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RESUMO

O tecido adiposo desempenha papel fundamental na regulacdo do balanco energético e
na modulagdo do sistema imune. A obesidade, caracterizada pelo excesso de tecido adiposo
branco (WAT, do inglés white adipose tissue), é uma doenca de carater inflamatorio crénico e
que prejudica esses dois sistemas. Considera-se que depositos de WAT distintos respondem de
maneira diferente a estimulos lipoliticos, adipocinas e a mediadores lipidicos. Neste trabalho
investigamos o perfil de mediadores inflamatérios de pacientes com obesidade mérbida (OB)
e 0 papel de distintos depdsitos de tecido adiposo humano e de modelo experimental de
obesidade induzida por dieta no desenvolvimento da inflamacao caracteristica do grande obeso.
Na analise dos niveis séricos de adipocinas observamos que o grupo OB apresentou niveis mais
elevados de leptina e menores niveis circulantes de resistina, MCP-1/CCL2 PAI-1, TNF-a e IL-
1 quando comparados a individuos com IMC normal. Ainda, depdsitos abdominais de tecido
adiposo humano e depositos de WAT murino foram investigados em relacdo a hipertrofia e
mediadores inflamatdrios. Amostras de tecido adiposo de individuos obesos foram obtidas
durante cirurgia de gastroplastia. Os depdsitos de tecido adiposo de camundongo C57BL/6J em
dieta normal (ND) e dieta hiperlipidica (HFD) foram obtidos ao final de 3-5 meses de dieta. Os
depdsitos de WAT humano (SC-subcutaneo, PP- pré-peritoneal e VVC-visceral) apresentaram
diferencas macroscopicas como dimensdo do l6bulo gorduroso e irrigacdo, todavia nao
observamos distin¢&o no tamanho dos adip6citos maduros. Em humanos, o WAT pre-peritoneal
apresenta maior expressao de ATGL quando comparado aos dois outros depositos de WAT. O
tecido adiposo VC apresenta maior nivel da proteina ADRP e adiponectina, embora ndo tenha
sido encontrada diferenca na expressdo de mRNA de PLIN2 e ADIPOQ. A expressdo de PLIN1,
LEPR e FABP4 também é semelhante nos tecidos SC, PP e VC de pacientes obesos, assim
como a presenca de perilipina avaliada por Western blot. Os depdsitos de tecido adiposo
humano variam bastante em relacdo aos mediadores inflamatérios. Observamos maior contetdo
de leptina, IFNy e GM-CSF no extrato total de WAT SC em contraste com maior nivel de MCP-
1/CCL2 no extrato total de tecido adiposo PP. Entretanto, os depoésitos de tecido adiposo
humano apresentaram nivel semelhante do marcador de macrofagos (CD14). Tal qual em
humanos, os depo6sitos de WAT murino apresentam mesma quantidade de perilipina na analise
por Western blot, mesmo depois de dieta hiperlipidica e consequente aumento ponderal. O
tamanho dos adipdcitos também varia entre os diferentes depdsitos de WAT, com grande
hipertrofia pds dieta high-fat, sendo menor no SC e maior no epididimal (EP). Observamos
diminuigdo de PPARY1 nos quatro depositos de tecido adiposo em camundongos HFD. Ainda,
observamos maiores niveis de citocinas pro-inflamatérias no WAT de camundongos HFD
(leptina e MCP-/CCL2), além da mudanca no perfil inflamatorio de adipdcitos maduros
primarios entre os diferentes depésitos de WAT também em decorréncia de dieta hiperlipidica.
Adipaocitos murinos diferenciados in vitro apresentam perfil de secrecao de citocinas diferente
de células adiposas primarias, principalmente em relagdo a leptina. Nossos resultados sugerem
que os distintos depositos de tecido adiposo possuem variagdes no perfil inflamatorio assim
como em relacdo as enzimas associadas ao processo de lipdlise que podem influenciar
diretamente e de maneira distinta as alteragdes moleculares presentes durante a obesidade. Os
modelos de obesidade experimental em camundongos, embora ajudem a esclarecer diversos
mecanismos e vias de sinalizacdo alterados na obesidade, ndo tém correlacdo direta aos
depdsitos de tecido adiposo subcutaneo e visceral em humanos.
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ABSTRACT

The adipose tissue has a fundamental role in the regulation of energy homeostasis and
immune system modulation. Obesity is a chronic inflammatory disease characterized by excess
of adipose tissue, which contributes to the impairment of both systems. It is considered that
distinct adipose tissue depots respond differently to lipolytic stimulus, adipokines and lipid
mediator secretion. Here we evaluate the plasma cytokine profile of morbidly obese patients as
well as the role of distinct abdominal adipose tissue depots from obese individuals (OB) and
diet-induced obese mice (DIO) on the moderate chronic inflammatory feature present in
obesity. In the analysis of serum adipokine levels, we observed that obese (OB) group had
higher levels of leptin and lower circulating levels of resistin, MCP-1/CCL2, PAI-1, TNF-o and
IL-1B when compared to individuals with normal BMI. Furthermore, we investigate
inflammatory mediators and hypertrophy of human abdominal adipose tissue and murine WAT
depots. Adipose tissue samples from obese individuals were obtained during bariatric surgery.
C57BL/6J murine adipose tissue depots were obtained from DIO mice, which were fed on high-
fat diet (HFD) for 3-5 months, or from paired-lean mice fed with normal diet (ND). Human
WAT depots (SC-subcutaneous, PP-preperitoneal and VC-visceral) showed macroscopic
differences such as fat lobe size and blood irrigation, however we did not observe any
distinction in the mature adipocytes size. In humans, PP adipose tissue has increased expression
of ATGL when compared to the other WAT depots. VC WAT showed increased ADRP and
adiponectin protein expression, although such outcome was not observed in PLIN2 and
ADIPOQ mRNA analysis. PLIN1, LEPR and FABP4 expression was similar between SC, PP
and VC tissue samples from morbidly obese patients, as well as perilipin protein expression
analyzed by Western blot. The human adipose tissue depots presented great variation in relation
to the inflammatory mediators. We observed higher content of leptin, IFNy and GM-CSF in SC
WAT in contrast to higher level of MCP-1/CCL2 in PP adipose tissue. Nevertheless, human
adipose tissue depots had the same amount of CD14 macrophage marker. As in humans, murine
adipose tissue showed same amount of perilipin, even after high-fat diet and consequent weight
increase. All fat pads from DIO mice presented significantly hypertrophy when compared to
WAT depots from lean mice. In addition, SC WAT had smaller adipocyte size and EP WAT
had a larger size when comparing with VC and RP WAT in lean and obese mice. Also, PPARy1
is decreased in the four adipose tissue depots from obese mice. In the analysis of inflammatory
mediators, we observed higher levels of proinflammatory cytokines in the WAT from DIO mice
(leptin and MCP-1/CCL2). Furthermore, primary mature adipocytes derived from different
WAT depots showed changes in the inflammatory profile due to a high-fat diet. In vitro
differentiated murine adipocytes showed different cytokine secretion profile from primary
adipose cells, mainly in relation to leptin. Our results suggest that distinct adipose tissue depots
have variations in the inflammatory profile as well as in enzymes associated to the lipolysis
process that can directly and distinctly influence on the molecular alterations present during
obesity. Also, experimental obesity models in mice do not make direct reference to
subcutaneous and visceral adipose tissue depots in humans.
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1.1 Obesidade

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a obesidade € uma doenca que
tem como caracteristica 0 acumulo excessivo de tecido adiposo branco (WAT) de modo a
apresentar risco a satde. O aumento da adiposidade é consequéncia principal do desbalanco
energeético, no qual o predominio do ganho de energia resulta em hiperplasia e hipertrofia do
tecido adiposo (Drolet et al. 2008; Arner et al. 2010). Segundo a OMS, o numero de pessoas
obesas quase triplicou desde 1975, alcangando em 2016 mais de 650 milhdes de individuos
adultos obesos (figura 1) e cerca de 1,9 bilhdes de pessoas acima de 18 anos com sobrepeso em
todo mundo. A obesidade, antigamente considerada um problema de paises desenvolvidos,
passou a ser um grande problema de salde também para paises em desenvolvimento,

acometendo principalmente individuos de baixa renda (WHO, 2017).

Prevaléncia de obesidade (idade 20+), ambos os sexos.

) aNe MONO D8 O -
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Figura 1 Mapa global de prevaléncia de obesidade (2015). Observa-se neste mapa o percentual de individuos
adultos (idade igual ou superior a 20 anos) obesos através de escala de cores, na qual azul representa menor
incidéncia e vermelho maior incidéncia de obesidade. (Adaptado de https://vizhub.healthdata.org/obesity/

No Brasil, observamos nos Gltimos dez anos um aumento de 60% na prevaléncia de
adultos obesos, passando de 11,6% em 2006 para 18,9% em 2016. Ainda segundo dados do
Ministério da Salde, individuos com sobrepeso representam mais da metade da populacédo
adulta brasileira (53,8%). O aumento do peso engloba ambos os sexos, registrando-se 57,7%
de excesso de peso em homens e 50,5% em mulheres (figura 2), sendo mais afetados individuos

de menor escolaridade e baixa renda (Ministério da Saude 2017).
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Figura 2 Obesidade no Brasil (2016). Dados divulgados pelo Ministério da Saude brasileiro, referentes a
pesquisa Vigitel no ano de 2016. Os graficos A e B, mostram a prevaléncia de sobrepeso e obesidade em
mulheres e homens brasileiros, respectivamente.

O desenvolvimento do quadro de obesidade tem etiologia multifatorial, estreitamente
relacionada com fatores ambientais, como o aumento do consumo de alimentos e bebidas
altamente caloricos e de fraco potencial nutritivo, sedentarismo, bem como fatores
socioeconémicos e culturais (Kudel et al. 2018). Outros fatores como estresse, alteracdo de
microbiota intestinal, fatores genéticos e fisiologicos (principalmente distirbios hormonais)
podem também ser responsaveis pela predisposic¢do individual para o aumento de peso. O
conjunto destes fatores elevam esta doenca a um patamar altamente complexo e de dificil
tratamento (Bouchard et al. 1990; Wang & Crespi 2011; Delavari et al. 2013).

A obesidade é uma doenca definida pelo aumento excessivo de tecido adiposo branco e
pode ser classificada em diferentes graus de severidade, usando o indice de massa corporal
(IMC) como indicador. IMC é obtido através da razdo entre o peso (quilos) e o quadrado da
altura (em metros) e é usado para determinar faixas de peso ideais ou aquelas que podem levar

a um comprometimento da salde de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 1 Classificagdo dos graus de severidade de obesidade. Adaptado de
https://www.nhlbi.nih.gov/health/educational/lose_wt/BMI/bmi_dis.htm

IMC (kg/m?) Grau de obesidade

Abaixo do peso < 18,5
Peso normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade 30-349 I
35-359 I
Obesidade mérbida 40< i}
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O acumulo de tecido adiposo no quadro de obesidade pode ocorrer de duas diferentes
formas, dividindo a obesidade em duas categorias: 1- obesidade ginecoide, na qual o excesso
de tecido adiposo acumula-se na regido gluteofemoral e 2- obesidade androide, na qual a maior
parte do tecido adiposo se concentra na regido abdominal. A partir desta diviséo, outro indicador
usado para predizer o grau de severidade de obesidade e risco do desenvolvimento de outras
co-morbidades € a circunferéncia da cintura pélvica (tabela 2), uma vez que o aumento na
circunferéncia da cintura esta relacionado ao aumento de gordura visceral na regido abdominal

e desenvolvimento de sindrome metabdlica (Després 2006).

Tabela 2 Risco de desenvolvimento de comorbidades baseado na cintura pélvica. Adaptado de
https://www.nhlbi.nih.gov/health/educational/lose_wt/BMI/bmi_dis.htm

Risco relativo ao peso e circunferencia da cintura

Abaixo do peso

Peso normal

Grau de Obesidade

Homem=102cm

Mulher <88 cm

Homem=>102¢m

Mulher > 88 cm

Sobrepeso Aumentado Alto
Obesidade I Alto Muito alto
11 Muito alto Muito alto
Obesidade morbida 11 Extremamente alto Extremamente alto

O termo Sindrome metabdlica ou sindrome X, foi proposto por Reaven pela primeira vez
em 1988, quando este sugeriu uma correlacdo entre pacientes com resisténcia a
insulina/diabetes e hipertensdo (Reaven 1993). A identificacdo sindrome metabdlica é
importante uma vez que o conjunto de sintomas presentes neste quadro clinico predispde o
individuo a desenvolver diabetes mellitus tipo Il e doencas cardiovasculares, levando a uma
piora de qualidade de vida e elevada mortalidade. Assim, o estabelecimento do quadro de
sindrome metabdlica é definido quando pelo menos trés dos seguintes fatores estdo presentes:
obesidade central, hiperglicemia, hipertensdo, baixo HDL e hipertrigliceridemia (Eckel et al.
2005; Han & Lean 2016).

A obesidade central, com aumento do tecido adiposo visceral, contribui de forma
importante para o desenvolvimento da sindrome metabolica. O aumento da liberacdo de acidos
graxos livres para a veia porta como resposta da grande capacidade lipolitica do tecido adiposo

visceral pode levar a alteragcbes no metabolismo de &cidos graxos e consequentemente
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diminuicdo da resposta tecidual a insulina. Essa resisténcia a agdo da insulina acarreta uma
diminuicdo da captura de glicose pelo musculo e permanente producdo de glicose hepética,
mesmo em niveis elevados de glicose sanguinea (Klein 2004; Cornier et al. 2008).

Como descrito anteriormente, a obesidade € uma doenca crbénica e de origem
multifatorial, sendo necessarias diferentes abordagens terapéuticas para seu tratamento. O
tratamento correto da obesidade consiste em adogdo de dieta nutricional adequada, pratica de
exercicios, acompanhamento psicolégico, uso de medicamentos e em casos que nao respondem

a terapia clinica, faz-se necessaria intervencao cirurgica (gastroplastia).

Existem diversos tipos de gastroplastia (cirurgia bariatrica) para o tratamento da
obesidade morbida (IMC > 40) e suas co-morbidades. As abordagens cirargicas mais comuns
sdo: baldo gastrico (procedimento temporario) e as gastroplastias com técnicas de by-pass
(RYGBP) e sleeve (procedimentos permanentes). A intervencéo cirdrgica para tratamento da
obesidade é relativamente nova, no entanto, vem apresentando uma rapida evolucéo e diferentes
aplicacdes. Essas cirurgias podem ser caracterizadas como cirurgias metabolicas, uma vez que
sua aplicacdo pode ser estendida além do objetivo de perda de peso efetiva e sua manutencéo,
sendo tambem usadas para o tratamento, por exemplo, de diabetes Mellitus tipo Il grave (Keidar
2011; Buchwald 2014). Em um estudo recente, Oliveira e colaboradores mostraram que 0S
gastos com saude publica associados a obesidade, em 2011 no Brasil, chegam a um total de
269,6 milhdes de dolares e cerca de 17,4 milhdes de dolares gastos em cirurgias bariatricas para
o0 tratamento desta doenca (Oliveira 2013; De Oliveira et al. 2015; Tremmel et al. 2017).

Individuos obesos moérbidos submetidos a gastroplastia apresentam perda ponderal
acentuada e melhora no quadro metabdlico, entretanto, o re-ganho de peso ndo é incomum
nestes pacientes. Hagman e colaboradores mostraram que embora tenha ocorrido melhora no
quadro de sensibilidade a insulina e reducdo de inflamacgdo sistémica, o tecido adiposo
subcutaneo dos pacientes avaliados neste estudo apresentava biomarcadores de disfungéo
tecidual e inflamacdo inalterados e sem modificacdes expressivas em relacdo ao infiltrado
leucocitario (Hagman et al. 2017). Em outro estudo, Baptista e colaboradores demostraram que
o tecido adiposo subcutaneo de pacientes ex-obesos apresentava modificacdes em relagdo a
irrigacdo sanguinea e conteudo de células tronco-mesenquimais (Baptista et al. 2009). Nosso
grupo também mostrou que o tecido adiposo subcutaneo de pacientes ex-obesos apresentavam
maior capacidade adipogénica quando comparados a individuos higidos e obesos (Silva et al.
2015). Essas alteracdes no perfil do tecido adiposo podem ter implica¢es no reganho de peso

dos pacientes submetidos a cirurgia bariatrica. Com isso hd a necessidade de maior
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entendimento das alteracdes moleculares no tecido adiposo durante obesidade para possibilitar

0 desenvolvimento de terapias mais efetivas.

1.2 O tecido adiposo

A associacdo entre o excesso ponderal, o desenvolvimento de sindrome metabdlica e
outras co-morbidades como doencas cardiovasculares, doencas hepéticas diabetes mellitus tipo
I1, cancer e disturbios respiratorios tem sido diretamente correlacionada com a condicdo de
moderada inflamacdo cronica presente no tecido adiposo do grande obeso (Roden 2006; Bremer
& Jialal 2013; De Pergola & Silvestris 2013; Rega-Kaun et al. 2013). A descoberta de que o
tecido adiposo exercia papel central no controle da homeostase energética e que este 6rgdo era
capaz de secretar diversas citocinas e 0 aumento exponencial do nimero de pessoas obesas no

mundo todo, colocou o tecido adiposo como alvo de intenso estudo (Pubmed 2018).

O tecido adiposo possui uma gama de fungdes no organismo, como o armazenamento de
calorias em forma de lipidios e o controle da homeostase energética; regulacdo do sistema
reprodutivo através do fornecimento de nutrientes e da sinalizacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise
— gbnadas (Michalakis et al. 2013); protecdo mecéanica e térmica. Classicamente o tecido
adiposo era dividido em dois tipos: tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom. O tecido
adiposo branco é o mais abundante em mamiferos, sendo constituido por grandes adipocitos
esféricos, uniloculares cuja gota lipidica ocupa quase todo o volume dessas células (Lee et al.
2013). Os adipdcitos do tecido adiposo branco apresentam grande capacidade de crescimento,
podendo variar de 30 um a 130 um e sua capacidade metabdlica esta diretamente associada ao
seu tamanho. O tecido adiposo branco é um 6rgéo especializado no armazenamento de energia,
atuando como um centro regulador do metabolismo energético. Com o avanco dos estudos
sobre o tecido adiposo, novas funcGes foram atribuidas a ele. A descoberta de que os adipdcitos
eram capazes de secretar diversas citocinas/quimiocinas e hormonios, elevou a importancia do
tecido adiposo branco a um novo patamar, sendo considerado um 6rgao capaz de modular e
interagir com o sistema neuroimunendocrino (Qatanani & Lazar 2007). Essas caracteristicas
colocaram o tecido adiposo como protagonista no estudo do desenvolvimento de obesidade e
outras doencas metabdlicas tais como diabetes, lipodistrofias, dislipidemia, entre outras
(Bremer & Jialal 2013; Klop et al. 2013).

Considera-se atualmente que a localizacdo do deposito de tecido adiposo e ndo s6 o
aumento excessivo desse tecido é a maior complicadora do quadro de obesidade e co-
morbidades (Lee et al. 2013). O tecido adiposo branco esta distribuido em diversos sitios
anatdmicos e varia em relagéo a estrutura, perfil de expresséo génica, inervacdo, oxigenacéo,

suporte de nutrientes, entre outros (Wronska & Kmiec 2012).
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O tecido adiposo marrom ou BAT (do inglés brown adipose tissue) é caracterizado por
possuir adipocitos de menor tamanho, multiloculares, enriquecidos em mitocéndrias e com
grande expressdo basal da proteina UCP-1 (do inglés Uncoupling Protein 1). Embora os
adipdcitos do BAT tenham alta capacidade de absorcdo de nutriente, ndo se observa grande
capacidade hipertrofica, uma vez que a maior parte destes lipidios é prontamente consumida no

processo de termogénese, que constitui a principal funcdo desta célula (Warner & Mittag 2015).

A divisdo entre os diferentes tipos de tecido adiposo tem origem na caracteristica
morfologica da principal célula deste 6rgao — o adipdcito — assim como na embriogénese e na
sua principal funcdo no organismo. Assim, pode-se descrever atualmente um terceiro tipo de
tecido adiposo: o tecido adiposo bege ou “brite” (origem na fusdo das duas palavras em inglés
brown e white). A observacao de que era possivel encontrar adip6citos multiloculares ricos em
UCP-1 em dep0sitos de tecido adiposo branco foi feita por Young e colaboradores ha cerca de
30 anos (Young et al. 1984). Entretanto, a primeira mencdo a existéncia de um tecido adiposo
“conversivel” foi feita por Loncar e colaboradores s6 em 1991 (Loncar 1991). Os adipdcitos
beges apresentam um padrdo de expressdo génica sobreposto entre adipdcitos marrons e
classicos adipdcitos de tecido adiposo branco. Estas células ndo apresentam expressao basal de
UCP-1, porém apos estimulo termogénico (exposicao ao frio ou estimulo noradrenérgico), esta
proteina é altamente induzida nestas células e o processo de geracao de calor ocorre (Rosen &
Spiegelman 2014a; Warner & Mittag 2015).

1.2.1 Diferentes depositos de tecido adiposo branco

A distribuicdo do tecido adiposo branco varia entre espécies. Em humanos, o tecido
adiposo branco é dividido em dois grandes depdsitos: subcutaneo (SC) e visceral (VC). O tecido
adiposo subcutaneo esta localizado na camada hipodérmica da pele e distribuido pela regido
abdominal, glateos e regido femoral. J& o tecido adiposo visceral localiza-se na regido
intraperitoneal e pode ser compreendido em trés grandes depdsitos principais: omento, tecido
adiposo mesentérico e tecido adiposo retroperitoneal. Existem outros pequenos depdsitos de
tecido adiposo visceral localizados no mediastino e cercando 6rgaos especificos, como 0s
tecidos adiposos epicardico, epigastrico e perivascular (Wronska & Kmiec 2012; Chusyd et al.
2016).

Diversos estudos tém correlacionado a obesidade central com uma maior chance de
desenvolver sindrome metabdlica (Després & Lemieux 2006; Tchernof & Despres 2013). Este
aumento da circunferéncia abdominal no grande obeso provém da hipertrofia de diferentes
depdsitos de tecido adiposo na parede abdominal ou intra-abdominal. O tecido adiposo
subcutaneo da regido abdominal é divido em duas camadas (superficial e profunda). A camada
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SC superficial é dividida em septos fasciais organizados e compactos, enquanto a camada mais
profunda do tecido adiposo SC demonstra variagdes regionais em relagéo ao seu quadro fascial,
relativamente frouxo e menos organizado (figura 3) (Markman & Barton 1987; Tchernof &
Despres 2013).

As laminas membranaceas localizadas abaixo da camada mais profunda de tecido adiposo
subcutaneo constituem a fascia parietal do abdémen (endoabdominal). Junto a por¢do mais
interna da regido endoabdominal, esta situado o periténio parietal. Este é separado da fascia
transversal por uma quantidade variavel de gordura extraperitoneal (pré-peritoneal) (figura 3A)
(Moore et al. 2014). O tecido adiposo pré-peritoneal (PP) representa uma fina camada de
depdsito gorduroso em individuos com IMC normal, entretanto, com advento do quadro de
obesidade, este tecido apresenta um crescimento importante (figura 3B). Embora o tecido
adiposo pré-peritoneal seja um importante contribuinte para o volume abdominal do grande
obeso, pouco se sabe a respeito deste depdsito de tecido adiposo (Enevoldsen et al. 2001;

Fernandez et al. 2010).
A)
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B)

Figura 3 Dep0sitos de tecido adiposo subcutaneo e pré-peritoneal. Esquema dos diferentes depdsitos de tecido adiposo
humano na regido abdominal. A) Corte longitudinal da parede abdominal, com destaque para os tecidos adiposos
subcutaneo e pré-peritoneal. B) Imagem ilustrativa do aumento dos depésitos de tecido adiposo abdominal em individuos
obesos: 1- Tecido adiposo subcutaneo, 2- Tecido adiposo pré-peritoneal, 3- Omento maior (visceral), 4- MUsculo da parede
abdominal. llustragfes adaptadas de Moore, Anatomia aplicada a clinica (2014) e http://www.entwellbeing.com.au/body-

shape/.
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O omento (omento maior) € uma prega proeminente em quatro camadas, que vai da
curvatura maior do estbmago e da parte proximal do duodeno, dobra-se como um avental e se
fixa a face anterior do colo transverso e mesentério. Este tecido impede a juncéo entre peritonio
parietal e visceral e serve como protecdo dos érgdos abdominais contra lesdes e proporciona

isolamento contra a perda de calor (figura 4) (Moore et al. 2014).
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Figura 4 Imagens do omento maior e omento menor. Na imagem a parte central do omento maior foi seccionada
para mostrar sua relagdo com o colo transverso. llustracdo adaptada de Moore, Anatomia aplicada a clinica
(2014).

O aumento de tecido adiposo localizado principalmente na regido abdominal tem sido
utilizado na clinica como um preditivo direto para o desenvolvimento de desordens metabdlicas
e cardiovasculares (Liu et al. 2003; Elffers et al. 2017; Seyfart et al. 2018). Contudo, como
descrito acima, o aumento da circunferéncia pélvica é consequéncia da expansdo de diferentes
depdsitos de tecido adiposo; ndo obstante seja comum a associa¢do do volume abdominal na
obesidade androide como aumento principal de gordura visceral. A avaliagdo da gordura
abdominal € feita, em sua maioria, através de imagens como ressonancia magnética ou
tomografia computadorizada (Liu et al. 2003) e considera o0 acimulo do tecido adiposo
abdominal como um todo e ndo necessariamente faz distin¢des entre os diferentes depdsitos de
tecido adiposo. Tal fato pode ter levado a interpretaces equivocadas entre a quantidade de
tecido adiposo e as alteragbes metabdlicas relativas a cada deposito de tecido gorduroso
(Tchernof & Despres 2013).
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O crescimento da epidemia de obesidade veio acompanhado de importantes avangcos no
conhecimento da estrutura e funcdo do tecido adiposo branco, principalmente em relagéo ao
tecido adiposo subcutaneo e ao omento. Sabe-se atualmente que estes tecidos apresentam
diferencas em relacdo ao tamanho do adipécito (O’Connell et al. 2010), irrigagdo sanguinea,
resposta a estimulos lipoliticos (Hellmer & Marcus 1992; Hurtado Del Pozo et al. 2011),
inflamacéo (Cancello et al. 2006; Claria et al. 2013; Jonas et al. 2015; Wentworth et al. 2017)
e até mesmo composi¢cdo de matriz extracelular (Fain et al. 2004).

O deposito gorduroso pre-peritoneal tem sido negligenciado nos estudos que
correlacionam a gordura abdominal com as alteracbes metabolicas presentes na obesidade,
devido a pequena quantidade deste tecido em individuos com IMC normal. Sabir e
colaboradores demostraram em um estudo com mulheres antes e depois de perda de peso, que
0 tecido adiposo pré-peritoneal era 0 que mais apresentava variacdo de tamanho frente a dieta
(Sabir et al. 2003). Outro estudo clinico sugeriu que o indice de gordura da parede abdominal,
obtido pela razédo entre a espessura do deposito pré-peritoneal e o tecido adiposo SC abdominal
(AFI, do inglés abdominal fat index) fosse utilizado como indicador para diagnostico do
desenvolvimento de intolerancia a glicose, uma vez que foi observado AFI alto se relacionava
positivamente em pacientes com quadro de resisténcia a insulina e sindrome metabdlica
(SOYAMA et al. 2005). Suzuki e colaboradores também mostraram que existe uma correlacéo
entre 0 aumento do tecido PP e gordura visceral, através da avaliagdo de AFI por
ultrassonografia (Suzuki et al. 1993). Embora estes estudos ndo muito recentes tenham
demonstrado a importancia clinica do aumento da espessura pré-peritoneal (causado pelo
aumento do depdsito adiposo pré-peritoneal) muito pouco se sabe da contribuicdo deste tecido
em relagdo a inflamacdo cronica presente no quadro de obesidade e desenvolvimento de

resisténcia a insulina.

Assim como em humanos, o tecido adiposo branco em camundongos é dividido em dois
grandes depdsitos (subcutaneo e visceral) (figura 5). Os depositos subcutaneos murinos sao
divididos em regides anterior e posterior. O tecido adiposo SC anterior esta localizado na regido
escapular, entre pescoco e a regido axilar. O tecido adiposo SC posterior é chamado de tecido
adiposo inguinal e propaga-se da area dorso-lombar até a regido do glateo. Os depdsitos
viscerais (intraperitoneais) em camundongos compreendem principalmente: tecido adiposo

epididimal (perigonadal), tecido adiposo mesentérico e o tecido adiposo retroperitoneal.
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Tecido adiposo subcutaneo:
I. Tecido adiposo anterior
I. Tecido adiposo inguinal (SC)

Tecido adiposo intraperitoneal:
II. Tecido adiposo mesentérico (VC)
IV. Tecido adiposo retroperitoneal (RP)
VI. Tecido adiposo epididimal (EP)

Figura 5 Depdsitos de tecido adiposo murino. Imagem dos principais depdsitos de tecido adiposo branco em
camundongos: Adaptado de Tran, Nature Reviews Endocrinology (2010).

A utilizagdo de modelos experimentais murinos tem sido importante no estudo do tecido
adiposo e obesidade. A grande maioria dos estudos em camundongos utilizam o tecido adiposo
inguinal e epididimal como referéncias para os tecidos adiposos abdominais subcutaneo e
visceral, respectivamente. O tecido adiposo inguinal tem correlacdo anatémica com o tecido
subcutdneo gluteofemoral em humanos. O tecido adiposo epididimal é um tecido
intraperitoneal que esta presente mesmo em camundongos magros, por este motivo é utilizado
como representativo de tecido visceral. O depdsito gorduroso mesentérico corresponde
anatomicamente com o tecido mesentérico humano, em localizacao e funcgéo, entretanto néo é
comumente utilizado devido limitacbes cirdrgicas e mesmo quantidade de tecido em
camundongos magros ou animais novos. O tecido adiposo epididimal é largamente usado como
referéncia ao omento maior, contudo ¢ um depdsito de gordura analogo ao tecido adiposo
perigonadal em humanos. Da mesma forma, é controversa a existéncia de um deposito de tecido

adiposo semelhante ao omento em camundongos (Chusyd et al. 2016).

Assim, é necessario um estudo sistematico que leve em consideracdo as variacGes dos
depdsitos anatdmicos de tecido adiposo branco em humanos e nos modelos experimentais
murino, de forma a estabelecer quais observacdes tecido-especifico em camundongos podem

ser comparaveis a humanos.

1.2.2 O processo de adipogénese
O tecido adiposo é formado por grandes adipécitos uniloculares e pela fragdo estromal
vascular (FSV). Esta, por sua vez, é formada por diversos tipos celulares que compreendem

células tronco-mesenquimais (ASC, do inglés adipose-derived stem cells), pré-adipécitos,
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fibroblastos, pericitos e células endoteliais de vasos sanguineos e linfaticos, e leucdcitos.
Embora a fragcdo estromal do tecido adiposo supere em numero os adipécitos, as células
adiposas constituem aproximadamente 90% do volume do tecido adiposo (Lee et al. 2013).

Os adipdcitos sdo formados através de um processo de diferenciacao, a partir de células
tronco-mesenquimais (figura 6). As ASC derivam do mesoderma e estdo comprometidas com
diferentes linhagens celulares dependo do estimulo a qual sdo submetidas, contribuindo para a
homeostase tecidual. O recrutamento das células tronco-mesenquimais e seu comprometimento
com a linhagem adipogénica ocorrem mediante demanda energética por um periodo
prolongado. Este estado metabdlico direciona as ASC ao processo de hiperplasia e a adocdo do
fendtipo de pré-adipocitos (Tang & Lane 2012). Assim, o processo de diferenciacdo
adipogénica ocorre em duas etapas: diferenciacdo das ASC em pré-adipécitos e diferenciacdo
dos pré-adipocitos em células adiposas maduras. Na primeira etapa do processo ndo se
observam mudancas morfoldgicas importantes, entretanto a célula perde a capacidade de se
diferenciar em outro tipo celular. Na segunda etapa deste processo, a célula desenvolve
maquinaria necessaria para sintese e transporte de lipidios, sensibilidade a insulina e entre
outros (Rosen & MacDougald 2006).

O processo de adipogénese sofre controle rigido de diversos fatores transcricionais, que
atuam cooperativa e sequencialmente até a fase final do processo de diferenciacdo. Dentro desse
rigido controle destacam-se alguns fatores de transcricdo: PPARYy (do inglés peroxisome
proliferator-activated receptor gamma), os membros da familia C/EBP (CAAT/enhanncer
binding proteins) e membros da familia AP-1 (do inglés activating protein 1), essenciais para
o processo de diferenciacdo em adipdcito. Além disto, destacam-se outros fatores de transcricdo
que facilitam a maturacdo do adipdcito: membros da familia STAT (do inglés signal
transduction and activator of transcription) e SREBP-1 (do inglés sterol response element
binding protein 1). Nd&o menos importantes sdo os reguladores negativos da diferenciacéo
adipogénica: Pref-1 (preadipocyte factor 1) e os membros das familias Wnt e GATA (Sarjeant
e Stephens, 2012). O evento da adipogénese sofre ainda um controle enddcrino e por horménios

esteroides (estrogénio, androgénio e glicocorticoides) e peptidicos (GH e IGF-1).

Os C/EBP pertencem a familia de fatores de transcricdo com estrutura basica de ziper de
leucina, que incluem: C/EBPa, C/EBPB, C/EBPs, C/EBPe e C/EBPE. No entanto, apenas os
fatores C/EBPa, C/EBPP e C/EBPo parecem ter participacdo no processo de adipogénese.
Embora ndo sejam exclusivos da linhagem de adipdcitos, sdo expressos em etapas definidas
durante a adipogénese e cada um possui papel regulatorio definido nesse processo (Fajas et al.

1998). Os fatores de transcri¢do C/EBP e C/EBPS sao 0s primeiros fatores ativados durante a
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fase inicial da diferenciacdo. Estes por sua vez induzem ativacdo de C/EBPa. Embora a
expressdo de C/EBPa aparega apenas 4 a 5 dias pos-inducgdo do processo de adipogénese, ndo
sendo fator primordial no processo de acumulo lipidico, sua expressao é importante nos estagios
mais tardios de adipogénese, sustentando a expressdo de PPARy e conferindo sensibilidade a

insulina em adipdcitos (Leff & Granneman 2010).

Os PPAR s&o fatores de transcricdo pertencentes a super familia de receptores nucleares de
hormonios, possuindo os dominios estruturais classicos dos receptores nucleares (Feige et al.
2006). Os PPAR se ligam e ativam fatores de transcricdo através da formacdo de um
heterodimero com 0 RXR (do inglés retinoic x receptor) (Brun et al. 1996). A familia dos
receptores PPAR ¢é dividida em trés membros: PPARa, PPARPB/6 e PPARy. PPARo é mais
encontrado no coracao, rins e figado e participam da regulacdo do processo de p-oxidagdo
lipidica. PPARP/6 esta amplamente distribuido em varios tecidos, embora seja mais abundante
em orgaos/células associadas ao metabolismo de acidos graxos como musculo esquelético e
cardiaco, hepatdcitos, adipocitos e macrofagos. Diversos estudos tém associado a ativacao de
PPARp/5 com a modulacdo da polarizacdo de macrofagos de tecido adiposo, promovendo um
perfil mais anti-inflamatorio (M2), assim como a inibicdo da ativacdo de NF-kB através de
inibicdo de ERK1/2 em adipdcitos e desta forma aumentando a sensibilizacdo a insulina
(Luquet et al. 2005; Serrano-Marco et al. 2012; Vazquez-Carrera 2016). Estudos com
camundongos com expresséo silenciada de PPARB/6 mostraram adipogénese comprometida,
mostrando um papel importante na hiperplasia do tecido adiposo (Matsusue et al. 2004). PPARy
é expresso no tecido adiposo marrom, tecido adiposo branco, colon e leucocitos. Existem duas
isoformas do receptor PPARy: PPARy-1 presente no tecido adiposo, figado e musculo

esquelético e PPARY-2 que esta presente exclusivamente no tecido adiposo (Aprile et al. 2014).

Dentre os diversos fatores que controlam a diferenciacdo adipogénica, o PPARY destaca-
se como o fator imprescindivel para que este fendBmeno aconteca, uma vez que nenhum fator de
transcricdo € capaz induzir adipogénese na auséncia de PPARy. Tontonoz e colaboradores
(1994) demonstraram, in vitro, a participagdo do PPARY na diferenciacdo de pré-adipocitos e
que sua expressdo ectopica em fibroblastos ndo adipogénicos estimulava a adipogénese na
presenga de ligantes de PPARy. O PPARY ndo ¢ apenas crucial para a adipogénese, mas €é
também importantissimo para a manutengdo do estado diferenciado. A introducdo de uma
forma dominante negativa de PPARY por um adenovirus em adipocitos 3T3-L1 causa retrocesso
na diferenciacdo, com perda do acumulo de lipidios e diminuicdo da expressdo de marcadores
caracteristicos de adipdcitos maduros (Tamori et al. 2002). O receptor PPARYy € ativado por
acidos graxos livres, eicosanoides e seus metabolitos em uma escala nanomolar, além de

farmacos tiazolidinedionas (sensibilizadores da resposta a insulina) atuando como um sensor
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do estado nutricional da célula, dando a esta proteina um papel importantissimo no metabolismo
de lipidios e carboidratos, na obesidade e diabetes (Christodoulides & Vidal-Puig 2010; Moseti
et al. 2016).

SREBP sao fatores de transcricdo com estrutura basica dupla hélice de ziper de leucina
que controlam a transcricdo de genes importantes para homeostase de acidos graxos e
colesterol. Em 1993, Tontonoz e colaboradores verificaram que este fator de transcri¢do estava
aumentado durante a adipogénese (Tontonoz et al. 1993; Leff & Granneman 2010). Durante a
diferenciacéo adipogénica, o SREBP-1c (ADD1) induz a atividade de &cido graxo sintetase
(FAS, do inglés fatty acid synthase), enquanto SREBP1a é importante ativador de enzimas da
biossintese de acidos graxos e colesterol (Oberkofler et al. 2002). Embora esses fatores de
transcrigdo também regulem a expressao de adiponectina, importante adipocina secretada por
adipdcitos, estes fatores ndo sdo essenciais para o0 processo adipogénico, uma vez que estudos
mostraram que camundongos que ndo possuem esta proteina ndo apresentaram alteracdo na

adipogénese.

MSC Adipoblastos Pré-adipocitos Adipécito maduro

C/EBPS

C/EBPO :
= N SREBPI PPARy

Er—) Er—

C/EBPu

Comprometimento da com I

a linhagem adipocitica | Expansic clonal

Figura 6 Adipogénese. A adipogénese consiste no processo de diferenciacdo da célula tronco-mesenquimal em
adipocito. C/EBPB e C/EBPS participam da fase inicial da adipogénese, induzindo expansdo clonal de pré-
adipdcitos. C/EBPo e PPARYy atuam na etapa mais tardia do processo adipogénico, regulando a maturagéo e
manutencdo do adipdcito maduro. Modificado de Ricoult & Manning, EMBO reports (2013).

1.3 O tecido adiposo, lipolise e lipotoxicidade

O tecido adiposo apresenta uma importante funcdo na regulacdo do metabolismo em
resposta ao estado nutricional do organismo. Em resposta ao aumento da demanda energética e
a estimulos hormonais, este tecido serve como fonte de acidos graxos, liberados por lipolise,
para outros tecidos. Quando hd um aumento de aporte de nutrientes e/ou diminuicdo da
demanda energética o adipocito responde a estes estimulos levando ao maior acimulo de acidos
graxos. Os acidos graxos sdo armazenados em forma de triacilglicerol dentro da gota lipidica
(GL), ocupando mais de 90% do volume do adipdcito maduro. Esta organela dindmica esta

envolvida na sintese, transporte e degradacdo de lipidios. A gota lipidica é formada por uma
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monocamada de fosfolipidios e proteinas associadas e com interior contendo uma gama de
lipidios neutros (Brasaemle et al. 2004). As proteinas de GL compreendem perilipina (PLIN1),
ADRP, Tip47 e OXPAT e podem ser encontradas entre o citosol e a membrana da gota lipidica
ou expressas constutivamente na monocamada lipidica desta organela (perilipina e ADRP)
(Brasaemle 2007). O processo de lipogénese e lipolise no tecido adiposo é altamente dinamico,
controlado e extremamente importante para a manutencdo da homeostasia energeética
(Rutkowski et al. 2015). A lipdlise do tecido adiposo é um fenémeno multifacetado que envolve
diversas lipases em conjunto com proteinas de gota (especialmente perilipina), em um processo
intricado mediado pela ativacdo da proteina cinase A (PKA) (Birnbaum 2003; Leff &
Granneman 2010).

A mobilizacdo de acidos graxos livres no processo de lipdlise se inicia pela ativacdo de
lipases responsaveis pela hidrélise de triacilglicerol presente na gota lipidica. As principais
lipases envolvidas neste processo sdao a ATGL (do inglés adipocyte trygliceride lipase) e HSL
(do inglés hormone sensitive lipase) (Lass et al. 2011). Conforme mostrado na figura 7, a partir
de estimulos lipoliticos (adrenérgicos, citocinas) ocorre aumento de AMP ciclico, que leva a
ativacdo de PKA. Esta enzima por sua vez, ativa a lipase HSL e perilipina através de
fosforilacdo, permitindo o acesso da lipase aos lipidios dentro da gota lipidica. Emboraa ATGL
ndo seja diretamente ativada por PKA, sua atividade € limitada pela acdo desta enzima. CGI-
58 (do inglés Comparative gene identification-58) atua como um cofator para ATGL. Quando
a célula esta em estado basal, CGI-58 e perilipina estdo associados & membrana da gota lipidica.
Quando ocorre estimulo lipolitico, PKA fosforila perilipina levando a dissociacao de perilipina
e CGI-58, liberando este fator para se ligar a ATGL e aumentar a atividade desta lipase
(Ducharme & Bickel 2008; Zechner et al. 2009; Takahashi et al. 2016; Lapid & Graff 2017) .
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Figura 7 Regulagéo do processo de lipdlise. llustracdo simplificada dos mecanismos moleculares da lipdlise em
adipocitos. Modificado de Greenberg et al., EMBO Journal (2011). Ap6s estimulo, a proteina cinase A (PKA)
promove fosforilagdo de perilipina, liberando a proteina CGI-58 (do inglés Comparative gene identification-58).
Esta associa-se e ativa ATGL, levando a hidrélise de TAG (triacilglicerol) em DAG (diacilglicerol). PKA também
fosforila a proteina HSL (lipase sensivel & hormdnio), levando & sua translocago e ligagao a perilipina fosforilada
e a hidrélise do DAG. MGL hidrolisa e libera o acido gordo restante e glicerol.

Outra proteina importante para a lipolise em adipdcitos é a proteina FABP4 (do inglés
fatty acid binding protein 4), proteina responsavel por fazer o transporte de acidos graxos no
interior da célula. FABP4 interage com HSL durante processo de lip6lise. HSL € inibida pelo
produto final de sua atividade, cidos graxos livres (FFAS). Assim, ao se ligar ao FFA, FABP4

anula o inibidor de HSL e catalisa a atividade desta lipase (Shen et al. 2001; Bernlohr 2016).

O adipdcito é uma célula pléastica, sendo capaz de aumentar e diminuir de tamanho de
acordo com mudancas na necessidade metabdlica. Ainda, Planat-Bérnard e colaboradores
demonstraram que adipdcitos maduros humanos sdo capazes de se desdiferenciar, adotando
fenotipo de célula imatura seguido novamente por diferenciacdo adipogénica (Planat-Benard
2004) O aumento do tecido adiposo em resposta ao fornecimento excessivo de nutrientes resulta
de dois processos: hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos. Os fatores que regulam o balanco
entre hipertrofia e a hiperplasia ndo sdo completamente elucidados, mas € sugerido que insulina
e glicocorticoides circulantes estimulam a diferenciagdo do pré-adipdcito (Klemm et al. 2001,
Gavin et al. 2015; Rutkowski et al. 2015).

Ao contrario do que se acreditava o tecido adiposo ndo cresce ilimitadamente. Virtue e
colaboradores sugeriram que a associa¢do de mecanismos genéticos, como a participacéo do

PPARY na hiperplasia do tecido adiposo (diferenciacao de células precursoras de adipocitos); a
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limitacdo mecénica atraves da matriz extracelular (MEC) - a hipertrofia do adipdcito induz o
aumento da pressao da MEC sobre o mesmo, elevando a producéo de adipocinas e a ruptura
celular; e fatores inibidores de angiogénese seriam capazes de limitar a capacidade de expanséo
do tecido adiposo, impedindo que o mesmo seja suficientemente competente para o
armazenamento do excesso de nutrientes e, por conseguinte, ocorre aumento do nivel de lipidios
circulantes (Virtue & Vidal-Puig 2010). Além disso, o volume do adipdcito estd associado com
sua funcdo, de modo que adipdcitos maiores geralmente exibem maior atividade metabolica
(lipdlise) e alteracdo do perfil secretorio, aumentando a producdo de citocinas pro-inflamatérias
(como leptina e TNF-a) e reduzindo, em contrapartida, a secrecdo de adiponectina, cuja acao é
anti-inflamatoria (Couillard et al. 2000; Guilherme et al. 2008)

A limitacdo da expansibilidade do tecido adiposo em conjunto com disfuncdo de
adipdcitos com exacerbada secrecdo de citocinas e lipdlise e consequentemente aumento do
efluxo de acidos graxos do tecido adiposo leva ao acumulo de lipidios em outros érgdos nédo
especializados como figado, musculo esquelético, e pancreas. Este processo culmina na
disfuncéo e fibrose destes 6rgdos e caracteriza o quadro de lipotoxicidade (Virtue & Vidal-Puig
2010; Engin & Engin 2017).

Baseado no conceito de lipotoxicidade, o tecido adiposo serviria como uma espécie de
tecido — tampdo, protegendo os outros 6rgdos dos efeitos tdxicos do excesso de lipidios
oriundos da dieta. Diversos estudos demonstraram que o tecido adiposo subcutaneo apresenta
maior capacidade hiperplasica quando comparado ao omento, no qual o processo principal de
expansdo é por hipertrofia dos adipdcitos. Adipdcitos oriundos do tecido omental também
apresentam menor volume do que quando comparados ao tecido subcutaneo, porém apenas a
hipertrofia do omento foi relacionada ao desenvolvimento de doenca metabodlica (O’Connell et
al. 2010; Veilleux et al. 2011). Além disso, Hellmér e colaboradores demonstraram que o tecido
subcutdneo em pacientes obesos € menos lipolitico quando comparado ao tecido omental
(Hellmer & Marcus 1992). Somando essas caracteristicas, o tecido adiposo subcutdneo em
humanos adquire um papel protetor contra lipotoxidade e deposicao ectopica de gordura (Porter
et al. 2009).

1.4 Adipocinas, inflamacao e obesidade

A visdo tradicional do tecido adiposo como um reservatorio passivo para a reserva de
energia ja ndo é mais aceita. De fato, o conceito de que células ndo endocrinas poderiam secretar
moléculas capazes de regular a homeostase de maneira autocrina, paracrina e endocrina foi

proposto por Claude Bernard had mais de 100 anos (Kvetnoy et al. 2000). Este conceito foi
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renovado em um trabalhado publicado por Kennedy, o qual prop6s que o tecido adiposo era
capaz de atuar na regulacdo da homeostase energética via hipotalamo, através de algum fator
circulante (Kennedy 1953). Entretanto foi apenas com a descoberta da sintese e secrecdo da
leptina que o tecido adiposo passou a ser considerado um oOrgao endécrino. A leptina é um
polipeptideo de 16 kDa, que tem participacdo chave no controle do estado nutricional do
organismo, atuando no sistema nervoso central, inibindo a ingesta e aumentando o gasto
energeético (Friedman & Halaas 1998). A inibicdo da ingesta ocorre quando este horménio se
liga ao seu receptor ObRb em neurdnios hipotalamicos: a ativacao de neurénios anorexigénicos
aumenta a expressdo de peptideos anorexigénicos, como a-MSH, CRH, CART, que levam a
sensacdo de saciedade, enquanto que sua ligacdo a ObRb em neurdnios orexigénicos inibe-os,
diminuindo a expressao génica de peptidios orexigénicos como o neuropeptideo Y (NPY). Em
conjunto, esta mudanca no balanco de peptidios resulta na inibicdo do apetite (Friedman &
Halaas 1998). A leptina também € capaz de ativar o sistema nervoso simpatico, aumentando a
taxa metabdlica de repouso e promovendo o gasto energético(Dobbins et al. 2003). Além do
seu papel no controle central da ingesta, a leptina apresenta diversas outras funcbes periféricas
na regulagéo da reproducéo, hematopoese, angiogénese, osteogénese e inflamacgédo (Paz-Filho
et al. 2012). Assim, devido as suas a¢des pleiotrdpicas, assim como a sua semelhanca estrutural
com familia de citocinas de quatro cadeias longas dupla-hélice, como a interleucina 6, a leptina

também é considerada uma citocina.

A leptina é secretada por adip6citos maduros, assim sendo, os niveis circulantes deste
horménio sdo proporcionais & massa de tecido adiposo branco. Com o desenvolvimento de
obesidade, estabelece-se também o quadro de hiperleptinemia que é revertida a partir da perda
de peso. A acdo da leptina é mediada por seu receptor ObR, que pertence a familia dos
receptores transmembrana de citocina tipo | e possui atualmente seis isoformas, resultantes de
processamento alternativo de mRNA (splicing). As isoformas ObRa, ObRc, ObRd e ObRf nédo
apresentam atividade conhecida de transducéo de sinal (Léllmann et al. 1997; Paz-Filho et al.
2012). O receptor ObRe é uma isoforma soltvel do receptor de leptina, pois ndo apresenta as
porcdes transmembrana e intracelular. Estudos sugerem que este receptor teria a fungdo de
facilitar a biodisponibilidade de leptina (Schaab & Kratzsch 2015). A isoforma ObRb € Unica
isoforma com dominio intracelular completo e capaz de iniciar o sinal através da ativacdo de
JAK2/STAT3 e PIBK/AKT/mTOR (Tartaglia 1997; Maya-Monteiro et al. 2008; Cota et al.
2009).

O aumento de leptina em consequéncia da expansdo exacerbada do tecido adiposo, leva
ao quadro de hiperleptinemia associada a um quadro de resisténcia central a leptina,
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caracteristico da obesidade morbida (Myers MG Jr, Leibel RL, Seeley RJ 2010). Este quadro
de resisténcia central é devido as alteragdes inflamatorias hipotalamicas que levam a uma menor
resposta de saciedade apesar da hiperleptinemia. No entanto a leptina mantém , mesmo na
obesidade, sua capacidade de modular a resposta imune inata e adaptativa sendo assim um
importante fator que contribui para as alteragdes metabolicas presentes na obesidade (likuni et
al. 2008; Abella et al. 2017; Pérez-Pérez et al. 2017).

A consolidagdo do tecido adiposo como um 6rgédo enddcrino se deu a partir da descoberta
de que este tecido é capaz de sintetizar e secretar ndo so a leptina como diversas citocinas,
quimiocinas e hormonios, denominados conjuntamente de adipocinas. Além da leptina outra
adipocina muito estudada é a adiponectina, que foi descrita pela primeira vez por Scherer e
colaboradores em 1995 (Scherer et al. 1995). A adiponectina € um horménio de 30 kDa,
expressa exclusivamente e em grande quantidade por adipdcitos. Esta proteina apresenta
semelhanca estrutural com o componente C1q do sistema complemento e conformacao globular
semelhante ao TNF-o (Kershaw & Flier 2004). A adiponectina é secretada em diversos
complexos de alto, médio e baixo peso molecular e exerce suas fungdes através dos receptores
AdipoR1 (expressos em musculo esquelético) e AdipoR2 (expresso no figado) (Yamauchi &
Kadowaki 2008) De maneira contraria a leptina, os niveis reduzidos de adiponectina estdo
correlacionados com o quadro de obesidade e comorbidades (Scherer 2006). A principal funcéo
estudada deste hormonio é a potenciacdo da sensibilidade a insulina no masculo esquelético e
figado (Scherer 2006). Desta forma, diversos estudos j& mostraram que baixos niveis de
adiponectina em pacientes obesos estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de

resisténcia a insulina e sindrome metabdlica (Lihn et al. 2005).

A funcédo enddcrina do tecido adiposo branco envolve a secre¢do de uma variedade de
moléculas além da leptina e adiponectina. A variedade de adipocinas secretadas pelo tecido
adiposo inclui resistina, visfatina (Al-Suhaimi & Shehzad 2013), omentina (Tan et al. 2010),
irisina (Timmons et al. 2012), assim como diversas citocinas pré-inflamatorias classicas: TNF-
a, IL-1B, IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1/CCL2, PAI-1ou anti-inflamatorias, como I1L-10 e
TGF-B, entre outras. Durante o desenvolvimento do quadro de obesidade, hipertrofia dos
adipdcitos e consequente disfuncdo tecidual, ocorre aumento da secrecao de citocinas de carater
mais pré-inflamatorio (por exemplo TNF-a, IL-6, MCP-1/CCL2) levando a um aumento do
infiltrado de leucocitario neste tecido e estabelecendo um quadro de moderada inflamagéo
crénica (Kl6ting & Bliher 2014; Lafontan 2014).

Como ja descrito anteriormente, o tecido adiposo é um érgdo complexo formado por uma

fracdo de adipdcitos e a fragdo estromal vascular. Esta Gltima é formada por uma variedade de
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células como células endoteliais, fibroblastos, pré-adipdcitos, células tronco-mesenquimais e
leucdcitos. No conjunto de leucécitos presentes no tecido adiposo, encontram-se: células proé-
inflamatorias (macréfagos M1, neutrofilos, linfocitos T CD8+, mastdcitos) que aumentam
conforme agravamento da obesidade e células anti-inflamatorias (macrofagos M2, eosindfilos,
células T reguladoras) que diminuem proporcionalmente ao acumulo de tecido adiposo (Rosen
& Spiegelman 2014b).

A expansdo do tecido adiposo na obesidade pode estar acompanhada por disfuncéo e
morte de adipocitos maduros, liberando grande contetido de lipidio. Esse processo culmina
ativacdo e recrutamento de macrofagos, formando estruturas em formato de coroa, chamadas
“crown-like structures” (Zeyda & Stulnig 2007; Zeyda et al. 2007). O recrutamento de
macrofagos ocorre também pelo aumento da secre¢do da quiomiocina MCP-1/CCL2, por
adipdcitos maduros e por células da fracdo estromal. O aumento local e sérico dos niveis de
MCP-1/CCL2 na obesidade estdo associados ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e
estd positivamente relacionado com o risco de doencgas cardiovasculares (Kamei et al. 2006;
Kanda et al. 2006).

A descoberta do estado inflamatdrio cronico presente na obesidade em consequéncia da
disfuncdo tecidual e infiltracdo leucocitaria trouxe novas perspectivas para a abordagem clinica
e tratamento dos individuos com obesidade. Embora muitos estudos tenham sido feitos na
avaliacdo das principais mudangas metabdlicas que ocorrem no tecido adiposo no quadro de
obesidade, ha ainda muito a se descobrir em relacdo a contribuicdo tecido-especifica dos
diversos depositos de tecido adiposo para o quadro inflamatério do grande obeso. Assim esse
trabalho propde a hipdtese que diferentes depositos de tecido adiposo contribuem de maneira

distinta para o quadro de inflamagao cronica moderada presente na obesidade.

33



Tecido adiposo magro Tecido adiposo obeso
Adipocito apoptotico
e
Estrutura crown-like

TNF-q, IL-1B, IL-£

Demanda @ [ |
energética
positiva
§ ———

> \

10 ey

MHCH
Vg '

Populacao de MEN-A
leucocitos Hipertrofia
residentes Hipoxia

MCP-1, MF

7 - ®

Célula

Eosinofil infoci
pr—— osinofilo Linfocito B

Adipécito  Pré-adipécito  Linfocito T M1 macréfago M2 macréfago

Figura 8 Inflamacdo do tecido adiposo. Tecido adiposo magro com numero reduzido de células imunes
residentes. Expanséo tecidual em decorrente de continua demanda energética positiva, levando a quadro de
hipoxia, aumento da secrecdo de citocinas e aumento do infiltrado leucocitario com predominio de células de
caréater pré-inflamatério. Adaptado de Vieira-Potter, Cell. Microbiol.(2014)
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1.5 Justificativa

Em decorréncia do crescimento da prevaléncia da obesidade mérbida surge a necessidade
de um maior conhecimento a respeito dos mecanismos fisiopatoldgicos associados a esta

doenca.

O desenvolvimento da obesidade requer um remodelamento tecidual que inclui eventos
de hiperplasia, hipertrofia, inflamacéo, angiogénese e remodelamento da MEC, dependente da
participacdo de diversos tipos celulares. Diversos estudos vém retratando a comparagdo da
contribuicdo para o quadro inflamatorio do tecido adiposo subcutaneo e omento em individuos
obesos. Entretanto, diante de um quadro de obesidade mdrbida, ocorre expansdo de outros
depdsitos de tecido adiposo que também contribuem para o volume abdominal, dentre eles esta

o tecido adiposo pré-peritoneal, ainda pouco estudado.

A utilizacdo de modelos experimentais de obesidade, seja por modificacdo genética ou
por obesidade induzida por dieta, tem sido bastante util na compreensdo dos mecanismos
envolvidos e alteragdes moleculares presentes no quadro de obesidade. Contudo, ainda ndo ha
um estudo sistematico que compare a relacdo existente entre cada deposito de tecido adiposo

destes animais e os depdsitos de tecido adiposo humano.

Acreditamos que os diferentes depositos de tecido adiposo branco contribuem de maneira
distinta para o quadro de inflamacdo cronica presente na obesidade. Assim, este trabalho
propde-se a atender a necessidade de um estudo mais aprofundado avaliando o metabolismo
lipidico e o perfil de adipocinas que participam deste processo inflamatério além da
contribuicdo de cada depdsito de tecido adiposo neste quadro de inflamacao cronica presente

no grande obeso.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Comparar os diferentes depositos de tecido adiposo branco e entender a participacao
destes no quadro inflamatdrio associado a obesidade.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar a contribuicdo de cada depdsito de tecido adiposo em relacdo aos mediadores

inflamatdrios, em modelo experimental e em humanos;
v' Caracterizacdo do deposito de tecido adiposo pré-peritoneal;

v Avaliar processo de disfuncdo do tecido adiposo no quadro de obesidade, com foco no
metabolismo lipidico;

v" Correlacionar as caracteristicas e alteragdes moleculares entre os tecidos adiposos e
interespécies.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Voluntérios

Participaram deste estudo pacientes obesos integrantes do Programa de Atendimento
Multidisciplinar ao Obeso Morbido, do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF), da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ e pacientes acompanhados pelo
Servico de Endocrinologia do Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro (HSE-RJ),
candidatos a cirurgia de gastroplastia. Utilizou-se como critério de inclusdo neste estudo,
individuos com IMC acima de 35, portadores ou ndo de hipertensao arterial sistémica, diabetes
mellitus tipo Il e/ou dislipidemia e que ndo possuiam quaisquer outras moléstias ndo associadas

a condicdo de obesidade morbida.

Como controle deste estudo participaram individuos higidos com IMC normal (<20 ¢

>24,9) cadastrados no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — UFRJ.

Todos o0s procedimentos experimentais executados neste projeto seguiram as
recomendacdes pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob o ndmero 022/11 e pelo Comité de Etica do
Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro, sob o numero 000.528.

3.2 Coleta de amostras de sangue e tecido adiposo humano

Cerca de 10 mililitros de sangue de individuos obesos foram recolhidos durante o
momento cirdrgico, com 0s pacientes em jejum. A coleta de sangue de individuos controle
(~10ml de sangue) foi feita em consultério médico, com os voluntarios em jejum. O sangue
coletado foi transferido para tubos de coleta especificos para separagédo de plasma e soro — Tubo
BD Vacuntainer Buffer Na Citrate®, catalogo 369714 (contendo solucdo-tampao de citrato de
sodio 3,2%) e Tubo BD Vacuntainer SST® |11 Advance®, catalogo 367955 (revestido de silica
por pulverizacdo e contendo gel de polimero para separacdo de soro), respectivamente. Apos

coleta, as amostras de sangue foram mantidas em gelo até processamento.

Para obtencdo de plasma e soro, o sangue foi centrifugado a 3000rpm, durante 15
minutos, em centrifuga clinica. As amostras de plasma/soro foram divididas em aliquotas de

500 pl em criotubo e armazenadas em nitrogénio liquido até analise.

Amostras de tecido adiposo branco: subcutaneo (SC), pré-peritoneal (PP), visceral
(omento, VVC) foram coletadas durante cirurgia de gastroplastia do Servigo de Cirurgia Geral
do Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro (HSE-RJ) e do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJ). Apos coleta, as amostras de tecido adiposo branco
(WAT) foram submetidas a um rapido processo de dissecacdo para remocgdo do excesso de

tecido conjuntivo, vasos sanguineos e partes de tecido danificadas pelo bisturi elétrico. As
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amostras de tecido adiposo foram processadas de acordo com protocolo experimental a ser
seguido: 1) Para analises de Western blot e ensaio imunoenzimatico (ELISA), fragmentos de
WAT de aproximadamente 100-200 mg foram congelados em nitrogénio liquido, onde ficaram
armazenados até o momento do experimento. 2) Para avaliacdo dos adip6citos maduros e fracdo
estromal vascular (FSV), as amostras de WAT foram processadas de acordo com protocolo de
isolamento, descrito na sec¢do 3.10. 3) Para andlise histologica foram separados fragmentos de
WAT de aproximadamente 30 mg, seguido por fixagdo em 30 ml de solucdo de formaldeido
10% em tampdo fosfato (PBS) e posterior processo de impregnacdo em parafina, descrito

detalhadamente adiante neste documento (se¢éo 3.8).

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos adultos machos das linhagens C57BL/6J, com peso entre
15 e 20g, fornecidos pelo biotério central da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas (maximo de 5 camundongos por gaiola), com livre acesso a agua
e racdo, em sala com controle de temperatura (25 - 28°C), com ciclos de 12 h luz/escuro no
biotério do Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira (HPP), Fiocruz-RJ.

Os animais foram vermifugados com uso topico de ivermectina (lvomec®) e uso oral de
200 pl/animal de suspensdo de pamoato de prantel, pamoato de oxantel e praziquantel (Ptzi

Plus®) e o inicio dos experimentos se deu apds uma semana da vermifugacao.

Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Fiocruz sob o Protocolo LW 36/10 e L011.2015

3.4 Coleta de sangue e tecido adiposo de modelo experimental de obesidade

induzida por dieta

Camundongos C57BL/6J (machos) de aproximadamente 15-25g foram separados em
dois grupos: 1- ND (do inglés normal diet), camundongos que foram submetidos a dieta com
contetdo normal de lipidios e aglcar (3850 cal/g, sendo 9% de gordura e 8% de sacarose.) e 2-
HFD (do inglés high-fat diet), camundongos que foram submetidos a dieta rica em lipidios
(4728 cal/g, sendo 45% de gordura e 17% de sacarose). O experimento foi conduzido durante

15 a 17 semanas, com troca de ragéo semanal e pesagem dos animais a cada 15dias.

Camundongos C57BL/6J submetidos a dieta foram eutanasiados em camara de gas

carbonico. Amostras de sangue foram coletadas por meio de puncéo cardiaca, imediatamente
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apos eutanasia dos animais. Para coleta, foi utilizado agulha de 26G em seringa de 1ml contendo
100 ul de citrato de soédio, equivalente a 10% do volume total de sangue. O sangue foi
transferido para tubo de polipropileno de 1,5 ml, seguido de centrifugacéo a 1500 g/10min/4°C.

As amostras de plasma foram armazenadas a -80 °C.

Em seguida, amostras de diferentes depdsitos de tecido adiposo branco (subcutaneo - SC,
epididimal - EP, mesentérico - VVC e retroperitoneal - RP) foram removidas e entdo processadas
de acordo com protocolo experimental a ser seguido: 1) Para analises de Western blot e ensaio
imunoenzimatico (ELISA), os fragmentos de WAT foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -80°C. 2) Para avaliacdo dos adipdcitos maduros e fracdo estromal
vascular (FSV), as amostras de WAT foram processadas de acordo com protocolo de
isolamento, descrito na sec¢do 3.10. 3) Para andlise histologica foram separados fragmentos de
WAT de aproximadamente 30mg, seguido por fixacdo em 30ml de solucdo de formaldeido
3,7% em tampdo fosfato (PBS) e posterior processo de impregnacdo em parafina, descrito

detalhadamente adiante neste documento (se¢éo 3.8).

Tabela 3 Formulagéo das ragdes.

ND HFD

Formula g kcal G kcal
Carboidrato Amido de milho | 5107|F | 2043| 849( 3396
Amido dextrinizado H 130[] 520 1165|] @ 466
Sacarose/sucrose | 80| 320  2014f] 8056
Gordura Oleo de soja I 40| 360 201 2619
Acido graxo de soja 0 0 0 0
Banha 0 ol 2068l | 1861
Proteina Caseina H 140 se0l 2331 9324
L-cistina 18 7,2 35 14
Celulose i 50 o]| 58,3 0
Bitartarato de colina 25 0 2,3 0
BHT 0,014 0 0 0
Mix mineral 35 0 11,7 0
Outros componentes [Mix vitaminico 10| 40 11,7| 468
Fosfato de célcio dibasico 0 0 151 0
Carbonato de célcio 0 0 6,4 0
Citrato de potassio 0 0 19,2 0
Total I 1000 3850( | 1000(00 4728
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Tabela 6 Teor nutricional das racdes.

Teor nutricional (%) ND HFD
g kcal g kcal

Carboidratos totais [ 72| 7500 40 [j 34
Dos quais, sacarose ﬂ 8 ﬂ 8 D 20 D 17
Gordura H 4l 9|l | 24| | 45
Proteina 1 14[ | 1500 24l 20
Outros componentes D 10[ 1 D 12 ! 1
Total I 100 1000 1000 100

3.5 Western Blot

Amostra de 50-100mg de tecido adiposo foram colocados em tubo de polipropileno de 2
ml, macerados com homogeneizador de tecidos em tampé&o de lise RIPA (150Mm de cloreto de
sodio, 1% de Triton X-100, 0,1% SDS, 0,5% de deoxicolato de sédio, 50mM Tris, pH 8,0) (v/v)
contendo inibidores de protease e fosfatase e em seguida, as amostras foram centrifugadas a
16000 g/40minutos/4°C. O lisado proteico foi transferido para novo tubo de polipropileno de
0,5 ml, descartando-se a fracédo lipidica e o pellet contendo restos celulares. A quantificacdo de
proteinas do lisado foi realizada segundo o método de Lowry (LOWRY et al. 1951). A leitura

da reacdo foi feita a 660 nm.

Ao lisado proteico (30ug) foi adicionado tampdo Laemmli, seguido de aquecimento a
100°C por 5 minutos. As amostras e o padrdo de peso molecular (Rainbow TM , catalogo
RPNB80OE, Amersham ou SDS-6H, Sigma Aldrich ) foram entdo aplicados em gel SDS-PAGE
(10% ou 15% de bis/acrilamida, conforme a proteina a ser observada) e realizada eletroforese
por 90 minutos em tamp&o de corrida®. Apds separacio, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose com poro de 0,45um (Amersham), em sistema molhado por 2
horas/sistema ou semi-seco por 1h, em tamp3o de transferéncia®. O controle de transferéncia de
proteinas foi feito através de coloragdo com solucdo vermelho de Ponceau (Ponceau S 0,1% em

acido acético 5%, (p/v)).

Apbs 60 minutos de bloqueio (Tris-HCI 10 mM, NaCl 0,15 M, 0,1% Tween® 20 e 5%
de leite em po6 desnatado), as membranas foram incubadas com anticorpos primario para as
seguintes proteinas: perilipina: ADRP, TNF-a, ATGL, HSL, CD14, SREBP-1, PPAR-y, iINOS,
Arginase-1, B-actina, seguido por etapa de lavagem com solucédo TBST 0,1% (Tris-HCI 10 mM,
NaCl 0,15 M, 0,1% Tween®). Em seguida, as membranas foram incubadas com respectivos

anticorpos secundarios conjugados a peroxidase/flu6foros a temperatura ambiente.
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Apdbs nova etapa de lavagem, a formacdo do complexo antigeno-anticorpo foi revelada
por reacdo de quimiluminescéncia, utilizando o kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate® (Thermo Scientific) e exposicao de filme de raio-X Amersham Hyperfilm ECL (24
x 30 cm) (GE Healthcare) por intervalos variados ou por leitura de fluorescéncia no aparelho

Odyssey Imaging System, conforme instrucdes do fabricante.

Tabela 8 Lista de anticorpos

Proteina alvo Fabricante Diluicéo

Perilipina  Cell Signaling (9349S) = 1:1000

ADRP Santa Cruz (32888) 1:1000
PPARY Santa Cruz (7196) 1:1000
ATGL Santa Cruz (365278) 1:500

HSL Cell Signaling (4107) = 1:1000
CD-14 Santa Cruz (9150) 1:1000

Arginase 1 Santa Cruz (271430) 1:1000
p-actina Sigma Aldrich (5441) | 1:10.000

TNF-a Peprotech (500-P64) 1:500

3.6 Dosagem de adipocinas

3.6.1 Ensaio multiplex

Para deteccdo das adipocinas foram utilizados Kits especificos (MILLIPLEX MAP
Human Adipocyte Magnetic Bead Panel, catallogo HADCYMAG-61K, Millipore e BioPlex
Pro®, Human Cytokine Standard 27-Plex) seguindo protocolo do fabricante. A placa de 96
pocos foi preparada adicionando-se 200 pl/poco de tampéo de ensaio durante 10 minutos. Em
cada poco foi adicionado 25 ul da curva padrdo e das amostras (em duplicata), e entdo foi
adicionado o mix de microesferas conjugadas com os anticorpos monoclonais contra as
citocinas em questdo. A placa ficou sob agitacdo por 16 horas a 4°C. Em seguida, 0S pocos
foram lavados com tampéo de lavagem, e 50 pl do anticorpo de detecgdo biotinilado foram
adicionados. Apos nova incubacéo por 60 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz,
foi feita adicdo de 50 pl de estreptavidina conjugada ao fluoréforo. Novamente, a placa
permaneceu ao abrigo da luz por 30 minutos a temperatura ambiente, antes dos poc¢os serem

lavados.
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Foram adicionados 100 pl de tampédo Sheath Fluid em cada poco e a placa ficou sob
agitacdo por 5 minutos para manter as microesferas em suspensdo. Em seguida, as amostras
foram analisadas por citdmetro dotado de dois feixes de lasers. As intensidades de fluorescéncia
das amostras foram comparadas com a respectiva curva padréo e analisadas no sistema Luminex

200™ System, conforme instrucdes do fabricante.

3.6.2 ELISA

A dosagem de citocinas/adipocinas também foi mensurada por meio do ensaio de
ELISA convencional (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) segundo informagdes do kit (RD
System, catalogo DY279, DY 398, DY406, DY498, DY417, DY1679). Placas de 96 pocos de
fundo plano (catadlogo 675061, Greiner Bio-One Brasil) foram cobertas com anticorpo de
captura por poco e incubadas por aproximadamente 16 h a 4°C. Apds este periodo, as placas
foram lavadas com solucdo de lavagem (PBS/Tween 20 0,05%) e incubadas durante 1 h, com

a solucdo de blogueio (PBS/BSA 1%) a temperatura ambiente.

A curva padrdo foi diluida em solucéo diluente, conforme instrucbes do fabricante. A
curva padrdo e as amostras foram aplicadas nas placas (50 ul /po¢o), e incubadas por
aproximadamente 16 h a 4°C. Apds a lavagem das placas com solucdo de lavagem especifica,
o anticorpo de deteccdo foi adicionado por poco, também diluido em solucédo diluente. Apds 1
h de incubacéo a temperatura ambiente, adicionou-se estreptavidina-peroxidase (diluicdo 1:200,
RD). Apo6s 30 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lavadas com solucdo de
lavagem e, em seguida, foi adicionada solucdo de TMB (3,3",5,5'-Tetrametilbenzidina). A
reacdo foi interrompida com solucdo de &cido sulfurico (Préquimios) 2N (25 ul /poco) e a leitura

feita no comprimento de onda de 450 nm em espectrofotdmetro (Spectra Max).

3.7 PCR em tempo real

Fragmentos de tecido adiposo humano e murino (50 a 100mg) foram macerados com
homogeneizador de tecido em 1 ml de Trizol® (catalogo15596018, ThermoFischer), sequidos de
centrifugacdo a 12000 g x 10 min x 4°C e o sobrenadante foi transferido para novo tubo de
polipropileno de 1,5 ml. Apéds adicdo de 0,2 ml de cloroférmio, as amostras foram centrifugadas
a 12000 g x 15 min x 4°C e a fracdo aquosa transferida para novo tubo de polipropileno de 1,5
ml. Ap6s adicdo de 0,5 ml de isopropanol, as amostras foram armazenadas a -80°C/16h para
precipitacdo de RNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12000 g x 20 min x 4°C
e 0 sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 0,5 ml de etanol 75%, seguido de centrifugagéo
a10.000 g x 10 min x 4°C (este processo foi realizado trés vezes). O pellet de RNA foi deixado
a temperatura ambiente até evaporacao total do etanol e depois ressuspendido em 10 ul de agua
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DEPC. A quantificacdo do RNA total foi feita em espectrofotbmetro NanoDrop 2000®,
utilizando as razdes A260/A280 e A260/A230 como critério de analise de qualidade da amostra.

Com intuito de eliminar contaminagdo de DNA gendmico, as amostras foram tratadas
com DNase, por meio do kit TURBO™ DNase (catadlogo: AM2238, Ambion) de acordo com

instrucdes do fabricante.

A sintese de DNA complementar foi feita a partir de 1 ug de RNA, com o kit SuperScript
I11 First-Strand Synthesis for RT-PCR (Applied Biosystem) ou o kit SuperScript Il First-Strand
Synthesis for RT-PCR (Applied Biosystem), também de acordo com instrucdes do fabricante.
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A andlise da expressdo génica de amostras de tecido adiposo humano e murino foi

realizada através da técnica de PCR em tempo real quantitativo (QPCR).

Como controle normalizador da reacao foi utilizado o gene constitutivo p-actina. Foram
utilizadas para estas reacdes sondas TagMan® (Applied Biosystems) e o termociclador Step
One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reacGes foram feitas em duplicata
para cada gene, utilizando 1 pl de cada um dos diferentes cDNA, 0,5 ul da sonda e 5 ul de
tamp&o universal PCR Mastermix TagMan®, gerando um volume final de 10 pl. As condi¢des
da reacdo foram: 60°C por 2 minutos, seguido de 95° C por 10 minutos e 40 ciclos: 95°C por 15

segundos e 60°C por 1 minuto.

A analise dos dados foi feita por meio do célculo 24¢t | onde ACt ¢ a diferenca entre as
médias das duplicatas de cada gene alvo e a média das duplicatas do controle endégeno (Livak
e Schmittgen, 2001).

Abaixo estdo listadas as sondas utilizadas:

ADIPOQ Hs00605917_m1
FABP4 Hs01086177_m1
LEPR Hs00174497_m1
PLIN1 Hs00160173_m1
PLIN2 Hs00605340_m1

3.8 Fotos macroscopicas e histologia

As imagens foram registradas em sala de cirurgia, com o auxilio de uma cadmera digital

com zoom. Utilizamos uma régua comum de 30cm como referéncia na imagem.

Para observacdo histoldgica os fragmentos de tecido adiposo foram fixados em solucéo
de formaldeido 10% em PBS por 24h, seguidos por etapa de desidratacdo (Etanol 80% - 1h;
Etanol 95% - 2h (3x); Etanol 100% - 18h; Etanol 100% - 30 min (3x); xilol I — 1h, xilol Il —1h)
e impregnacdo de parafina (parafina 60°C — 30 min (6x)). As amostras foram inseridas em
cassete, deixando cerca de 2 mm de parafina nas margens do bloco. O molde foi preenchido
com parafina a 60°C e colocado sobre placa resfriada até endurecimento do molde. Os blocos
de parafina contendo as amostras de tecido adiposo foram cortados em sec¢des de 5 um, aderidos

em lamina de vidro e corados com mistura de hematoxilina e eosina.

Os cortes de parafina contendo os fragmentos de tecido adiposo foram desparafinizados
e hidratados. Seguidos de coloracdo com Hematoxilina de Mayer durante 20 minutos e etapa

de lavagem com agua corrente durante 25 minutos. Em seguida, foi feita desidratagéo etanol
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70%, coloracdo com Eosina-Floxina e etapa de lavagem com etanol 95%. Apos lavagem, foi

feita desidratagdo com etanol absoluto e clarificagdo com xilol.

As laminas foram analisadas em lente de 20x (humanos) e 40x (murino) em microscépio
optico OLYMPUS (1X81) equipado com camera digital e processados pelo programa
Cell"F(versdo 2011). A analise do tamanho médio dos adipdcitos foi feita de maneira indireta,
quantificando o numero de pixels de membrana celular corada e tecido associado. A
representacdo é feita pelo percentual de &rea de pixels. Esta quantificacdo foi feita por macro,
desenvolvida pelo grupo, no programa FIJI (Image J2 — win64, 2017- NIH)(Chen & Farese
2002).

3.9 Marcacdo de gota lipidica

3.9.1 Tecido adiposo branco

Fragmentos de tecido adiposo congelado (humano) ou frescos (murino) cortados com
lamina de bisturi manualmente, foram fixados em formaldeido 3,4% e ap6s lavagens com
tampdo PBS, foi realizada a marcacéo de lipidios neutros através da sonda Bodipy 493/505®,
na diluicdo de 1:500 em PBS. Os nucleos foram marcados com sonda DAPI. As imagens foram

obtidas por microscopia confocal, equipado com camera digital (Berry et al. 2014).

3.9.2 Avaliacdo da formacdo de gota lipidica em cultura de macré6fagos
Apos cultivo, os macréfagos murinos derivados de medula dssea (se¢do 3.12) foram
lavados com PBS e fixados com solucdo de formaldeido 3,7% em PBS. Apos fixacdo, as células

foram coradas de acordo com os protocolos abaixo:

Oil red O (ORO): A solucdo estoque de Oil Red O (Sigma-Aldrich) foi preparada em
isopropanol P.A na concentracdo de 0,3%. A solucdo de uso foi obtida através da diluicdo em
agua (1,5:1 (v/v)) e filtracdo em filtro de papel para evitar precipitados. Apoés filtragem
adicionamos 300 pL da solugdo de uso de ORO e deixamos de 2-5 minutos. Lavamos
rapidamente com isopropanol 30% e posteriormente com agua destilada (5x). Montamos as

laminas com Vectashield® com DAPI.

Bodipy 493/503: 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno ou
BODIPY® 493/503 (Molecular Probes) foi diluido em DMSO na concentracdo de 1 mM
(solucéo estoque). No momento da marcacgao preparamos a solugéo de uso diluindo a solucéo
estoque na proporcao de 1:5000 (200nM) em PBS. As células foram encubadas com a solugao
de uso de BODIPY por 15 minutos, protegidas da luz, posteriormente lavadas com PBS (Maya-
Monteiro et al. 2008).
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3.10 Fracionamento celular de tecido adiposo

Apds disseccdo, as amostras de tecido adiposo humano foram transferidas para tubo de
polipropileno de 50ml contendo DMEM high glucose, 2% de Penicilina/Estreptomicina (P/S)
(P433, Sigma Aldrich®) e 5ug/ml de ciprofloxacino e armazenadas em gelo durante transporte.
Em cabine de seguranca bioldgica, as amostras de tecido adiposo foram lavadas com tampé&o
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS™"). Ap6s pesagem, as amostras de tecido adiposo foram
cortadas em fragmentos bem pequenos, retirando-se vasos sanguineos e material fibroso

evidente, com auxilio de bisturi.

Apo0s coleta dos depositos de tecido adiposo murino, as amostras foram lavadas com
tamp&o Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS™), até retirada de material indesejado (pelos,
sangue). Apo6s pesagem, as amostras de tecido adiposo foram cortadas em fragmentos bem

pequenos, retirando-se vasos sanguineos e material fibroso evidente, com auxilio de bisturi.

3.10.1 Isolamento e cultivo de adipo6citos maduros e fracdo estromal vascular (SVF)

Fragmentos de tecido adiposo (humano ou murino) foram submetidos a digestdo
enzimatica com solucdo de colagenase | (1 mg/ml), durante 30-40 minutos/37°C, sob agitacdo
orbital a cada 5 minutos. Apds digestdo, as amostras foram centrifugadas a 200 g por 10 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, a fracdo sobrenadante enriquecida em adipdcitos maduros
foi transferida para novo tubo de propileno de 50 ml, contendo meio de cultura DMEM/F12 +
2% P/S + 5ug/ml Ciprofloxacino + 0,3Ul/ml insulina e 1 mM de dexametasona em etanol
(D4902, Sigma Aldrich), na propor¢do de 1:4 (v/v). O cultivo dos adipécitos maduros
primarios foi feito por um periodo de 24h, em tubo de polipropileno de 50ml, mantidos em
estufa imida a 37°C com 5% de COs..

Apos retirada da fracdo de adipécitos maduros, o pellet contendo a SVF foi
homogeneizado e em seguida filtrado através malha de nylon de 40 um. Foi realizada nova
centrifugacdo a 300 g/10min e as células foram entdo ressuspendidas em meio de cultura
(DMEM low glucose + 2% P/S+ 5 pg/ml Ciprofloxacino + 20% Soro fetal bovino - SFB) e
distribuidas em garrafa de cultura de 25 cm?, mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO;
(Carswell et al. 2012; Silva et al. 2017).
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Apbs 24h de cultivo na garrafa de cultura de 25 cm?, a fracdo aderente de células foi
lavada com HBSS-/- (3x), retirando-se as células ndo aderentes. Em seguida, os cultivos foram
mantidos a 37°C com 5% de CO2 para expansdo. Quando em 90% de confluéncia, as células
foram dissociadas com solucdo de tripsina- EDTA 0,25% (25200056, Gibco) e foi feita
expansdo até a terceira passagem (1:1). Apos expansdo, as células foram plaqueadas em placa

de 24 pocos (1x10%células/pogo) para protocolo de diferenciacdo adipogénica.

3.11 Inducéo de diferenciacdo adipogénica in vitro

Apbs plaqueamento (secdo 3.10.1) e 48h de espera em 100% de confluéncia, as células
da SVF receberam meio de inducéo de diferenciacdo — dia 0 (MDI - DMEM high glucose, 20%
de SFB, 0,5mM de Isobutilmetilxantina (IBMX - catalogo 15879 Sigma Aldrich), 1uM de
dexametasona, 0,3Ul/ml de insulina (Humulin R®, Lilly) e antibiéticos.). Apds 72h, o
sobrenadante foi descartado e foi adicionado meio de maturacéo — dia 3 (MM - DMEM high
glucose, 20% de SFB, 0,3Ul/ml de insulina e antibidticos), seguido de troca de 50% de MM a
cada dois dias. O processo de diferenciacdo adipogénica foi mantido até o 10-14° dia apds meio
de inducéo.

3.12 Diferenciacdo de macrofagos a partir de medula 6éssea murina

Camundongos C57BL/6J foram eutanasiados e tiveram 0s 0ssos das patas traseiras
removidos (fémures e tibias), epifises cortadas e as medulas dsseas removidas por lavagem com
5ml de meio de cultura BMM (Bone Marrow Macrophage)®. Apds a lavagem dos 0ssos, a
solucdo obtida é homogeneizada e sdo plaqueados 1 ml de solugdo homogénea de células + 10
ml de meio BMM por placa de petri. As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a
37°C. No terceiro dia de cultivo, as placas receberam adicdo de 10 mL de meio BMM. Ap6s
mais 3 dias de incubacdo, os sobrenadantes sdo descartados e os macréfagos ja diferenciados
foram removidos das placas por lavagem com PBS 1x gelado e uso do Cell Scraper, seguido de
plagueamento com 0,5x10° células por poco em placa de 24 pocos em meio especifico (RPMI
1640 com 2% de SFB,1% de L-glutamina, 1% de P/S). As células plaqueadas forma mantidas
em repouso na estufa por 24 horas antes do ensaio.

® BMM: 60% RPMI 1640 (GIBCO), 20% de SFB (GIBCO), 18% de sobrenadante de
célula L929 (rico em M-CSF, Macrophage Colony Stimulation Factor), 1% de L-glutamina
(GIBCO) e 1% de P/S.

Os macrofagos de medula foram estimulados com 50% de meio condicionado de cultura
de 24h de adipocitos maduros primarios ou com 50% de meio condicionado de cultura de fracdo

estromal vascular (terceira passagem). Apds 24h de estimulo, foi recolhido o sobrenadante de
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cultura e as células foram lisadas para posterior analise por Western blot ou microscopia de

fluorescéncia.

3.13 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Softaware, La Jolla, EUA). As anélises para verificacdo de normalidade foram
realizadas através do teste de Shapiro-Wilk. Para verificagdo de significancia estatistica dos
experimentos comparativos de plasma de grupo controle e pacientes obesos, assim como entre
camundongos ND e HFD foram feitas por teste Mann-Whitney bicaudal (distribuicdo nédo
normal) ou teste t de Student bicaudal (distribuicdo normal). Para analise de tamanho dos
adipdcitos, expressao de proteinas e expressao génica de gota lipidica e lipdlise, quantificacao
local e secrecdo de mediadores inflamatérios em WAT humano e murino, adipocitos maduros
primarios, adipdcitos diferenciados in vitro e macrofagos foi utilizado teste de Andlise de
Variancia-Univariada ndo paramétrico (One way ANOVA de Kruskal-Wallis) seguida de p6s-
teste de Dunns. Para todas as andlises, foram considerados significativos somente aqueles
resultados que apresentaram p<0,05 no teste (e pos-teste), com intervalo de confianca de 95%.
Dados foram mostrados como média * desvio padrdo, com excecdo dos dados de citocinas

plasmaticas em humanos que foram mostrados como mediana, média e intervalo interquartil.
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4 RESULTADOS
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Como descrito na secdo 2, o principal objetivo deste projeto foi a caracterizacdo de
diferentes depdsitos de tecido adiposo branco no contexto de obesidade. Para isto foram
realizadas analises em amostras humanas, provenientes de pacientes obesos e voluntarios
sadios, e murinas obtidas atraves de modelo experimental de obesidade induzida por dieta
(DIO). Com proposito de maior clareza na descri¢do dos dados, os resultados a seguir serao
representados em dois blocos distintos: Parte | —Pacientes obesos e Parte 11 — Modelo

experimental de obesidade em camundongos.

Parte |

4.1 Dados clinicos - pacientes obesos e voluntarios

Os pacientes analisados neste estudo s&o provenientes de dois programas de assisténcia a
individuos obesos: pacientes integrantes do Programa Multidisciplinar de Atendimento ao
Obeso Mérbido, conduzido no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - HUCFF/UFRJ
e 0 segundo grupo é constituido de pacientes acompanhados pelo Servi¢o de Endocrinologia
do Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro — HSE-RJ. No programa do HUCFF,
0s pacientes sdao acompanhados previamente por uma equipe multidisciplinar composta por
médicos (clinicos, cardiologistas, endocrinologistas, fisiatras), fisioterapeutas, nutricionistas,
profissionais de educacdo fisica, psicologos. Esses profissionais acompanham os pacientes
selecionados durante as fases pré e pos-operatoria, avaliando o perfil de cada paciente e sua
evolucdo clinica. Ja os pacientes do HSE-RJ sdo acompanhados por um periodo mais curto
antes da liberacdo para a cirurgia e seguido por um acompanhamento mais prolongado pés-
cirargico. Apés verificarmos que ndo houve diferencgas entre os grupos de pacientes dos dois
hospitais, em relagdo as anlises realizadas, decidimos considerar em nossos resultados, um s

grupo de pacientes.

Os candidatos ao estudo foram selecionados a partir dos seguintes critérios estabelecidos:
35< IMC > 70; auséncia de doenga infecciosa aguda ou cronica e/ou inflamatodria; idade entre
18 e 65 anos e individuos que ndo tenham sido submetidos a outras técnicas de cirurgia
bariatrica anteriormente. Para fins de controle, individuos higidos cadastrados no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho — UFRJ, foram convidados a participar do estudo. Foram
incluidos individuos com indice de massa corporal dentro da normalidade (<20 ¢ >24.9) e que
ndo apresentavam quaisquer outras enfermidades. Neste tdpico, encontram-se algumas
informacdes clinicas pertinentes a este estudo, obtidas de voluntérios sadios (tabela 9) e de

pacientes com obesidade mdrbida, obtidos durante a fase pré-operatdria (tabela 10). Nas tabelas
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9 e 10, os parametros hipertensdo, diabetes e dislipidemia estdo representados em numeros
absolutos e o percentual do dado entre parénteses. Os dados de idade e IMC estéo representados

por mediana e média, respectivamente e entre parénteses o intervalo dos dados.

Tabela 9 Informac6es clinicas dos voluntarios sadios

Informacdes clinicas Mulher Homem
Numero de individuos 18 4
Idade 36 (22-49) 37 (33-46)

Indice de massa corporal (IMC) 22,44 (20,07-24,97) 21,99 (19,88-24,89)
Hipertensao

Sm 1 (5,55%) 0
Nao 17 (94,44%) 4 (100%)
Diabetes Mellitus tipo 11

Sim 0 0
Nao 18 (100%) 4 (100%)
Intolerancia a glicose 0

Dislipide mia

Sim

Nao

o
Os dados descritos foram obtidos através da anélise do prontuario de registro hospitalar de
cada voluntario. Os dados em branco sdo em decorréncia da auséncia de informagéo no
prontuario.

Tabela 10 InformacGes clinicas dos pacientes obesos mérbidos.

Informacdes clinicas Mulher Homem
Numero de individuos 38 5
Idade 41 (19-61) 38 (31-46)

Indice de massa corporal IMC) 4892 (35,29-69.46) 48,75 (42,66-63.67)
Hipertensao

Sm 24 (63%) 2 (40%)

Nao 10 (26,3%) 1 (20%)
Diabetes Mellitus tipo 11

Sim 11 (28,9%)

Nao 20 (52,6%) 2 (40%)
Intolerancia a glicose 3(7.89%) 1 (20%)
Dislipide mia

Sim 13 (34,2%)

Nao 20 (52,63%) 1 (20%) |

Os dados descritos foram obtidos através da analise do prontuério de registro hospitalar de
cada paciente. Os dados em branco ou a discrepancia entre o percentual de cada manifestacéo
clinica e o total de pacientes s&o em decorréncia da auséncia de informagéo no prontuério.
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4.2 Avaliacao do perfil inflamatdrio plasmatico

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém reportado que individuos obesos apresentam
niveis plasmaticos elevados de citocinas pré-inflamatorias como consequéncia do aumento
exacerbado de tecido adiposo branco, elevando a obesidade a uma doenca que cursa com um
quadro de moderada inflamagéo cronica (Dandona et al. 2004). Assim, decidimos avaliar o

quadro inflamatorio dos individuos obesos morbidos alvo deste estudo.

Adiponectina, leptina e resistina, assim como outros mediadores inflamatérios classicos
(MCP-1/CCL2, TNF-o, IL-1B, TGF-p, IL-6, IL-8, IL-2, e IL-4) foram utilizados para
caracterizagdo do perfil inflamatério dos pacientes incluidos neste estudo. Na analise
comparativa entre 0s pacientes obesos morbidos e o grupo controle, individuos higidos com
IMC considerado normal, observamos diferencas nas dosagens de leptina, resistina, MCP-
1/CCL2, PAI-1, TNF-a e IL-1p. Tal como descrito amplamente na literatura, os pacientes
obesos apresentaram maior concentracdo plasmatica de leptina quando comprados aos
voluntérios sadios (figura 9B). Entretanto os niveis plasmaticos de resistina, PAI-1, MCP-
1/CCL2, TNF-a, IL-1P e TGF-B dos pacientes obesos foram inferiores aos observados no grupo
controle (figura 9C, D, E, F, H, J). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi
observada na analise de adiponectina, IL-6, IL-8, IL-2, e IL-4 (figura 9A,G, |, L, M).
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Figura 9 Avaliacdo do perfil inflamatério dos pacientes com obesidade morbida. CT- Grupo controle (N=7
para IL-8, TGF-B, IL-4, IL-6, IL-1pB e n=22 para resistina, leptina, adiponectina, MCP-1/CCL2, PAI-1 e TNF-a)
e OB —grupo de obesidade mdrbida (n=21-23 para IL-8, TGF-B, IL-4, IL-6, IL-1B e n=23-28 para resistina,
leptina, adiponectina, MCP-1/CCL2, PAI-1 e TNF-a). A quantificacdo das adipocinas foi realizada por ensaio
Multiplex (A-H, L e M) e por ELISA (I e J). Gréficos representados por mediana e intervalos interquartis. +
representa a média dos valores. Os circulos preenchidos representam os outliers (regra de Tukey) e entende-se *
por p < 0,05.
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4.3 Aspecto macroscépico e andlise histologica de tecido adiposo branco em

individuos obesos
A organizagdo estrutural dos tecidos é importante na determinacgdo de sua fungdo. Assim,
a analise macroscopica dos distintos depositos de tecido adiposo abdominais no grande obeso

foi ponto de partida deste estudo.

Na figura 10A, observamos que o tecido adiposo subcutdneo apresenta coloracao
amarelada, com formacéo de I6bulos de tamanho pequeno a médio, entremeados com tecido
conjuntivo. Esta caracteristica é semelhante ao tecido adiposo visceral (omento), ndo obstante
este Gltimo apresente maior quantidade de tecido conjuntivo entremeado entre os lobulos
gordurosos e intensa vascularizagdo. O tecido adiposo pré-peritoneal é o que apresenta aspecto
mais distinto, no qual se observa colora¢do mais clara, com formacé&o de I6bulos gordurosos de
tamanho médio a grande, sendo coberto por uma espessa camada de tecido conjuntivo e
presenca de vasos sanguineos de calibre mais grosso.

A capacidade de hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo branco tem sido relacionada
com inflamac&o e com as chances de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo Il em individuos
obesos marbidos (Fang et al. 2015). Assim a medida do tamanho do adipdcito é uma informacéo
importante para avaliagdo da disfungéo tecidual. Na avaliagdo de hipertrofia em amostras de
tecido adiposo branco coradas com H&E (figura 10B) observa-se uma maior hipertrofia do
tecido adiposo pré-peritoneal quando comparado com 0s outros dois depdsitos de tecido
adiposo abdominal. No entanto, com o método utilizado para quantificacdo do aumento do
tamanho dos adipdcitos, descrito na secdo 3.8, ndo foi possivel observar diferencas entre 0s

diferentes depdsitos de tecido adiposo (figura 10C).
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Figura 10 Aspecto macroscépico e hipertrofia de tecido adiposo humano. A) Imagens de trés diferentes
depositos de tecido adiposo subcutaneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) foram tiradas durante momento
cirdrgico. As fotos foram tiradas com camera digital com zoom e foi utilizado uma régua comum de 30cm como
referéncia de tamanho. B) Amostras de tecido adiposo subcutaneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) foram
coradas com hematoxilina-eosina. As imagens foram obtidas em campo claro por microscopia 6tica com mesmo
aumento (20x). Todas as modifica¢cGes de tamanho de imagem para montagem da figura foram feitas de forma
acoplada. Em C observa-se gréafico da quantificacdo do tamanho do adipdcito avaliado através do software Image
J. Foram obtidas cinco imagens de cada amostra para analise do tamanho do adipécito (n=10).
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4.4 Avaliacdo de proteinas de gota lipidicaem tecido adiposo de pacientes

obesos morbidos

O processo de hipertrofia do adipdcito é consequéncia direta do crescimento do tamanho
da gota lipidica. As proteinas da familia das perilipinas (PAT Family) sdo encontradas
ubiquamente nestas organelas, alternando entre si, majoritariamente, de acordo com o tamanho
da gota lipidica. Gotas lipidicas maiores apresentam maior quantidade de perilipina, enquanto
gotas lipidicas de tamanho menor apresentam majoritariamente a proteina PLIN2. A partir da
descoberta da perilipina, a primeira proteina de gota lipidica descrita, estabeleceu-se a ideia de
que estas proteinas estruturais de gota lipidica seriam reguladoras essenciais do metabolismo
lipidico (Greenberg et al. 1991). Assim, uma etapa importante para a caracterizacdo dos
depdsitos de tecido adiposo humano, é a analise do tamanho da gota lipidica assim como a
andlise das proteinas estruturais de gota lipidica, relacionadas ao metabolismo lipidico.

Na visualizacdo do tamanho de gota lipidica em tecidos adiposos humano subcutaneo,
pré-peritoneal e visceral marcadas com sonda BODIPY® 493/505 (vermelha), observamos que
dentro de uma mesma amostra ocorre uma variacdo importante de tamanho de gota lipidica,

porém a maioria das gotas lipidicas exibem tamanho superior a 100 um (figura 11A).

Na figura 11B-C, observa-se a comparacao da expressdo das proteinas estruturais de gota
lipidica em tecido adiposo de pacientes com obesidade morbida: perilipina encontra-se
igualmente expressa nos trés diferentes depdsitos de tecido adiposo abdominal, enquanto o
omento apresenta maior quantidade de ADRP, quando comparado aos depoésitos subcutaneo e
pré-peritoneal. Por meio de PCR em tempo real, também verificamos semelhante expressao dos
genes PLIN1 e PLIN2 correspondentes a proteina perilipina e ADRP respetivamente, nos

tecidos adiposos subcutaneo, pré-peritoneal e visceral (Figura 11D).
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Figura 11 Avaliacdo do tamanho de gota lipidica e proteinas relacionados em tecido adiposo humano. EM
A, fragmentos congelados de tecido adiposo humano foram marcados com sonda lipidica Bodipy® 493/505
(vermelho) e o ndcleo das células marcadas com DAPI (verde). As imagens foram capturadas por microscopia
confocal e 20x de magnificacdo. n= 1 paciente obeso. Em B, amostras de trés depositos de tecido adiposo
subcutaneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente obeso (n=3) foram avaliadas através de Western
blot para a presenca de perilipina e ADRP. (C) Gréficos da analise densitométrica de perilipina (n=6) e ADRP
(n=3), avaliados pelo programa Image J. Em D, observa-se a anélise de expressao génica de perilipina (PLIN1) e
ADRP (PLIN2) em pacientes obesos (n=5, que compreendem HSEO01, HSE02, HSE03, HSE04 e HSE06). Os
resultados foram normalizados pela expressdo de B-actina e estdo representadas como expressdo relativa de
RNAmM.
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4.5 Comparacdo da expressdo de proteinas relacionadas ao metabolismo

lipidico em diferentes depositos de tecido adiposo

Dentro de um quadro de obesidade, observa-se um influxo muito grande de acidos graxos
para corrente sanguinea e consequentemente depoésito destas moléculas em 6rgdos nédo
especializados, levando ao mau funcionamento destes tecidos. Este influxo é causado por um
aumento do processo lipolitico em adipdcitos no tecido adiposo. O processo de lipolise é
extremamente coordenado e envolve a participacdo de diversas proteinas, dentre elas estdo as
lipases (HSL e ATGL) e FABP4 (Birnbaum 2003; Tansey et al. 2004a; Bernlohr 2016). Assim,
a comparacdo da capacidade lipolitica entre diferentes depdsitos de tecido adiposo e
consequente contribuicdo para o exacerbado de acidos graxos circulantes é um ponto importante

para este estudo.

Na figura 12A-B encontra-se a andlise de HSL e ATGL por Western blot. N&o
observamos diferengas estaticamente significativas entre os trés depoésitos de tecido adiposo
abdominal (SC, PP e VC) em relacdo a lipase HSL. Entretanto, na avaliacdo de ATGL,
observamos significativo aumento da expressao desta proteina no tecido adiposo pré-peritoneal.
Em relacdo a expressdo génica de FABP4 avaliada por PCR em tempo real (figura 12D) n&o foi
possivel observar diferenca entre os diferentes depdsitos, embora note-se uma tendéncia de

maior expressao deste gene no tecido adiposo visceral.
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Figura 12 Comparacéo do metabolismo lipidico em diferentes depdsitos de tecido adiposo humano. Em A,
amostras de trés depositos de tecido adiposo subcutaneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente
obeso foram avaliadas através de Western blot para a presenca de HSL (n=3). Em B, observa-se Western blot
representativo de experimento com 4 pacientes para proteina ATGL. Em C, gréficos da anélise densitométrica de
HSL e ATGL, avaliados pelo programa Image J. Em D, gréfico relativo a expressdo génica de FABP4. Os
resultados foram normalizados pela expressdo de B-actina e estdo representadas como expressao relativa de

RNAm. * p< 0,05.
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4.6 Inflamacéo em diferentes depdsitos de tecido adiposo humano

PPARYy ¢ essencial para desenvolvimento e manutencdo do tecido adiposo (Brun et al.
1996) e representa uma conexao importante entre 0 metabolismo lipidico, resisténcia a insulina
e o sistema imune (Ahmadian et al. 2013). Tendo em vista a importancia desta proteina no
desenvolvimento e manutengdo do tecido adiposo assim como no processo inflamatorio e o
processo inflamatdrio cronico na obesidade morbida, fomos investigar se haveria diferencas na
expressao desta proteina nos diferentes depositos de tecido adiposo humano. Observamos, por
Western Blot (figura 13), que hd uma variacao do padréo da presenca de PPARYy tanto entre os

tecidos quanto entre os pacientes.

Assim, com o objetivo de avaliar a contribuicdo de cada WAT para a inflamacéo cronica
presente em individuos obesos, fomos avaliar a presenca de TNF-o em lisado de trés depositos
de tecido adiposo abdominal. Tanto no ensaio de Western blot quanto no ensaio de Luminex foi
possivel observar uma variabilidade importante no que concerne a presenca desta citocina
classicamente pro-inflamatéria. Na figura 14A, estdo representados 3 pacientes obesas nédo-
diabéticas (NDM) e uma paciente diabética (DM). Observa-se que a paciente com diabetes
apresentou importante expressdo de TNF-o em todos os depositos de tecido adiposo. Esta
observagédo estd em concordancia com o que é descrito na literatura, uma vez que ja esta bem
estabelecida a relacdo direta entre elevados niveis plasmaticos dessa citocina e diabetes mellitus
tipo Il (Miyazaki et al. 2003). Entretanto é possivel notar expressdo superior desta proteina

também em uma paciente ndo-diabética.

Considerando a possibilidade de que a técnica de Western blot ndo fosse a mais adequada
para avaliacdo de TNF-o neste tipo de amostra, avaliamos por Luminex em lisado de tecido
adiposo de oito pacientes ndo diabéticos (figura 14B). Neste ensaio obtivemos a quantificacao
TNF-a em apenas 9 amostras ndo pareadas, ou seja, ndo foi possivel quantificar esta citocina

nos trés depdsitos de tecido adiposo da cada paciente.

62



OB12 OB16 OB18 0B26
SC PP VC SC PP VC SC PP VC SC PP VC

PPARy ohs

B-Acting | v v e ol eap aun —

NDM DM

Figura 13 Avaliacido de PPARYy em tecido adiposo. Amostras de trés depdsitos de tecido adiposo subcutaneo
(SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente obeso ndo diabéticos — NDM (n=3) e um paciente obeso
diabético — DM (n=1) foram avaliadas através de Western blot para a presenga de PPARY.
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Figura 14 Avaliacdo de TNF-a em tecido adiposo. Amostras de trés depdsitos de tecido adiposo subcutaneo
(SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (\VC) de paciente obeso ndo diabéticos — NDM (n=3) e diabético — DM (n=1)
foram avaliadas através de Western blot para a presenca de TNF-a (A). Em B observa-se dosagem de TNF-o. em
lisado proteico de tecido adiposo branco, avaliado por técnica de Luminex. Este ensaio foi realizado sem distin¢do
entre a presenca ou ndo de diabetes Mellitus. Os resultados sdo normalizados pelo total de proteinas e
representados em pg/mg
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A leptina, uma das principais adipocinas secretadas por adipocitos, exerce multiplas
funcgdes regulatérias no organismo, além de ser uma das principais citocinas a fazer a ligacao
direta entre tecido adiposo e sistema imune. Na figura 15A-C, observa-se a comparagéo entre
trés depositos de tecido adiposo abdominal de pacientes obesos em relacdo a leptina e seu
receptor. Podemos observar que, ndo ha diferenca significativa na expressao do receptor de
leptina (LEPR) quando comparamos todos os pacientes avaliados neste ensaio. No entanto, o
tecido adiposo pré-peritoneal apresenta como um grupo distinto dos outros tecidos, com maior
variabilidade entre amostras, alcancando 0,5 vezes maior expressdo de mRNA (figura. 15A).
Em relacdo ao contetdo de leptina, o tecido adiposo visceral apresenta menor concentracao de
leptina quando comparado ao tecido subcutaneo e pré-peritoneal (figura 15B). Resultados
preliminares de cultura de explante de tecido humano indicam que o tecido adiposo subcutaneo
secreta maior quantidade de leptina quando comparado com os outros depoésitos de tecido

adiposo, mesmo ap6s 72h em cultura (figura 15C).

A adiponectina é a mais abundante citocina secretada pelo tecido adiposo. Sua producéo
esta inversamente associada a expansdo do tecido adiposo, sendo comumente observado quadro
de hipoadiponectnemia em pacientes obesos morbidos (Trujillo & Scherer 2005). A expressao
génica para adiponectina foi semelhante nos trés tecidos avaliados (figura 15D). N&o obstante
tenhamos observado maior expressdo de adiponectina no depdsito visceral na analise do lisado
proteico por Western blot (figura 15E). O tecido subcutaneo apresentou uma variagdo
importante entre as diferentes amostras e essa variagcdo foi independente da presenca de
resisténcia a insulina (R1). Quando observamos o resultado do tecido pré-peritoneal verificamos
que este tecido apresentou consistentemente uma menor quantidade de adiponectina do que o
omento. O conteudo de adiponectina pode variar no tecido de acordo com a taxa que este tecido

esta secretando por isso realizamos um experimento de cultura de explante do tecido ex-vivo.

Ao avaliarmos a secrecdo de adiponectina em cultura de explante de tecido adiposo, néo
observamos efeito tdo pronunciado entre as diferentes amostras quanto o que foi visto em
relacdo a leptina. Ao avaliarmos a secrecdo de adiponectina em cultura de explante de tecido
adiposo, observamos que ndo ha diferenca muito expressiva o que contrasta com o resultado o
que foi visto em relacdo a leptina. Ainda assim podemos ressaltar que o tecido subcutaneo, além
de apresentar uma significativa capacidade de secrecdo de leptina, mantém capacidade de

secre¢éo de adiponectina.
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Figura 15 Avaliacéo de leptina e adiponectina em tecido adiposo abdominal. A expressao génica do receptor
de leptina — LEPR (A) e ADIPOQ (D) e do foram analisadas em pacientes obesos ndo diabéticos (n=5). Os
resultados foram normalizados pela expressdo de B-actina e estdo representadas como expressdo relativa de
RNAm. Em E, tecido adiposo subcutaneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente obeso nao
diabéticos (NDM, n=2) e resistente a insulina (RI, n=2) foram avaliadas através de Western blot para a presenga
de adiponectina. Em F, observamos gréfico da analise densitométrica de adiponectina, avaliados pelo programa
Image J (NDM, n=7 e RI, n=2). Em C e G, sobrenadantes da cultura de 24h e 72h de explante de tecido adiposo:
subcutaneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) foram avaliadas por Luminex para analise de adipocinas
(n=1). Amostras de trés depdsitos de tecido adiposo foram avaliadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) para
andlise de leptina (SC, PP e VC - n=13, 17 e 17, respectivamente). * para p< 0,05.
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O quadro de inflamacéo crénica observado na obesidade esta associado ao aumento do
infiltrado de leucdcitos. Macrofagos sdo o tipo de célula imune majoritaria neste tecido e
parecem exercer papel importante na disfun¢do do tecido adiposo e no desenvolvimento de

resisténcia a insulina (Kanda et al. 2006; Suganami & Ogawa 2010).

Na figura 16 analisamos a presenca de MCP-1/CCL2 e GM-CSF, importantes
mediadores inflamatdrios para recrutamento de macréfagos e sua maturacdo. Na avaliacdo do
contetdo de MCP-1/CCL2 no lisado proteico de tecido adiposo, o tecido visceral apresentou
menor concentracdo de MCP-1/CCL2 quando comparado aos outros dois depdsitos (figura
16A). Entretanto, resultados preliminares obtidos na avaliagdo do sobrenadante de cultura de
explante de tecido adiposo mostram o tecido adiposo visceral secretando maior quantidade
desta quimiocina (figura 16B). Observamos que o tecido adiposo subcutaneo também possui
maior quantidade da citocina GM-CSF quando comparado ao tecido pré-peritoneal e visceral
(figura 16C). Embora tenhamos observado diferencas em relacdo a MCP-1/CCL2 e GM-CSF
entre os diferentes depdsitos de tecido adiposo humano, ao compararmos o conteudo de
mondcitos através de CD14, ndo observamos diferenca na expressao desta proteina entre as
amostras de tecido adiposo abdominal de pacientes obesos morbidos (figura 16D).

A modulacdo da inflamacdo presente no obeso mérbido envolve a participacdo de
diversos mediadores inflamatérios. Citocinas tais como IL-6 e IL-10 apresentam niveis
alterados no individuo com obesidade maérbida (Jonas et al. 2015). Tendo em vista os resultados
surpreendentes da andlise de citocinas plasmaticas dos pacientes incluidos neste estudo e as
diferencas observadas em relacao a adipocinas tais como leptina, adiponectinae MCP-1/CCL2,
fomos investigar se o contetdo de outros mediadores inflamatorios se correlacionava com o
perfil plasmatico destes pacientes e se havia contribuicdo discrepante entre os tecidos adiposos

abdominais.

Para IL-6, IFN-02, IL-8, IL-10 e IL1-Ra, os trés depositos de tecido adiposo abdominal
mostraram niveis semelhantes (figura 17A, D, F e G). Jd em relag&o a IFN-y, tanto o tecido pré-
peritoneal quanto o visceral mostraram menor concentracdo desta citocina quando comparados

ao tecido subcutaneo (figura 17 C).
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Figura 16 Comparac¢do de MCP-1/CCL2 e GM-CSF em tecido adiposo branco. (A)Amostras de trés depositos
de tecido adiposo foram avaliadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) para analise de MCP-1/CCL2 (n=20).
Em B, analise de sobrenadantes da cultura de 24h e 72h de explante de tecido adiposo avaliados por Luminex
para analise de MCP-1/CCL2 (n=1). Em C, amostras de trés depdsitos de tecido adiposo foram avaliadas por
ensaio de Luminex (n=20). Em D, tecido adiposo subcutaneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente
obeso ndo diabéticos (NDM, n=3) e diabético (DM, n=1) foram avaliadas através de Western blot para a presenga
de CD14. * para p< 0,05.
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Figura 17 Analise de lisado proteico de trés diferentes depositos de tecido adiposo branco. Amostras de trés
depositos de tecido adiposo foram avaliadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) para analise de IL-6 e IL-10
(A e F, respectivamente) e Luminex para IL-8, IFN-y, IFNa2, IL1-Ra (n=8) (C, D, E e G). Em B, andlise de
sobrenadantes da cultura de 24h e 72h de explante de tecido adiposo avaliados por Luminex para analise de I1L-6
(n=1)
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Parte Il

4.7 Caracterizacdo do modelo de obesidade experimental induzida por

dieta.

Existem varios modelos experimentais para o estudo da obesidade, variando entre
modelos por alteracBes genéticas, obesidade induzida por diferentes dietas, inducdo de

obesidade farmacologica e cirurgica (Lutz & Woods 2012) .

Os modelos de camundongos com alteracfes genéticas sdo bastante Uteis e largamente
utilizados, no entanto, diferem significativamente da obesidade em humanos. Assim neste
trabalho optamos por utilizar modelo de obesidade induzida por dieta com elevado contetido de
lipidios em camundongos C57B/16 (DIO), que levam a mutacdes poligénicas mais comumente

encontrada em humanos com obesidade (Lutz & Woods 2012).

A primeira etapa desta sequéncia de resultados € a caracterizacdo e avaliacdo das
alteracOes fenotipicas esperadas apos inducdo de obesidade nos camundongos submetidos a
dieta hiperlipidica. Na figura 18 estdo descritos alguns parametros para validacdo do modelo:
ganho de peso, glicemia, resisténcia a insulina e lipidemia. Em A, pode-se observar que no
inicio da dieta ndo héa diferenca de peso entre camundongos dos dois grupos (figura 18A) e que
com o decorrer do tempo de tratamento, hd maior ganho de peso no grupo HFD (p<0,05) quando
comparado ao grupo que recebeu dieta normolipidica (figura 18B). Nao foi observado diferenca
nos niveis séricos de triglicerideos, colesterol e na glicemia apos jejum de quatro horas entre 0s
grupos ND e HFD (figura 18E, F e G), entretanto no teste de tolerancia a glicose (figura 18E),
o grupo HFD apresentou pico glicémico superior ao grupo ND, mantendo nivel de glicose alto
apo6s 30 minutos da ingestdo de glicose, caracterizando quadro de intolerancia a glicose. O
grafico 18C representa a ingesta caldrica dos grupos controle e do grupo de camundongos
alimentados dieta hiperlipidica, no qual se observa uma maior ingestdo calérica diaria pelo

grupo DIO.
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Figura 18 Caracterizacdo do modelo de obesidade induzida por dieta hipercaldrica. Foram
comparados os grupos alimentados com dieta hipercaldrica (HFD) versus dieta normolipidica
(ND) em relagdo ao peso corporal no dia 01 da dieta (A) e no decorrer da dieta (B) e ingesta
calorica didria média (C). Dados representativos de experimentos independentes, com n=5 a 15
por grupo. Em D, observa-se medida glicémica dos grupos ND e HFD em jejum de 4h. Em E
observa-se teste de tolerdncia & glicose comparativo entre os grupos HFD versus ND e em D,
glicemia apos jejum de 4 horas. Em F e G, observa-se dosagem de triglicerideos e colesterol por
ensaio colorimétrico. * para p<0,05.
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4.8 Avaliacdo do perfil de citocinas em camundongos submetidos a dieta

hiperlipidica

A leptina € um horménio com papel fundamental na regulacdo do balanco energético,
atuando no hipotalamo e suprimindo a ingesta. Individuos obesos comumente apresentam
resisténcia hipotalamica a leptina, devido ao aumento excessivo dos niveis circulantes desta
adipocina em consequéncia da expansdo do tecido adiposo. Assim, uma das caracteristicas
importantes para validacdo do modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica é a
quantificacdo dos niveis séricos de leptina. Na figura 19A, observamos que os camundongos

HFD apresentaram leptinemia superior ao grupo de camundongos controle.

A correlacdo dos niveis elevados de MCP-1/CCL2 e obesidade induzida por dieta vem
sendo reportada em diversos estudos, entretanto, neste estudo ndo foi possivel observar
diferenga nos niveis séricos desta quimiocina quando comparamos camundongos sob dieta
normolipidica e camundongos que receberam HFD (figura 19B).
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Figura 19 Avaliacéo do perfil inflamatorio de camundongos C57B/16 sob dieta HFD. ND- Grupo controle e

HFD —grupo de experimental de obesidade. A quantificacdo das adipocinas foi realizada por ELISA. Graficos
representados por mediana e desvio-padrdo. Para * p<0,05.
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4.9 Avaliacdo da expansdo dos diferentes depositos de tecido adiposo.

A obesidade é definida pelo aumento exacerbado de tecido adiposo branco. Na figura 20
A, podemos observar a diferenca de tamanho entre o0 camundongo controle e 0 camundongo
que recebeu dieta enriquecida em lipidios. Esta diferenca é atribuida ao aumento de tamanho
dos principais depdsitos de tecido adiposo branco do camundongo submetido a dieta high-fat,
como observado nas imagens B e C, onde estdo evidenciados os depositos de tecido adiposo

subcutaneo inguinal e o depdsito perigonadal/epididimal, respectivamente (figura 20B-C).

Tal como demonstrado em pacientes obesos neste estudo, os depositos de tecido adiposo
branco murino também apresentam diferencas em relacéo a coloragéo e tamanho. Na figura 21
demonstramos o importante aumento de tamanho dos diferentes depdsitos de tecido adiposo
branco subcutaneo e visceral (epididimal, mesentérico e retroperitoneal), apés dieta
hiperlipidica. Pudemos também observar diferencas no tamanho do tecido adiposo dentro de
um mesmo grupo. Assim, fomos avaliar a hipertrofia dos diferentes depositos de tecido adiposo
em camundongos ND e HFD.

Na figura 22 pode-se observar claramente a diferenca do tamanho dos adipdcitos entre os
quatro depdsitos de tecido adiposo de camundongo com ingesta de dieta normolipidica (ND).
Em camundongos sob dieta hiperlipidica (HFD) esta discrepancia continua sendo verificada,
ainda que de forma mais sutil. No grupo ND, os tecidos adiposos subcutaneo e retroperitoneal
embora possuam variabilidade consideravel do tamanho dos adip6citos maduros, em sua grande
maioria, estas células ndo estdo muito hipertrofiadas. Ha4 também grande presenca de células
adiposas em diferenciacdo (multiloculares). O tecido mesentérico (VC) apresenta uma maior
uniformidade de tamanho de adipécito maduro e com matriz extracelular espessa separando
estas células. O tecido epididimal é o depdsito de tecido adiposo que aparenta ter um menor

namero de células em diferenciacdo e que apresenta adipocitos maiores.

Em camundongos HFD, ocorre uma hipertrofia importante em todos os quatros tecidos
adiposos exibidos, além de ser possivel observar uma “padroniza¢do” no tamanho dos
adipdcitos dentro de um mesmo depdsito de tecido adiposo. Com intuito de quantificar estas
diferencgas observadas tanto entre tecidos quanto entre dieta normal versus dieta hiperlipidica,
foi feita uma andlise no programa Image J baseada no nimero de pixels contados através da
marcacdo de membrana celular. A quantificagdo do tamanho médio da célula adiposa se da de
maneira indireta, entendendo-se que quanto maior o nimero de pixels marcados, menor o
tamanho do adipocito. Na figura 22B mostramos a quantificacdo do tamanho médio dessas

células, no gréfico representadas por area (pixels).
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Em camundongos ND, o tamanho médio dos adipdcitos néo variou entre tecido SC e VC.
Este primeiro, no entanto, dispde de adipdcitos menores quando comparado ao tecido
retroperitoneal. Como observado na imagem em H&E, o tecido epididimal dispde de células de
maior tamanho. No camundongo HFD, todos os depdsitos tiveram aumento significativo no
tamanho de células adiposas e o depdsito de tecido epididimal é o que apresentou maior

hipertrofia em consequéncia da dieta (figura 22B).
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Figura 20 Foto representativa de aumento de peso induzido por dieta hipercalérica. Camundongos
C57BL/6J machos submetidos a dieta controle (ND) e dieta hipercalérica (HFD). Em B e C, as setas amarelo e
cinza indicam o tecido adiposo subcutaneo inguinal e epididimal, respectivamente
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Figura 21 Medidas de peso de diferentes depdsitos de tecido adiposo branco. Em A, observa-se diferentes
depositos de tecido adiposo branco de camundongos C57BL/6J machos submetidos a dieta controle (ND) e dieta
hipercaldrica (HFD). Imagens obtidas através de camera fotografica digital com zoom e tamanho da imagem
medido através de régua de 30cm. Em B, C, D e E, encontram-se 0s pesos de tecido adiposo subcutaneo inguinal,
epididimal, visceral e retroperitoneal respectivamente. * p< 0,05, teste Mann-Whitney.
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Figura 22 Avaliacdo da hipertrofia de tecido adiposo. A) Amostras de tecido adiposo subcutdneo (SC),
epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) foram coradas com solugdo de hematoxilina-eosina. As
imagens foram obtidas em microscopia convencional com mesmo aumento (40x). Todas as modificactes de
tamanho de imagem para montagem da figura foram feitas de forma acoplada. B) Quantificagdo do tamanho
médio de adip6citos. Uma sequéncia de 5 imagens de cada amostra de tecido adiposo subcutaneo (SC), epididimal
(EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongos C57BL/6J sob dieta normal (ND) e dieta hiperlipidica
(HFD) foi avaliada por programa Image J (NIH) (n=3). O tamanho médio dos adipdcitos é expresso inversamente
ao percentual da area de pixels.
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4.10 Avaliacédo da gota lipidica e proteinas relacionadas em tecido adiposo
branco de camundongo ND x HFD

Assim como mostrado no primeiro bloco de resultados, a avaliagdo do tamanho de gota
lipidica, assim como proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico sdo importantes estratégias
para avaliar a funcdo do tecido adiposo. Deste modo, avaliar a diferenca entre o tamanho dos
adipdcitos entre quatro depdsitos de tecido adiposo de camundongo C57BL/6J e entre

camundongos controle (ND) e o grupo experimental de obesidade (HFD).

Na figura 23A, nota-se uma distingdo bem mais marcante entre o tamanho das gotas
lipidicas intra e intergrupo, sendo bem mais intensa, neste tipo de anélise, a hipertrofia do tecido

adiposo mesenteérico.

Na figura 23B-C observamos a comparacdo da expressdo de perilipina, importante
proteina de gota lipidica associada a organizagdo estrutural desta organela e metabolismo
lipidico e ATGL que é a lipase da etapa limitante do processo de lipdlise, respectivamente. Tal
como em humanos, ndo ha diferenca da expressao de perilipina nos diferentes depoésitos de
tecido adiposo avaliados e este perfil se mantém mesmo apds inducédo de obesidade mediada
por dieta. Entretanto, ao contrario do observado nos tecidos adiposos em humanos, nao
observamos diferencas na expressdo de ATGL nos depositos de tecido adiposo branco do grupo
controle e 0 mesmo quadro se mantém nos tecidos adiposos de oriundos de camundongos

obesos.
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Figura 23 Avaliacdo do tamanho de gota lipidica em tecido adiposo murino. A) Fragmentos de tecido adiposo
de camundongos sob dieta normolipidica (ND) e dieta hiperlipidica (HFD) foram marcados com sonda lipidica
Bodipy® 493/50 (vermelho) e o ndcleo das células marcado com DAPI (verde). As imagens foram capturadas
por microscopia confocal e 20x de magnificacdo. Lisados proteicos de tecido adiposo branco subcuténeo (SC),
epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongo sob dieta normal (ND) e dieta hiperlipidica
(HFD) foram submetidos a anélise por Western blot para perilipina (imagem representativa de 3 experimentos)
(B) e ATGL(C). Ponceau S foi utilizado como controle de carregamento.
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4.11 Inflamacdo em diferentes depdsitos de tecido adiposo branco em

camundongos ND versus HFD

Como descrito anteriormente, PPARY ¢ um fator de transcrigdo extremamente importante
na adipogénese assim como na manutenc¢do da célula adiposa madura, além de ser ponto chave
na regulacéo da producéo/inibicao de diversas citocinas. Na figura 24, verifica-se a diminuicao
do nivel de PPARy1 nos depdsitos de tecido adiposo de camundongos HFD. Além deste fato
curioso, podemos observar que mesmo nos camundongos sob ingesta de dieta normal, ocorre
variacdo desta isoforma em relacdo aos distintos depoésitos de tecido adiposo, embora mais
discreta do que a observada nos camundongos HFD. Em relacdo a expressdo da isoforma
PPARY2, nao observamos diferengas significativas entre os diferentes depositos de tecido

adiposo branco, embora note-se uma maior variabilidade nos tecidos de camundongos obesos.

O papel do PPARY na regulagdo da resposta inflamatoéria através da supressdo de NF-kB
ja é bem descrito na literatura. Através desta via, ocorre diminui¢do de TNF-a mediada por
PPARYy. Entdo, com a finalidade de observar se isso era observado nas amostras de tecido
adiposo de camundongo high fat diet que tém diminuicdo desta proteina, realizamos ensaio de
imunodetecgdo para TNF-o. Foi possivel observar tal fendmeno em apenas um de dois
experimentos realizados com camundongos ND versus HFD, na analise desta citocina por
Western blot. A primeira imagem na figura 25 é referente também a imagem da andlise de
PPARYy por Western blot, sendo assim, foi possivel verificar esta correlacdo entre PPARy e
TNFa. Porém, de forma interessante, este fendmeno ndo foi verdade para a amostra de tecido
adiposo subcutaneo do animal HFD. Na quantificagcdo de TNF-a por ELISA, em outro conjunto
de amostras, ndo observamos diferenca nos niveis desta citocina quando comparamaos 0s grupos
ND e HFD.

Conforme descrito na secao 4.6 deste trabalho, leptina, adiponectina e MCP-1/CCL2 séo
importantes adipocinas secretadas pelo tecido adiposo e que apresentam niveis elevados em
quadro de obesidade. Na analise destas citocinas em WAT de camundongos ND versus HFD
(figura 26), ndo observamos diferencas entre os distintos depositos gordurosos, entretanto, nota-
se tendéncia para maior presenca de leptina em todos os depositos de tecido adiposo branco nos
camundongos HFD, exceto o tecido visceral (figura 26A). O mesmo se observa na analise de
MCP-1/CCL2, onde os depdsitos EP e RP de camundongos obesos parecem apresentar

tendéncia para niveis superiores aos depdsitos oriundos de camundongos ND (figura 26D).

A leptina sintetizada por adipdcitos sinaliza autocrinamente nestas células através de
receptores LEPR. Entdo com o objetivo de avaliar se 0 aumento excessivo de leptina circulante

na obesidade, leva também a um prejuizo na sinalizagdo deste hormonio no tecido adiposo,
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avaliamos em camundongo submetidos a dieta hiperlipidica a expressdo desta proteina nos
quatros depésitos de tecido adiposo em estudo. Resultados preliminares da analise de receptor
de leptina mostram que ocorre supresséo total de LEPR nos tecidos SC, EP e VC, o0 que néo foi

observado no tecido adiposo retroperitoneal figura (26B).
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Figura 24 Comparacio da expressio de PPARy em diferentes depositos de tecido adiposo. Lisados proteicos
de tecido adiposo branco subcutaneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongo
sob dieta normal (ND) e dieta hiperlipidica (HFD) foram submetidos a analise por Western blot para PPARy. (A)
Comparacdo de PPARy2 (58kDa) e PPARy1 (55kDa) em amostras de tecido adiposo de camundongo ND versus
HFD. Gréaficos da analise densitométrica das duas isoformas de PPARy (B e C). B-actina foi utilizada como
controle de carregamento de proteinas (n=3).
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Figura 25 Comparagéo da expressdo de TNF-a em diferentes depdsitos de tecido adiposo. Lisados proteicos
de tecido adiposo branco subcutaneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongo
sob dieta normal (ND) e dieta hiperlipidica (HFD) foram submetidos a analise por Western blot (A) (n=2) e
ensaio imunoenzimético (B, n=3) para TNF-a.
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Figura 26 Quantificacio de adipocinas em lisado de tecido adiposo. Lisados proteicos de tecido adiposo branco
subcutaneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongo sob dieta normal (ND) e
dieta hiperlipidica (HFD) foram submetidos a analise por ELISA para avaliacéo de leptina, adiponectina e MCP-
1/CCL2 (A, C e D) (n=3). Em B, observa-se avaliacdo do receptor de leptina em amostras de tecido adiposo

branco de camundongos ND versus HFD (n=1).
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4.12 Comparacdo da contribuicdo de adipécitos e da fracdo estromal

vascular para o quadro inflamatdrio crénico presente na obesidade

A diferenca na secre¢do de leptina entre tecido adiposo subcutaneo e o omento em
humanos ja foi largamente descrita na literatura (Van Harmelen et al. 1998; Gottschling-zeller
et al. 1999; Tchkonia et al. 2013). Entretanto, a comparacao dos diferentes depositos de tecido
adiposo branco em camundongos, assim como a avalia¢do da contribuicdo de cada fracdo do
deste 6rgdo ainda precisa ser mais bem estudada. Para isso, avaliamos a secre¢do de leptina em
sobrenadante de cultura de adipocitos maduros primérios e sobrenadante de adipocitos
diferenciados in vitro. Na figura 27A, a0 compararmos a secrecao de leptina entre os tecidos
do grupo ND, observamos que o deposito SC difere apenas do tecido VC (p<0,05). Ja no grupo
HFD, ocorre mudanca deste perfil, onde o adipécito do tecido EP secreta maior quantidade
deste horménio quando comparado ao tecido visceral (p<0,05). Avaliamos também se
adipdcitos de cada depdsito de tecido adiposo branco variava na condicdo de dieta
normolipidica e high-fat diet. Verificamos que os adipocitos dos depoésitos epididimal e
retroperitoneal apresentam maior secrecdo de leptina quando o camundongo esta sob dieta
hiperlipidica (p<0,05) (figura 27A).

Avaliamos também se 0 mesmo perfil descrito acima se repetia quando pré-adipdcitos da
fracdo estromal vascular fossem colocados em diferenciacdo in vitro. Podemos observar no
gréfico C dafigura 27, que ndo ha diferenca significativa na secrecdo deste hormdnio em células
oriundas de diferentes depositos de tecido adiposo de camundongos submetidos as dietas
normolipidica ou hiperlipidica. Adipdcitos diferenciados in vitro de tecido adiposo SC e RP
apresentam secrecao de adiponectina em niveis semelhantes, enquanto as células derivadas de
tecido adiposo VC apresentam discreta producdo desta adipocina (figura 27D). De maneira
interessante, adipdcitos diferenciados in vitro de tecido adiposo EP de camundongo controle
ndo produzem adiponectina em niveis detectaveis no ensaio utilizado (figura 27D).

No intuito de investigar se a diferenca observada no gréafico A era em decorréncia da
quantidade de leptina produzida ou apenas da diferenca no processo secretorio dos adipocitos,
avaliamos os lisados proteicos dos adipdcitos maduros primarios. Na figura 27B, apenas 0
tecido adiposo subcutaneo apresenta uma possivel diferenca na quantidade de leptina retida nos
adipocitos (p<0,057). Todas as outras células oriundas de tecido EP, VC e RP néo diferem neste

parametro.

Na avaliacdo do sobrenadante da fracdo estromal vascular enriquecida em pré-adipocitos

0s niveis de leptina ficaram abaixo do nivel de deteccéo.
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O aumento de MCP-1/CCL2 plasmatico em consequéncia de dieta hiperlipidica ja foi
reportado em diversos estudos (Kanda et al. 2006), entretanto a maior parte destes estudos sao
realizados em modelos in vitro de obesidade, com células 3t3-L1(Fasshauer et al. 2004). Desta
forma, a investigacao da contribuicdo de cada fracdo do tecido adiposo torna-se essencial para

0 quadro caracterizacdo do quadro inflamatorio em relacdo a esta adipocina.

Fomos investigar a contribuicdo de adipdcitos maduros primarios, fracdo estromal
vascular enriquecida em pré-adipécitos e em adipdcitos diferenciados in vitro, na secrecdo de
MCP-1/CCL2. Na figura 28A, comparamos a secrecdo de MCP-1/CCL2 entre de adipdcitos
oriundos de depositos de tecido adiposo de camundongos sob dieta normolipidica, de depdsitos
de tecido adiposo de camundongos HFD e entre os dois grupos. Em adipdcitos maduros de
camundongos ND, observamos que os adipdcitos oriundos do tecido adiposo EP secretam
maior quantidade de MCP-1/CCL2 quando comparados ao tecido visceral. Nao observamos
diferencas no sobrenadante dos adipdcitos de camundongos HFD. Na comparacéo intergrupos,
adipdcitos de tecido adiposo epididimal de camundongos HFD secretam maior quantidade de

MCP-1/CCL2 em comparacdo a dieta normolipidica.

A contribuicdo da fracdo estromal vascular enriquecida em pré-adipdcitos foi avaliada na
figura 28C, embora ndo tenhamos observado diferenca entre os depdsitos de camundongo ND,
de camundongos HFD, a fracdo estromal vascular do tecido adiposo epididimal de
camundongos sob dieta high-fat apresenta maior secrecdo de MCP-1/CCL2 do que a FSV do
tecido epididimal de camundongos ND (p<0,057).

Na diferenciacdo de adipdcitos in vitro (figura 28B) as células de tecido adiposo
subcutaneo HFD secretaram maior quantidade de MCP-1/CCL2 quando comparados a células
do tecido adiposo retroperitoneal HFD (p<0,05). Nenhuma diferenca foi observada em relagéo

a secrecdo desta quimiocina entre 0s dois grupos dieta

Na avaliacdo de TNF-a em adipdcitos maduros oriundos de tecido adiposo ND e HFD,
ndo observamos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos e intragrupos. Em
sobrenadantes de cultura de FSV enriquecida em pré-adipécitos e de adipdcitos diferenciados
in vitro, TNF-a ficou abaixo do nivel de detec¢do do ensaio (figura 29A). Em relagdo a
interleucina-6, adipdcitos diferenciados in vitro oriundos de tecido adiposo retroperitoneal de
grupo controle de camundongo C57B/16 secretam menor quantidade desta citocina quando
comparado ao SC, EP e VC (figura 29B).
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Figura 27 Leptina em adipdcitos e fracdo estromal vascular. Sobrenadante de cultura de 24h de adipdcitos
maduros primarios - MAD (A), sobrenadantes de cultura de 10 dias de adip6citos diferenciados in vitro (B) e
lisado proteico de adip6citos maduros primérios (C) de tecido de adiposo subcutaneo (SC), epididimal (EP),
visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongos C57B/16 sob dieta ND x HFD (n=4). Em D, observa-se
avaliacéo de adiponectina em cultura de 14 dias de diferenciacéo in vitro de células derivadas de camundongo
controle por meio de ELISA (n=1 com triplicata técnica). * para p<0,05.
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Figura 28 MCP-1/CCL2 em adipécitos e fragdo estromal vascular. Sobrenadante de cultura de 24h de
adipdcitos maduros primarios - MAD (A), sobrenadantes de cultura de 10 dias de adipécitos diferenciados in vitro
(B) e sobrenadantes de cultura da fragéo estromal vascular enriquecida em pré-adipécitos (C) de tecido de adiposo

subcutaneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongos C57B/16 sob dieta ND x
HFD (n=4). * para p<0,05.
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Figura 29 Citocinas em adipdécitos primarios e diferenciados in vitro. Sobrenadante de cultura de 24h de
adipdcitos maduros primarios — MAD de tecido de adiposo subcutaneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e
retroperitoneal (RP) de camundongos C57B/I6 sob dieta ND x HFD (n=4) e sobrenadantes de cultura de
adipdcitos diferenciados in vitro (B) de camundongos ND (n=1). * para p<0,05.
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4.13 Analise da modulacédo de macro6fagos por adipocitos e pré-adipocitos de

distintos depositos de tecido adiposo de camundongos ND versus HFD

Corpusculos lipidicos (CL) ou gotas lipidicas sdo organelas presentes em praticamente
todo tipo de célula (Murphy 2001). No estado de repouso, estas organelas estdo presentes em
pequeno numero em células do sistema imune. Entretanto, diferentes tipos de estimulos e
patologias levam a um rapido aumento no nimero e tamanho de corpusculos lipidicos em
leucdcitos. Assim, o aumento de CL em leucdcitos estd frequentemente associado a processos
infecciosos e inflamatdrios e consequentemente, a ativacdo destas células (Bozza et al. 2009).
No quadro de obesidade, o tecido adiposo branco apresenta um infiltrado leucocitario
importante e macrofagos constituem a maioria destas células, apresentando majoritariamente
um perfil inflamatdrio (Curat et al. 2006; Yu et al. 2006; Prieur et al. 2011).

Com o intuito de avaliar se haveria diferentes niveis de ativacdo destas células mediado
por adipdcitos oriundos de diferentes depositos de tecido adiposo, macréfagos derivados de
medula 6ssea foram estimulados com meio condicionado de adipdcitos de camundongo
C57B/16 sob dieta normolipidica. Na figura 30A, observamos aumento de corpusculos lipidicos
marcados com Oil Red O em macrofagos estimulados com meio condicionado de adipdcitos
isolados do tecido adiposo visceral quando comparados ao estimulo com MAD de tecido
subcutéaneo e epididimal, embora este aumento ndo tenha sido significativo apés a quantificacdo

de pixels por meio do software Image J (figura 30B).

Fomos entdo observar se este padrdo se mantinha ao analisarmos a formacéo de
corpusculos lipidicos por meio da expressdao da proteina ADRP em macréfagos estimulados
com MAD de camundongos ND e HFD. Na figura 30C, esta representado Western blot para
proteina ADRP (n=4). Embora haja uma variabilidade importante nos diferentes ensaios, 0
MAD de tecido SC de camundongo ND parece tender a uma maior expressdo de ADRP do que

0 MAD de tecido SC de camundongo HFD, assim como em comparagdo com 0s outros tecidos.

A modulacdo de macrofagos para um perfil mais pro-inflamatério (M1) ou anti-
inflamatério (M2), através dos meios condicionados de adipdcitos maduros oriundos de
diferentes depdsitos de tecido adiposo também nos despertou interesse. Assim, fomos investigar
esta modulacéo atraves da expresséo de arginase (perfil M2) e iNOS (perfil M1). Na figura 30D
e 30F, podemos observar que ndo ha diferenca da expressdo de arginase nos macrofagos
estimulados com MAD de camundongos ND X HFD. Nao foi possivel detectar expressdo de
INOS neste ensaio. Ao estimularmos macréfagos derivados de medula com o meio
condicionado de adipocitos maduros de diferentes depositos de tecido adiposo de camundongos
controle e camundongos sob dieta hiperlipidica, observamos aumento da secre¢do de MCP-
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1/CCL2 apenas na comparacdo entre o estimulo com MAD de tecido adiposo epididimal ND e
HFD (figura 31A). Nao observamos diferencas no perfil de secre¢do de TNF-a de macréfagos
estimulados com diferentes MAD de camundongos ND e/ou HFD (figura 31B). Na comparagéo
entre a modulacdo de macrdfagos pela fragcdo estromal vascular enriquecida de pre-adipocitos
de diferentes depdsitos de tecido adiposo de camundongos controle, pudemos verificar que o
meio condicionado de FSV de tecido adiposo VC induz uma maior secre¢do de MCP-1/CCL2
por macréfagos quando comparados as células dos outros tecidos (figura 31C).

Em quadro de obesidade, assim como outras citocinas, os niveis de interleucina 6 também
estdo aumentados. Estudos realizados com explante de tecido humano demonstraram que o
tecido visceral secreta maior quantidade de IL-6 (Fain et al. 2004). Embora adip6citos maduros
sejam capazes de secretar IL-6, eles ndo sdo os Unicos tipos celulares no tecido adiposo que
contribuem para o aumento dos niveis desta citocina no quadro de obesidade. A fracdo estromal
vascular do tecido adiposo é constituida por uma variedade de células tais como fibroblastos,
pré-adipdcitos, células tronco-mesenquimais e leucdcitos. Na avaliacdo da modulacdo de
macrofagos por meio condicionado de FSV enriquecida em pré-adipdcitos, observamos que o
meio de células derivadas do tecido adiposo epididimal induziu um grande aumento na secre¢cdo
de IL-6 por macrofagos quando comparados ao tecido SC e também quando comparamos com

0s outros depositos de tecido adiposo viscerais (intraperitoneais) (figura 31D).
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Figura 30 Formacao de corpusculos lipidicos por meio condicionado de adipdcitos. A) Macréfagos estimulados
com meio condicionado de adipécitos maduros primarios de tecido adiposo subcutaneo (SC), epididimal (EP) e
visceral (VC) de camundongo C57B/16 ND. CT entende-se por macrofagos que receberam apenas o meio de cultivo
de adipdcitos maduros. Nas imagens, o nlcleo foi marcado com DAPI (azul) e os corpusculos lipidicos (CL) foram
marcados com Oil Red O (ORO) em vermelho. Em B observa-se quantificacdo de CL pelo software Image J (n=1,
com triplicata técnica). Em C e D observa-se Western blot para ADRP e Arginase de cultura de macréfagos de medula
estimulados com meio condicionado de adip6citos maduros de diferentes dep6sitos de tecido adiposo de camundongo
ND x HFD (imagens representativas, n=4).
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Figura 31 Perfil de secrecdo de citocinas por macrofagos estimulados com MAD e meio condicionado de FSV.
Observa-se em A e B a avaliagdo do sobrenadante da cultura de 24h de macréfagos estimulados com meio
condicionado de adip6citos maduros oriundos de tecido adiposo subcutaneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e
retroperitoneal (RP) de camundongos ND e HFD por meio de ensaio imunoenziméatico para MCP-1/CCL2 e TNF-a
(n=4). Em C e D, estdo representados graficos da analise do sobrenadante da cultura de 24h de macréfagos estimulados
com meio condicionado da fracdo estromal vascular (FSV) de tecido adiposo SC, EP, VC e RP de camundongos

controle (n=1, com triplicata técnica). * para p<0,05.
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4.14 Avaliacdo da capacidade adipogénica de pré-adipocitos derivados de

diferentes depdsitos de tecido adiposo em camundongos ND x HFD

A hipertrofia do tecido adiposo e 0 processo de disfuncdo tecidual estdo intimamente
ligados e diretamente relacionados ao desenvolvimento de sindrome metabolica na obesidade.

Sabe-se que o processo de hipertrofia e hiperplasia de tecido adiposo branco ocorre apos
desafio com dieta high-fat, contribuindo para a expansdo deste 6rgdo (Sambasivarao 2013).
Entretanto este processo ndo ocorre de maneira semelhante para todos os depdsitos de tecido
adiposo. A maior parte dos estudos em adipogénese estabelece comparacGes entre o tecido
adiposo subcutaneo inguinal e tecido adiposo epididimal, este ultimo utilizado como
representante de tecido adiposo visceral. Porém, no decorrer do desenvolvimento do quadro de
obesidade h& expansao de outros depositos de tecido adiposo que contribuem também para as

alteracbes metabdlicas presentes em obesos, conforme exemplificado nos resultados acima.

Assim, fomos investigar a capacidade adipogénica entre o tecido adiposo subcutaneo e
trés diferentes depoésitos de tecido adiposo intraperitoneal (EP, VC e RP) tanto em
camundongos controle quanto em camundongos com obesidade induzida por dieta

hiperlipidica.

Pudemos verificar como demonstrado na figura 32 que as células derivadas de tecido
adiposo de camundongo sob dieta normolipidica tem maior capacidade adipogénica do que as
células derivadas de tecido adiposo de camundongos obesos. Na figura 32A, observamos um
grande acumulo de gotas lipidicas nas células derivadas de tecido adiposo SC ND quando
comparados ao tecido adiposo SC HFD, ou comparado com 0s outros depoésitos de tecido
adiposo. O tecido retroperitoneal apresenta-se em segundo lugar na capacidade adipogénica e
também foi possivel observar diferencas entre camundongos ND x HFD. As células derivadas
de tecido adiposo EP ND apresentam discreto acimulo de lipidios, enquanto o mesmo nao pode
ser observado nas células de tecido adiposo EP HFD. Nenhum potencial adipogénico pode ser
observado nos pré-adipécitos derivados tanto de tecido adiposo de camundongo ND quanto de
camundongos obesos. Na avaliacdo da expressao de perilipina, demonstrado na figura 32B, 0

mesmo perfil pode ser observado.
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Figura 32 Avaliacéo do potencial adipogénico. Em A, células provenientes de diferentes depositos de tecido
adiposo branco — subcuténeo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongos ND e
HFD foram induzidas a diferenciacdo adipogénica. Imagens obtidas através de camera digital com objetiva de
10x de magnificagdo em microscopio dptico no 10 dia apds inducédo adipogénica. Em B observa-se Western blot
para perilipina na cultura de adipdcitos diferenciados in vitro.
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4.15 Quadro de resumo de resultados

Tabela 11 Comparacéo das caracteristicas de tecido adiposo humano e murino

Variavel

Humano

Camundongo obeso

Tamanho do adipécito

Igual

Maior em EP

Proteinas de gota lipidica

Perilipina e PLIN1 mRNA
igualmente expressos em SC, PP e
VC.

Igual em perilipina

Lipases envolvidas no
processo de lipolise

HSL igualmente expressos em SC,

Igualmente expresso em

PP e VC. todos os WAT
. ~ Igualmente expresso em
Maior expressao de ATGL no PP todos os WAT

Adipocinas em WAT

Leptina maior em SC vs. VC

Leptina igual em todos os
tecidos

Adiponectina maior em VC

Adiponectina igual em
todos os tecidos

MCP-1/CCL2 maior em PP vs. VVC

MCP-1/CCL2 igual em
todos os tecidos

TNF-a igual em todos os tecidos

TNF-a igual em todos os
tecidos

Tabela 12 Comparagcéo das caracteristicas de tecido adiposo de camundongo ND versus HFD

Variavel

Camundongo ND

Camundongo HFD

Peso do tecido ()

SC=EP.>VC > RP

SC=EP.>VC =RP

Tamanho do adipdcito

Menor em SC

Maior em EP

EP=VC=RP

SC=VC=RP

Proteinas de gota
lipidica

Igual em perilipina

Igual em perilipina

Lipases envolvidas no
processo de lipdlise

Igual em ATGL

Igual em ATGL

Adipocinas em WAT

Leptina igual em todos os tecidos

Maior que ND.

Leptina igual em todos os
tecidos

Adiponectina igual em todos 0s
tecidos

ND = HFD

Adiponectina igual em todos

os tecidos

MCP-1/CCL2 igual em todos os
tecidos

Maior que ND.

MCP-1/CCL2 igual em todos

os tecidos

TNF-a igual em todos os tecidos

ND = HFD

TNF-a igual em todos os
tecidos
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Tabela 13 Comparagao entre adipécitos e FSV em camundongos ND versus HFD

Variavel

Camundongo ND

Camundongo HFD

Adipdcitos maduros

Maior que ND em EP e
RP

Leptina maior em SC vs. VC

Leptina maior em EP vs.
VC

Maior que ND em EP e
RP

MCP-1/CCL2 maior em EP vs. VC

MCP-1/CCL2 maior em
EP vs. VC

ND = HFD

TNF-a igual em todos os tecidos

TNF-a igual em todos os
tecidos

Modulacdo de Macréfagos

ADRP Inconclusivo Inconclusivo
Perfil M1 (iNOS) Sem marcacao Sem marcacao
Perfil M2 (arginase 1) |lgual em todos os tecidos Igual ao ND

MCP-1/CCL2

Igual em todos os tecidos

Maior em EP (MAD)

TNF-a

Adipdcitos
diferenciados in vitro

Igual em todos os tecidos

Adiponectina igual em todos 0s
tecidos

Igual em todos os tecidos

Maior que ND

Adiponectina maior em
RP vs. VC

Leptina igual em todos os tecidos

ND = HFD

Leptina igual em todos 0s
tecidos

MCP-1/CCL2 igual em todos os
tecidos

Maior que ND

MCP-1/CCL2 igual em
todos os tecidos

Adipocinas -FSV

Adiponectina maior em RP

MCP-1/CCL2 igual em todos os
tecidos

ND = HFD

MCP-1/CCL2 igual em
todos os tecidos

IL-6 menor em RP

Capacidade
adipogénica

SC > RP >EP =VC

Menor que ND

SC >RP >EP =VC
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5 DISCUSSAO
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Obesidade € uma doenga com grande impacto no sistema publico de saude. Ainda que o
namero de individuos obesos tenha aumentado de maneira preocupante nas Ultimas décadas,
pode-se dizer que esta doenga ainda tem sido tratada negligentemente. Obesidade € uma doenca
de carater complexo, com dimensdes sociais e psicologicas sérias e que atinge virtualmente
todas as idades e grupos socioeconémicos, abrangendo paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (WHO 2008).

O crescimento do numero de individuos obesos deve-se ao aumento da ingesta calérica e
reducdo do gasto energético. Este consequente aumento da massa de tecido adiposo tem sido
correlacionado com o desenvolvimento de diversas outras co-morbidades, principalmente
diabetes Mellitus tipo Il, doencas cardiovasculares e cancer, aumentando o risco de morte
prematura e maior mortalidade por todas as causas. Esta associagdo deve-se ao fato de que
individuos obesos comumente apresentam de um quadro moderado de inflamacé&o cronica e que
esta inflamacdo leva a um crescente infiltrado de macrdfagos e outras células do sistema imune
no tecido adiposo. Assim como as células do sistema imune, os adipdcitos e pré-adipdcitos sao
capazes de secretar uma variedade de moléculas pré e anti-inflamatérias que atuam de forma
parécrina e sistémica, contribuindo para as alteragdes clinicas presentes no obeso (Harford et
al. 2011).

Entretanto, observa-se que nem todos os individuos obesos estdo com o risco aumentado
de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Wildman et al. 2008). Essa observagao levou
ao surgimento do termo “obesidade saudavel” ou MHO, do inglés metabolically healthy
obesity. O termo obesidade saudavel descreveria um fenétipo onde o individuo obeso nédo
apresenta anormalidades metabdlicas, como por exemplo resisténcia a insulina, dislipidemia,

hipertensao e/ou um perfil inflamatério desfavoravel (Phillips 2013).

Embora a mengdo a existéncia de fendtipos metabdlicos saudaveis ou ndo-saudaveis em
individuos obesos tenha sido feita desde da década de 90 (Ruderman et al. 1998), ainda ndo ha
0 estabelecimento de quais critérios levados em consideracdo para definicdo do fen6tipo MHO.
Diversos estudos vém sendo realizados para avaliacdo do fenétipo MHO, entretanto diferencas
no desenho do estudo como tamanho da coorte, idade, etnia, assim como a adocdo de
discrepante de critérios de inclusdo ou corte (resisténcia a insulina, pressao sanguinea e
glicemia, mediadores inflamatdrios, cintura pélvica e IMC) tem sido um dificultador na

comparacéo entre estes estudos (Phillips 2013).

A avaliacdo de mediadores inflamatorios tem despertado interesse no que consta a
definicdo de MHO. Marques-Vidal e colaboradores mostraram em recente estudo que pacientes

obesos com o perfil metabolicamente saudavel apresentavam niveis plasmaticos baixos de
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interleucina-6 e TNF-a, assim como uma diminui¢do de na dosagem de proteina C reativa

quando comprados a individuos com o perfil metabdlico alterado (Marques-Vidal et al. 2012).

O grupo de pacientes avaliados neste estudo foram selecionados por critérios que
incluiam IMC acima de 35 (obesidade grau Il), ndo obstante a maior parte dos individuos
possuiam obesidade morbida (tabela 6). De maneira surpreendente, ao avaliarmos o perfil
inflamatorio destes pacientes, observamos que em relacdo a mediadores inflamatérios
comumente descritos na literatura como elevados em individuos obesos (TNF-a, IL-6, MCP1,
PAI-1, resistina, entre outros), pudemos verificar que estes apresentavam niveis iguais ao até
mesmo inferiores ao grupo controle (figura 9). Embora este perfil inflamatorio reduzido, assim
como o fato de a maior parte dos pacientes estudados ndo apresentarem resisténcia a insulina e
diabetes (tabela 4-1 e figura 9), possa levar a uma inferéncia para um perfil semelhante 8 MHO,

varios fatores devem ser levados em consideracdo antes da conclusao deste diagnostico.

Fatores como genética e determinantes ambientais como dieta e exercicio devem ser
considerados antes do estabelecimento do fendtipo MHO. Grande parte dos estudos de grande
coorte que reportam o quadro inflamatorio na obesidade ocorrem em populagdes relativamente
mais homogéneas. Embora, estes estudos tenham trazido avangos impressionantes na
compreensdo das alteraces que ocorrem durante o desenvolvimento da obesidade, é possivel
gue nem todos os achados possam ser transpostos para a populacdo brasileira, uma vez que a

nossa heranca genética é resultado de um grande processo historico de miscigenacao.

A populagéo brasileira vem cada vez mais adotando um estilo de vida americanizado,
principalmente no que concerne a ingestdo de fast food, alimentos industrializados com alto
teor de gordura e acucar. Todavia, ainda possuimos uma importante diversidade cultural que
usa a culinaria como forma de expressdo e possibilita a ingestdo de uma variedade de alimentos
ricos em nutrientes e que podem contribuir para modulagdo do metabolismo e microbiota,
direcionando para um perfil menos inflamado (Vigitel 2017)(Cani & Everard 2016; Candido et
al. 2017).

Além dos fatores heranca genética, alimentacdo e pratica de exercicio, o tempo de
processamento das amostras de sangue deve ser considerado para a explicacdo do perfil de
inflamacédo sistémica encontrado nestes pacientes. N&o obstante a obtencdo do plasma dos
pacientes obesos tenha sido através do mesmo protocolo realizado para o sangue dos
voluntarios higidos, o tempo entre a coleta do sangue e o processamento e congelamento do
plasma variou entre 0s dois grupos. A coleta de sangue dos individuos obesos foi feita durante
momento cirdrgico, sendo processada somente apds o término da cirurgia. Embora as amostras

de sangue tenham sido armazenadas em gelo, o intervalo de até quase 2,5h pode ter sido
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suficiente para a degradacdo de algumas citocinas mais labeis (por exemplo TNF-a) em
comparagdo ao tempo de processamento das amostras do grupo controle, que ocorrem em um
intervalo de cerca de meia hora. Ademais, alguns fatores comportamentais como consumo de
tabaco, estresse e distdrbios de sono e/ou 0 uso de medicamentos podem ter influéncia direta
no perfil de citocinas circulantes. No entanto, durante a conducéo deste estudo, varias destas

informagdes estavam inacessiveis ou ausentes.

Tendo em vista 0 acima exposto, ainda que tenha sido observado um perfil inflamatério
reduzido nos individuos obesos mdrbidos participantes deste estudo, ha muitos vieses a se

considerar antes da afirmacédo do fenotipo de “obesidade saudavel”.

Embora muito possa ser considerado em relacdo aos fatores que determinem o perfil
metabdlico do grande obeso, acreditamos que um melhor entendimento das alteragdes
moleculares do tecido adiposo em decorréncia do desenvolvimento de obesidade seja a melhor
abordagem para uma maior compreensdo da fisiopatologia desta doenca, de determinantes para
o desenvolvimento de perfil metabolico saudavel ou ndo e para o desenvolvimento de terapias

mais eficientes.

A obesidade é determinada pelo aumento do tecido adiposo branco em decorréncia do
desbalanco entre a ingesta caldrica e gasto de energia. A capacidade do tecido adiposo de sofrer
alteracdes morfologicas, expansdo e armazenamento de energia na forma de lipidios é uma
evolucdo estratégia para garantir a sobrevivéncia durante periodos de falta de comida (Haczeyni
et al. 2017). O tecido adiposo é um oOrgdo de composicdo complexa que constitui-se
principalmente de adipécitos maduros (uniloculares) e da fracdo estromal vascular (células
epiteliais, células tronco-mesenquimais, pré-adipdcitos, macréfagos e outras células imunes).
O tecido adiposo é atualmente considerado o maior 6rgao endocrino em mamiferos, produzindo
uma variedade de hormonios, esteroides, citocinas/adipocinas, tornando assim o adipdcito
como um importante determinante para o ambiente metabdlico local e sistémico (O’Connell et
al. 2010).

Em 1987 Markan e Barton publicaram um trabalho descrevendo caracteristicas
anatdmicas das duas camadas de tecido adiposo subcutdneo humano. Neste trabalho eles
observaram que o0 WAT subcutaneo superficial possuia uma organizacao estrutural diferente da
fracdo do WAT SC profundo (Markman & Barton 1987). Esta observacdo implica que
diferengas na organizagdo tecidual e distribuicdo anatdbmica podem ser importantes
determinantes da funcédo e/ou adaptacdo do tecido adiposo em resposta a alteracdes na demanda
energética. A expansao do tecido adiposo ocorre em dois processos distintos e interligados:
hipertrofia (aumento do volume celular) e hiperplasia (aumento do nimero de células). Na
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presenca de excesso de energia, célula adiposas maduros iniciam o processo de hipertrofia,
aumentando o processo de lipogénese. Se o organismo ndo entra em equilibrio energético, a
hipertrofia é seguida pelo processo de hiperplasia, embora 0s mecanismos que regem estes

processos ainda ndo estejam totalmente esclarecidos.

A associacdo da hipertrofia do adipdcito e disfuncdo tecidual vém sendo reportada em
diversos estudos, nos quais demonstra-se que o tamanho do adipécito é diretamente relacionado
ao metabolismo lipidico e glicolitico mediado por insulina, assim como mudanca para um perfil
de citocinas mais pré-inflamatorio em adipocitos maiores (Salans & Dougherty 1971; Smith
1971; McLaughlin et al. 2016).

Como descrito por Tchoukalova e colaboradores, os diferentes depoésitos de tecido
adiposo variam em relacdo ao tamanho da célula adiposa e essa variacdo de tamanho parece
estar diretamente relacionada as variagfes metabolicas entre os tecidos. Neste estudo os autores
verificaram que existiam diferencas entre o tamanho do adipécito de tecido visceral e
subcutaneo e ainda gue este ultimo apresenta também diferencas entre os depdsitos gordurosos
na regido abdominal (maior hipertrofia) e tecido adiposo subcutaneo localizado na regido
gluteofemoral, deixando uma associacdo importante entre a localizagdo anatémica do deposito
de WAT e a propensdo no desenvolvimento de doencas metabdlicas em decorréncia da
disfuncédo tecidual (Tchoukalova et al. 2008). Em outro estudo, O’Connell e colaboradores
avaliaram o tecido adiposo subcutaneo abdominal e visceral de individuos obesos com presenca
ou auséncia de desordens metabdlicas. Durante este estudo, os autores observaram relacéo
direta entre o tamanho do adipécito do omento e os graus de resisténcia a insulina e de esteatose
hepética. O tamanho do adipdcito oriundo do tecido adiposo subcutaneo também correlacionou-
se com o grau de deposicdo de gordura no figado, no qual os adip6citos maiores apresentavam
maior atividade lipolitica o que poderia contribuir para o maior influxo de &cidos graxos livres
e deposicdo ectdpica desse lipidios, porém ndo se observou correlagdo com os distlrbios
metabdlicos da obesidade (O’Connell et al. 2010; Bremer & Jialal 2013).

Levando em conta estas observacdes, a medida do tamanho do adipdcito é importante na
determinacdo da contribuicdo dos trés depdsitos de tecido adiposo abdominal (SC, PP e VC)
para as alteracbes metabolicas nos individuos obesos considerados neste estudo. Na
visualizagdo do tamanho do adipdcito na imagem de tecido corado em H&E leva-nos a crer que
o tecido adiposo pré-peritoneal apresenta adipécitos mais hipertrofiados do que os tecidos
subcutéaneo e visceral, entretanto na analise por software Image J nenhuma diferenca pode ser
notada (figura 10B-C). Embora este modo de avaliacdo seja interessante para avaliar a area

ocupada por adipécitos, com esta andlise especifica, ndo é possivel quantificar o tamanho das
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células adiposas em micrdmetros. A avaliacdo por meio de software foi escolhida para diminuir
0 viés humano na medida manual do tamanho das células, entretanto o0 método utilizado néo
parece ser 0 mais adequado para esta analise. Diversos estudos vem sendo conduzidos para
estabelecer um método eficiente para medida do tamanho do adipdcito, no entanto ndo existe
um consenso sobre qual método deve ser utilizado (Bjoérnheden et al. 2004; Galarraga et al.
2012).

O aumento do tamanho da célula adiposa é proporcional ao aumento da gota lipidica. A
representacdo desta organela como um deposito de lipidio intracelular inerte ja ndo existe mais.
A gota lipidica ou corpusculo lipidico esta envolvida em diversos processos metabolicos e
regulacdo de sinalizagdo intracelular, aléem da protecdo dos adipdcitos contra lipotoxicidade.
Estas organelas estdo presente virtualmente em quase todas as células e apresentam importante
papel na resposta a estimulos inflamatorios em leucocitos (Bozza et al. 2009). Diversas
proteinas associadas a gota lipidica (proteinas da familia PAT) sdo importantes para estrutura,
funcdo e regulacdo da gota lipidica. A expressdo de ADRP é regulada positivamente na durante
a 0 processo de formacgdo de gota lipidica e é induzida quando adipdcitos sdo expostos a
elevados niveis de acidos graxos livres. A perilipina, é a mais abundante proteina na gota
lipidica de adipdcitos totalmente diferenciados e exerce importante fungdo no processo de
lipolise (Leff & Granneman 2010), entretanto a abundancia desta proteina néo esta relacionada
ao tamanho da célula adiposa, tal como observado na anélise do contelido proteico e expressao
génica nas figura 11 e 23. Estas caracteristicas das proteinas de gota lipidica explicam o0s
resultados obtidos na comparacdo entre o tamanho de gota lipidica e proteinas relacionadas nos

diferentes depdsitos de tecido adiposo humano e murino (figura 11 e 23).

Observamos maior expressao de ADRP em tecido adiposo visceral humano do que no
dep6sito subcutaneo e pré-peritoneal (figura 11). Tal fato pode ser em decorréncia de um
processo de adipogénese ou ao aumento de CL em células da fracdo estromal vascular. Ainda
que o processo de hiperplasia em tecido adiposo ocorra em todos os depositos de tecido adiposo
branco, Drolet e colaboradores demonstraram que o processo de hiperplasia € maior no tecido
subcutaneo (Drolet et al. 2008). Deixando a hip6tese de incremento de corpusculos lipidicos
em células da FSV, principalmente leucdcitos, mais plausivel. Macrofagos sdo o tipo
majoritario de células imunes em tecido adiposo branco. Estas células apresentam um aumento
do nimero de CL quando em presenga de estimulos infecciosos ou inflamatorios, como no
quadro de obesidade (Prieur et al. 2011; Boutens & Stienstra 2016). O aumento de infiltrado
leucocitario em tecido adiposo de obesos ja foi mostrado em diversos estudos (Kranendonk et
al. 2015). Em um estudo recente feito pelo nosso grupo demonstramos que o tecido adiposo

visceral (omento) continha um maior nimero de macr6fagos quando comparados ao tecido
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subcutéaneo e ao tecido pré-peritoneal (Silva et al. 2017). Desta forma, acreditamos que o maior

contetdo de ADRP observado neste ensaio seja resultado desta observacéo.

O aumento o volume abdominal estd relacionado com o desenvolvimento doencas
cardiovasculares e diabetes Mellitus tipo Il. Como ja descrito anteriormente, 0 aumento da
circunferéncia pélvica é resultado da expansao de distintos depositos de tecido adiposo, sendo
trés destes depositos levados em consideracdo neste estudo: o tecido adiposo subcutaneo, pré-
peritoneal e visceral (omento). Triacilglicerdis (TAG) sdo a forma mais eficiente de
armazenamento de energia do organismo, localizados dentro de gotas lipidicas em adipdcitos.
A mobilizacdo de acidos graxos da gota lipidica e sua consequente liberacdo (lipolise) é um
processo extremamente regulado, com participacdo coordenada entre as proteinas estruturais
de gota lipidica e enzimas responsaveis pela hidrolise dos TAG. Dentre essas enzimas, a
proteina HSL ( hormone sensitive lipase) e a desnutrina (ATGL, adipocyte triglyceride lipase)
participam da etapa limitante do processo de lipolise (Birnbaum 2003; Tansey et al. 2004b).
FABP4 (fatty acid binding protein 4) ou aP2 é outra proteina importante na regulacdo do
metabolismo lipidico. Assim como a perilipina, FABP4 se liga a HSL durante a hidrélise de
triacilglicerdis, facilitando a transporte de acidos graxos e consequentemente, facilitando o
processo de lipolise (Jenkins-Kruchten et al. 2003; Bernlohr 2016).

O aumento do influxo de acidos graxos livres causado pela intensa atividade lipolitica do
tecido adiposo branco do grande obesos tem sido associado como uma das causas do
desenvolvimento de resisténcia a insulina e acimulo ectépico de lipidios. Sabe-se que 0 omento
apresenta maior capacidade lipolitica induzida por estimulos adrenérgicos comparado ao tecido
subcutaneo abdominal (Bolinder et al. 1983; Hellmer & Marcus 1992; Hoffstedt et al. 1997),
ainda, Lonnqvist e colaboradores verificaram que o tecido subcutaneo respondia mais
efetivamente ao efeito antilipolitico da insulina (Lénnqvist et al. 1997). A capacidade lipolitica
entre o tecido adiposo subcutaneo e visceral ja foi alvo de diversos estudos, entretanto muito
pouco se sabe a respeito da contribuic¢do do tecido adiposo pré-peritoneal neste quesito. Em um
estudo ndo muito convencional, Enevoldsen e colaboradores mediram in vivo a atividade
lipolitica dos depositos de tecido abdominais subcutaneo superficial, subcutaneo profundo e
pré-peritoneal. Neste trabalho foi observado que o tecido SC superficial apresentava atividade
lipolitica em resposta a estimulo adrenérgico superior aos dois outros depdsitos gordurosos
(Enevoldsen et al. 2001).

Para comparacao do potencial lipolitico entre os diferentes depositos de tecido adiposo
abdominal alvos deste trabalho avaliamos a expressao das duas principais lipases do processo

de lipolise. Na avaliacdo da proteina HSL, ndo observamos diferencas entre os tecidos SC, PP
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e VC (figura 12A). Parte de resultado vai de acordo com o trabalho de Ray e colaboradores, 0
qual demonstrou que ndo havia diferenca no conteido de HSL entre os depositos SC e VC de
mulheres obesas, embora o tecido SC tenha apresentado maior expressao de mRNA (Ray et al.
2009). Em relacdo a ATGL, o tecido adiposo pré-peritoneal apresentou maior expressdo desta
lipase. Este resultado € interessante, uma vez que uma alta taxa de lipolise deste depdsito de
tecido adiposo pode ser importante para aumento do influxo de &cidos graxos livres e aumento
do processo de lipotoxicidade. Na analise de ATGL em WAT de camundongos controle ou
submetidos a dieta hiperlipidica ndo encontramos perfil que se assemelhasse ao observado em
humanos (figura 23C). De maneira interessante, ndo encontramos nenhuma referéncia na
literatura que mostrasse a comparacao entre os depdsitos de tecido adiposo branco murino em

relacdo a essas duas lipases.

O PPARY é altamente expresso no tecido adiposo e possui papel fundamental na adipogénese,
na sensibilizacdo a insulina, metabolismo lipidico e inflamacao. Mais especificamente, as isoformas
PPARY2 e PPARY1 sdo altamente expressas em adipdcitos e macrofagos, respectivamente. Embora
PPAR seja expresso tanto no tecido adiposo subcutaneo quanto no visceral, sua atividade é tecido-
especifica. Em humanos, no deposito de WAT subcutdneo, a ativacio de PPARy leva ao
recrutamento e diferenciacdo de novos adipdcitos e aumento da capacidade anabdlica através do
aumento da captura de acidos graxos e enzimas envolvidas na lipogénese. Em contraste, a ativacao
de PPARY leva a diminuigdo do tamanho do adipécito no tecido visceral por inducdo de B-oxidagdo

e lipolise atraves de PGC-1 e ndo por aumento de novas células adiposas (Leff & Granneman 2010).

Embora as duas isoformas de PPARy presentes no tecido adiposo exercam fungdes
similares, a isoforma PPARYy2 ¢ a mais potente indutora da diferenciagcdo adipogénica. Estudos
conduzidos em in vitro em células 3T3-L1 demonstraram que a expresséo ectopica de PPARY2,
mas ndo PPARYy]I, era capaz de restaurar a capacidade adipogénica (Ren et al. 2002). Assim,
embora as duas isoformas sejam capazes de induzir adipogénese, PPARy2 ¢é a mais potente.
PPARY, além de ser indispensavel para a adipogénese, desempenha importante papel na captura
de &cidos graxos livre e no armazenamento de TAG em tecido adiposo (Christodoulides &
Vidal-Puig 2010). Medina-Gomez e colaboradores, demonstraram que a dele¢do de PPARy2
em camundongos Ob/Ob levava a diminuicéo do tecido adiposo, ao desenvolvimento de severa
resisténcia a insulina e dislipidemia, evidenciando a importancia de PPARy no metabolismo

lipidica e na prevencgéo contra lipotoxicidade (Medina-Gomez et al. 2007).

A comparagdo da expressao de PPARy em tecido adiposo humano tem sido controversa.
Vidal-Puig e colabores observaram aumento da expressao génica de PPARY no tecido adiposo
subcutaneo de mulheres obesas quando comparadas a mulheres com IMC dentro da

normalidade (Vidal-Puig et al. 1997). Em outro estudo, Yanase e colaboradores observaram
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que a isoforma PPARYI era predominantemente mais expressa que a isoforma PPARy2 em
tecido adiposo subcutaneo e visceral de individuos obesos (Yanase et al. 1997). Em nosso
estudo, na avaliacao de PPARy em diferentes depositos de tecido adiposo humano, observamos
uma grande variacdo do contetdo desta proteina, independente do IMC e idade (figura 14).
Embora nesta analise os tecidos PP e VC do paciente com diabetes parecem expressar uma
maior quantidade de PPARY, acreditamos que outros fatores, tais como citocinas (discutido
adiante) assim como variabilidade genética, possam estar envolvidos na alteracdo do perfil
desta proteina. No entanto, no modelo experimental de obesidade, isento das variacdes
genéticas e de idade observamos um padrdo de expressdo de PPARy nos diferentes depdsitos

de tecido adiposo branco (figura 24).

Ao avaliarmos PPARY nos tecidos subcutaneos, epididimal, visceral e retroperitoneal de
camundongos C57BL/6J sob dieta normal e hiperlipidica, ndo observamos importante variacdo
na isoforma PPARY2 nem entre tecidos adiposos pareados de um mesmo grupo nem intergrupos
(figura 24). Esses resultados vdo de encontro ao observado no trabalho de Vidal-Puig que
observou apenas modesta alteracdo na expressao génica de PPARy2 em camundongos expostos
a dieta hiperlipidica (Vidal-Puig et al. 1996).

O PPARYy também possui importante papel na alteragcdo da secregdo de adipocinas pelo
tecido adiposo no quadro de obesidade e resisténcia a insulina. A ativacdo de PPAR em

macrofagos, em particular PPARy]1, inibe a expressdo de diversos genes pro—inflamatorios,

colocando 0 PPARy como um regulador negativo da ativagdo de macrofagos (Sharma & Staels

2007). A expansdo do tecido adiposo induzida por dieta hiperlipidica é acompanhado pelo
aumento do infiltrado de macrofagos e o estabelecimento de inflamacgédo tecidual (van der
Heijden et al. 2015). Cortez e colaboradores demonstraram em camundongos, um aumento da
secrecdo de TNF-a, IL-6 , IL-1 e NFxB mediado por high fat diet (Cortez et al. 2013). Este
estudo vai de encontro ao que observamos na figura 25, onde ocorre inibigdo importante de

PPARy1 em todos os depdsitos de tecido adiposo dos camundongos obesos (HFD).

A obesidade € uma condicdo pro-inflamatéria em que adipdcitos hipertrofiados, pré-
adipdcitos e células imunes contribuem para 0 aumento dos niveis circulantes de citocinas pro-
inflamatdrias. O estabelecimento de um perfil mais ou menos pro-inflamatério vai definir o
fenotipo do individuo obeso, tornando o tecido local chave da definicdo da inflamacéo sistémica
(Makki et al. 2013). Como demonstrado no primeiro conjunto de resultados desse trabalho, os
pacientes obesos apresentaram um perfil semelhante ao MHO. Para compreender como este
quadro foi estabelecido e qual era a contribui¢édo de cada depdsito de tecido adiposo abdominal

para este perfil inflamatdrio, avaliamos a producéo de diversas adipocinas em tecido adiposo
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subcutaneo, pré-peritoneal e visceral. Na analise da producdo de leptina, observamos que o
depdsito visceral produz menor quantidade deste hormdnio quando comparado ao WAT SC
(figura 15B-C). Tal observacdo ja foi descrita na literatura em diversos trabalhos (Van
Harmelen et al. 1998; Gottschling-zeller et al. 1999). Surpreendentemente, a producdo de
leptina pelo tecido adiposo pré-peritoneal ndo difere do tecido subcutaneo, colocando o0 WAT
pré-peritoneal como um segundo depdsito de tecido adiposo importante para o quadro de
hiperleptinemia e resisténcia hipotalamica a leptina presente no grande obeso. Além da acéo
central da leptina na inibicdo da ingesta, esta adipocina atua modulando o sistema imune,
através da ativacao de monacitos e neutrofilos, promocao da resposta de linfécito T, age como
quimioatraente para macréfagos e inducdo a producéo de mediadores pré-inflamatérios tais
como TNF-a, IL-6, LTB4, IL-1 e IFNy (Maya-Monteiro & Bozza 2008).

A adiponectina € outra adipocina importante na regulacdo da sensibilidade a insulina e
modulacéo do sistema imune. Além de induzir a diferenciacdo de adipocitos ao ativar fatores
adipogénico tais como C/EBPa, PPARy e SREBP-1, esta adipocina tem carater anti-
inflamatorio , antagonizando a a¢do de TNF-a e induzindo a secre¢do de IL-10 e IL-1Ra em
leucdcitos (Wolf et al. 2004; Whitehead et al. 2006). Ainda existe controvérsia em relacdo a
expressao de adiponectina nos depdsitos de tecido adiposo humano na obesidade. Fisher e
colaboradores demonstrou que o depdsito subcutaneo abdominal e gluteofemoral apresentava
maior expressdo de mRNA desta adipocina quando comparado ao omento (Fisher et al. 2002).
Em um outro estudo, Degawa-Yamauchi e colaboradores observaram uma correlagéo negativa
entre o IMC e a expressao de adiponectinaem WAT subcutaneo, entretanto nenhuma correlacéo
entre adiponectina mRNA e IMC foi observado no omento (Degawa-Yamauchi et al. 2005).
Em contraste, Motoshima e colaboradores demonstraram que adipdcitos isolados de tecido
adiposo visceral (omento) de pacientes obesos secretava maior quantidade de adiponectina
guando comparado aos adipocitos oriundos do tecido adiposo subcutaneo (Motoshima et al.
2002). Este Gltimo estudo esta em concordancia com o que observamos ao comparar o conteido
de adiponectina em WAT subcutaneo, pré-peritoneal e visceral de pacientes obesos, no qual o
tecido visceral apresentou maior expressao desta proteina (figura 15E-F).

MCP ou monocyte chemoattractant protein-1 € uma proteina chave na regulacdo e
migracdo de monocitos/macrofagos. Desde a descoberta que individuos obesos apresentam
niveis plasmaticos elevados de MCP-1/CCL2 e 0 aumento expressivo de trabalhos mostrando
que o quadro de obesidade resultava em aumento do infiltrado leucocitario no tecido adiposo,
esta proteina tem despertado interesse na comunidade cientifica (Panee 2013). O recrutamento
exacerbado de macrdfagos para o tecido adiposo com participacdo importante de MCP-1/CCL2

e GM-CSF, especialmente no omento ja foi reportado em diversos estudos (Harman-Boehm et
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al. 2007; Huber et al. 2008). Essa mesma observacéo foi vista varios modelos de obesidade
(induzida por dieta, em camundongos ob/ob e/ou db/db e adipdcitos diferenciados in vitro)
(Fasshauer et al. 2004; Chen et al. 2005; Kanda et al. 2006). Todavia, ao avaliarmos o contetdo
de MCP-1/CCL2 nos depositos abdominais de tecido adiposo humano, verificamos que o WAT
VC apresentava menor quantidade desta proteina, quando comparado aos depositos SC e PP
(figura 16A). O papel de GM-CSF na inflamacéo do tecido adiposo foi demonstrado em dois
estudos nos quais camundongos Csf2”- foram submetidos a dieta hiperlipidica (Kim et al. 2008;
Pamir et al. 2015). Embora, em relacdo a esta citocina também importante para ativacéo e
migracao de macrdfagos, o tecido adiposo SC apresentou maiores niveis de GM-CSF do que o
tecido PP e visceral (figura 16C). Curiosamente, na analise do contetdo de mondcitos através
de CD14, néo observamos diferenca entre os trés tecidos (figura 16D).

Apesar de macrofagos constituirem a populacao de leucdcitos mais abundante no tecido
adiposo, com o advento da obesidade ocorre numeroso aumento de outras células imunes neste
local, tais como neutrofilos, linfocitos, células dendriticas e células NK. Estas células também
contribuem para o aumento de diversos mediadores pro-inflamatorios (Ferrante 2013).
Interleucina-6 e TNF-a sé&o as citocinas mais amplamente estudadas na obesidade. Dados na
literatura mostram que estas duas citocinas, em individuos, sdo secretadas em maior quantidade
no tecido adiposo visceral (omento) do que no WAT subcutaneo (Fried et al. 1998; Fain et al.
2004; Trujillo et al. 2004; Good et al. 2006; Cao et al. 2008). Além destas duas adipocinas, Il-
1B, IL-1Ra, IL-10, IFN-y vém sendo reportadas como importantes na inflamacdo local e
sisttmica no quadro de obesidade (Wolf et al. 2004; Juge-Aubry et al. 2005; O’Rourke et al.
2009; Cortez et al. 2013). A relacdo de gordura abdominal, inflamacéo e desenvolvimento de
diabetes e doencas cardiovasculares na obesidade tem sido comumente associadas a
predominancia de gordura visceral, entretanto, na comparacdo entre os depdsitos de tecido
adiposo que contribuem para o volume abdominal ndo observamos diferenca na producédo de
TNF-a (figura 14), IL-6, INFa, IL-10 e IL-1Ra (figura 17A, D, F e G, respectivamente). Outro
resultado surpreendente foi o nivel elevado da producdo de IFN-y pelo tecido adiposo
subcutaneo quando comparado aos WAT PP e VC (figura 17C). Este resultado vai de encontro
ao que foi relatado na literatura, onde 0 omento possuia maior nimero de células NK e era o
maior responsavel pela produgdo de IFN-y no quadro de obesidade (O’Rourke et al. 2009;
Wentworth et al. 2017).

Ainda que as células imunes presentes no tecido adiposo sejam as maiores produtoras
destas citocinas, sabe-se que adipocitos e células ndo-imunes da fracdo estromal vascular séo
capazes de secretar estes mediadores inflamatérios e que podem contribuir para a modulacéo

do quadro inflamatdrio na obesidade. Em recente estudo nosso grupo mostrou que células
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tronco-mesenquimais dos depdsitos de tecido abdominal aqui estudado, eram capazes de
secretar diversas adipocinas e que este perfil variava entre os diferentes depdsitos gordurosos.
Observamos que as células tronco-mesenquimais do tecido adiposo visceral apresentam um
perfil mais pro-inflamatério do que as células tronco-mesenquimais de tecido SC e PP. Além
disso, vimos que adipdcitos diferenciados in vitro do tecido adiposo pré-peritoneal secretam
menos citocinas pro-inflamatorias e mais adiponectina do que as células derivadas do omento
e subcutaneo (Silva et al. 2017). Entretanto, nada foi explorado em relag¢éo a contribuicéo das

células adiposas maduras.

O uso de modelos experimentais de obesidade tem sido uma ferramenta bastante util para
ajudar a compreender as alteragcdes do tecido adiposo no quadro de obesidade, além de superar
as limitagOes técnicas envolvidas no estudo em humanos. Parte dos resultados obtidos na
avaliacdo de camundongos obesos ja foi discutido anteriormente, sendo assim, abordaremos
adiante a caracterizacdo do modelo e o perfil inflamatério dos diferentes depoésitos de tecido

adiposo em camundongos obesos.

Existem diversos tipos de dietas descritas na literatura para inducdo de obesidade em
camundongos: dietas ricas em proteinas, carboidratos, lipidios ou ambos carboidratos e lipidios,
sendo esta Gltima comumente chamada de western diet. Dependendo do tipo de intervencdo
nutricional, os animais desenvolverdo um fenotipo especifico (Gajda et al. 2007). Dieta rica em
carboidratos simples induz obesidade associada a diabetes moderada, enquanto dieta
hiperlipidica induz acimulo lipidico no tecido adiposo e resisténcia hipotalamica a leptina (Lin
et al. 2000). No presente estudo optamos por utilizar modelo experimental induzido por dieta
hiperlipidica, pois este modelo é o que mais se assemelha ao fen6tipo observado nos pacientes
incluidos neste estudo. Apds periodo de dieta os camundongos submetidos a dieta hiperlipidica
apresentaram aumento de peso substancial em relacéo ao grupo controle (figura 18A e B). N&o
observamos triglicerideos e colesterol (figura 18F e G), estes dois Gltimos possivelmente pelo
n amostral avaliado. Apesar de ndo ter sido observada alteracdo na glicemia apds jejum de 4h,
no teste de tolerancia a glicose os camundongos HFD apresentam quadro semelhante ao de

resisténcia a insulina (figura 18E).

Embora diversos estudos utilizando modelo de obesidade induzida por dieta tenham
retratado aumento plasmatico de leptina (Lin et al. 2000; Sainz et al. 2015) e MCP-1/CCL2
(Chen et al. 2005), neste trabalho observamos apenas o quadro de hiperleptinemia (figura 19A)

em consequéncia da expanséo do tecido adiposo branco (figura 20 e 21).

Em estudo bastante elegante Sackmann-Sala e colaboradores avaliaram o peso e tamanho
de adipdcitos dos diferentes depositos de tecido adiposo branco de camundongos C57BL/6J,

106



no qual o tecido adiposo EP apresentava maior peso e maior tamanho do adipécito quando
comparado aos outros depdsitos de tecido gorduroso (Sackmann-Sala et al. 2008). Nossos
dados mostraram resultados ligeiramente diferentes. Observamos em camundongos ND ndo
apresentavam diferencas no peso dos depositos SC e EP, enquanto 0s outros depositos viscerais
(mesentérico e retroperitoneal) tem menor peso. No entanto, em relacdo ao tamanho dos
adipdcitos, o tecido epididimal apresenta adipdcitos mais hipertrofiados do que os depdsitos
SC, VC e RP. O tamanho dos adipdcitos do WAT SC é semelhante ao VC e menor do que 0
tecido RP (figura 22). Quando estes animais sdo submetidos a dieta hiperlipidica observamos
mudanca no padrdo de peso dos tecidos e tamanho dos adipécitos. O tecido adiposo subcutaneo
€ 0 que apresentou maior crescimento em gramas, apresentando apds dieta peso diferente dos
depdsitos VC e RP, entretanto este depdsito de tecido adiposo continuou apresentando
adipdcitos de menor tamanho. Isto implica em aumento do tamanho do tecido principalmente
pelo processo de hiperplasia, o que entra em concordancia com dados da literatura, nos quais o
WAT subcuténeo € o tecido com maior nimero de células tronco-mesenquimais (Silva et al.
2017) e com o resultado descrito na figura 32. Embora todos os tecidos tenham apresentado
aumento importante do tamanho da célula adiposa ap6s dieta hiperlipidica, o tecido adiposo EP

continua sendo o tecido com adipocitos mais hipertrofiados (figura 22).

Como ja detalhado anteriormente, a hipertrofia do tecido adiposo branco na obesidade é
acompanhada do aumento da secrecdo de citocinas neste local. Couillard e colaboradores
relataram em estudos com tecido adiposo humano que o quadro de hiperleptinemia esta mais
associado a hipertrofia do adipécito do que hiperplasia (Couillard et al. 2000). Obtivemos
resultados semelhantes na andlise de camundongos HFD, onde observamos que adipdcitos
maduros primarios oriundos do WAT EP (mais hipertrofiado) apresentaram maior secrecdo
desta adipocina (figura 27A). O mesmo foi visto em relacdo ao depdsito RP, que sob dieta
hiperlipidica também apresentou grande hipertrofia. Ndo observamos diferencas significativas
na andlise do lisado do tecido adiposo inteiro, possivelmente pelo tamanho da amostra (figura
26A). Adipaocitos primarios de tecido adiposo EP secretam também mais MCP-1/CCL2 quando
comparado as células derivadas dos outros depositos de WAT (figura 28A). Tal resultado
confere aos adipdcitos EP um carater mais pro-inflamatério. Surpreendentemente, adipocitos
diferenciados in vitro derivados do tecido adiposo retroperitoneal apresentaram um perfil mais
anti-inflamatorio uma vez que observamos menor secre¢do de IL-6 e MCP-1/CCL2 e maior
secrecdo de adiponectina nestas células (figuras 29B, 28B e 27D, respectivamente).

Macrofagos desempenham importante papel na manutengdo do tecido adiposo e sua
ativacdo em decorréncia do quadro de obesidade contribuem para patogénese da resisténcia a

insulina induzida por esta doenca (Xu et al. 2003). Estas células respondem a estimulos
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inflamatdrios através da secrecdo de citocinas e formacdo de corpusculos lipidicos. Maya-
Monteiro e colaboradores mostraram que adipocina leptina era capaz de ativar macréfagos
murinos através da ativacdo de PISBK/mTOR e que este estimulo era capaz de modular a
formacéo de corpusculos lipidicos (Maya-Monteiro et al. 2008). MCP-1/CCLZ2 é essencial para
a ativacdo de macrofagos em processos inflamatorios como aterosclerose e esta envolvida na
biogénese de CL em macrofagos no quadro de sepse (Melo et al. 2011). Pacheco e
colaboradores mostraram que o acimulo de CL enriquecido em ADRP era resultado do
processo de ativacdo de CCR2 (receptor de MCP-1/CCL2), via PI3K (Pacheco et al. 2007).

A cultura macrofagos derivados de medula éssea com meio condicionado de adipdcitos
maduros primarios leva a formacdo de corplsculo lipidico nestas células (figura 30A e B),
entretanto, apesar de observarmos maior secrecdo diferencial de leptina e MCP-1/CCL2 pelos
adipdcitos de WAT EP, nédo foi possivel observar modulacdo positiva de CL e ADRP em
macrofagos cultivados com MAD de tecido adiposo epididimal quando comparados a
macrofagos estimulados com MAD dos outros depositos de tecido adiposo (figura 30A e C),
ndo obstante tenhamos verificado maior secrecdo de MCP-1/CCL2 pelas células estimuladas
com MAD EP de camundongo HFD. Da mesma forma, ndo observamos mudancga no perfil
inflamatdrio dos macréfagos estimulados com MAD de camundongos ND e HFD avaliado

através expressdo de arginase 1 (figura 30F).

Nosso grupo demonstrou que as células tronco-mesenquimais derivadas de diferentes
depdsitos de tecido adiposo possuiam perfil inflamatério distinto (Silva et al. 2017). Assim, a
secrecdo de mediadores inflamatdrios por este grupo de células também € importante na
modulacdo do sistema imune e quadro inflamatdrio crénico presente no tecido adiposo. Vimos
uma maior secre¢do de MCP-1/CCL2 em macrofagos estimulados com meio condicionado de
FSV derivadas do WAT VC, enquanto que os mesmos macréfagos secretaram mais IL-6 pelo
estimulo de meio condicionado de FSV derivado do tecido adiposo epididimal (figura 31C e
D).
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6 CONCLUSAO
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Observamos neste estudo que os pacientes avaliados, apesar do alto indice de
massa corporal, apresentaram quadro semelhante ao de obesidade
metabolicamente saudavel (MHO), levando em consideragdo o seu perfil
inflamatorio reduzido.

Em relag&o ao metabolismo lipidico estudado, os tecidos humanos subcuténeo,
pré-peritoneal e visceral ndo apresentaram diferengas importantes.

Os depositos de tecido adiposo subcuténeo, pré-peritoneal e visceral ndo diferem
em relacdo ao contelldo de macrofagos CD14+. Nossos dados mostraram que 0
tecido visceral ndo apresentou o perfil mais inflamado como normalmente
descrito na literatura. O tecido adiposo subcutaneo apresentou maior contetido de
diversas citocinas pro-inflamatérias quando comparado ao VC e o tecido adiposo
PP mostrou significativa contribuicdo para o aumento plasmatico de MCP-
1/CCL2 observado na obesidade. Desta forma, nossos dados nos levam a crer que
0s trés depositos de tecido adiposo abdominal contribuem sinergicamente para o
estabelecimento do perfil de citocinas séricas e que tais caracteristicas aqui
observadas parecem ter sido decisivas para o estabelecimento do quadro MHO
destes pacientes.

O tecido subcutaneo murino é o que mais se assemelha ao subcutdneo humano,
em relacdo ao potencial adipogénico e tamanho das células adiposas.

Em relacdo ao perfil inflamatério dos tecidos adiposos, ndo observamos o mesmo
padréo de citocinas quando comparamos os tecidos adiposos dos camundongos
obesos em relacdo aos tecidos dos pacientes com obesidade morbida.

Este conjunto de dados nos leva a sugerir cautela na interpretacdo dos dados
experimentais usando camundongos como modelo de obesidade ao se estabelecer
uma comparacao paralela definitiva com os depo6sitos de tecido adiposo humano
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