Keuls

5.3- AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

A fim de se avaliar o estresse oxidativo, foram feitas dosagens de dois de seus
importantes marcadores no figado, musculo e tecido adiposo. Foram quantificadas as
concentracbes de malondialdeido (MDA), uma das principais substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS), e também de hidroperoxidos, importante produto da

peroxidacao lipidica.
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5.3.1- Figado

Foram observados resultados semelhantes em ambos os testes de avaliagdo de
estresse oxidativo. Este foi significativamente maior nos camundongos ApoE” em
comparacao aos C57BL/6. A dieta, por sua vez, foi capaz de aumentar, em ambas as

linhagens, a concentracdo de MDA (Figura 9A) e concentracdo de hidroperdoxidos no
figado (Figura 9B).
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Figura 9- Estresse oxidativo hepatico. Avaliado através da dosagem de TBARS (A) e
concentracdo de hidroperoxidos (B). As barras representam média + erro padrao;

n=10-12 por grupo; *p< 0,05; ANOVA one-way; pos-teste Newman-Keuls.
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5.3.2-Mdusculo

Como visto no figado, a peroxidacéo lipidica, avaliada pela concentracdo de
MDA (Figura 10A) e concentracao de hidroperoxidos (Figura 10B) no musculo também
foi maior nos camundongos ApoE” comparados aos C57BL/6. Foi observado que a

dieta hiperlipidica, por si sO, ndo alterou este perfil em ambas as linhagens.

o
a
[

*

o
F
[

pmol MDA/g PTN
o
w

0.2- -T- T
0.1-
0.0
CT HIPER CT HIPER
C57BL/6 ApoE™
B
: |
2 8- *
£° | |
o))
o 67
o
~><
(= 3
9
S 24 1T T
=
©
£
30
CT HIPER CT HIPER
C57BL/6 ApoE ™"

Figura 10- Estresse oxidativo muscular. Avaliado através da dosagem de TBARS (A) e
concentracdo de hidroperoxidos (B). As barras representam meédia + erro padrao;
n=10-12 por grupo; *p < 0,05; ANOVA one-way; pos-teste Newman-Keuls.
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5.3.3-Tecido Adiposo

O estado basal pré-oxidativo do animal ApoE” foi demonstrado no figado e no

musculo, observado pelo aumento na concentracdo de MDA e hidroperoxidos em

relacdo ao C57BL/6, independente da dieta. No tecido adiposo nao foi encontrada

diferenca entre os quatro grupos para a dosagem de MDA (Figura 11A). Entretanto, na
dosagem de hidroperéxidos, pode-se notar que o grupo ApoE” HIPER apresentou

maior concentracdo de hidroperéxidos quando comparado a todos os demais (Figura

11B)
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Figura 11- Estresse oxidativo no tecido adiposo. Avaliado através da dosagem de
TBARS (A) e concentracao de hidroperoxidos (B). As barras representam média + erro
padrao; n=10-12 por grupo; *p< 0,05; ANOVA one-way; pos-teste Newman-Keuls.
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5.4- ANALISES DO TECIDO ADIPOSO

Foi avaliada também a influéncia das dietas e da linhagem sobre a area adipécito
visceral. Em concordancia com os resultados de adiposidade, os animais alimentados
com dieta hiperlipidica apresentaram area de adip6cito maior que os respectivos CT.
Adicionalmente, camundongos C57BL/6 HIPER apresentaram area de adipocitos 20%

maior do que a observada em camundongos ApoE” HIPER (Figura 12A).
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Figura 12- Area do Adipécito (A) do tecido adiposo epididimal (visceral) corados com
hematoxilina/eosina. Camundongos C57BL/6 CT (B) e HIPER (C) e ApoE™ CT (D) e
HIPER (E) ApoE”" As barras representam média + erro padrdo; n = 6 por grupo; * p <
0,05; ANOVA one-way; poés-teste Newman-Keuls. As fotos foram analisadas com
aumento de 100X.
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A infiltracdo de macroéfagos no tecido adiposo foi avaliada pela atividade da enzima
N-acetilglicosaminidase (NAG). Foi encontrado aumento no ApoE-/- HIPER em relagao
ao CT, demonstrando a influéncia da adiposidade na ativacdo de macrofagos nessa
linhagem (Figura 13A). Os animais ApoE” HIPER apresentaram maior atividade de
NAG em relacdo ao grupo C57BL/6 HIPER, reforcando mais uma vez, a influéncia da
linhagem nesses resultados (Figura 13A). A fim de confirmar os resultados da atividade
de NAG, foi analisada a presenca de estruturas semelhantes a coroas (CLS), formadas
por macrofagos em torno de adipdcitos. Foi observado que a presenca de CLS foi mais
frequente em ApoE™ recebendo dieta hiperlipica comparados com camundongos

C57BL/6 recebendo a mesma dieta (Figura 13B).
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Figura 13- Avaliacao indireta da infiltracdo de macréfagos ativados no tecido adiposo
epididimal pela atividade de NAG (A) ou pela frequéncia de CLS (B). A atividade de
NAG no tecido adiposo epididimal foi calculada pelo seu valor em unidades arbitrarias
(UA) x peso total deste tecido. A frequéncia CLS foi determinada pela média de sua
visualizacdo em 10 campos, para cada animal. As barras representam média + erro
padrao; (A) n=9 por grupo; (B) n=5 por grupo; *p< 0,05; ANOVA one-way pos-teste
Newman-Keuls (A); teste t de Student (B).

O perfil de adipocinas secretadas possibilita a caracterizagdo do estado
inflamatorio do tecido adiposo. Quando considerada por grama de tecido adiposo, 0s
dados encontrados revelam a concentragcéo de adiponectina menor nos grupos HIPER

em comparacdo aos seus controles (Figura 14 A). Porém, como ocorreu também
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expansao do tecido adiposo em animais com dietas hiperlipidicas, a secrecao total de
adiponectina pelo tecido adiposo visceral de animais HIPER ainda € maior comparada
aos respectivos controles (figura 14B). Quando os dois grupos alimentados com a
mesma dieta sdo comparados, ndo ha diferencas entre o teor de adiponectina quando
0S animais estdo em dieta controle. Por outro lado, quando os grupos HIPER séo
comparados, animais ApoE” HIPER apresentaram maior producéo de adiponectina em
relacdo ao C57BL/6 HIPER (figura 14B).
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Figura 14- Secrecdo de adiponectina avaliada pelo método ELISA. Valor de
adiponectina expresso por grama de tecido adiposo (A); Valor absoluto expresso em pg
x tecido adiposo epididimal em gramas (B). As barras representam meédia + erro
padréo; n=5 por grupo; * p< 0,05; ANOVA one-way; pos-teste Newman-Keuls.
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Em relagdo a producdo de TNFa néo foi encontrada diferenca entre ambos os
grupos C57BL/6 (figura 15), entretanto o grupo ApoE” HIPER apresentou maior

producdo de TNFa comparado ao controle. Estes niveis foram estatisticamente

maiores que os vistos em C57BL/6 HIPER (Figura 15).
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Figura 15- Secrecdo de TNFa avaliada pelo método ELISA. Valor absoluto expresso
em pg x tecido adiposo epididimal em gramas. As barras representam média + erro
padrdo; n=5 por grupo; * p< 0,05; ANOVA one-way; pés-teste Newman-Keuls.

A secregdo de IL6 foi maior em animais HIPER de ambas as linhagens
comparadas aos seus controles. Novamente, o grupo ApoE” HIPER apresentou maior

producdo de IL6 em relacdo ao C57BL/6 HIPER (figura 16).
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Figura 16- Secrecao de IL6 avaliada pelo método ELISA. Valor absoluto expresso em
pg X tecido adiposo epididimal em gramas. As barras representam média + erro padrao;
n=5 por grupo; * p< 0,05; ANOVA one-way; pos-teste Newman-Keuls.

6-DISCUSSAO

No presente estudo foram utilizados camundongos deficientes em apoE, que
desenvolvem hipercolesterolemia e estresse oxidativo, para testar o efeito da dieta
hiperlipidica na inflamacao induzida pela obesidade. Além de seu papel no transporte
de lipidios, a apoE apresenta propriedades antioxidantes no plasma e no cérebro,
sendo altamente produzida pelos adipdcitos, principalmente em resposta ao estresse
oxidativo (TARNUS et al., 2009). Para ser o controle deste modelo de alto estresse
oxidativo basal, caracterizado pelo camundongo ApoE™, foram utilizados camundongos
C57BL/6, que possuem apoE e sao resistentes a hipercolesterolemia.

O peso corporal inicial foi maior nos camundongos C57BL/6, em comparacéo ao
camundongo ApoE”. A ingestdo caldrica foi semelhante entre as duas linhagens,
refletindo no peso final e adiposidade também semelhante. Entretanto, o C57BL/6
HIPER demonstrou peso maior em relagcdo ao seu controle ja na sexta semana de
experimento, enquanto nos camundongos ApoE” HIPER o aumento de peso em
relacdo ao seu controle so ficou evidente na nona semana, demonstrando a resisténcia
desse animal em ganhar peso. Resultados semelhantes foram descritos anteriormente,
gquando ambas as linhagens foram alimentadas com dieta diabetogénica por varias
semanas (SCHREYER et al., 2002). Quando se avaliou a area do adipdcito, o0s

camundongos controles apresentaram tamanho semelhante em ambas as linhagens, e

57



a area dos adipécitos foi 20% maior no C57BL/6 HIPER, em comparacdo ao ApoE™
HIPER, evidenciando os efeitos mais proeminentes do consumo de gordura elevada na
linhagem C57BL/6. GAO et al. (2007) também demonstraram adip6citos menores em
animais ApoE™ alimentados com dieta hiperlipidica em comparacéo a animais ApoE ™"
Como esta bem descrito que a adiposidade e o tamanho do adipdcito sédo parametros
que se relacionam com comorbidades da obesidade, entdo, pode-se supor que a
inflamacéo relacionada a obesidade sera mais intensa em camundongos C57BL/6 em
virtude da maior area de adipécito em relacéo ao animal ApoE™.

Como a expansao da gordura corporal esta relacionada com a resisténcia a
insulina, a glicemia foi analisada nos quatro grupos experimentais. No entanto, néo foi
encontrada qualquer diferenca entre os grupos. O mesmo resultado foi descrito
anteriormente em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica durante
seis semanas (SCHAALAN et al., 2009). Em outro estudo comparando camundongos
C57BL/6 e ApoE™ alimentados por oito semanas com dieta diabetogénica, também foi
observada a resisténcia do camundongo ApoE™ no desenvolvimento de hiperglicemia
em resposta a dieta (SCHREYER et al., 2002). Nesse mesmo estudo, camundongos
ApoE™ mostraram um declinio nos niveis séricos de triglicerideos em resposta a dieta,
fato observado também no presente estudo e em outros (SCHREYER et al., 2002,
MESENKAMP et al., 1999). A reducéo de triglicerideos séricos pode resultar de varias
causas. SCHREYER et al. (2002) demonstraram que a deficiéncia de apoE reduziu a
secrecdo hepatica de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), a principal
carreadora de triacilglicerdis, em 60%. A causa pode ser ter sido devido ao fato de que
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica aumentaram a oxidacao de &cidos
graxos em relacdo aos controles alimentados com dieta padrdo. Além disso, no figado
dos camundongos obesos, os niveis de proteina desacopladora 2 (UCP2) estdo
aumentados, resultando na deplecdo de ATP e liberacdo de energia na forma de calor
(SCHREYER et al., 2002).

Como esperado, o colesterol total foi maior nos animais ApoE” e o HDLc foi
menor em relagdo ao C57BL/6, refletindo dessa forma, no aumento da fragéo
aterogénica e no indice aterogénico no animal ApoE” em relacédo ao C57BL/6. A dieta
hiperlipidica néo alterou o perfil lipidico no animal C57BL/6 em concordéncia com
outros estudos (MESENKAMP et al., 1999; SCHREYER et al., 2002). Assim, confirma a
resisténcia desse animal em desenvolver dislipidemia secundaria a dieta, ao contrario
do animal ApoE” que, sob dieta hiperlipidica, exarcebou ainda mais seu estado

dislipidémico ja previamente existente em fungéo da auséncia da ApoE.
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Neste estudo o estado basal pré-oxidativo no camundongo ApoE” foi
demonstrado pela producdo de MDA e hidroperéxidos no figado e nos musculos.
Porém, no tecido adiposo ndo foram observadas diferencas entre os grupos controles
de ambas as linhagens. Entretanto, associando a dieta as diferentes linhagens, animais
ApoE™ aumentaram a concentracdo de hidroperéxidos de forma significativamente
maior em relagdo aos animais C57BL/6 alimentados com a mesma dieta, deixando
claro a susceptibilidade de animais deficientes em apoE para fatores pré-oxidantes
como a dieta. O aumento do estresse oxidativo ndo pode ser comprovado pela técnica
de TBARS no tecido adiposo, mesmo em animais alimentados com dieta hiperlipidica.
Estes dados de estresse oxidativo nos diferentes tecidos sao consistentes com estudos
anteriores que mostram que a producdo de ERO é diferente em diferentes tecidos,
devido as diferencas na atividade metabdlica, consumo de oxigénio e niveis de
antioxidantes (FURUKAWA et al., 2004; LIMON-PACHECO & GOSENBATT, 2009).
Outro fator a considerar sdo os marcadores utilizados para avaliacdo de estresse
oxidativo, que podem ter especificidade diferente dependendo do tecido avaliado
(VESKOUKIS et al., 2009). Deve-se considerar que a producdo de MDA é menos
especifica do que a producdo de hidroperéxidos como resultado da peroxidagéo
lipidica. MDA pode ser produto da degradacdo de outras moléculas existentes em
tecidos biol6gicos, como resultado da formacdo de endoperdoxidos e nao
necessariamente da peroxidacdo lipidica (CHERUBINI et al., 2005). Entretanto, a
concentracdo de hidroperoxidos é resultado especifico de peroxidacéo lipidica causada
por acdo de radicais livres (HERMES-LIMA et al., 1995). Portanto, o fato de ter sido
observada diferenca no estresse oxidativo do tecido adiposo somente pela dosagem de
hidroperoxidos, talvez tenha sido influenciada pela composicéo lipidica do tecido. A
apoE é altamente expressa no tecido adiposo e possui propriedades antioxidantes. A
presenca de apoE no tecido adiposo diminui a oxidacdo intracelular em adipdcitos
(TARNUS et al., 2009). Provavelmente, a presenca de apoE no tecido adiposo
desempenhou papel antioxidante capaz de minimizar o efeito oxidante da dieta
hiperlipidica no C57BL/6 HIPER, impedindo dessa forma, uma elevacao significativa no
estresse oxidativo em relacdo ao controle observado nesse estudo. Esse fato fica mais
evidente quando foi observado o efeito maior da dieta no animal ApoE” HIPER em
relacdo ao seu controle e em relacdo ao C57BL/6, demonstrado pela concentragao de
hidroperoxidos.

A infiltracdo de macrofagos é um evento chave na resposta inflamatéria do
tecido adiposo (WAISBERG et al., 2003; KANDA et al, 2006). Os resultados
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encontrados neste estudo estdo em conformidade com a idéia de que a ingestao
elevada de gordura promove a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo, como
demonstrado pela maior atividade da NAG principalmente no ApoE” HIPER. Acredita-
se gue a extensdo do acumulo de macréfagos no tecido adiposo correlaciona com o
grau de adiposidade (SUBRAMANIAN et al., 2009). Com os resultados observados foi
possivel demonstrar que a atividade de NAG esta aumentada em animais com maior
adiposidade em ambas as linhagens, porém com resultado significativo somente no
ApoE™ HIPER. Curiosamente, apesar de adipdcitos maiores serem vistos no
camundongo C57BL/6, a infiltracdo macréfagos ativados no tecido adiposo foi
significativamente maior nos ApoE™ HIPER, em comparacdo aos C57BL/6 HIPER.
Além disso, quando alimentados com dieta hiperlipidica, o animal ApoE™ teve a
infiltracdo de macrofagos triplicada neste tecido, bem como aumento de macréfagos
formando estruturas "semelhantes a coroas” (CLS), destacando o efeito deletério da
dieta nesse animal. O recrutamento de macréfagos em camundongos ApoE™ pode ser
também devido ao seu perfil lipidico caracteristico. Sabe-se que a hipercolesterolemia
e estresse oxidativo sdo fatores para ativacdo de mondcitos, potencializando ainda
mais a infiltracdo de macrofagos e inflamacédo, ja presentes no tecido adiposo
(LOHMAN et al.,, 2009). Consistente com os dados encontrados, um estudo
comparando camundongos C57BL/6 e ApoE™ alimentados com uma dieta rica em
colesterol apresentaram aumento da expressdao de MCP-1, TNFa e infiltracdo de
macréfagos no tecido adiposo de ApoE” comparados com os C57BL/6 (LOHMAN et
al., 2009).

Quando avaliados na quantidade total de tecido adiposo visceral, além do
infiltrado de macrdéfagos, foi observado neste estudo, aumento das adipocinas pro-
inflamatoérias TNFa e IL6, e curiosamente, da adiponectina, descrita como adipocina
antidiabetes e antiinflamatoéria. Porém, quando avaliada a produgdo de adiponectina
por grama de tecido adiposo, esta estava reduzida, como sugerido pela literatura. A
adiponectina é sintetizada em quantidade reduzida no tecido adiposo de obesos e esta
inversamente proporcional a resisténcia a insulina (HERMSDORFF et al, 2008).
Entretanto, a adiponectina expressa em maior quantidade no tecido adiposo
subcutdaneo em relacdo ao visceral (KERSHAW and FLIER, 2004; LENZ and
DIAMOND Jr., 2008). Assim, pode-se sugerir que os valores maiores de adiponectina
encontrados em toda extensdo do tecido adiposo nos animais com adiposidade
aumentada, talvez seja porgue neste estudo as analises foram feitas somente no tecido

adiposo visceral, isto €, o tecido adiposo subcutaneo nao foi avaliado. Talvez a
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producdo de adiponectina no tecido adiposo subcutaneo poderia apresentar um padréo
de secrecéo diferente, e contribuir com um balanco final de produg¢do de adiponectina
diverso do encontrado. Tem sido demonstrado que a adiponectina possui correlacao
inversa significativa com a resisténcia a insulina, independente da obesidade (AL-
DAGHRI, et al.,, 2009). Como observado, os animais com dieta hiperlipidica néo
apresentaram glicemia alterada demonstrada pela glicemia de jejum e teste de
tolerancia oral a glicose. Provavelmente, a secrecdo elevada de adiponectina nos
animais com maior adiposidade visceral neste estudo, possa ter relacdo com a glicemia
normal desses animais. Camundongos deficientes em adiponectina desenvolveram
intolerdncia a glicose, sustentando a idéia de que a adiponectina protege contra a
resisténcia a insulina induzida por dieta (GUERRE-MILLO, 2008).

O tecido adiposo de obesos é caracterizado por elevado estresse oxidativo,
inflamacé&o crénica e infiltrado de macréfagos. ERO e citocinas proinflamatérias séo
potentes inibidores da expressdo génica de adiponectina em adipécitos de cultura
(GUERRE-MILLO, 2008). No presente estudo, foi observado estresse oxidativo,
infiltrado de macréfagos e aumento de TNFa no tecido adiposo no grupo C57BL/6
HIPER, porém, ndo resultou em diferenca estatistica em relagdo ao seu controle.
Talvez, o aumento mais modesto desses fatores possa ter sido insuficiente para inibir a
producdo e acarretar a reducdo da adiponectina nesse grupo. Porém, quando
observado o grupo ApoE™ HIPER, a dosagem de hidroperéxidos no tecido adiposo e
todos os marcadores proinflamatorios estdo aumentados em relacdo ao seu controle e
também em relacdo ao C57BL/6 HIPER. Neste caso, talvez outros fatores,
possivelmente relativos a deficiéncia de ApoE, possa ter influenciado na producao de
adiponectina de forma a manté-la aumentada. Tem sido descrito que a deficiéncia de
apoE produz resisténcia a algumas alteracdes fenotipicas relacionadas a obesidade
incluindo hiperinsulinemia e hiperglicemia (GAO et al., 2007). E relevante considerar
também, que 0s mecanismos que aumentam a expressao génica de adiponectina
ainda sao apenas parcialmente elucidados (FURUKAWA et al., 2004; GUERRE-MILLO,
2008).

O TNFa e IL6 sao citocinas proinflamatérias sintetizadas no tecido adiposo pelo
adipécito e por células do estroma vascular, e esta relacionada a expanséao do tecido,
hipertrofia do adipécito e aumento do infiltrado de macrofagos (HEILBRONN et al.,
2008). Um aumento na gordura corporal esta relacionado a uma rede de resposta
inflamatoria no tecido adiposo que resulta da secrecdo de fatores inflamatérios no

tecido adiposo, secrecao pelo tecido adiposo de fatores que estimulam outros tecidos
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na producao de fatores inflamatorios e queda na producéo de fatores antiinflamatorios
(BAYS et al.,, 2009). Foi demonstrada no presente estudo secrecdo aumentada de
TNFa e IL6 nos animais ApoE™ HIPER em relacdo ao seu controle e em relacdo ao
C57BL/6. Esse resultado estd em concordancia com os resultados de NAG e com
estudos que descrevem a producdo dessas citocinas principalmente por macrofagos
ativados infiltrados no tecido adiposo (LUMENG et al., 2007; SUBRAMANIAN et al.,
2009). Entretanto, o animal C57BL/6 HIPER apresentou IL6 aumentada em relacdo o
seu controle, resultado ndo observado para o TNFa e para o NAG. Provavelmente,
nesse animal, o adipocito possa ter tido contribuicAo maior que o macrofago na
secrecdo de IL6 colaborando para essa diferenca. Macrofagos séo a principal fonte de
TNFa no tecido adiposo e adipocitos contribuem com aproximadamente um terco da
concentracdo de IL6 circulante de obesos (TILG & MOSCHEN, 2006). O aumento do
TNFa e IL6 esta relacionado a resisténcia a insulina em obesos (BOURLIER &
BOULOUMIE, 2009). Entretanto, nos animais HIPER n&o foi observada resisténcia a
insulina, demonstrada pela glicemia de jejum e teste de tolerancia oral a glicose nesses
animais. Possivelmente a adiponectina aumentada pode ter colaborado nessa
interacdo melhorando a sensibilidade a insulina nesses animais.

O acumulo de ERO esta relacionado também, ao infiltrado de macrofagos no
tecido adiposo por ser um fator para ativacdo de mondécitos circulantes (DEGASPERI et
al., 2009). Foi feito um estudo transversal em Framinghan com 1250 participantes a fim
de avaliar a associacdo entre obesidade visceral, estresse oxidativo e inflamacéo. Foi
encontrada associacéo entre obesidade visceral com isoprostano urinario (marcador de
estresse oxidativo), MCP-1, IL6 e receptor de TNFa (POU et al., 2007). A producédo
aumentada de TNFa também estimula aumento dos niveis de ERO no tecido adiposo
(ERIKSSON, 2007). Os resultados encontrados no presente estudo sustentam essa
idéia, ja que foi observada concentracéo de hidroperéxidos elevada no animal ApoE™
HIPER, que também tem NAG, TNFa e IL6 aumentados em relacdo aos outros grupos.
Isso demonstra a importancia da associa¢do da obesidade com o estresse oxidativo na
producéo do perfil proinflamatério nesse animal, uma vez que o grupo ApoE™ HIPER
apresentou obesidade e alto estresse oxidativo em todos os 6rgdos avaliados dentre
eles o tecido adiposo. A forca dessa associagao fica mais evidente quando comparado
o grupo C57BL/6 HIPER, que apresentou adiposidade aumentada, porém nao
apresentou aumento significativo na concentracao de hidroperoxidos no tecido adiposo,
com o ApoE™ HIPER que apresentou esses dois parametros associados. A presenca
de adiposidade aumentada de forma isolada, representada pelo C57BL/6 HIPER, néao
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foi suficiente para induzir infitrado de macrofagos e producdo de TNFa
significativamente maior que seu controle. Ja4 no ApoE” HIPER, o aumento do estresse
oxidativo associado a obesidade desencadeou uma resposta inflamatoria caracterizada
pelo aumento de todos os marcadores proinflamatorios avaliados neste estudo.

Vérios estudos atribuem o aumento de estresse oxidativo em individuos obesos
ao aumento de 4cidos graxos livres e glicose sérica, e que estes fatores induzem
inflamacé&o no tecido adiposo de obesos por aumentar potencialmente o estresse
oxidativo (SHOELSON et al., 2007; SCHONFELD & WOJTCZAK, 2008). No presente
estudo nao foi observada hiperglicemia ou hipertrigliceridemia, descartando, portanto, a
interferéncia desses dois fatores no aumento do estresse oxidativo. Porém, é bem

estabelecido também que a hipercolesterolemia esta associada ao estresse oxidativo e
ao aumento de NADPH oxidase importante fonte de &nion superéxido (‘Oy)

(WASMMAN et al., 2004). Neste estudo foi observada hipercolesterolemia marcante no
grupo ApoE” HIPER, secundaria a dieta em associacdo & deficiéncia da ApoE.
LOHMANN et al. (2009) demonstraram que 0s hiveis séricos de colesterol possuem
correlacdo com infiltrado de macréfagos no tecido adiposo. Foi observado que o grupo
ApoE™ HIPER possui infiltrado de macréfagos elevado em relagéo aos outros grupos
em concordancia com os niveis séricos de colesterol que também é maior em relacéo
aos outros grupos. Entretanto, o grupo ApoE” CT que também possui colesterol sérico
aumentado nao apresentou infiltrado de macréfagos aumentado. Sugere-se, portanto,
que a hipercolesterolemia somente, ndo é suficientemente capaz de induzir aumento
no infiltrado de macréfagos no tecido adiposo, e € possivel sugerir que fatores como
obesidade e estresse oxidativo elevado juntos, interferem de forma determinante neste
evento, demonstrado pelo animal ApoE™” HIPER. Sabe-se que macréfagos sdo fontes
de ERO, TNFa e IL6 (LAGO et al., 2009; GUMMERSBACH et al., 2009). O TNFa tem
importancia significativa na troca de sinalizacdo entre adipdcitos e macrofagos
infiltrados no tecido adiposo, mediando sua amplificacdo sinergistica de inflamacéo
sistémica e local (LAGO et al., 2009). Macréfagos ativados, juntamente com adipécitos
e outras ceélulas presentes no tecido adiposo, podem perpetuar um ciclo vicioso de
recrutamento de macrofagos e producdo de citocinas proinflamatérias e ERO (TILG &
MOSCHEN, 2006). Dessa forma o aumento do infiltrado de macréfagos possivelmente
também tem participacdo no estresse oxidativo aumentado no tecido adiposo do animal
ApoE™ HIPER. Esta bem documentada a correlacéo direta entre tamanho do adipdcito
e marcadores proinflamatorios no tecido adiposo (BAYS et al., 2009). Foi observado

que o adipécito do C57BL/6 HIPER é maior que do ApoE” HIPER. Se fosse levado em
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consideracdo esse resultado isolado, seria razoavel supor que 0s parametros
proinflamatérios avaliados, NAG, TNFa e IL6, estivessem aumentados no animal
C57BL/6 HIPER em relacdo ao ApoE” HIPER. Porém, esse resultado nado foi
observado. Mais uma vez € possivel sugerir o aumento da inflamagcdo no tecido
adiposo em consequéncia da associacdo de obesidade e estresse oxidativo, bem
representados no animal ApoE” HIPER, que apesar de possuir adipécito menor,
apresentou perfil proinflamatério mais acentuado que o C57BL/6 HIPER. Entretanto, a
producado de adiponectina, uma adipocina antiinflamatoria, tem producdo aumentada no
ApoE™ HIPER que possui area de adipdcito menor que o C57BL/6 HIPER, fator que
talvez tenha tido influéncia na producao dessa adipocina, resultando na diferenca entre
estes dois grupos.

Ainda nado sao totalmente elucidados os mecanismos que unem obesidade,
estresse oxidativo e inflamacéo. Algumas proteinas envolvidas na resposta ao estresse
oxidativo, dentre elas o NFkB, um fator de transcricdo nuclear é regulado também por
citocinas proinflamatorias produzidas no tecido adiposo, e possui a habilidade de
regular positivamente genes responsaveis por processos de inflamacéo e morte celular
(LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009). Tem sido fortemente debatido que a
producdo desregulada de adipocinas no tecido adiposo de obesos esta criticamente
envolvida na patogénese da sindrome metabdlica; e que adiposidade aumentada tem
forte correlacdo com marcadores do estresse oxidativo (FURUKAWA et al., 2004). No
presente estudo foi constatado aumento de adiposidade nos grupos alimentados com
dieta hiperlipidica, entretanto, ndo foi observada a presenca de sindrome metabdlica. A
dieta hiperlipidica foi capaz de induzir aumento no estresse oxidativo hepético e no
tecido adiposo principalmente do ApoE” HIPER. Foi possivel caracterizar que o grupo
ApoE™ HIPER possui associacdo de obesidade e estresse oxidativo, e que 0s
marcadores inflamatorios estdo aumentados somente nesse grupo, coerente com idéia
de que associacao de estresse oxidativo e obesidade € importante para a producdo do
perfil inflamatério no tecido adiposo de obesos.

Esta bem aceito atualmente que na obesidade o tecido adiposo exibe um estado
de inflamacgéo cronica de baixo grau. E que macréfagos ativados no tecido adiposo
secretam ERO, e a resposta celular as citocinas proinflamatdrias também podem
induzir mudancas redox, sugerindo que a inflamacdo pode ser uma fonte de estresse
oxidativo aumentado no tecido adiposo (RUDICH et al., 2007). No presente estudo foi
possivel observar a associacdo de estresse oxidativo e obesidade na producao de

marcadores proinflamatérios no tecido adiposo de animais ApoE™ alimentados com
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dieta hiperlipidica. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para se avaliar as vias de
producdo desses marcadores e estabelecer a relagdo de causa ou consequéncia que o
estresse oxidativo desempenha no desenvolvimento da inflamagdo observada no

tecido adiposo desses animais.

7- CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi possivel comprovar a eficiéncia da dieta hiperlipidica em
induzir obesidade em animais C57BL/6 e ApoE” por meio dos dados de evolucéo
ponderal, ganho de peso acumulado, adiposidade e area do adipocito. A dieta
hiperlipidica ndo foi capaz de alterar o perfil lipidico de animais C57BL/6, entretanto,
aumentou a dislipidemia pré-existente no animal ApoE”~ A glicemia n&o foi alterada
pela dieta hiperlipidica em ambas as linhagens. O estado basal pr6-oxidativo do animal
ApoE™ foi demonstrado no figado e musculo, e aumento do estresse oxidativo
secundéario a dieta foi demonstrado no figado de ambas as linhagens e no tecido
adiposo do animal ApoE” grupo HIPER. O animal Apoe” HIPER apresentou estresse
oxidativo maior que o C57BL/6 HIPER nos trés 6rgdos avaliados, evidenciando a
associacdo de estresse oxidativo e obesidade apenas nesse grupo. A presenca de
macréfagos ativados no tecido adiposo foi significativamente maior no ApoE” HIPER
em relagdo ao seu controle e em relagédo ao C57BL/6 HIPER. Os animais com dieta
hiperlipidica e adiposidade aumentadas apresentaram adiponectina e IL6 maior que
seus controles em ambas as linhagens. O aumento do TNFa foi demonstrado somente
no grupo ApoE-/- HIPER em relacdo ao seu controle, e ndo foi encontrada diferenca
nos animais C57BL/6, assim como o infiltrado de macr6fagos representado pela
dosagem de NAG. O animal ApoE” HIPER apresentou adiponectina, TNFa, IL6 e

infiltrado de macréfagos ativados maior que o C57BL/6.
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8- CONCLUSAO

O estresse oxidativo e a obesidade juntamente estdo implicados no aumento do
perfil inflamatério no tecido adiposo de obesos. Foi possivel observar no presente
estudo que apenas os animais ApoE” alimentados com dieta hiperlipidica
desenvolveram adiposidade e estresse oxidativo aumentados no tecido adiposo, que
por sua vez, apresentou secrecdo aumentada de marcadores proinflamatérios em
relacdo aos outros grupos. Conclui-se entdo que a associagdo de estresse oxidativo e
obesidade, representada pelo ApoE™ HIPER foi determinante para o desenvolvimento

de inflamacéo no tecido adiposo de animais obesos.
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