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ANDRADE, M.L. mTORCL1 € um importante mediador do aumento de adiponectina sérica e
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Instituto de Ciéncias Biomédicas, 2019.

Resumo

As tiazolidinedionas (TZDs), ligantes sintéticos dos receptores nucleares PPARYy, tém sido
amplamente utilizadas no tratamento da resisténcia a insulina, dislipidemias e sindrome
metabodlica. Estas drogas melhoram a homeostase da glicose promovendo redistribuicdo de
gordura dos estoques viscerais para 0 subcutaneos, aumento da secrecdo de adiponectina,
reducdo da lipemia, lipotoxicidade e da inflamacdo do tecido adiposo. Um estudo recente
mostrou que o tratamento de ratos com a TZD rosiglitazona (RSG) aumenta a atividade dos
complexos 1 e 2 da mTOR, que desempenham fungdo importante no controle do metabolismo
lipidico, adiposidade e funcdo enddcrina do tecido adiposo. Assim, 0 presente estudo teve
como objetivo central elucidar o envolvimento especificamente do complexo 1 da mTOR de
adipocitos nas alteracdes morfoldgicas, metabolicas e secretorias do tecido adiposo branco e
marrom induzidas pela ativacdo farmacoldgica de PPARy em camundongos. Para isto,
camundongos com delecdo de raptor (MTORCL) exclusivamente em adipdcitos alimentados
com dieta hiperlipidica foram tratados ou ndo com RSG (30 mg/kg/dia) por 8 semanas.
Nossos dados mostraram que tanto o mTORCI1 quanto o agonista de PPARy sdo importantes
reguladores da adiposidade. A deficiéncia de MTORC1 em adipdcitos reduziu as massas de
todos os tecidos adiposos investigados, enquanto o tratamento com RSG reduziu a massa
somente dos depositos de gordura viscerais retroperitoneal a epididimal e aumentou
significativamente a massa do tecido adiposo marrom, efeito esse que foi completamente
abolido pela deficiéncia do complexo 1 da mTOR. Deficiéncia de mTORC1 em adipdcitos
promoveu aumento no conteudo de UCP1 (expressdo génica e proteica), efeito este que ndo
foi alterado pelo tratamento com RSG. Outros efeitos de RSG mostraram-se dependentes de
mTORCL1 como o aumento de porcentagem de adipdcitos de area média, aumento dos niveis
de adiponectina e reducdo dos niveis de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) séricos,
bem como o aumento da expressdo génica de CD36 e PEPCK e do conteudo de cardiolipinas
e ceramidas de cadeia longa, lipideos que constituem a membrana mitocondrial interna e
atuam como mediadores inflamatdrios, respectivamente. Por outro lado encontramos efeitos
de RSG independentes de mTORC1, como a redugdo nos niveis séricos de triacilglicerol,
reducdo da expressdo génica de fatores inflamatorios, como IL1B e TNFa, NLRP3, DUSP6,

além de PGCla e FAS, insulina plasmatica e melhora na homeostase glicémica. Concluimos



assim que mTORC1 em adipdcitos é importante mediador de algumas acbes especificas
induzidas pela ativagao farmacologica de PPARy com RSG como a secregdo de adiponectina

e 0 aumento do metabolismo oxidativo de BCAA no tecido adiposo.

Palavras-chave: mTOR; PPARy; rosiglitazona; adiposidade; mitocondria; lipideos;
inflamacéo



ANDRADE, M.L. mTORC1 is an important mediator of the increase in serum
adiponectin  and BCAA  metabolism in adipose tissue induced by
rosiglitazone.[thesis]Sdo Paulo.Biomedical Sciences Institute -USP, 2019.

Abstract

Thiazolidinediones (TZDs), synthetic ligands of nuclear receptors PPARY, have been
widely used in the treatment of insulin resistance, dyslipidemia and metabolic
syndrome. These drugs improve glucose homeostasis by promoting redistribution of fat
from visceral to subcutaneous depots, by increasing adiponectin secretion and reducing
lipemia, lipotoxicity, and adipose tissue inflammation. A recent study showed that
treatment of rats with TZD rosiglitazone (RSG) increases the activity of mTOR
complexes 1 and 2, which play an important role in the control of lipid metabolism,
adiposity and endocrine function of adipose tissue. Thus, we investigated herein the
specific involvement of adipocyte mTOR complex 1 in the morphological, metabolic
and secretory alterations of white and brown adipose tissue induced by pharmacological
activation of PPARy in mice. For this, mice with raptor deletion (MTORCL1) exclusively
in adipocytes and littermate controls were fed a hyperlipidic diet and treated or not with
RSG (30 mg/ kg/ day) for 8 weeks. Our data showed that both mTORC1 and PPARYy
agonist are important adiposity regulators. Indeed, mTORC1 deficiency in adipocytes
reduced the mass of all adipose depots investigated, while RSG reduced the masses of
visceral fat depots retroperitoneal and epididymal only and markedly increased brown
adipose tissue mass, such an effect that was blocked by mTOR 1 complex deficiency.
MTORCL1 deficiency in adipocytes increased UCP1 content (gene and protein
expression). Interesting, RSG lost its ability to reduce the percentage of smaller
adipocytes, to increase serum levels of adiponectin and reduce those of branched chain
amino acids (BCAA), as well as to increase mRNA levels of CD36 and PEPCK,
mitochondrial lipids such as cardiolipin and lipid mediators as long chain ceramides in
white adipose tissue in the absence of mTORCL activity. Other effects of RSG such as
reducing serum triacylglycerol (TAG) and insulin levels, adipose tissue inflammation
and IL1pB and TNFa content, and improving glucose homeostasis were not affected by
MTORCL1 deficiency. We conclude that mTORC1 is important mediator of some
specific actions of pharmacological PPARy activation with RSG such as adiponectin
secretion and BCAA oxidation at adipose tissue.



Key-words: mTOR, PPARY, rosiglitazone, adiposity; mitochondria; lipids;

inflammation
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GTT: Glucose Tolerance Test, Teste de Tolerancia a Glicose
GyK: Glicerol Quinase

GLUT4: transportador de glicose 4

HFD: high-fat diet, i.e., dieta hiperlipidica

HSL.: lipase hormdnio-sensivel

IGF1: Insulin-like growth factor 1

IL-10 — Interleucina 10

IL-6 — Interleucina 6

IL-1B- Interleucina 1B

IRS1: substrato do receptor de insulina 1

ITT: Insulin Tolerance Test, i.e., Teste de tolerancia a insulina
KO: knockout, i.e., nocaute



LPL: lipase de lipoproteina

MAPK: proteina quinase ativada por mitdgeno

MCP-1 - Proteina Quimiotatica De Mondcitos-1

mLST8: proteina 8 letal em mamiferos com Sec13

mSINL1: proteina de interacdo a proteina quinase ativada por estresse de mamiferos
mTOR: proteina alvo mecanistico da rapamicina

MTORC: complexo da mTOR

NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo

NDUFB: NADH desidrogenase [ubiquinona] 1

PAK: quinase ativada por p21

PBS: tampéo fosfato-salino

PCA: Principal Component Analysis, i.e., analise de component principal
PCR: reagdo em cadeia da polimerase

PDK1: proteina quinase dependente de 3’-fosfatidilinositol 1
PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinase

PGC-1a: coativador de PPARY

PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase

PIP5: fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato

PKA: proteina quinase A

PKC: proteina quinase C

PPAR: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
PRAS40: substrato rico em prolina da Akt de 40 kDa
PRDM16: dominio de PR contendo 16

Protor-1: proteina observada com Rictor-1

Raptor: proteina reguladora associadaa mTOR

RHEB: homdloga de Ras enriquecida no cérebro

Rictor: companheiro da mTOR ndo-sensivel a rapamicina
RSG: rosiglitazona

S6K: quinases de S6

SCD-1 - Estearoil-CoA Dessaturase 1

SDHB: complexo da succinato desidrogenase, subunidade B
SESN: SESTRIN 1/2/3

SGK1.: proteina quinase induzida por soro e glicocorticoides
SREBP: proteina ligante aos elementos reguladores de esteroides
TAG: triacilglicerol

TAG-AG: acidos graxos provenientes de triacilglicerol
TGF: fator de crescimento transformador

TNFa - fator de necrose tumoral

TSC: complexo da esclerose tuberosa

TZD: Tiazolidinedionas

U.A.: unidades arbitrérias

UCP-1: proteina desacopladoral

VLDL.: lipoproteina de densidade muito baixa

WT: wildtype, i.e., selvagem



Lista de tabelas

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados na genotipagem..........cccc.ovevvneevnecriessvsecsiesssssssieann, 37
Tabela 2: Composicao da HFD (Q/KQ). ..o ssssssssssssssss 38
Tabela 3: Primers utilizados no PCR em tempo real ..., 42

Tabela 4: Padroes internos de HPIdEOS. ..........oocvvrveciiieeieesees s 46



Sumario

I 1014 oo I8 o3 o BTSSR PRV URUSORRPRPIN 24
p 11 S o UV USSR 34
B HIPOTESE. ..ttt et b bbbt E Rt eb e bt bbb 34
O o] =1 1Y/ 1SS 35
O IO L o] 1= (1Y 0 N0 1= = DTSSR OP 35
4.2, ODJETIVO ESPECITICOS ..c.vviiiiii ettt ettt et esreesaeenreanneas 35
5. Material € METOUOS. .....ccui ittt es 36
TR N o101 LT PTT RPN 36
ST € 1= o) 400 < o o OSSPSR 37
5.3 CondicGes ambientais, dieta, peso corporal e consumo alimentar...........c..cc.coe...... 38
5.4  Dosagem de rosiglitazona € EULANASIA .........ccccerveiiireiieinc e 38
5.5 HISTOIOGIA. ... et 39
5.6 Testede tolerncia & gliCOSE ........covierieiiiriiieieie e 39
5.7 Testede Toleradncia & INSUIING ..........ccocoiiiiiiiiii e 39
58 Consumo de O TeCIAUAL........cccveuiiiiiiee e 39
5.9 Extracdo de RNA € tranSCriGa0 MBVEISA......ccciueiuiiuiriiriiriieiieniesiesie st sie e 40
510 PCR eMTEMPO REAI ......ooiiiiiiie e 40
5.11. WESTEIN BIOT ...ttt ne e e 41
5.12 Células Imunes Residentes NO TeCido AdIPOSO ......cccvrerieieienereinise e, 43
5.13 Marcacdo Celular Para Analise em Citometria De FIUXO ..........ccooeveveievicieciennnnn, 43
TN S 1000010 =T 0] AT o Vo= o ST 43
5.15  ANAIISES SEIICAS ...vvevverveieitisiestesiee ettt sttt sttt ettt e bt s ettt sbe st e e e e s 44

5.16 Analise lipiddmica por cromatografia liquida reversa (RPLC), ionizacdo por
eletropray (ESI) e tempo de espectrometria de massa de v6o (TOFMS) .........ccccceeveeneen. 44

5.17 EXLracao de lIPIdEOS .....cveirieiieeie ettt 44



5.18 AqQuisicao e analise de lIPIdEOS .......covevieiiiieiie e 45

5.19  ANALISE ESTALISTICA ....c.iiviiviiiiiieieieie et ne e 45
B. RESUITAD ..ottt sttt enes 47
A T 1:- Lo LTSRS 67
ST O0] o (o] (15T Lo I PSPPSR 77

0. RETEIBNCIAS. ..., 78



24

1. Introducéo

O tecido adiposo é um érgdo complexo envolvido no controle do metabolismo, sendo
o principal reservatério energético do nosso organismo, responsavel por estocar ou liberar
substratos energeticos de acordo com o estado nutricional. Além de atuar como depdsito, tem
fundamental participacdo na homeostase corporal como um 6rgdo endocrino, secretando
adipocinas (proteinas) e lipocinas (lipideos) que controlam diversos processos. Entre as
principais adipocinas temos a adiponectina, que possui a¢Ges antiinflamatorias, a leptina, que
estd relacionada ao controle do apetite, além de citocinas proinflamatorias como TNFa e
resistina. O tecido adiposo € um orgao heterogéneo constituido por fibras colagenas, tecido
nervoso, células endoteliais e tronco-mesenquimais, neutréfilos, macréfagos, fibroblastos,
pré-adipocitos e adipdcitos (SARANTOPOULQOS, 2018). A célula principal que define o
tecido adiposo € o adipdcito. Esta possui a maquinaria enzimatica necessaria para sintetizar e
armazenar lipideos na forma de triacilglicerol em situacfes de equilibrio energético positivo
(ingestdo maior que gasto calorico), bem como, de hidrolisar estas moléculas liberando seus
constituintes &cidos graxos e glicerol para a circulacdo em situacGes de equilibrio energético
negativo (gasto maior que ingestdo calorica). Estes processos denominados de lipogénese e
lipdlise, respectivamente, sdo regulados finamente por mecanismos neurais, hormonais e
nutricionais (FONSECA-ALANIZ,2006). A insulina, por exemplo, € um importante ativador
do processo de lipogénese em adipdcitos por mecanismo que envolve maior captacdo de
glicose e é&cidos graxos via proteinas transportadoras e ativagdo de diversas enzimas
envolvidas na sintese de triacilglicerol. A insulina estimula a captacdo de glicose em
adipocitos induzindo a translocacdo de vesiculas contendo o transportador especifico desta
hexose GLUT4 para a membrana celular. Depois de captada, a glicose & convertida
principalmente em glicerol 3-fosfato pela via glicolitica servindo entdo como substrato para a
sintese de triacilglicerol. J& o transporte de &cidos graxos ocorre por agdo predominante do
transportador CD36, que também ¢é estimulado pela insulina (Fig. 1) (HACZEYNI, 2018).
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Figura 1 . Captacdo de glicose e acidos graxos pelos adipocitos, mediada pela acdo da
insulina. Extraido de HACZEYNI, 2018.

Os adipdcitos podem ser classificados em trés tipos de acordo com suas
caracteristicas: branco, marrom e bege. O adipdcito branco apresenta gota unilocular de
lipideos, possui poucas mitocondrias, e tem como fungdo principal o armazenamento de
lipideos e a secrecdo de adipocinas. O segundo tipo de adipécito encontrado é o marrom,
multilocular, rico em mitocéndrias e tem como principal funcdo a producdo de calor. Esse
processo é catalisado pela proteina desacopladora mitocondrial 1 (UCP-1), que ap0s ativacao
alostérica por &cidos graxos provenientes da lipolise dos estoques intracelulares de
triacilglicerol, promove desacoplamento mitocondrial, dissipando na forma de calor, o
gradiente de protons produzido pela cadeia transportadora de elétrons, processo esse
denominado de termogénese livre de tremor muscular (RICQUIER, 2011;WU, 2012). O
terceiro tipo de adipdcito é o bege, que apresenta caracteristicas mistas e, dependendo do

estimulo vigente pode se comportar funcionalmente como um adip6cito branco classico ou
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adipécito marrom. O recrutamento desses adipdcitos para fenotipo termogénico, processo este
denominado browning, ocorre principalmente por estimulo B-adrenérgico como exposi¢do ao
frio e tratamento com agonistas adrenérgicos Bl e 3, como também pela ativagdo
farmacologica de PPARY, e envolve a multilocularidade, o aumento da massa mitocondrial e

do contetdo de UCP-1 (SPONTON, 2018).

A formacdo de novos adipdcitos envolve trés processos distintos: 1- a proliferacdo de
células-tronco mesenquimais presentes na fracdo estroma-vascular do tecido adiposo; 2-
término da proliferacdo e conversdo das células tronco mesenquimais em pré-adipécitos; e 3)
diferenciacdo terminal de pré-adipocitos em adipdcitos maduros, processo este denominado
de adipogénese. A progressdo de celulas-tronco mesenquimais a pré-adipocitos e
posteriormente, a adipdcitos maduro é caracterizados por alteraces na expressdo de diversos
antigenos de superficie celular (SARANTOPOULOS, 2018). Entre eles podemos destacar o
CD34 e a Sca-1 que sdo utilizados como marcadores de pré-adipdcitos. O CD34 é uma
glicoproteina transmembrana que promove adesdo celular, migracdo e diferenciacéo,
enquanto o Sca-1 (stem cell antigen 1) € um marcador de superficie celular amplamente
expresso em células-tronco mesenquimais (ROSEN,2006; SARANTOPOULOQS, 2018). Outro
importate marcador de superficie de pré-adipocito é o Pref-1, cuja expressdo se extingue
durante o processo de diferenciacdo. A delecdo de Pref-1 reduz significativamente a
quantidade de tecido adiposo em camundongos (HUDAK, 2013).

Entre os diversos fatores que controlam a adipogénese, os receptores nucleares PPARy
(receptor ativador da proliferacdo de peroxissomos) sdo componentes essenciais, ja que sua
delecdo impede a diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipécitos maduros (ROSEN,2006). Os
PPARY sdo encontrados em duas isoformas distintas (PPARy1 e PPARYy2), sendo a isoforma 1
altamente expressa em adipdcitos maduros e em menor propor¢do em macrofagos, neurdnios
e cardiomidcitos, enquanto a isoforma 2 é expressa exclusivamente em adip6citos maduros
(GESTA,2006). Além da adipogénese, os PPARy sdo também essenciais para a manutengao
do fenotipo dos adipocitos maduros por meio do controle da expressdo de varias proteinas
envolvidas em diversos aspectos do metabolismo de lipideos incluindo captacao,
esterificacdo, lipolise, reciclagem e oxidacdo dos acidos graxos a triacilglicerol
(FESTUCCIA,2006; FESTUCCIA,2009a; FESTUCCIA; 2009b), bem como, de aspectos do
metabolismo de carboidratos incluindo a captagdo e conversdo da glicose em glicerol 3-
fosfato (FESTUCCIA,2009a). Além do metabolismo de lipidios, os PPARy modulam também

a funcéo endocrina do tecido adiposo, inibindo a expressao e secregdo de leptina, TNFo e IL-6
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e outras moléculas pré-inflamatdrias (DE VOS, 1996; SPIEGELMAN , 2008) aumentando a
secrecao de adiponectina e CRTP1 (BERG, 2002; WONG,2008). A delecdo parcial ou
sisttmica de PPARy causa severos danos metabolicos (HE,2003; IMAI,2004; GRAY,2005).
Estudo recente em camundongos com deficiéncia desse receptor nuclear encontraram severa
lipodistrofia, hepatomegalia, hiperfagia, diabetes tipo 2 caracterizada por hiperinsulinemia,

hiperglicemia, polidria, além de um intrigante aumento na massa magra (GILARDI, 2019).

Os PPARY podem ser ativados tanto por acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa,
atuando como um sensor intracelular de lipidios (EVANS,2004), quanto por uma familia de
ligantes sintéticos denominados de tiazolidinedionas (TZDs) que incluem a rosiglitazona e a
pioglitazona. As TZDs possuem grande especificidade de interacdo e poténcia de ativacdo de
PPARy, sendo largamente utilizadas no tratamento da resisténcia a insulina, sindrome
metabolica e dislipidemias (EVANS,2004). A administracdo de TZDs em humanos e roedores
induz melhora na tolerancia a glicose, na sensibilidade a insulina e no perfil plasmatico de
lipidios. Apesar destes efeitos benéficos, o uso clinico das TZDs, especialmente a rosiglitazona,
tém sido limitado devido aos diversos efeitos colaterais associados a estas drogas que incluem o
aumento na adiposidade, retencdo de liquido e insuficiéncia cardiaca, que acometem
aproximadamente 15% dos pacientes (LARSEN, 2003; SEMPLE, 2006). Entre os diversos
mecanismos envolvidos na melhora da homeostase da glicose induzida pelo tratamento com
TZDs, podemos citar a redistribuicdo de gordura dos estoques viscerais para o subcutaneos, o
aumento da secrecao e niveis circulantes de adiponectina e a reducdo da lipemia, lipotoxicidade
e inflamacéo do tecido adiposo (MIYAZAKI, 2002; YANG,2007).

Estudos indicam a existéncia de relacdo direta entre variacGes regionais no acimulo de
gordura e desenvolvimento de doengas metabolicas (DESPRES, 2006). Mais especificamente,
a deposicdo de gordura nos estogques intra-abdominais ou viscerais esta diretamente
relacionada com uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de distarbios
metabodlicos, como a intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensédo.
Assim, a redistribuicdo de gordura dos estoques viscerais para 0s subcutaneos induzida pelas
TZDs atenua os efeitos maléficos da excessiva deposicao de gordura visceral na homeostase
metabolica. Os mecanismos pelos quais as TZDs promovem redistribuicdo de gordura ainda
ndo foram completamente elucidados, mas parecem envolver um aumento nos depositos
subcutaneos da atividade da lipase lipoproteica (LPL), e assim do clearance e deposicéo de
lipidios circulantes, bem como do conteddo de DNA e nimero de adipdcitos, indicando uma

possivel participacdo dos processos de proliferacdo e/ou apoptose (LAPLANTE,2003).



28

THIAZOLIDINEDIONES

H,
I p="3
He A S, N m
DI T= g
0’ R \
.

N

A A Rosiglitazone

AA

MUSCLE

Pioglitazone Ao A Fatty acid oxidation
A Glucose Uptake
¥ Gluconeogenesis

ACC\MPK

A Adipogenesis and lipogenesis \
A Fatty acid storage

o °
N\
AdipoR2 \\
’ ‘\\\
PPREs pd

/

Resistin/ TNF-a/ 1L-6 By ¢ ee ®. % LKBIUAMPK/CRTC2-

LA X J N dependent or independent

\ 2 .. :/ t\'
. .
¥ Lipogenesis
ADIPOSE TISSUE *x V. Glacoasogenesls LIVER

L —

Figura 2. Representacdo esquematica das acdes das TZDs em adipdcitos, figado e
musculo esquelético. (GUPTA,2016)

Além dos efeitos citados acima, a ativagdo dos PPARy com TZDs promove a
biogénese mitocondrial, a expressdo da proteina desacopladora UCP1 e o recrutamento de
adipdcitos bege no tecido adiposo branco (WILSON-FRITCH,2003; PETROVIC,2008;
LAPLANTE,2006; OHNO,2012), aumentando a capacidade oxidativa e termogénica deste
tecido. Este efeito, entretanto, ndo estd associado ao aumento proporcional no gasto
energético corporal. Importante, a inducdo de genes termogénicos pela rosiglitazona parece
ser mais expressiva nos depositos subcutdneos e depender do corregulador PRDM16
(OHNO,2012).

Similarmente ao tecido adiposo branco subcutaneo, a ativacdo farmacol6gica de
PPARy aumenta também a massa do tecido adiposo marrom, através do aumento do niimero
de adipdcitos marrons, bem como, da expressdo de genes relacionados a captacdo e
esterificacdo de &cidos graxos em triacilglicerol como a LPL, PEPCK (fosfoenolpiruvato
carboxiquinase) e GyK (gliceroquinase), entre outros (FESTUCCIA,2009a). O tecido adiposo
marrom € especializado na termogénese (producdo de calor), devido a presenca da UCP1 na
membrana mitocondrial interna (CANNON, 2004; SPONTON, 2018). Interessantemente, 0
aumento da massa do tecido adiposo marrom pela rosiglitazona ocorre concomitantemente
com um aumento do contetdo de UCP1 e outras proteinas termogénicas, efeito este que ndo

estd associado a um aumento da termogénese e gasto caloricodevido a inibigédo da atividade
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simpética e dos horménios tireoideanos pelas TZDs (FESTUCCIA,2008).

Apesar destes estudos, os mecanismos moleculares pelos quais TZDs exercem suas
acdes no tecido adiposo branco e marrom ainda ndo foram completamente determinados.
Neste sentido, estudo conduzido por Blanchard (BLANCHARD,2012) encontrou que o
tratamento de ratos com rosiglitazona induz um aumento no tecido adiposo da atividade do
complexo 1 da mTOR, um sensor de nutrientes que desempenha fungdo importante no
controle do metabolismo lipidico e adiposidade.

A mTOR (proteina alvo mecanistico da rapamicina) € uma serina-treonina quinase
extremamente conservada, membro da familia da fosfoinositol 3-quinase (PI3K) que controla
a sintese protéica e lipidica, o crescimento e a proliferacdo celular de acordo com os niveis de
fatores de crescimento e nutrientes e o estado energético da célula. mMTOR é o centro catalitico
de dois complexos multiprotéicos distintos, complexo 1 e 2 da mTOR (MTORC1 e mTORC?2,
respectivamente), que possuem fungbes bioldgicas e substratos distintos, além de diferente
sensibilidade a inibicdo pela rapamicina.

O mTORC1 é o principal regulador do crescimento e proliferacéo celular. E ativado
principalmente por aminoacidos, além de fatores de crescimento como a insulina e IGF1, e
sua atividade visa regular os processos anabdlicos e catabdlicos nas células. (LEE, 2017).
Além da quinase mTOR, o complexo 1 da mTOR é composto por quatro proteinas RAPTOR,
mLST8, PRAS40 e DEPTOR. A proteina RAPTOR (proteina reguladora associada a mTOR),
bem como a mLST8 (proteina letal em mamiferos com Secl3) sdo essenciais para 0
funcionamento de mTORCL1, enquanto a PRAS40 (substrato rico em prolina de AKT de 40
kDa) e a DEPTOR (proteina de interacdo @ mTOR contendo o dominio DEP) atuam inibindo
a atividade do complexo.

Mecanisticamente, a ativacdo de mTORC1 por fatores de crescimento, como a
insulina, envolve a interacdo e ativacdo de receptor localizado na membrana celular. A
interacdo da insulina com seu receptor promove alteragcdo em sua conformacao, aumentando a
atividade tirosina quinase intrinseca do mesmo, sua autofosforilacdo, bem como, a
fosforilagdo do substrato do receptor de insulina 1 (IRS1). O IRS1 por sua vez, ativa
alostericamente a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a producgéo de fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfato (P1P3). Esse aumento do conteddo de PIP3 promove o recrutamento e ativacdo da
proteina quinase dependente de 3°-fosfatidilinositol 1 (PDK1) e do complexo 2 da mTOR, os
quais recrutam e ativam a Akt através da sua fosforilacdo em residuos de Thr308 e Ser473,

respectivamente. A ativacdo da Akt fosforila e inibe TSC2, que em conjunto com TSC1 e
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TBC1D7 formam o complexo da esclerose tuberosa (TSC1/2). Além dessa via, a insulina
também pode estimular mTORC1 ativando a via da MAPK/ERK (quinase regulada por sinal
extracelular), que também fosforila e inibe o complexo TSC1/2. (LAPLANTE,2009). Ambas
as vias ativam mTORCL pela fosforilacdo e inibicdo do complexo TSC1/2, que deixa de
exercer sua atividade inibitériaem mTORC1 (EFEYAN, 2013).

Ao contréario dos fatores de crescimento, os mecanismos envolvidos na ativacdo de
mTORC1 por aminoacidos sdo bastante complexos e ndo totalmente compreendidos. Estudos
conduzidos pelo laboratorio do professor David Sabatini (SHEN, 2019; SHEN, 2018; SHEN,
2017; EFEY AN, 2013; SANCAK 2010) tem buscado entender melhor a interacdo entre os
amino4cidos e mTORC1. Um regulador importante da sinalizacdo de mTORC1 na presenca
de aminoacidos é o complexo RAG GTPase, que se localiza na membrana dos lisossomos
ancorado a outro complexo, 0 RAGULATOR, que ao ser ativado, recruta mTORCI,
resultando em sua translocacdo do citoplasma para os lisossomos (SANCAK,2010). Esse
complexo (RAG GTPase), é um heterodimero composto por RAGA/B ou RAGC/D que
encontram-se ligados ao GDP, apresentando sua forma ativa quando o RAGA/B esté ligado
ao GTP enquanto que o RAGC/D esta ligado ao GDP (BAR-PELED, 2014). O complexo
RAGULATOR, na presenca de aminoacidos, interage com a v-ATPase do lisossomo atuando
como o catalisador da troca de RAGA/B-GDP para RAGA/B-GTP. O RAG GTPase também
é regulado por outros complexos e proteinas importantes, como o0 GATOR1 e GATOR2. Na
presenca de aminodcidos, 0 GATOR2 estd em sua forma ativa inibindo o GATORI,
inativando a acdo do complexo RAG GTPase. Na auséncia de aminoacidos, SESTRIN 1/2/3
(SESN) e CASTOR1 atuam na inibicdo de GATOR2, processo esse interrompido gquando
SESN se liga a leucina e CASTORL1 a arginina, conforme ilustrado na Figura 2 (LEE, 2017).
Em estudo recente conduzido por Castellano (2017), descobriu-se que a mTORC1 detecta
também o colesterol, através de mecanismo que também envolve a translocacdo para 0s
lisossomos. Quando ativa, mTORCL1 exerce suas a¢Oes principalmente pela fosforilacdo de

diversas proteinas como a S6K, 4E-BP e a ULK-1.

Ja o complexo 2 da mTOR é menos compreendido quando comparado ao 1 e esta
envolvido no controle do anabolismo e sobrevivéncia celular. Assim como o complexo 1, é
também formado pela mTOR, mLST8 e DEPTOR, que associam-se a outras trés proteinas, a
RICTOR, mSINL1 (proteina ndo-sensivel a rapamicina) e PROTOR-1. O mTORC2 é regulado
por fatores de crescimento e mediado pela PIBK(SAXTON,2017). Além da Akt, mTORC2

fosforila e ativaa SGK1 (proteina quinase induzida por soro e glicocorticoides) e a PKC
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(proteina quinase C)(LAMMING,2014).
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Figura 3.Vias de sinalizacdo da mTOR. Extraido e adaptado do artigo The Complex Roles
of mTOR in Adipocytes and Beyond (LEE et al., 2017)

Como detalhado abaixo, diversos estudos tem mostrado a fundamental participacao de
MTOR no desenvolvimento e manutencdo do tecido adiposo (SHAN,2016;CAl,2016). A
inibicdo farmacoldgica de mMTORC1 em pré-adipdcitos com rapamicina bloqueou
completamente a diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdcitos maduros através da inibicao
de PPARy (KIM, 2004). Corroborando com o envolvimento de mTORCI1 no controle da
adiposidade, tanto o tratamento com rapamicina, quanto a delecdo de S6K1, uma proteina que
é diretamente fosforilada e ativada por mTORC1, protegem contra o aumento de adiposidade
e obesidade induzida por dieta rica em lipidios (HOUDE,2010; POLAK,2008; UM,2004).
Neste sentido, camundongos com delecdo de RAPTOR e assim deficiéncia de mTORC1
exclusivamente em adipdcitos, apresentam deficiéncia na captacdo e estoque de lipideos nos
adipdcitos e reduzida adiposidade associada a esteatose hepatica e resisténcia a insulina (LEE,
2017). Em conjunto estes estudos sugerem que a inibicdo de mMTORCL estd associada com

reducédo da adiposidade.
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Diversos estudos também avaliaram os efeitos da ativacdo de mTORC1 em adipdcitos.
Em um estudo in vitro, ZHANG et al., 2009 demonstraram que a ativacdo constitutiva do
MTORC1 (delegdo de TSC2) potencializa o processo de adipogénese e a expressdo de
PPARy. In vivo, a dele¢cdo de 4E-BP que mimetiza a ativagdo de mTORC1 (4E-BP ¢
fosforilada e inibida por mTORC1) também estd associada com um aumento da deposi¢édo
lipidica e adiposidade em camundongos (LE BACQUER,2007). Entretanto, em estudo
publicado pelo nosso laboratdrio, encontramos que a ativacdo constitutiva de mTORC1, por
meio da delecdo de TSC1 em adipdcitos, induziu em camundongos uma importante reducao
da adiposidade visceral que foi associada ao browning e aumento da atividade oxidativa
mitocondrial deste tecido (MAGDALON 2016). Em um trabalho em colaborag¢do com o Prof
Sabatini encontramos também que a superexpressao de DEPTOR, uma proteina que compdem
e inibe parcialmente o complexo 1 da mTOR, exacerba a adipogénese e a adiposidade
subcutanea, por um mecanismo que envolve reducdo do feedback negativo catalisado por
S6K1 em IRS e ativacdo de Akt (LAPLANTE,2012). Em conjunto estes dados sugerem a
hipotese que um nivel 6timo de atividade de mTORCL1 € necessario para que as acOes
lipogénicas deste complexo prevalegam e resultem em aumento de adiposidade
(MAGDALON,2017).

Um aspecto comum encontrado praticamente em todos os estudos de ganho e perda de
funcdo de mTORC1 acima mencionados, sdo as alteracbes do conteudo e atividade
transcricional de PPARy. Enquanto a inibicdo de mTORCI1 estd associada com reducdo da
expressdo e atividade transcricional de PPARy, a ativa¢do constitutiva deste complexo
promove aumento de contetido e atividade de PPARy. Os mecanismos pelos quais mTORCI1
regula o conteudo e atividade de PPARYy sdo completamente desconhecidos. Um outro aspecto
interessante a ser considerado na interagdo entre mTORC1 e PPARy sdo os achados que a
ativacao farmacoldgica de PPARy com rosiglitazona esta associada com um aumento da
atividade de mTORC1 no tecido adiposo (BLANCHARD,2012). Em conjunto estes dados
sugerem a existéncia de um mecanismo de retroalimentacdo positiva modulando a interacéo
entre mTORCI1 e PPARy. Neste sentido, Blanchard e colaboradores (BLANCHARD,2012)
realizaram um estudo para investigar a hipétese de que a mTOR é um importante mediador do
aumento da adiposidade subcutanea e da atividade da LPL (lipase de lipoproteinas) induzida
pela ativagdo de PPARy in vivo. Para isto, ratos tratados com a TZD rosiglitazona em
combinagdo ou ndo com o inibidor farmacolégico de mTOR denominado de rapamicina,
foram avaliados para o perfil plasmatico de lipidio, secrecdo e clearance de triacilglicerol,

atividade da LPL e a expressdo de diversos genes envolvidos na captacéo e esterificacdo de
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acidos graxos a TAG. Em resumo foi encontrado neste estudo que mTORCL1 participa
ativamente no controle das alteracfes de homeostase lipidica e adiposidade, no aumento da
atividade de LPL e clearance de lipidios induzida pela rosiglitazona. Entretanto, devido a
inibicdo sisttmica de ambos os complexos da mMTOR (MTORC1 e mTORC2) e diversos
outros efeitos colaterais associados ao tratamento farmacolégico com rapamicina, ndo foi
possivel neste estudo definir especificamente a participacdo de mTORC1 de adipdcitos nos
diversos efeitos da rosiglitazona no tecido adiposo branco e marrom. Assim, propusemos
nesse estudo, utilizando a delecdo genética tecido -especifica do complexo 1 da mTOR em
adipdcitos, identificar quais agdes induzidas pela ativagcdo farmacologica de PPARy por

rosiglitazona sao mediadas especificamente por esse complexo.



2. Justificativa

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que a prevaléncia do
sobrepeso e obesidade no mundo quase triplicou nas ultimas décadas, alcangando em 2016
mais de 1,9 bilh6es de adultos com excesso de peso, incluindo entre estes 650 milhGes de
obesos. A OMS ainda afirma que o0 excesso de peso e obesidade estdo associados a maior
indice de mortalidade quando comparado a desnutri¢cdo (WHO,2018).

Dada a gravidade da situagdo, a compreensdo dos mecanismos envolvidos no
controle da adiposidade é fundamental para que estratégias farmacoldgicas e genéticas
possam ser desenvolvidas com o objetivo de atenuar o desenvolvimento da obesidade e
doencas cronicas associadas.

Assim, no presente projeto foram investigadas as inter-relacbes entre dois
importantes reguladores do metabolismo lipidico e adiposidade, o sensor de lipidios e
receptor nuclear PPARY e o sensor de aminoacidos e fatores de crescimento mTORCI1. Os
dados obtidos neste estudo auxiliardo na compreensdo dos mecanismos envolvidos na

formacdo e manutencdo da massa adiposa em mamiferos.

3. Hipotese

O complexo 1 da mTOR é importante para a¢des metabdlicas no tecido adiposo induzidas por
ativadores de PPARYy
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4. Objetivos
4.1. Objetivo geral

Investigar o envolvimento do complexo 1 da mTOR de adipdcitos nas alteracdes
morfologicas, metabdlicas e secretdrias do tecido adiposo branco e marrom de

camundongos induzidas pela ativacao farmacologica de PPARy com rosiglitazona.

4.2. Objetivo especificos

Investigar o envolvimento do complexo 1 da mTOR:

a) na redistribuicdo de gordura visceral para a subcutanea e aumento da massa
do tecido adiposo marrom induzidos pela ativagao farmacoldgica de PPARYy;

b)  nas alteragcOes da expressao génica do tecido adiposo branco e marrom
induzidos pela ativagdo farmacologica de PPARYy;

C) na biogénese mitocondrial e aumento do contetdo de UCP1 do tecido
adiposo induzido pela ativa¢do farmacoldgica de PPARy;

d)  nas alteracGes do lipidoma do tecido adiposo branco induzidos pela ativacao

farmacoldgica de PPARYy;

e) nas alterac6es no perfil de leucdcitos do tecido adiposo.
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5. Material e métodos

5.1 Animais

Todos os protocolos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP) (CEUA
protocolo 115/2016). Foram utilizados nos protocolos, camundongos com background
C57BL/6J com ou sem inativacdo especifica do complexo 1 da mTOR em adipocitos
produzidos pela delecdo de RAPTOR (mTORC1) pelo sistema Cre-lox. Para isto,
camundongos com RAPTOR floxeados foram cruzados com camundongos que
expressam a enzima Cre-recombinase sob controle do promotor da adiponectina
produzindo na geracdo F1 animais RAPTOR flox/wt adiponectinaCre +/-, onde wt
significa selvagem. Estes animais da geracdo F1 foram cruzados com camundongos
RAPTOR flox/flox produzindo na geragdo F2 camundongos com genétipo RAPTOR
flox/flox adiponectinaCre +/- que foram posteriormente cruzados com camundongos
RAPTOR flox/flox. Assim na geracdo F3, foram produzidos camundongos RAPTOR
flox/flox adiponectinaCre +/- (ARapKO, com delecdo de RAPTOR em adipdcitos) e
RAPTORflox/flox adiponectinaCre -/- (ARapWT).

30mg/ Kg peso corporal
RSG

/ 8 semanas \

\g \“
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Figura 4. Desenho experimental
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5.2 Genotipagem

Todos os camundongos utilizados nos experimentos foram genotipados. Para isto, 0S
camundongos foram anestesiados com isoflurano e um pedaco de 0,2 cm da cauda foi
excisado. A extracdo do DNA caudal foi realizada por digestio com NaOH 50 mM por
12 minutos a 95°C, seguido de neutralizacdo com 1M Tris-HCI (pH 6,8) e centrifugacao
por 15 min a 13000 rpm. O sobrenadante entdo foi retirado para reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com o kit Platinum Tag DNA Polymerase (Life Technologies,

- . f/f . .
Carlsbad, CA, EUA). Foram utilizados primers para Raptor , e adiponectin-cre (Tabela
1)
Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados na genotipagem.

adiponectin-cre

Controle interno sense CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
Controle interno antisense GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC

Mutante sense CGAACGCACTGATTTCGACC
Mutante antisense AACCAGGCGTTTTCGTTCTGC
Raptor”T

Sense CTCAGTAGTGGTATGTGCTCAG
Antisense GGGTACAGTATGTCAGCACAG

As amostras foram corridasem gel de agarose 2% para a separacao dos produtos
de PCR como demonstrado na Figura 5.

A

(bp) Cre-/- Cre+/+

324 il o Controle interno

202 ) uuu-‘ Transgene
-

B

180 - - - LOX
- Raptor

Figura 5. Padrdo de bandas dos géis de genotipagem
para adiponectina-cre (A), Raptor Lox (B)
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5.3 Condicdes ambientais, dieta, peso corporal e consumo alimentar

Todos os camundongos foram mantidos no biotério do ICB-USP, sob
temperatura de 25°C + 2°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Camundongos foram
alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) do inglés high-fat diet composta por 20% de
carboidratos, 20% de proteinas e 60% de lipideos, em Kcal. O consumo alimentar e o

peso corporal foram avaliados semanalmente.

Tabela 2. Composicdo da HFD (g/kg).

Ingrediente HFD
Caseina 258 4
L-cistina 39

Amido de milho -
Maltodextrina 161,5
Sacarose 88,9
Celulose 74,1

Oleo de soja 32,3
Banha de porco 316,6
Mix mineral AIN93M 479
Mix vitaminico 13,7
Bitartarato de colina 2,6

5.4 Dosagem de rosiglitazona e eutanasia

A TZD utilizada foi a rosiglitazona (AVANDIA®), que foi macerada e
adicionada a dieta na dose de 30 mg/kg/dia, estabelecida no Protocolo 1. Apos 8
semanas de tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia apds jejum de 12 horas
e anestesia com isofluorano, e tiveram seus tecidos adiposos (epididimal, inguinal,

retroperitoneal e marrom), coracdo, figado, musculo gastrocnémio e sangue coletados e



armazenados para as analises.

5.5 Histologia

Fragmentos de tecido adiposo inguinal e marrom e figado foram fixados em
paraformaldeido 4% por 24 horas e armazenados em etanol 70% para posterior inclusdo
em parafina. Cortes semi-seriados de 5 pum foram corados com hematoxilina/eosina
(H/E). As imagens foram obtidas em microscopio ZEISS, digitalizadas e analisadas pelo
software ZEN. Foi utilizada a objetiva de 20x. Para a analise de area dos adipécitos do
tecido adiposo inguinal, utilizamos o software Image J, onde medimos fotomicrografias

de mesma resolucéo (20x), com a medida de cerca de 350 adipdcitos por animal.

5.6 Teste de tolerancia a glicose

Na 6% semana de protocolo, apds jejum de 8 horas, foi injetada glicose
intraperitoneal (1g/ kg peso corporal) nos camundongos. A glicemia foi determinada
através do sangue da veia caudal antes e 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos ap6s injecdo
da glicose usando o glicosimetro OneTouch Johnson & Johnson.(MAGDALON,2016).

5.7 Teste de Tolerancia a Insulina

Na 72 semana de protocolo, apos jejum de 4 horas, foi administrada via
intraperitoneal 0,5 U insulina/Kg peso corporal. A glicemia foi medida nos tempos 0, 5,
10, 15, 20 e 30 minutos com glicosimetro OneTouch Johnson & Johnson
(MAGDALON,2016).

5.8 Consumo de O Tecidual

Para analise de consumo de O2 basal, fragmentos de tecido adiposo inguinal e

marrom (~30 e 15 mg, respectivamente) foram incubados em DMEM-4% BSA a 37°C sob

agitacdo. O consumo de O foi medido no Oroboros Oxygraph-2K por aproximadamente 15
minutos. Os valores foram expressos por peso de tecido (MAGDALON,2016).
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5.9 Extracdo de RNA e transcrigdo reversa

Amostras de tecido adiposo inguinal e marrom (~50 mg) foram homogeneizadas
com 1 mL Trizol Reagent (Life Technologies, USA), seguido da adi¢do de 0,2 mL
cloroformio, agitacdo por 15 segundos e centrifugacdo a 12000 g por 15 min a 4°C.
Apo6s separacdo da fase superior aquosa, foi adicionado 0,6 mL de isopropanol 100%
seguida de incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugacdo a 12000 g
por 15 min a 4°C. O pellet de RNA foi entdo lavado com 75% etanol e centrifugado a
7500 g por 5 minutos. O pellet de RNA foi ressuspenso em agua isenta de RNase e
quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) a 260 nm.
Para a reacdo de transcricdo reversa, foram incubados a 65°C por 5 min a mistura de 1
ug de RNA total diluido em 4gua isenta de RNase totalizando 12 pL, 1 pL 10 mM
dNTP ¢ 1 uL 50 uM oligo-dT. Em seguida, foram adicionados 4 pL 5X First Strand
Buffer, 1 uL 0,1 M DTT e 1 uL Superscript Il reverse transcriptase (200 U/uL) (Life
Technologies, USA). Seguiu-se coma incubagao a 50°C por 1 h, 70°C por 15 mine 4°C
por 10 min. O cDNA resultante foi entdo diluido 25 vezes em agua isenta de RNase e
estocado a -20°C (BELCHIOR,2015).

5.10 PCR em Tempo Real

O PCR em tempo real foi utilizado para quantificacdo dos niveis de RNAm de
proteinas de interesse. Para cada reagdo de PCR, foram utilizados 5 pLL ¢cDNA, 1,2 puL
agua isenta de RNase, 10 uL SYBR Green (Sigma-Aldrich) e 1 pL mistura de primer
forward e reverse a 5 uM. As amostras foram entdo incubadas em RotorGene (Qiagen)
por 40 ciclos, seguido de melting. A andlise da expressdo génica foi realizada por
quantificacdo relativa pelo método de CT comparativo ( Ct). Os dados foram
apresentados como a razdo entre o gene alvo e a média de genes de referéncia (B2m,

36b4 e Hprtl). Os primers utilizados para esta analise estdo na Tabela 3.



5.11 Western Blot

Para a medida do conteddo de proteinas de interesse, amostras de tecido adiposo
inguinal foram homogeneizadas em tamp&o contendo em mM: 50 HEPES, 40 NaCl, 50
NaF, 2 EDTA, 10 pirofosfato de sddio, 10 glicerofosfato de sdédio, 2 ortavanadato de
sodio, 1% Triton-X 100 e inibidor de protease livre de EDTA (Roche Life Science,
Pleasanton, CA, EUA). As amostras foram centrifugadas a 11000 g por 10 mina 4°C. O
método de Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) foi
utilizado para medir a concentracdo de proteinas segundo as instrucdes do fabricante.
Foram utilizadas 40 pg de proteina para separagdo em gel. Apds transferéncia em
membrana PVDF, foi realizado bloqueio por 1 h em tampédo 5% de leite e incubada
durante a noite com o anticorpo primario de interesse (diluicdo 1:1000) em tamp&o 5%
leite. Os seguintes anticorpos foram utilizados: Akt (#9685s), 4E-BP1 (#9452), p4E-
BP1(#2855s) e UCP-1 (#14670). Apo6s lavagem (TBS-T), a membrana foi incubada com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo 1:5000) em tampéo 5% leite por
1h. Apds incubacdo com anticorpo secundario, a membrana foi novamente lavada

(TBS-T) e entdo revelada com a utilizacdo do equipamento Syngene®.
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Tabela 3. Primers utilizados no PCR em tempo real.
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Gene Forward (5' - 3") Reverse (3'-5")

ADIPONEC CGTGGAGCTCAGCAGTACCC TCGGGCTCCTCCGGGCTATT
ATGL GGTCCTCTGCATCCCTCCTT CTGTCCTGAGGGCAGATGTC
B2M ACCGTCTACTGGGATCGAGA TGCTATTTCTTTCTGCGTGCAT
CD36 TGAATGGTTGAGACCCCGTG CGTGGCCCGGTTCTACTAAT
DGAT1 GCTCCAGCCCATACCCGGGA TGTCAGGGCACCCACTGCCA
FABP4 TGAAATCACCGCAGACGACA ACACATTCCACCACCAGCTT
FASN AGATGGAAGGCTGGGCTCTA CATTGTGTGTGCCTGCTTGG
PEPCK CGATGACATCGCCTGGATGA TCTTGCCCTTGTGTTCTGCA

ILIB GCCACCTTTTGACAGTGATGAG TGATGTGCTGCTGCTGCGAGATT
HPRT1 AGCAGTACAGCCCCAAAATG ATCCAACAAAGTCTGGCCTGT
PGC1A ACTCTGCATTTGGTTTTGCTGA CCCAGCAACACAGCCTCTAA
PPARG CGGGCTGAGAAGTCACGTT TGTGTCAACCATGGTAATTTCAG
UCP1 AGGCTTCCAGTACCATTAGGT CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT
NLRP3 GGCAACAATGATCTTGGCGA TTCACCCAACTGTAGGCTCT
CD86 TGGTCTGGCAAGACAACACA TCTCTTCCACTCTCTAGGGAGCT
TNFA AGCCCACGTCGTAGCAAACCA GCAGGGGCTCTTGACGGCAG
DUSP6 CGTTCTACCTGGAAGCTGGC CTGCACGAGCCGTCTAGATT
MCP1 TCAGCCAGATGCAGTTAACGCCC AGGCATCACAGTCCGAGTCACA
ASC-PYCARD GCCAGAACAGGACACTTTGTG ACACTGCCATGCAAAGCATC
DSBA-L GGCTGGGCTTTGAGGTCCTA ACTGGCCTTTTCGGGGAAC

DBT CAGACTGACCTGTGTTCGCT GTGACGTGGCTGACTGTACT
DLD CCAGGTGCTGGAGAAATGGT GCCTCTGATAAGGTCGGATGC
BCKDK TGAGGATTGCTCACCGCATC GGTCCTTGATCGGAGGGAAG
BCKDHB AGTCCCTGCAGTATGGGCAAA CCTGAGCGGTAGCGATACTT
BCKDHA TGGCTAGATCTCACCCCAGC ATGCCGGAGATGACATTGGG
DBT CAGACTGACCTGTGTTCGCT GTGACGTGGCTGACTGTACT
NDUFB5 GCATCCGATATCAAGATGGATCG CTTTAACCGTAACTCAGCCTTTTCA
MFN2 TGGAGTCAACACCATCAGGG GGAACAGAGGAGAAGTTTCTAGC
F1FO-ATPASE TCCACCCGGATTCCGCCATG GAGCCGTGCTCTCCCCCAAAT
SDHB CCCAGGAGGGCAAGCAA GTACAGCCCGTCCAGCTTCT




5.12 Células Imunes Residentes No Tecido Adiposo

As células imunes residentes no tecido adiposo foram isoladas através de
digestdo do tecido adiposo epididimal com colagenase. Para isso, o tecido adiposo
epididimal foi picado em pequenos fragmentos e incubados em 4 mL de tampdo DMEM
contendo 20 mM HEPES, 4% albumina bovina sérica (BSA), 1 mg/mL de colagenase Il
(Sigma Chemical, St. Louis, MO, Estados Unidos), pH 7,4 por cerca de 45 minutos a
37°C em banho-maria com agitacdo orbital (150 rpm). Em seguida, as amostras foram
filtradas em peneira pléastica com malha fina (que retém restos teciduais e vasos ndo
digeridos) e acrescida de 25 mL de DMEM contendo 2% albumina. Os adipdcitos que
emergiram a superficie do tampdo foram retirados e a fracdo estroma-vascular foi
isolada por centrifugacdo por 10 minutos a 1500 rpm. O pellet de células formado que
contém leucdcitos, células endoteliais, pré-adipocitos entre outras, foi re-suspenso em
tampdo de lise de hemacias, submetidos a centrifugacdo por 10 min a 1500 rpm,
filtrados em filtro 70 um, novamente re-suspenso em PBS contendo 2% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e destinado a marcacao e analise por citometria de fluxo como descrito
abaixo (PASCHOAL,2016).

5.13 Marcacédo Celular Para Analise em Citometria De Fluxo

Células da fracdo estroma-vascular foram transferidas para placa de 96 pocos e
centrifugadas para a retirada do sobrenadante. Células foram re-suspensas em Fc block,
incubadas por 10 minutos a 4°C, e acrescidas dos (10 uL de solucdo 1:100) de
anticorpos seguida de incubacdo por 30 min a 4°C. Em seguida as amostras foram
novamente lavadas com PBS 2% SFB, fixadas com tampéo BD Cytofix e incubadas por
20 minutos a 4°C. As células foram lavadas e as amostras avaliadas no citbmetro de
fluxo Canto Il. O programa utilizado para aquisi¢do de dados no BD canto 11 foi o Diva-

™ .. 0 .
Sofware . Foram adquiridos 50000 eventos por amostra e para a analise foi usado o

software FlowJo 10.0.7.

5.14 Imunofenotipagem

Foram considerados macréfagos as células que apresentaram dupla marcacéao

para CD11b" e F4/80" na superficie. Nesta populacao de macrofagos, as células



positivas para CD206+ e negativas para CD11c e CD86 foram consideradas como de

fendtipo M2 e as positivas para CDllc+ e CD86+ e negativas para CD206 como ML.

Células que expressam CD4+, CD25+ e Foxp3+ foram consideradas como linfocitos
Treg. Os anticorpos utilizados foram F4/80-APC, CD11c-FITC, CD206-PE, CD4-FITC

e CD25-APC (Becton Dickinson, USA), CD11b-PB, F4/80-PE, CD206-FITC e CD86-
APC (Biolegend, USA) (PASCHOAL,2016).

5.15 Andlises séricas

Apo6s a eutanasia, o sangue foi coletado e centrifugado a 2000 rpm por 15
minutos & 4°C, o soro foi retirado e armazenado a -80°C. Os niveis séricos de
triacilglicerdis (TAG) e glicose foram determinados por método colorimétrico conforme
orientacdes do fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). Adiponectina (EZHADP-
61K, Merck-Milipore), insulina (EZRMI-13K, Merck-Milipore) e leptina (#90030,
Crystal Chem) foram quantificadas usando kits ELISA. Os niveis séricos de BCAA
foram medidos por método colorimétrico (#K564-100, BioVision). Todas as analises

foram executadas seguindo as instrugdes do fabricante.

5.16 Anélise lipidomica por cromatografia liquida reversa (RPLC), ionizacéo por
eletropray (ESI) e tempo de espectrometria de massa de véo (TOFMS)

A anélise do lipidoma do tecido adiposo epididimal foi realizada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) utilizando uma
mistura de padrdes internos de lipidios para semi-quantificacdo de espécies moleculares

de lipidios relatadas.
5.17 Extracéo de lipideos

A extracdo lipidica foi realizada de acordo com o método estabelecido por
Matyash et al. (2008). O tecido adiposo epididimal (100 mg/mL) foi homogeneizado em
gelo com tampéo de fosfato 10 mM (pH 7,4) contendo mesilato de deferoxamina 100

pM. Resumidamente, 100 pL de tecido adiposo (10 mg) foram misturados com 200 pL
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5.18

de metanol gelado e 100 pL de padrdes internos (10 - 20 ng / puL, Tabela 4). Apos
agitacdo durante 10 segundos, adicionou-se 1 ml de éter metil-terc-butilico (MTBE) a
mistura, que permaneceu sob agitagdo em temperatura ambiente por 1 hora. Em
seguida, foram adicionados 300 uL de 4gua a mistura acompanhada de homogeneizacédo
e descansando em gelo durante 10 minutos. Apos centrifugacdo a 10.000g por 10
minutos a 4°C, o sobrenadante contendo o extrato lipidico total foi transferido para um
novo tubo e seco com nitrogénio. Os extrato lipidico total secos foram ressuspendidos
em isopropanol ¢ o volume de injecdo foi ajustado em 1 pL (representando 1% de 100

mg de tecido / mL).

Aquisicédo e analise de lipideos

O extrato lipidico total foi analisado por ESI-TOFMS (Triple TOF 6600, Sciex,
Concord, EUA) interligados com um CL de alto desempenho (UHPLC Nexera, Shimadzu,
Kyoto, Japdo). As amostras foram carregadas em coluna CORTECS® (UPLC® C18, 1,6
pm, 2.1 mm id. x 100 mm) com um caudal de 0,2 mL min-1 e a temperatura mantida a
35°C. Para RPLC, a fase mdvel A consistiu em agua/ acetonitrila (60:40), enquanto a fase
mbvel B composta de isopropanol/ acetonitrila/ dgua (88:10:2). As fases mdveis A e B
continham acetato de aménio ou &cido férmico (a uma concentracdo final de 10 mM) para
experimentos realizados em modo de ionizagdo negativo ou positivo, respectivamente. O
gradiente linear durante RPLC foi o seguinte: de 40 a 100% B durante os primeiros 10
minutos, manteve-se em 100% B de 10 a 12 minutos, diminuindo de 100 para 40% de B
durante 12-13 minutos, e mantido a 40% B de 13-20 minutos. A MS foi operada em modos
de ionizacdo positiva e negativa, e a faixa de varredura ajustada em uma relagdo massa-
carga de 200-2000 Da. Os dados para a identificacdo e quantificacdo das espécies
moleculares de lipidios foram obtidos pela aquisicdo de informacdes dependentes (IDA®).
A aquisicdo de dados foi realizada com ciclo de tempo de 1,05 segundos e tempo de
aquisicdo de 100 ms para a varredura MS1 e tempo de aquisicdo de 25 ms para obter os 36
fons precursores superiores. A aquisicdo de dados foi realizada usando o Analyst® 1.7.1
com uma tensdo de pulverizacdo idnica de -4,5 kV e 5,5 kV (para modos negativo e
positivo, respectivamente) e a tensdo do cone em +/- 80 V. O gas foi ajustado a 25 psi,
gases nebulizadores e aquecedores a 45 psi e aquecedor de interface de 450°C. Os dados
MS/MS foram analisados com PeakView®, e as espécies moleculares de lipidios foram

identificadas por inspecao
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visual baseada na massa dos compostos com a utilizagdo de buscador desenvolvido em

Excel direcionado pelo Lipid Maps, disponivel em:

(link: http://www.lipidmaps.ora/tools/structuredrawing/masscalc.php).

A quantificacdo lipidica foi realizada com o MultiQuant®, onde as &reas de pico

de ions precursores foram normalizadas pelos padrdes internos.

Tabela 4. Padrdes internos de lipideos.
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Padréo Interno Classe Lipidica | Concentracéo
(ng/ul)
1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
P y Ead Phosp PC 18.8
(PC 17:0/17:0)
1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine PE 18.8
(PE 17:0/17:0) '
1,1°,2,2 -tetramyristoyl cardiolipin
CL 18.8
(CL 14:0)4
1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol
p y gly phosphogly PG 20.0
(PG 17:0/17:0)
1-heptadecanoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine
Lyso 18.8
(LysoPC 17:0)
N-heptadecanoyl-D-erytro-sphingosylphosphorylcholine M 150
(17:0 SM) '
N-decanoyl-D-erytro-sphingosine
y y Phing Cer 10.0

(10:0 Cer)

5.19 Andlise Estatistica

Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo. Foi utilizada analise

de variancia ANOVA Two-way com poés-teste Tukey. O nivel de significaAncia

estabelecido foi de 5%, em que p < 0,05. O pacote estatistico utilizado foi o Statistical

Graph Prism 5.0® (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EUA).




6. Resultado

Nosso estudo teve inicio com experimentos em camundongos selvagens C57BL/6J
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com rosiglitazona nas doses de 5, 15 e 30
mg/kg de peso corporal afim de encontrarmos dose que reproduza as principais acdes desta
TZD em humanos como a redistribuicdo de tecido adiposo, caracterizada por redugdo nos
depdsitos viscerais e possivel aumento nos depdsitos subcutaneos e/ou do tecido adiposo
marrom. Como ilustrado na Figura 6, o consumo de dieta hiperlipidica aumentou
significativamente o peso corporal final, ganho de peso dos camundongos e a massa dos
tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal, inguinal e marrom. J4 o tratamento com
rosiglitazona independentemente da dose, ndo afetou o peso corporal final nem o ganho de
peso dos animais, porém, atenuou o0 aumento de massa dos tecidos adiposos epididimal e
retroperitoneal nas dosagens de 15 e 30 mg, além de aumentar a massa do tecido adiposo
marrom. Assim, baseados nessas alterages de peso dos tecidos adiposos retroperitoneal e
marrom induzidas pela rosiglitazona nas doses de 15 e 30 mg (Figura 6) em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica, escolhemos a dose de 30 mg/ kg de peso corporal para
a utilizagdo nos protocolos subsequentes em animais com deficiéncia de mTORCL1 (delegéo

de RAPTOR).
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Figura 6. Peso corporal (A), ganho de peso (B), e pesos do tecido adiposo inguinal (C),
tecido adiposo retroperitoneal (D), tecido adiposo epididimal (E) e tecido adiposo
marrom (G) de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta controle ou dieta
hiperlipidica (HFD) associada a diferentes doses de rosiglitazona (0, 5, 15, 30 mg/ kg de
peso corporal por dia). Dados expressos em média e erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticas, p< 0,05. Anova two way. (n =5 por grupo)

Definida a dose de rosiglitazona, iniciamos nossos estudos com o objetivo de investigar
o envolvimento de mMTORC1 nas acBGes metabdlicas promovidas pela ativacdo
farmacologica de PPARy. Para isto, camundongos controles ou com deficiéncia de
mTORC1 em adip6citos alimentados com dieta hiperlipidica foram tratados ou ndo com
rosiglitazona por 8 semanas. Como ilustrado na Figura 7A, camundongos com delegéo de
raptor em adipocitos apresentaram reduzido conteddo de 4E-BP fosforilada no tecido
adiposo inguinal, um produto da atividade de mTORCL1, confirmando assim a deficiéncia
deste complexo. Camundongos com deficiéncia de mTORC1 (ARapKO) em adipdcitos
apresentaram menor ganho de peso, menor massa dos tecidos adiposos epididimal,
retroperitoneal e marrom e aumento nas massas do figado e coragdo quando comparados
aos animais sem a delecdo de raptor (ARapWT), apesar da auséncia de diferencas no

consumo  alimentar., O  tratamento  com  rosiglitazona  ndo  induziu



alteracOes significativas no ganho de peso, consumo alimentar e massas do tecido
adiposo inguinal e figado, mas reduziu a massa dos depdsitos viscerais epididimal e
retroperitoneal e aumentou as massas do tecido adiposo marrom e coragdo nos animais
controles ARapWT. Nos animais com delecdo de raptor (ARapKO) em adipdcitos, ao
contrario dos controles, a rosiglitazona ndo reduziu a massa dos depdsitos viscerais
epididimal e retroperitoneal e ndo aumentou a massa do tecido adiposo marrom,

sugerindo que estas acdes possam ser dependentes de mTORC1 (Fig. 7 E, Fe G).
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Figura 7. Expressdo de proteinas relacionadas a via da mTOR no tecido adiposo inguinal
(A), ganho de peso (B), consumo alimentar (C), tecido adiposo inguinal (D),
retroperitoneal (E), epididimal (F), marrom (G), figado (H) e coracédo (I) de camundongos
ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com
rosiglitazona (RSG) na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way pos-

teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas, p<0,05. (n=10 animais

por grupo)
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Analisamos posteriormente a distribuicdo dos adipdcitos de acordo com sua area
em cortes histolégicos do tecido adiposo inguinal. Como ilustrado na Figura 8, a
delecdo de raptor aumentou a porcentagem de adipdcitos com area pequena nas faixas
de 0-500 e 500-1000 e reduziu a porcentagem de adipécitos grandes com area de 3000-
3500 e 3500-4000. Ja o tratamento com rosiglitazona aumentou a porcentagem de
adipdcitos com area média entre 1000-2500 e reduziu a porcentagem de adipdcitos com
area maior. Entre estes efeitos da rosiglitazona o aumento da porcentagem de area
média entre 1000-2500 foi abolido pela deficiéncia de mMTORCL, ja que 0 mesmo ndo

foi observado no grupo ARapKO tratado com rosiglitazona.
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Figura 8. Analise morfoldgica do tecido adiposo inguinal. Fotomicrografias
representativas de cortes do tecido adiposo inguinal coradas com hematoxilina e eosina
(A) e distribuicdo em porcentagem dos adipécitos por area (B) em camundongos
ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com
rosiglitazona na dose de 30 mg/ kg/ dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way pos-teste

de Tukey. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas, p < 0,05. (n= 5 animais por

grupo). Objetiva 20X
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Realizamos também a analise morfoldgica do tecido adiposo marrom. Como
ilustrado na Figura 9, todas as condi¢cdes estudadas, ou seja, delecdo de raptor,
tratamento com rosiglitazona ou combina¢do dos dois, promoveram um aumento no
nimero de adipdcitos uniloculares no tecido adiposo marrom. Este efeito parece ser
mais intenso em camundongos controles tratados com rosiglitazona, o que coincide com

0 aumento da massa tecidual.

A Controle WT Controle KO ROSI WT ROSI KO

Figura 9. Imagens fotograficas e histolégica do tecido adiposo marrom. Fotografia
de tecido adiposo marrom e respectivas sec¢des histoldgicas coradas com hematoxilina
e eosina (A) em camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta
hiperlipidica tratados ou ndo com rosiglitazona na dose de 30 mg/ kg/ dia durante 8

semanas. Objetiva de 20X

Ao observamos imagens obtidas por fotomicrografia do figado (Figura 10),
vemos que a delecdo de mMTORCL1 aumentou significativamente a infiltracdo lipidica,
dado esse que reflete 0 aumento na massa observada nesse tecido, independentemente

do tratamento com rosiglitazona.
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CONT WT CONT KO RSG WT RSG KO

Figura 10. Histologia de figado. Secc¢des histologicas de figado na objetiva de 10x (A)
e 20x (B) coradas com hematoxilina e eosina em camundongos ARapWT e ARapKO
alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com rosiglitazona na dose de 30
mg/ kg/ dia durante 8 semanas.

Sendo a rosiglitazona uma droga usada no tratamento do Diabetes do tipo 2,
visto que melhora a homeostase glicémica, realizamos ensaios in vivo afim de verificar
a acdo da rosiglitazona no metabolismo da glicose e sua relagdo coma via da mTORC1.
Para tal, testes de tolerancia a glicose e a insulina (GTT e ITT, respectivamente) foram
conduzidos. Conforme ilustrado na Figura 11, a delegdo de raptor em adipdcitos nao
alterou significativamente a tolerancia a glicose, mas induziu uma importante
intolerdncia a insulina como evidenciado pelo reduzido KITT e hiperinsulinemia de
jejum. O tratamento com rosiglitazona ndo induziu alteragbes significativas na
homeostase da glicose em animais controles (ARapWT), mas aumentou a tolerancia a
glicose e reduziu significativamente a intolerncia a insulina e a hiperinsulinemia de
jejum nos camundongos deficiéncia de mTORC1 (ARapKO). Ndo houve alteracdo
significativa na glicemia de jejum em nenhuma das condi¢Ges estudadas.
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Figura 11. Teste de tolerancia a glicose (GTT, A), area sob a curva GTT (B), teste de
tolerancia a insulina (ITT, C) e velocidade de decaimento da glicemia (kITT) (D),
glicemia (E) e insulinemia (F) de jejum em camundongos ARapWT e ARapKO
alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com rosiglitazona na dose de 30
mg/kg/dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way pos-teste de Tukey. Letras diferentes

indicam diferencas estatisticas, p<0,05. (n= 10 animais por grupo)

Analisamos também outros parametros sericos como o0s niveis de triacilglicerol e leptina.

Como ilustrado na Figura 12, tanto a delecdo de raptor em adipdcitos quanto o tratamento
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com rosiglitazona reduziram significativamente os niveis séricos de triacilglicerol e leptina.
N&o houve entretanto efeito aditivo entre os dois tratamentos.
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Figura 12. Niveis séricos de leptina (A) e triacilglicerol (B) de camundongos ARapWT e
ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com rosiglitazona na dose
de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way pos-teste de Tukey. Letras
diferentes indicam diferencgas estatisticas, p<0,05. (n= 10 animais por grupo)

Alteracbes da massa adiposa sdo geralmente associadas a processos
inflamatorios e alterages no perfil dos leucdcitos residentes no tecido adiposo. Como
ilustrado na Figura 13, analise da composicdo celular da fragdo estroma vascular do
tecido adiposo por citometria de fluxo identificou que a reducdo de massa do tecido
adiposo induzida pela deficiéncia de mTORCL é associada com processo inflamatério
tecidual caracterizado pelo aumento na porcentagem de macrofagos M1 (tendéncia),
linfocitos T citotoxicos, linfocitos B e neutrdfilos. Interessantemente o tratamento com
rosiglitazona ndo afetou a porcentagem de leucdcitos residentes no tecido adiposo
epididimal de camundongos ARapWT e ARapKO.
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Figura 13. Perfil inflamatério do tecido adiposo epididimal. Perfil de leucdcitos
residentes no tecido adiposo epididimal de camundongos ARapWT e ARapKO
alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com rosiglitazona (30 mg/kg/dia)
por 8 semanas. Macrofagos totais (A), macréfagos M1 (B), macrofagos M2 (C),
linfocito T (D), linfocito T helper (E), linfécito T citotoxico (F), linfécito B (G) e
neutr6filo (H). ANOVA Two-way pos-teste de Tukey. Letras diferentes indicam
diferengas estatisticas, p<0,05. (n= 10 animais por grupo)

Além da infiltracdo de leucdcitos, avaliamos também a expressdo génica de
proteinas envolvidas em respostas inflamatorias teciduais. Como ilustrado na Figura 14,
a deficiéncia de mTORCL1 aumentou significativamente o conteido de mRNA de
NLRP3, DUSP6, ASC-PYCARD e IL1B da via do NLRP3-inflamassoma, bem como,
de MCP1, uma quimiocina de atracdo de macrofagos, CD86, um marcador de
macrofagos do tipo M1 e da citocina pro-inflamatéria TNFa no tecido adiposo. O
tratamento com rosiglitazona ndo afetou estes parametros nos animais controles

(ARapWT), mas, com excecdo de MCP-1 e CD86, blogueou 0 aumento destes em
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camundongos ARapKO.
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Figura 14. Expressao génica de marcadores inflamatorios. Conteddo de mRNA de NLRP3 (A),
DUSP6 (B), TNFa (C), MCP1 (D), ASC-PYCARD (E), IL1B (F), CD86 (G) no tecido adiposo
inguinal em camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou
nao com rosiglitazona na dose de 30 mg/ kg/ dia durante 8 semanas. ANOVA Two- way pds-teste
de Tukey. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas, p<0,05. (n= 10 animais por grupo em
IL1B, TNFa e CD86) (n=5 animais nos demais).

Outras acdes importantes responsaveis pela melhora na homeostase glicémica
promovidas pelo uso da rosiglitazona sdo o aumento nos niveis de adiponectina e
reducdo nos de aminodcidos de cadeia ramificada (BCAA) circulantes. Assim,
buscamos investigar se tais efeitos eram dependentes da mTORC1. Como ilustrado na
Figura 15A, a delecdo de raptor em adipdcitos reduziu significativamente os niveis
séricos de adiponectina, bem como, o contetldo de mRNA de adiponectina e Dsbl-A
(proteina similar a oxidoredutase com ligacdo dissulfeto A), uma proteina localizada no
reticulo endoplasmatico responsavel pela multimerizacdo da adiponectina, nos tecidos
adiposos marrom e inguinal. O tratamento com rosiglitazona aumentou 0s niveis séricos
de adiponectina, sem alterar significativamente os niveis de MRNA da adiponectina e
Dsbl-A no tecido adiposo de camundongos controles ARapWT. Em contraste aos

controles, o tratamento com rosiglitazona ndo alterou os niveis séricos de adiponectina



Adiponectina (ug/mL)

em camundongos com delecdo de raptor em adipdcitos. Esses dados sugerem que o

aumento nos niveis séricos de adiponectina induzido pela rosiglitazona parece ser

dependente de mTORC1.
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Figﬁra 15. Niveis séricos de adipon(gctina (A), contetdo de mRNA de adiponectina (B

e C) e Dsba-l (D e E) nos tecidos adiposos inguinal e marrom, respectivamente, de

camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo

com rosiglitazona na dose de 30 mg/ kg/ dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way

pos-teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas, p<0,05.(n=10

animais por grupo)

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a ativacao farmacoldgica de

PPARy com rosiglitazona reduz os niveis séricos de BCAA por mecanismo que envolve

0 aumento da oxidacdo destes aminoacidos no tecido adiposo. Aqui nos investigamos

uma possivel participacdo de mTORCL nestas acOes da rosiglitazona. Como ilustrado

na Figura 16, a deficiéncia de mTORC1 em adipdcitos ndo alterou os niveis séricos de
BCAA e o contetdo de mRNA das proteinas BCKDHA, BCKDK, DBT e DLD no
tecido adiposo inguinal. No tecido adiposo marrom, entretanto, a deficiéncia de
mMTORCI reduziu o conteldo de MRNA da BCKDHA E DBT, sem alterar a expressao
de BCKDHA e BCKDK. Corroborando dados prévios do grupo, o tratamento com
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rosiglitazona reduziu os niveis séricos de BCAA e aumentou o contetdo de mRNA de
BCKDHA, BCKDK, DBT e DLD no tecido adiposo branco dos camundongos controles
(ARapWT), efeitos estes que foram completamente bloqueados pela deficiéncia de

MTORCL. No tecido adiposo marrom, entretanto, o tratamento com rosiglitazona
reduziu o conteido de mMRNA de BCKDHA e DBT camundongos controles (ARapWT),

mas ndo nos ARapKO.
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Figura 16. Metabolismo de BCAA. Niveis séricos de BCAA (A) e contetdo de
MRNA de enzimas do metabolismo do BCAA (BCKDHA, BCKDK, DBT E DLD) nos
tecidos adiposos inguinal (B,C,D e E) e marrom (F,G,H e 1) de camundongos ARapWT

e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com rosiglitazona na



dose de 30 mg/ kg/ dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way pos-teste de Tukey.

Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas, p<0,05. (n=10 animais por grupo).

Posteriormente, investigamos possiveis efeitos da rosiglitazona e delecdo de
raptor no consumo de oxigénio e assim gasto energético dos tecidos adiposos branco e
marrom. Corroborando os dados anteriores, tanto a deficiéncia de mTORC1 quanto o
tratamento com rosiglitazona aumentaram o consumo de oxigénio no tecido adiposo
branco. Ndo houve, entretanto, efeito aditivo quando combinados. No tecido adiposo
marrom, houve somente a reducdo no consumo de oxigénio induzida pela delecéo de

raptor (Figura 17)
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Figura 17. Consumo de O2. Consumo de O2 nos tecidos adiposos inguinal (A) e marrom
(B) de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica e tratados
ou ndo com rosiglitazona (30 mg/ kg/ dia) por 8 semanas. ANOVA Two-way pos-teste de

Tukey, p<0,05. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas. (n= 10 animais por grupo)

Investigamos posteriormente uma possivel participacdo do processo de browning no
aumento do gasto energético apresentado pelo tecido adiposo branco. Como ilustrado na
Figura 18, a deficiéncia de mTORC1 em adipdcitos aumentou significativamente o
conteudo proteico e de mMRNA de UCP1 no tecido adiposo inguinal (Figura 18A e B ).
Camundongos ARapKO também apresentaram conteido aumentado de mMRNA de PGCla
no tecido adiposo inguinal, um coativador da atividade transcricional de diversos
receptores nucleares incluindo PPARy. Tratamento com rosiglitazona por outro lado ndo

alterou significativamente UCP1 ou PGCla. Ao analisarmos no tecido adiposo inguinal a
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expressdo de genes relacionados a fungdo mitocondrial (Figura 18), vimos que todos
apresentaram um mesmo perfil de aumento ou tendéncia de aumento na auséncia de
MTORC1 (ARapKO). Foi avaliada a expressdo das seguintes proteinas associadas a
funcdo mitocondrial: F1FO-ATPase, que sintetiza e/ou hidrolisa ATP dependendo do
gradiente eletroquimico transmembrana; NDUFBS5, subunidades mitocondrial do
complexo da cadeia de transporte de elétrons I (NADH desidrogenase [ubiquinona] 1 beta
subcomplexo 5); SDHB, complexo succinato desidrogenase, subunidade B, MFN2,
mitofusina relacionada a fusdo mitocondrial; ¢ CPTla, carnitina acyltransferase 1 que
participa na oxidacdo de &cidos graxos. J& no tratamento com rosiglitazona observamos

uma tendéncia de aumento apenas para F1F0-ATPase e MFN2.

A B UCP1 C PGC1 ALFA
800 b 10
b b v
CONT  CONT '::I‘Ti R:g 600 T e T Ko
wrt KO L B -
Z 400 z
E a
ucp1 . : . . s
200 .
2
a a
0 2 T i' ] T T
& & o &
<& &
o N
9 °
NDUFBS5 SDHB
D (Complexo I) E CPT1lalfa F (Complexo 1)

8 (Oxidagcao de AG) 5

mRNA
IS >
—=
—c
o ® o
—]c
_|c;
mRNA
S
=
_|U

mRNA

G MFN2 H F1FO
(Fusédo mitocondrial) (Sintese/hidrolise ATP)

b b
: f
204 ab
< 3
z ab % T ap
E T b E 2
a
10
a
1
a
ol —millim 0

< o < [

Ie) o

Figura°18. Conteldo de proteina LjCP-l (A). Contetido de mRNA de UCP-1 (B), PGCla,
NDUFBS5 (D), CPTla (E), SDHB (F), MFN2 (G), F1F0-ATPase (H) no tecido adiposo
inguinal de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica
tratados ou ndo com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. ANOVA
Two- way pos-teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas,

p<0,05.(n=5 animais por grupo)



Algumas proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico também foram
analisadas por expresdo génica no tecido adiposo inguinal (Figura 19). Podemos
observar na Figura 19 que a deficiéncia de mTORC1 reduziu o contetdo de mRNA de
CD36 (transportador de acido graxo) e PEPCK (sintese de glicerol 3-fosfato via
gliceroneogénese) e aumentou o da enzima FAS (sintese de acidos graxos) no tecido
adiposo inguinal. Tratamento com rosiglitazona aumentou o conteudo de mRNA de
CD36 e PEPCK nos animais controles, efeito este que foi bloqueado pela deficiéncia de
mTORCL. Tratamento com rosiglitazona reduziu o conteddo de FAS no inguinal de
camundongos ARapKO. N&o encontramos diferencas significativas no conteddo de
MRNA da ATGL (lipolise), DGAT (sintese de TAG) e FABP4 (transportador de acidos

graxos) e PPARY1 entre as diferentes condigdes.
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Figura 19. Expressao génica no tecido adiposo inguinal. Conteido de mMRNA de CD36
(A), PEPCK (B), FAS (C), ATGL (D), DGAT (E), FABP4 (F) PPARyl (G) no tecido

adiposo inguinal de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta

hiperlipidica tratados ou ndo com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8

semanas. ANOVA Two- way poés-teste de Tukey. Significincia de p<0,05. Letras

diferentes indicam diferencas estatisticas.(n=5 animais por grupo)



Com o intuito de identificar, em larga escala, alteracdes no perfil lipidico do
tecido adiposo epididimal, realizamos uma analise de lipidomica (Figuras 20, 21 e 22)
por espectrometria de massas. Com essa analise, conseguimos identificar e quantificar
aproximadamente 350 lipideos das mais diferentes classes como triacilglicerais,
diacilglicerdis, fosfolipideos, ceramidas, cobrindo cerca de 80% de todos os lipideos
presentes nas amostras. A partir dessa identificagdo, geramos um Heatmap (Figura 21)
dos 50 compostos lipidicos com maior diferenca estatistica, onde as amostras foram
agrupadas por similaridade em seu grupo experimental correto, conforme mostrado em
analise de PCA (do inglés, Principal Component Analysis, usada para verificar a
distribuicdo dos dados por grupos) na Figura 20, indicando que existem padrdes

caracteristicos de perfil lipidico entre as diferentes condi¢Ges experimentais.

Entre todos os lipideos identificados, os mais abundantes foram os
triacilglicerdis (TAG), com cerca de 130 espécies diferentes. Entre os TAG
identificados, 27 espécies com maior diferenca significativa, apresentaram distribuicéo
compativel com as condicbes experimentais obtidas, ja que todos o0s grupos
apresentaram menor quantidade de TAG que o grupo ARapWT sem tratamento com
rosiglitazona, mostrando que tanto a droga quanto a delecdo de raptor diminuem a
deposicdo de TAG nesse deposito. Outra classe de lipideos que interessantemente
mostrou-se alterada com o tratamento de rosiglitazona numa relacéo efeito-dependente
de mTORC1 foram as cardiolipinas (Figura 21-B), importantes componentes da
membrana mitocondrial interna, cujas alteragdes em seu contetido e estrutura tem sido
relacionados a disfungdo mitocondrial que pode estar associados a doengas como
diabetes, esteatose hepatica ndo-alcoolica, doenca de Parkinson, entre outras
(PARADIES, 2014).

Além das cardiolipinas, a fosfatidiletanolamina (PE), que também é importante para
funcdo mitocondrial, foi aumentada pela rosiglitazona de maneira dependente de mTORCL.
Outra classe de lipideos de importante papel metabdlico sdo as ceramidas, esfingolipideos
que modulam a sinalizagdo celular. Sendo assim, buscamos analisar entre as diversas
especies de ceramidas, as que sofreram alteracdes decorrentes da delecdo de mTORC1 e/ou
tratamento com rosiglitazona. Interessantemente, encontramos respostas distintas para a
diferentes espécies de ceramidas (Figura 21D, E e F). Houve um aumento no percentual de
ceramidas de cadeia longa (C:16-18), além de reducdo no percentual de ceramidas de cadeia

muito longa (C:24) apds tratamento com
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rosiglitazona, efeitos estes que foram dependentes de mTORCL1. O tratamento com
rosiglitazona aumentou também o contetdo de Cer (d18:1/24:2) independentemente de
mTORC1.
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Figura 20. Anélise de PCA de amostras de tecido adiposo epididimal de camundongos
ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo com
rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. (n=6 por grupo)
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Figura 21. Lipideos (A), PE (B), cardiolipina (C), ceramidas (D), % ceramidas de cadeia
longa (E) e % ceramidas de cadeia muito longa (F) identificados no tecido adiposo de
camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipidica tratados ou ndo
com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. (n=6 por grupo)
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Figura 22. Heatmap dos 50 lipideos mais alterados significativamente identificados no

tecido adiposo epididimal de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com

dieta hiperlipidica tratados ou ndo com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8

semanas. Linhas horizontais indicam espécies de lipideos e linhas verticais indicam as

amostras. Analise estatistica (Anova two-way) por meio do software Metaboanalyst.

(n=6 por grupo)
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7. Discusséo

Estudos prévios demonstraram que a inibicdo farmacolégica de mTOR
interfere nas acOes da rosiglitazona quanto a homeostase lipidica e adiposidade,
sugerindo uma inter-relacdo entre mTOR ¢ PPARy (BLANCHARD,2012). Porém,
sabendo que os complexos 1 e 2 da mTOR possuem papéis distintos e a inibigdo
farmacoldgica age de maneira sisttmica, ndo foi possivel identificar a importancia de
cada complexo nesses estudos. Assim, nossa proposta foi investigar o envolvimento da
mTORCI nas a¢des metabolicas promovidas por um agonista de PPARYy (rosiglitazona),
principalmente nos tecidos adiposos branco e marrom por meio de delecdo genética de
raptor (deficiéncia de mTORC1) especificamente em adipdcitos. Interessantemente,
nossos dados sugerem que o complexo 1 da mTOR é um mediador importante em
diversas agdes promovidas pela rosiglitazona, como 0s aumentos na massa do tecido
adiposo marrom, na porcentagem de adipdcitos de area média, nos niveis séricos de
adiponectina, expressdo génica de CD36 e PEPCK e no conteudo de lipideos tipicos de
mitocdndria, como a cardiolipinae PE no tecido adiposo branco.

Diferentemente dos resultados obtidos com inibicdo farmacoldgica de mTOR
(BLANCHARD,2012), a delecdo genética de raptor associada a rosiglitazona nao
promoveu alteragcbes no consumo alimentar, nem no ganho de peso. Ademais,
observamos que o tratamento com rosiglitazona promoveu redistribuicdo de gordura dos
depdsitos viscerais para o tecido adiposo marrom, mas nao para o subcutaneo como
visto anteriormente em ratos. Esse aumento da massa do tecido adiposo marrom, foi
completamente dependente de mMTORC1. A rosiglitazona promoveu reducéo
significativa nos depositos viscerais, porém notamos que a delecdo de mTORCL nos
adipocitos apresentou efeito mais expressivo, reiterando a importancia desse sensor de
nutrientes na regulacdo da adiposidade. Estudo conduzido em nosso laboratério por
Magdalon (2016) utilizando camundongos geneticamente modificados com ativagao
constitutiva de mTORCL pela delecdo de TSC1 em adipdcitos, observou que o tecido
adiposo marrom aumentou nos animais KO, mostrando o papel importante da mTORC1
no desenvolvimento desse tecido. Em estudo publicado recentemente (FAYYAD,
2019), pesquisadores identificaram que hd aumento na adipogénese de adipdcitos
marrons in vitro de células mesenquimais do estroma vascular promovido pela
rosiglitazona, e que esse efeito estd associado a ativacdo das vias da MAPK e PI3K, vias
essas relacionadas a atividade de mTORC1, levando-nos a supor que 0 aumento de
massa do tecido adiposo marrom induzido pela rosiglitazona pode ser devido a
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hiperplasia, ou seja, aumento no nimero de adipdcitos marrons. Neste sentido, estudos
anteriores conduzidos em ratos com a utilizagdo de rosiglitazona, mostraram que a
ativacdo farmacologica de PPARy aumentou o recrutamento de tecido adiposo marrom,
com aumento da massa desse tecido, além do contetdo de triacilglicerois e DNA
(FESTUCCIA, 2010).

Apesar de ndo apresentar alteracfes na massa, foram encontradas importantes
modificacbes na celularidade do tecido adiposo inguinal nas diversas condicGes
estudadas. Analise histolégica do tecido adiposo inguinal revelou um aumento na
porcentagem de adipdcitos de area média nos grupos tratados com rosiglitazona (1000-
2500), e 0 mesmo ndo ocorreu na auséncia da mTORCL. Estudos apontaram para uma
relacdo entre o tamanho do adipécito e resisténcia a insulina (ARNER,2010;
LUNDGREN,2007; SKURK,2007). Em estudo conduzido por Lundgren e
colaboradores (2007), foi observado que o aumento no diametro de adipdcitos foi
associado a resisténcia a insulina em individuos ndo-diabéticos, independente do IMC,
contudo, essa associacdo ndo foi a mesma apds o desenvolvimento de diabetes tipo 2,
sugerindo que outros fatores podem estar relacionados a alteracfes no metabolismo da
glicose. Além disso, outro estudo correlacionou o didmetro de adipdcitos com a
secre¢do de adipocinas (SKURK, 2007), para isso, utilizaram células oriundas de tecido
adiposo subcutdneo humano, posteriormente isolados e mantidos em cultura celular. Foi
demonstrado nesse estudo que a secrecdo de adipocinas tais como IL-10, IL-6 ¢ TNFa
esta correlacionado com o tamanho dos adipdcitos, sugerindo um aumento na secrecdo
de adipocinas pré-inflamatorias em adipocitos maiores. Contrariamente aos estudos que
correlacionam o didmetro menor dos adipdcitos com maior sensibilidade a insulina,
nossos dados indicaram que os animais com delecdo de mTORC1 (ARapKO) apesar de
terem adipocitos menores, apresentaram resisténcia a insulina, e que quando tratados
com rosiglitazona, tiveram sua sensibilidade reestabelecida. A resisténcia a insulina
observada nos animais KO, da-se pela inabilidade de estocar lipideos, haja vista a
reducdo acentuada em todos os depositos adiposos, resultando num acumulo ectdpico de
gordura no figado e inducdo de inflamacéo no tecido adiposo. Nossos dados publicados
mostraram que esse quadro de inflamacgdo no tecido adiposo induzido pela delecdo de
MTORC1 especificamente em adip6citos ocorre inclusive em animais que ingeriram
dieta padrdo (CHIMIN,2017). Nesse trabalho, mostramos o efeito anti-inflamatério da
rosiglitazona (resumo em anexo), reduzindo a resisténcia a insulina sem alterar o peso

corporal, além de reduzir a expressao génica de marcadores pro-
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inflamatérios (NLRP3, DUSP e IL1p). Esses efeitos da rosiglitazona sdo independentes
de mTORCY1, visto que ambos os grupos (ARapWT e ARapKO) tratados com a droga
apresentaram a mesma alteracdo. Por outro lado, a delecdo genética de mTORC1
aumentou o conteudo tecidual de macrofagos M1 e a expressdo génica de CD86, um
marcador de células ativadas, em conjunto com um aumento na populacdo de
neutrofilos e linfocitos B, efeitos estes decorrentes da delecdo de mTORC1 que ndo
foram modulados pelo tratamento com rosiglitazona, mostrando que nem todos 0s

parametros pro-inflamatdrios foram revertidos.

A melhora na resisténcia a insulina resultante do tratamento com rosiglitazona
estd relacionada ao fato da ativacdo farmacologica de PPARy melhorar o metabolismo
lipidico. Como ja visto por diversos estudos (FESTUCCIA,2009a ; LEE,2016) o
PPARy ¢ fundamental no controle do metabolismo lipidico, e o tratamento com seu
ligante, rosiglitazona, foi associado a uma melhora nos quadros de dislipidemias,
diabetes tipo 2 e hipertrigliceridemia provocados pela obesidade visceral. No estudo de
Blanchard e colaboradores (2012) que utilizou do tratamento combinado de
rosiglitazona em conjunto com rapamicina, foi demonstrado que a mTOR, € um
importante mediador de algumas acOes induzidas pela ativacdo farmacoldgica de
PPARY como o aumento da adiposidade subcutinea, da captagdo e clearance de lipidios
e da atividade da LPL e lipogénese. No presente estudo foram avaliados também alguns
genes envolvidos no metabolismo lipidico, como CD36, FABP4 (transporte de acidos
graxos), PEPCK (sintese de glicerol fosfato) e FAS (sintese de &cidos graxos), e ATGL
(lipdlise) e DGAT (sintese de TAG). Entre estas proteinas, encontramos que a
rosiglitazona aumentou significativamente a expressdo de CD36 e PEPCK, efeitos estes
que foram dependentes de mMTORC1. Esse aumento encontrado nos niveis de RNA
mensageiro de CD36 pela rosiglitazona ja foi descrito na literatura (BALLESTERQOS,
2014). A CD36 ¢é uma proteina de membrana que facilita a captacdo de acidos graxos
pelos adipdcitos, porém sua atuacdo ja foi descrita em outras células, como musculo
cardiaco e estriado esquelético. A presenca de insulina, bem como a contracdo
muscular, estimulam a translocacdo do CD36 e sua consequente ativagdo, que é
mediada pela via da AMPK/PI3K, resultando na captacdo de acidos graxos (GLATZ
2017). Devido ao seu papel fundamental nas alteracfes do metabolismo lipidico, a
CD36, atualmente também denominado SR-B2, tem sido alvo de intervencdo

terapéutica (L1U,2014). Na mesma direcdo da CD36, tivemos o0 mesmo efeito para a
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PEPCK, que confirmou dados anteriores do nosso grupo que mostram que a
rosiglitazona aumenta PEPCK (FESTUCCIA, 2009a). Esse aumento nessa enzima da
via da gliceroneogénese, é descrito como um dos efeitos importantes na melhora da
sensibilidade a insulina, por reduzir a liberacdo de &cido graxo no tecido adiposo e
limitar o estoque ectdpico de lipideos (BEAUDOIN, 2017). Logo, nosso resultado da
acdo da rosiglitazona sobre a CD36 e PEPCK mediada pelo complexo 1 da mTOR,
pode contribuir para um melhor entendimento de seu mecanismo e regulacéo,
favorecendo novos alvos terapéuticos.

Efeitos classicos da rosiglitazona relacionados a melhora na homeostase glicémica estdo
ligados também aos niveis de adiponectina e BCAA circulantes. Esses aminoacidos de
cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina), diferentemente de outros aminoéacidos,
sdo metabolizados fora do figado, principalmente no tecido adiposo. Em quadro de
obesidade, os niveis circulantes de BCAA encontram-se aumentados, 0s quais podem
ser correlacionados com a incidéncia de diabetes tipo 2 (FELIG 1969; RAFECAS,
1991; WIJEKOON, 2004). Em estudo publicado recentemente por nosso laboratorio
(BLANCHARD, 2018), em que utilizamos de camundongos com delecdo especifica de
PPARy em adipécitos, vimos que o PPARy ¢ um dos principais reguladores do
catabolismo de BCAA no tecido adiposo, ¢ a utilizagdo de agonista de PPARy reduz os
niveis séricos de BCAA, por mecanismo que envolve um aumento na oxidagcdo dos
mesmos no tecido adiposo. Ainda nesse estudo, vimos que ao tratar esses animais com
rosiglitazona, observamos uma melhora na sensibilidade a insulina. No presente estudo,
confirmamos esse efeito da rosiglitazona sobre o metabolismo de BCAA, somente no
tecido adiposo inguinal, além de mostrarmos que mTORC1 é um importante mediador
dessas acdes. Encontramos também nesse estudo, a relacdo efeito-dependente do
aumento de adiponectina circulante induzido por rosiglitazona mediado por mTORCL.
Dados de estudos in vivo e in vitro que propuseram investigar a relagdo de adiponectina
e BCAA sugerem que essa adipocina interfere em enzimas cruciais para a
metabolizacdo do BCAA (BCKD), e que a auséncia de adiponectina reduz
significativamente a atividade dessa enzima, refletindo no aumento de BCAA circulante
(LIAN,2015). Por outro lado, estudo que utilizou-se de pacientes para comparar a
relacdo de BCAA com adiponectina e leptina, concluiu que a relacdo dos niveis de
BCAA e diabetes podem ser independentes de disfungbes no tecido adiposo
(CONNELLY,2017). Em conjunto, temos que BCAA e adiponectina estdo relacionados

a homeostase glicémica e que o efeito da rosiglitazona sobre ambos é mediado por
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mMTORCL.

O aumento nos niveis circulantes de adiponectina promovido pelo agonista de
PPARYy ja esta bem descrito na literatura, porém os mecanismos estdo envolvidos nesse
efeito ainda ndao foram completamente elucidados (ACHARI, 2017). Nossos dados
mostraram que esse efeito ocorre mediado via mTORCL, e nossa hipotese € de que essa
mediacdo ocorra por vias pos-transcricionais, haja vista que a expressdo génica de
adiponectina ndo alterou com o tratamento de RSG, tanto no tecido adiposo inguinal,
guanto no marrom. Estudo com dados contrarios aos nossos, mostraram que um dos
mecanismos pelo qual o PPARy aumento os niveis de adiponectina seja via interagao
entre PPARy e o promotor PPRE, responsavel pela transcricdo do gene da adiponectina,
resultando no aumento da transcricdo desse gene (IWAKI, 2003). Porém, estudos
apontam que a ativacdo de PPARy pode regular também os niveis e secrecdo de
adiponectina, processos pds-traducionais, aumentando niveis de Dsba-L, uma chaperona
que facilita a multimerizacdo e secrecdo de adiponectina, além de inibir uma chaperona
do reticulo endoplasmatico Erp44, que atua inibindo a secrecdo de adiponectina.
(LONG, 2010; JIN, 2015). Nossos dados referentes aos niveis de mRNA de Dsba-L
sugerem uma tendéncia de aumento no tratamento com rosiglitazona, que parece ser
dependente de mTORC1, corroborando com dados da literatura. Além disso, ao
observarmos isoladamente os efeitos da transcricdo de adiponectina na auséncia de
raptor, nossos dados indicam uma importante participacdo na transcri¢ao desse gene.

Outro dado interessante mostrado em nosso estudo, por meio de analise
lipidémica, que pode ser relacionado a adiponectina, € o aumento nos lipideos tipicos de
mitocondria (CL e PE), indicando a mesma relacdo de acdo dependente de mTORCL.
Estudo recente com adipdcitos humanos mantidos em cultura celular e tratados com
rosiglitazona observaram aumento significativo no contetdo de cardiolipina nas células
(LEE,2019). A cardiolipina (CL) é essencial para a funcéo bioenergética mitocondrial, e
a oxidacao enzimatica desse lipideo sinaliza a mitofagia. Danos nesse sistema oxidativo
da cardiolipina estd relacionado com remodelamento patolégico mitocondrial,
resultando em disfun¢do mitocondrial associadas a diabetes e obesidade (LI, 2010). Em
um estudo que buscou investigar a relacdo entre biogénese mitocondrial e adiponectina
foi encontrado que a funcdo mitocondrial estd ligada a sintese de adiponectina nos
adipdcitos, mostrando a relacdo da disfuncdo mitocondrial no tecido adiposo num
quadro de obesidade, aos niveis reduzidos de adiponectina (KOH, 2007). Em conjunto,
nossos dados sugerem a hipdtese de que o aumento dos niveis séricos de adiponectina,
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reducdo de BCAA circulantes e aumento no conteldo de cardiolipina no tecido adiposo
podem estar relacionados entre si, visto que estdo diretamente ligados a funcdo

mitocondrial. Experimentos adicionais sdo necessarios para confirmar nossa hipotese.

O tratamento com rosiglitazona também promove aumento no consumo de
oxigénio inclusive em animais sem a delecdo genética, mostrando que tanto a
rosiglitazona quanto a delecdo de mTORC1 podem aumentar o metabolismo oxidativo
desse tecido. Ao contrario do inguinal, ao compararmos os dados obtidos de consumo
de O2 no tecido adiposo marrom, vemos que houve uma reducdo no consumo por parte
dos grupos ARapKO e que a rosiglitazona ndo promoveu alteragdes relevantes nesse
aspecto para o tecido. Até entdo podemos observar que o efeito de aumento tecidual do
tecido adiposo marrom promovido pela rosiglitazona, parece ndo ser proporcional ao
aumento em sua capacidade funcional. Ambos os dados de consumo de O2 obtidos em
nosso estudo vao de encontro aos achados de Polak (2008), que observou aumento no
consumo de O2 no inguinal e reducdo no marrom. Por outro lado, em estudo de Schieke
(2006) foi observada reducdo na atividade mitocondrial, na sintese de ATP e consumo
de O2 apds delecdo de raptor em células HEK. Esses achados vao contra aos nossos
dados e os de Polak (2008), porém é importante observar que o estudo de Schieke
(2006) foi conduzido in vitro em células de rim (HEK). Em conjunto, vemos que o
mTORCL1 é importante regulador da fun¢do mitocondrial. Além da anélise de consumo
de oxigénio, genes importantes relacionado a fungdo mitocondrial como PGCoa, UCP-1,
F1F0-ATPase, NDUFB5, SDHB, MFN2 ¢ CPTla), ¢ a proteina UCP-1 foram
aumentados no tecido adiposo inguinal com deficiéncia de mTORC1. A exce¢do para
PGClo, um coativador de diversos genes envolvidos na biogénese mitocondrial,
metabolismo oxidativo, além do browning (HANDSCHIN, 2006), onde vimos um
aumento em sua expressdo génica nos animais ARapKO sem tratamento com
rosiglitazona, que por sua vez ndo promoveu alteracdes significativas em ambos o0s
grupos (ARapWT e ARapKO). Estudo realizado pelo nosso grupo (MAGDALON,
2016), mostrou que a ativagdo constitutiva de mTORC1 aumenta a expressao de PGCa
bem como de UCP-1 no tecido adiposo. Nossos dados referentes a expressdao génica e
proteica de UCP-1, além de F1F0-ATPase, NDUFB5, SDHB, MFN2 e CPTla
mostraram aumento relacionados somente a delecdo de mTORC1 em adipdcitos, sem
alteracOes significativas relacionadas ao uso da rosiglitazona. Assim, baseados no
estudo de nosso grupo (MAGDALON, 2016), bem como os de Polak (2008) e nossos

achados, vemos que a mTORC1 ¢é importante regulador do metabolismo mitocondrial.
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Em nosso estudo ndo encontramos efeito significativo resultante do tratamento com
rosiglitazona nas analises de expressdo génica, contrariando esse efeito ja descrito na
literatura (FAYYAD, 2019; MERLIN, 2018). Além disso, diferentemente de nossos
dados, Lee e colaboradores (2019) mostraram recentemente que o tratamento de
rosiglitazona em adipocitos humanos mantidos em cultura celular apresentaram
aumento na expressao génica de NDUFBS5, SDHB e CPTla, genes esses relacionados a
oxidacdo de &cidos graxos. Em conjunto, nossos dados leva-nos novamente a hipdtese
de que esse efeito ocorra em vias pos-transcricionais.

A obesidade visceral esta associada ao desenvolvimento da resisténcia a insulina
e intolerancia a glicose, fenotipos que podem estar associados a inflamacdo de baixa
intensidade no tecido adiposo e outros 6rgdos induzida pela ingestdo de uma dieta
hiperlipidica (GREGOR, 2011). Em estudo conduzido em nosso laboratério
(PASCHOAL,2016), verificamos que a inibicdo farmacoldgica da mTORC1, promove
um aumento na inflamacdo do tecido adiposo e a polarizacdo de macrofagos para
fenotipo pro-inflamatério. Acompanhando essa linha de investigacdo acerca da
MTORC1 em nosso laboratério, em outro estudo publicado pelo nosso grupo, vimos
que a ativacdo constitutiva da mTORC1 (TSC1) em células mielbides protege 0s
camundongos da obesidade induzida por dieta hiperlipidica, além de promover redugédo
de inflamacdo do tecido adiposo e melhora na tolerancia a glicose, promovendo a
polarizacdo dos macrofagos para o perfil M2, anti-inflamatério, com significativo
aumento no gasto energético. (PASCHOAL,2018).

Corroborando esses achados do nosso grupo, mostramos recentemente que a
delecdo de mTORC1 (raptor) especificamente em adipdcitos promove inflamacdo do
tecido adiposo que envolve infiltracdo leucocitaria tecidual, ativacdo da via do
inflamassoma-NLRP3, com aumento no estresse oxidativo e sintese de ceramidas
(CHIMIN,2017). Nosso estudo mostrou que a delecdo de raptor em adipocitos
aumentou a expressdo génica de enzimas envolvidas na via de sintese de ceramidas de
novo, e que a inibigdo deste processo com miriocina reverteu a inflamacdo do tecido
adiposo, indicando as ceramidas como importante mediadores do fendtipo inflamatorio
do tecido adiposo em animais com deficiéncia de mTORC1 em adipécitos. As
ceramidas exercem importante funcdo metabolica enquanto lipideo bioativo, regulando
processos como a proliferagdo celular, apoptose e inflamacdo. A sintese de ceramidas
pode ser estimulada por diversos mecanismos que envolvem exposicdo a niveis

elevados de acidos graxos, citocinas pro-inflamatorias e estresse oxidativo, condi¢des
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essas encontradas principalmente em quadro de obesidade (MORAD,2013; KANG,
2013; HANNUN,2018). Vale ressaltar, que nossos dados confirmam estudo anterior que
utilizou mesmo modelo de delecdo genética de raptor em adipocitos, que mostrou
reducdo acentuada de tecido adiposo mesmo quando 0s animais ingeriram dieta
hiperlipidica. Além disso, observaram acamulo de lipideos no figado e intolerancia a
insulina (LEE,2016). Dados em conjunto, temos que a falta de tecido adiposo ou a
lipodistrofia também estdo associados a complicacdes metabdlicas, tais como aumento
de vias pro-inflamatorias, e que um desenvolvimento normal do tecido adiposo é
fundamental paraa homeostase metabdlica.

Ainda em relacdo as ceramidas, nossos dados mostraram diferentes efeitos sob
diferentes espécies de ceramidas. Observamos um aumento no percentual de ceramidas
de cadeia longa (n-acil < 21 carbonos) no grupo tratado com rosiglitazona, bem como
reducdo de ceramidas de cadeia muito longa (n-acil > 21 carbonos), somente na
presenca da mTORC1, além de uma tendéncia semelhante nas especies Cer
(d18:2/18:0) e Cer(d18:1/18:0), sendo esse mais um efeito dependente de mTORCL. Por
outro lado, observamos efeito indepentende na espécie cer(d18:1/24:2), onde o aumento
foi relativo ao tratamento com rosiglitazona. O consumo de dieta hiperlipidica induz a
producdo de ceramidas com consequente aumento na producdo de ceramidas de cadeia
longa C16-C18 (CHOI, 2015). Em estudo realizado com camundongos com delecédo de
CerS2, uma ceramida sintase envolvida com a sintese de ceramida de cadeia muito
longa, mostrou que a delecdo dessa sintase reduziu a producdo de ceramidas de cadeia
muito longa, levando a um efeito compensatdrio na ativacdo de CerS6 que levou a um
aumento de ceramidas de cadeia longa. Esse aumento nos niveis de ceramidas de cadeia
longa foi associado a um prejuizo metabolico como resisténcia a insulina e esteatose
hepatica (RAICHUR,2014). Ainda nesse sentido, estudos mostraram que as ceramidas
de cadeia longa estdo associados a processos pro-apoptéticos e as ceramidas de cadeia
muito longa parece estar associadas a efeitos benéficos (SISKIND, 2010;GROESCH,
2012). Em nosso estudo, encontramos que a rosiglitazona, de maneira dependente de
MTORC1, aumentou as ceramidas de cadeia longa, tidas como prejudiciais, e reduziu as
de cadeia muito longas, sugeridas como benéficas, indicando um efeito contraditorio

aos efeitos benéficos rosiglitazona. Estudos mais detalhados acerca das agdes de
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diferentes ceramidas fazem-se necessarios a fim de esclarecer as fungdes relacionadas

ao tamanho da cadeia n-acil desses esfingolipideos.

Esses pardmetros de melhora no metabolismo lipidico promovidos pela
rosiglitazona nos levou a analisar as alteracGes de espécies lipidicas presentes nas
amostras de tecido adiposo epididimal. A analise semi-quantitativa do lipidoma do
epididimal apontou que 40% do total de lipideos correspondem a TAG. Os TAG sdo
formados por trés moléculas de acido graxos ligados a uma molécula de glicerol, com
funcdo principal de armazenamento energético sob a forma de goticulas lipidicas,
metabolicamente dinamicas, sofrendo alteracdes decorrentes dos processos de
lipogénese e lipdlise (ENGIN,2017). O conteido de TAG reduziu nos animais com
delecdo de mTORC1 (ARapKO) bem como nos animais tratados com rosiglitazona sem
a delecdo (ARapWT) em comparacdo com o grupo sem a utilizacdo da droga.
Conjuntamente, esses dados de TAG nos mostram que tanto a delecdo de mTORC1
guanto o tratamento com rosiglitazona promoveram reducgéo significativa de TAG no
tecido, sem efeito aditivo da rosiglitazona sobre a delecdo de mTORC1. Além dessa
reducdo, observamos o aumento de diacilglicerol (DAG) na mesma propor¢ao e grupos
que observamos a reducdo de TAG, produto esse resultante da hidrélise de TAG. E
importante salientar que o excesso de DAG pode estar relacionado ao aumento na
inflamagdo do tecido (ENGIN,2017) e que talvez esse aumento observado poderia
explicar em partes, o perfil inflamatdrio observado por analise do perfil de leucdcitos
residentes no tecido adiposo, que ndo sofreu alteracbes mediante tratamento com
rosiglitazona, dados esses que contrastam com a melhora na sensibilidade a insulina

resultante do tratamento com a droga, mostrando ac¢des anti-inflamatdrias distintas.

Como ja descrito na literatura, o tratamento com rosiglitazona reduz
adiposidade visceral (JOHNSON, 2007) que vem a refletir diretamente no conteudo de
TAG do tecido. Tratamento com rosiglitazona em ratos, mostrou que a ativacao
farmacologica de PPARy aumenta lipdlise no tecido adiposo por aumentar genes
lipoliticos (ATGL e MGL) (FESTUCCIA,2006). Alem disso, estudo conduzido em
camundongos e células 3T3-L1 observou que o tratamento com rosiglitazona aumenta,
no tecido adiposo, o conteudo de RNA mensageiro bem como o contetdo proteico de
ATGL, relacionada a lipdlise, resultando no aumento da hidrolise de TAG no tecido

adiposo (LIU, 2009). Assim como a rosiglitazona, dados do estudo de Blanchard (2012)
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ja citados anteriormente, mostram a importancia da mTOR no metabolismo lipidico,

bem como no clearance de TAG.

Importante citarmos que ndo abordamos nesse estudo 0s mecanismos pelos quais
MTORCI] regula PPARY, sendo esse um limitante do mesmo. Porém, nossa hipotese €
de que esses mecanismos podem estar ligados a fatores pds-transcricionais, haja visto
que ndo observamos diferenga nos niveis de RNA mensageiro de PPARY1 apos delecao
de raptor. Entretanto, para excluirmos completamente esta hipotese precisamos também
medir os niveis de RNA mensageiro de PPARy2, bem como o conteudo proteico de
PPARy. Um outro mecanismo pelo qual mTORCI pode alterar a atividade
transcricional PPARy seria por meio da modulagdo de proteinas denominadas de
correguladores que interagem e participam do efeitos transcricionais deste receptor.

Estudos de imunoprecipitagdo de PPARy estdo em andamento para testar esta hipotese.
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8. Conclusao

Em conjunto, nossos achados indicam que acdes importantes da rosiglitazona
sdo mediadas pelo complexo 1 da mTOR, como o aumento da massa do tecido adiposo
marrom, aumento nos niveis circulantes de adiponectina, reducdo de BCAA circulante,
aumento de lipideos mitocondriais (CL e PE), bem como aumento de expressdo génica
de importantes genes relacionados ao metabolismo lipidico (CD36, PEPCK).

Por outro lado, efeitos sob a homeostase da glicose sdo independentes da
mTORC1.

A compreensdo acerca das acdes de rosiglitazona efeito-dependentes de
MTORCL1 poderdo conduzir a novos alvos terapéuticos no tratamento de doengas
metabolicas, como a obesidade.
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Adipocyte mTORC1 deficiency promotes adipose tissue
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Abstract Mechanistic target of rapamycin complex
(mMTORC)1 activity is increased in adipose tissue of obese
insulin-resistant mice, but its role in the regulation of tissue
inflammation is unknown. Herein, we investigated the effects of
adipocyte mTORCL1 deficiency on adipose tissue inflamma-tion
and glucose homeostasis. For this, mice with adipocyte raptor
deletion and controls fed a chow or a high-fat diet were
evaluated for body mass, adiposity, glucose homeostasis, and
adipose tissue inflammation. Despite reducing adiposity, adi-
pocyte MTORCL deficiency promoted hepatic steatosis, insu-lin
resistance, and adipose tissue inflammation (increased
infiltration of macrophages, neutrophils, and B lymphocytes;
crown-like structure density; TNF- , interleukin (IL)-6, and
monocyte chemoattractant protein 1 expression; IL-1 protein
content; lipid peroxidation; and de novo ceramide synthe-sis).
The anti-oxidant, N-acetylcysteine, partially attenuated,
whereas treatment with de novo ceramide synthesis inhibitor,
myriocin, completely blocked adipose tissue inflammation and
nucleotide oligomerization domain-like receptor pyrin domain-
containing 3 (NLRP3)-inflammasome activation, but not
hepatic steatosis and insulin resistance induced by adipo-cyte
raptor deletion. Rosiglitazone treatment, however, com-pletely
abrogated insulin resistance induced by adipocyte raptor
deletion. B In conclusion, adipocyte mTORC1 defi-ciency
induces  adipose  tissue inflammation and NLRP3-
inflammasome activation by promoting oxidative stress and de
novo ceramide synthesis. Such adipose tissue inflammation,
however, is not an underlying cause of the insulin resis-tance
displayed by these mice.—Chimin, P., M. L. Andrade,
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Supplementary keywords mechanistic target of rapamycin complex
1 « nucleotide oligomerization domain-like receptor pyrin domain-
containing 3 ¢ insulin resistance

Chronic low-intensity inflammation is an important link-ing
factor between visceral obesity and associated metabolic
complications such as insulin resistance (1). Mechanistically,
obesity-associated inflammation is triggered through the acti-
vation of the canonical toll-like receptor (TLR)4-1 B kinase
(IKK)-nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated

Abbreviations:  ASC/PyCARD, apoptosis-associated speck-like pro-
tein containing a CARD; CASP1, caspase 1, CAT, catalase; CLS, crown-
like structure; DEPTOR, DEP domain containing mechanistic target of
rapamycin-interacting protein; DUSP6, dual specificity phosphatase 6;
FACS, fluorescence-activated cell sorting; G6Pase, glucose 6-
phosphatase; GPx, glutathione peroxidase; GTT, glucose tolerance test;
HFD, high-fat diet; IKK, | B kinase; IL, interleukin; ITT, insulin tolerance
test; LPS, lipopalysaccharide; MCP, monocyte chemoattractant protein;
MDA, malondialdehyde; mTOR, mechanistic target of rapamycin;
mTORC, mechanistic target of rapamycin complex; MYR, myriocin; NAC,
N-acetylcysteine; NF B, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells; NLRP3, nucleotide oligomerization domain-like receptor
pyrin domain-containing 3; PEPCK, phosphoenolpyruvate car-
boxykinase; PI3K, phosphoincsitide 3 kinase; PyCARD, PJD and CARD
domain containing; RapKO, raptor oxLox adiponectin cre ' mice; RicKO,
. Lox/Lox _ ,. . +Ho. Lox/Lox _ . .
ictor ad|ponectL|ré;((r‘Lroex mice; RapWT, raptor adlponecE&ﬁgg(

mice; RicKO, rictor adiponectincre ' mice; RicWT, rictor

adiponectin-cre " ; ROS, reactive oxygen species;
RSG, rosiglitazone; S6, p70 ribosomal S6 kinase; SCD1, stearoyl-
CoA de-saturase 1; SMPD, SM phosphodiesterase; SOD,
superoxide dismutase; SPTLC, serine palmitoyltransferase long
chqin base; TLR, toll-like recep-tor; UCP1, uncoupling protein 1.
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