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Resumo 

 

As tiazolidinedionas (TZDs), ligantes sintéticos dos receptores nucleares PPARγ, têm sido 

amplamente utilizadas no tratamento da resistência à insulina, dislipidemias e síndrome 

metabólica. Estas drogas melhoram a homeostase da glicose promovendo redistribuição de 

gordura dos estoques viscerais para o subcutâneos, aumento da secreção de adiponectina, 

redução da lipemia, lipotoxicidade e da inflamação 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 função importante no controle do metabolismo 

lipídico, adiposidade e função endócrina do tecido adiposo. Assim, o presente estudo teve 

como objetivo central elucidar o envolvimento especificamente do complexo 1 da mTOR de 

adipócitos nas alterações morfológicas, metabólicas e secretórias do tecido adiposo branco e 

marrom induzidas pela ativação farmacológica de PPARγ em camundongos. Para isto, 

camundongos com deleção de raptor (mTORC1) exclusivamente em adipócitos alimentados 

com dieta hiperlipídica foram tratados ou não com RSG (30 mg/kg/dia) por 8 semanas. 

Nossos dados mostraram que tanto o mTORC1 quanto o agonista de PPARγ são importantes 

reguladores da adiposidade. A deficiência de mTORC1 em adipócitos reduziu as massas de 

todos os tecidos adiposos investigados, enquanto o tratamento com RSG reduziu a massa 

somente dos depósitos de gordura viscerais retroperitoneal a epididimal e aumentou 

significativamente a massa do tecido adiposo marrom, efeito esse que foi completamente 

abolido pela deficiência do complexo 1 da mTOR. Deficiência de mTORC1 em adipócitos 

promoveu aumento no conteúdo de UCP1 (expressão gênica e proteica), efeito este que não 

foi alterado pelo tratamento com RSG. Outros efeitos de RSG mostraram-se dependentes de 

mTORC1 como o aumento de porcentagem de adipócitos de área média, aumento dos níveis 

de adiponectina e redução dos níveis de aminoácidos de cadeia ramificada (BCAA) séricos, 

bem como o aumento da expressão gênica de CD36 e PEPCK e do conteúdo de cardiolipinas 

e ceramidas de cadeia longa, lipídeos que constituem a membrana mitocondrial interna e 

atuam como mediadores inflamatórios, respectivamente. Por outro lado encontramos efeitos 

de RSG independentes de mTORC1, como a redução nos níveis séricos de triacilglicerol, 

redução da expressão gênica de fatores inflamatórios, como IL1β e TNFα, NLRP3, DUSP6, 

além de PGC1α e FAS, insulina plasmática e melhora na homeostase glicêmica. Concluímos  



 

 

 

assim que mTORC1 em adipócitos é importante mediador de algumas ações específicas 

induzidas pela ativação farmacológica de PPARγ com RSG como a secreção de adiponectina 

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

 

Palavras-chave: mTOR; PPARγ; rosiglitazona; adiposidade; mitocôndria; lipídeos; 

inflamação 



 

 

ANDRADE, M.L. mTORC1 is an important mediator of the increase in serum 

adiponectin and BCAA metabolism in adipose tissue induced by 

rosiglitazone.[thesis]São Paulo.Biomedical Sciences Institute -USP, 2019. 
 

Abstract 

 

Thiazolidinediones (TZDs), synthetic ligands of nuclear receptors PPARγ, 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 PPARγ in mice. For this, mice with raptor deletion (mTORC1) 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 PPARγ 

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. 

mTORC1 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 mTORC1 activity. Other effects of RSG such as 

reducing serum triacylglycerol (TAG) and insulin levels, adipose tissue inflammation 

and IL1β and TNFα content, and improving glucose homeostasis were not affected by 

mTORC1 deficiency. We conclude that mTORC1 is important mediator of some 

specific actions of pharmacological PPARγ activation with RSG such as adiponectin 

secretion and BCAA oxidation at adipose tissue. 



 

 

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

inflammation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Lista de figuras 
 

 

Figura 1: Captação  de  glicose  e  ácidos  graxos  pelos  adipócitos,  mediada  pela  ação  da 

 

insulina. ...................................................................................................................................................................... 25 

 

Figura 2: Representação esquemática das ações das TZDs em adipócitos, fígado e músculo  

 

esquelético. ............................................................................................................................................................... 28 

 

Figura 3: Vias de sinalização da mTOR ....................................................................................................... 31 

 

Figura 4: Desenho experimental ...................................................................................................................... 36 

 

Figura 5: Padrão de bandas dos géis de genotipagem para adiponectina-cre (A), Raptor Lox 

 

(B). ............................................................................................................................................................................... 37 

 

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 hiperlipídica (HFD)  

 

associada à diferentes doses de rosiglitazona (0, 5, 15, 30 mg/ kg de peso corporal por dia) . 48 

 

Figura 7: Ganho de peso (A), consumo alimentar (B), peso dos tecidos adiposos inguinal (C), 

 

retroperitoneal (D), marrom (E), epididimal (F), fígado (G) e coração (H) e expressão de  

 

proteínas  relacionadas  a  via  da  mTOR  no  tecido  adiposo  inguinal  (I)  em  camundongos  

 

ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona 

 

(RSG) na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas .................................................................................. 49 

 

Figura 8: Análise morfológica do tecido adiposo inguinal. .................................................................. 50 

 

Figura 9: Imagens fotográficas e histológica do tecido adiposo marrom ........................................ 51 

 

Figura 10: Histologia de fígado ....................................................................................................................... 52 

 

Figura 11: Teste de tolerância à glicose (GTT, A), área sob a curva GTT (B), teste de  

 

tolerância à 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 

hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas 53 



 

 

 

Figura 12: Níveis séricos de leptina (A) e triacilglicerol (B) de camundongos ARapWT e  

 

ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na dose de 30 

 

mg/kg/dia durante 8 semanas ............................................................................................................................. 54 

 

Figura 13: Perfil inflamatório do tecido adiposo epididimal ............................................................... 55 

 

Figura 14: Expressão gênica de marcadores inflamatórios................................................................... 56 

 

Figura 15: Níveis séricos de adiponectina (A), conteúdo 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 hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona  

 

na dose de 30 mg/ kg/ dia durante 8 semanas .............................................................................................. 57 

 

Figura 16: Metabolismo de BCAA ................................................................................................................ 58 

 

Figura 17: Consumo de O2. .............................................................................................................................. 59 

 

Figura 18: Conteúdo de proteína UCP-1 (A). Conteúdo de mRNA de UCP-1 (B), PGC1α, 

 

NDUFB5 (D), CPT1α (E), SDHB (F), MFN2 (G), F1F0-ATPase (H) no tecido adiposo 

 

inguinal de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados  

 

ou não com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas.. .......................................... 60 

 

Figura 19: Expressão gênica no tecido adiposo inguinal ....................................................................... 62 

 

Figura 20: Análise de PCA de amostras de tecido adiposo epididimal de camundongos  

 

ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona 

 

na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. ............................................................................................... 64 

 

Figura 21: Lipídeos (A), cardiolipina (B), PE (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 hiperlipídica tratados ou não com 

 

rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. .................................................................... 65 

 

Figura 22: Heatmap dos 50 lipídeos mais alterados significativamente identificados no tecido  



 

 

 

adiposo epididimal de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta 

 

hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. 66



 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

4E-BP: proteínas de ligação ao fator de iniciação eucariótico 4E 

AG: ácido(s) graxo(s) 

AGPAT: acil-CoA:1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase 

AMPc: monofosfato cíclido de adenosina 

ANOVA: análise de variância 

ATGL: lipase de TAG do tecido adiposo 

ATP: adenosina trifosfato 

BCAA: branched chain amino acids, i.e., aminoácidos de cadeia ramificada 

BCKDHA:  branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase subunit alpha 

BCKDK: branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase kinase 

BSA: albumina sérica bovina 

CD36: cluster of differentiation 36, i.e., agrupamento de diferenciação 36 

C/EBP: proteína estimuladora de ligação a CCAAT 

CO2: gás carbônico 

CPT I: carnitina-acil transferase I 

DAG: diacilglicerol 

DBT: Lipoamide acyltransferase component of branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase 

complex 

Deptor: proteína de interação a mTOR contendo o domínio DEP 

DGAT: diacilglicerol aciltransferase 

DLD: Dihydrolipoyl dehydrogenase 

DMSO: dimetilsulfóxido 

DTNB: 5,5′-ditiobis(2-ácido nitrobenzoico) 

ER: receptor de estrógeno 

ERK: quinase regulada por sinal extracelular 

ERR: receptor relacionado a estrógeno 

FABP4: proteína ligante de ácido graxo 4 

FAS: ácido graxo sintase 

FATP: proteína transportadora de ácidos graxos 

FKBP12: proteína ligante de FK506 de 12 kDa 

GAP: proteína ativadora de GTPase 

GPAT: glicerol-3-fosfato aciltransferase  

GTP: trifosfato de guanosina 

GTT: Glucose Tolerance Test, Teste de Tolerância à Glicose 

GyK: Glicerol Quinase 

GLUT4: transportador de glicose 4  

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

HSL: lipase hormônio-sensível 

IGF1: Insulin-like growth factor 1 

IL-10 – Interleucina 10  

IL‐6 – Interleucina 6 
 IL-1β- Interleucina 1β 

IRS1: substrato do receptor de insulina 1 

ITT: Insulin Tolerance Test, i.e., Teste de tolerância à insulina 

KO: knockout, i.e., nocaute 



 

 

LPL: lipase de lipoproteína 

MAPK: proteína quinase ativada por mitógeno 

MCP‐1 - Proteína Quimiotática De Monócitos-1 
mLST8: proteína 8 letal em mamíferos com Sec13 

mSIN1: proteína de interação a proteína quinase ativada por estresse de mamíferos 

mTOR: proteína alvo mecanístico da rapamicina 

mTORC: complexo da mTOR 

NADH: nicotinamida adenina dinucleotídeo 

NDUFB: NADH desidrogenase [ubiquinona] 1β 

PAK: quinase ativada por p21 

PBS: tampão fosfato-salino 

PCA: Principal Component Analysis, i.e., análise de component principal 

PCR: reação em cadeia da polimerase 

PDK1: proteína quinase dependente de 3’-fosfatidilinositol 1 

PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinase 

PGC-1α: coativador de PPARγ 

PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase 

PIP3: fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato 

PKA: proteína quinase A 

PKC: proteína quinase C 

PPAR: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma 

PRAS40: substrato rico em prolina da Akt de 40 kDa 

PRDM16: domínio de PR contendo 16 

Protor-1: proteína observada com Rictor-1 

Raptor: proteína reguladora associada a mTOR 

RHEB: homóloga de Ras enriquecida no cérebro 

Rictor: companheiro da mTOR não-sensível 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: proteína quinase induzida por soro e glicocorticoides 

SREBP: proteína ligante aos elementos reguladores de esteroides 

TAG: triacilglicerol 

TAG-AG: ácidos graxos provenientes de triacilglicerol 

TGF: fator de crescimento transformador 

TNFα - fator de necrose tumoral 

TSC: complexo da esclerose tuberosa 

TZD: Tiazolidinedionas 

U.A.: unidades arbitrárias 

UCP-1: proteína desacopladora 1 

VLDL: lipoproteína de densidade muito baixa 

WT: wild type, i.e., selvagem 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lista de tabelas 
 

 

Tabela 1: Sequência de primers utilizados na genotipagem.................................................................. 37 

 

Tabela 2: Composição da HFD (g/kg). ......................................................................................................... 38 

 

Tabela 3: Primers utilizados no PCR em tempo real .............................................................................. 42 

 

Tabela 4: Padrões internos de lipídeos. ........................................................................................................ 46 

 



 

 

 

Sumário 

 

1. Introdução ......................................................................................................................... 24 

 

2. Justificativa.......................................................................................................................... 34 

 

3. Hipótese.......................................................................................................................................34 

 

4. Objetivos.............................................................................................................................. 35 

 

4.1. Objetivo geral ................................................................................................................... 35 

 

4.2. Objetivo específicos ......................................................................................................... 35 

 

5. Material e métodos ........................................................................................................... 36 

 

5.1 Animais .......................................................................................................................... 36 

 
5.2 Genotipagem ................................................................................................................. 37 

 
5.3 Condições ambientais, dieta, peso corporal e consumo alimentar ........................... 38 

 
5.4 Dosagem de rosiglitazona e eutanásia ........................................................................ 38 

 
5.5 Histologia....................................................................................................................... 39 

 
5.6 Teste de tolerância à glicose ........................................................................................ 39 

 
5.7 Teste de Tolerância à Insulina ..................................................................................... 39 

 

5.8 Consumo de O2 Tecidual ............................................................................................. 39 

 
5.9 Extração de RNA e transcrição reversa..................................................................... 40 

 
5.10 PCR em Tempo Real ................................................................................................... 40 

 
5.11. Western Blot ................................................................................................................... 41 

 

5.12 Células Imunes Residentes No Tecido Adiposo ......................................................... 43 

 
5.13 Marcação Celular Para Análise em Citometria De Fluxo ........................................ 43 

 
5.14 Imunofenotipagem ........................................................................................................ 43 

 
5.15 Análises séricas ............................................................................................................. 44 

 
5.16 Análise  lipidômica  por  cromatografia  líquida  reversa  (RPLC),  ionização  por 

 

eletropray (ESI) e tempo de espectrometria de massa de vôo (TOFMS) .......................... 44 

 

5.17 Extração de lipídeos ..................................................................................................... 44 



 

 

 

5.18 Aquisição e análise de lipídeos .................................................................................... 45 

 
5.19 Análise Estatística ........................................................................................................ 45 

 
6. Resultado ............................................................................................................................. 47 

 

7. Discussão .............................................................................................................................. 67 

 

8. Conclusão ............................................................................................................................. 77 

 

9. Referências........................................................................................................................... 78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

 

 

 
 

 

1. Introdução 
 

 

O tecido adiposo é um órgão complexo envolvido no controle do metabolismo, sendo 

o principal reservatório energético do nosso organismo, responsável por estocar ou liberar 

substratos energéticos de acordo com o estado nutricional. Além de atuar como depósito, tem 

fundamental participação na homeostase corporal como um órgão endócrino, secretando 

adipocinas (proteínas) e lipocinas (lipídeos) que controlam diversos processos. Entre as 

principais adipocinas temos a adiponectina, que possui ações antiinflamatórias, a leptina, que 

está relacionada ao controle do apetite, além de citocinas proinflamatórias como TNFα e 

resistina. O tecido adiposo é um órgão heterogêneo constituído por fibras colágenas, tecido 

nervoso, células endoteliais e tronco-mesenquimais, neutrófilos, macrófagos, fibroblastos, 

pré-adipócitos e adipócitos (SARANTOPOULOS, 2018). A célula principal que define o 

tecido adiposo é o adipócito. Esta possui a maquinaria enzimática necessária para sintetizar e 

armazenar lipídeos na forma de triacilglicerol em situações de equilibrio energético positivo 

(ingestão maior que gasto calórico), bem como, de hidrolisar estas moléculas liberando seus 

constituintes ácidos graxos e glicerol para a circulação em situações de equilíbrio energético 

negativo (gasto maior que ingestão calórica). Estes processos denominados de lipogênese e 

lipólise, respectivamente, são regulados finamente por mecanismos neurais, hormonais e 

nutricionais (FONSECA-ALANIZ,2006). A insulina, por exemplo, é um importante ativador 

do processo de lipogênese em adipócitos por mecanismo que envolve maior captação de 

glicose e ácidos graxos via proteínas transportadoras e ativação de diversas enzimas 

envolvidas na síntese de triacilglicerol. A insulina estimula a captação de glicose em 

adipócitos induzindo a translocação de vesículas contendo o transportador específico desta 

hexose GLUT4 para a membrana celular. Depois de captada, a glicose é convertida 

principalmente em glicerol 3-fosfato pela via glicolítica servindo então como substrato para a 

síntese de triacilglicerol. Já o transporte de ácidos graxos ocorre por ação predominante do 

transportador CD36, que também é estimulado pela insulina (Fig. 1) (HACZEYNI, 2018). 
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Figura 1 . Captação de glicose e ácidos graxos pelos adipócitos, mediada pela ação da 
insulina. Extraído de HACZEYNI, 2018. 

 
 
 
 

Os adipócitos podem ser classificados em três tipos de acordo com suas 

características: branco, marrom e bege. O adipócito branco apresenta gota unilocular de 

lipídeos, possui poucas mitocôndrias, e tem como função principal o armazenamento de 

lipídeos e a secreção de adipocinas. O segundo tipo de adipócito encontrado é o marrom, 

multilocular, rico em mitocôndrias e tem como principal função a produção de calor. Esse 

processo é catalisado pela proteína desacopladora mitocondrial 1 (UCP-1), que após ativação 

alostérica por ácidos graxos provenientes da lipólise dos estoques intracelulares de 

triacilglicerol, promove desacoplamento mitocondrial, dissipando na forma de calor, o 

gradiente de prótons produzido pela cadeia transportadora de elétrons, processo esse 

denominado de termogênese livre de tremor muscular (RICQUIER, 2011;WU, 2012). O 

terceiro tipo de adipócito é o bege, que apresenta características mistas e, dependendo do 

estímulo vigente pode se comportar funcionalmente como um adipócito branco clássico ou 
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adipócito marrom. O recrutamento desses adipócitos para fenótipo termogênico, processo este 

denominado browning, ocorre principalmente por estímulo β-adrenérgico como exposição ao 

frio e tratamento com agonistas adrenérgicos 1 e 3, como também pela ativação 

farmacológica de PPARγ, e envolve a multilocularidade, o aumento da massa mitocondrial e 

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

 

A formação de novos adipócitos envolve três processos distintos: 1- a proliferação de 

células-tronco mesenquimais presentes na fração estroma-vascular do tecido adiposo; 2-

término da proliferação e conversão das células tronco mesenquimais em pré-adipócitos; e 3) 

diferenciação terminal de pré-adipócitos em adipócitos maduros, processo este denominado 

de adipogênese. A progressão de células-tronco mesenquimais à pré-adipócitos e 

posteriormente, à adipócitos maduro é caracterizados por alterações na expressão de diversos 

antígenos de superfície celular (SARANTOPOULOS, 2018). Entre eles podemos destacar o 

CD34 e a Sca-1 que são utilizados como marcadores de pré-adipócitos. O CD34 é uma 

glicoproteína transmembrana que promove adesão celular, migração e diferenciação, 

enquanto o Sca-1 (stem cell antigen 1) é um marcador de superfície celular amplamente 

expresso em células-tronco mesenquimais (ROSEN,2006; SARANTOPOULOS, 2018). Outro 

importate marcador de superfície de pré-adipócito é o Pref-1, cuja expressão se extingue 

durante o processo de diferenciação. A deleção de Pref-1 reduz significativamente a 

quantidade de tecido adiposo em camundongos (HUDAK, 2013). 
 

Entre os diversos fatores que controlam a adipogênese, os receptores nucleares PPARγ 

(receptor ativador da proliferação de peroxissomos) são componentes essenciais, já que sua 

deleção impede a diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos maduros (ROSEN,2006). Os 

PPARγ são encontrados em duas isoformas distintas (PPARγ1 e PPARγ2), sendo a isoforma 1 

altamente expressa em adipócitos maduros e em menor proporção em macrófagos, neurônios 

e cardiomiócitos, enquanto a isoforma 2 é expressa exclusivamente em adipócitos maduros 

(GESTA,2006). Além da adipogênese, os PPARγ são também essenciais para a manutenção 

do fenótipo dos adipócitos maduros por meio do controle da expressão de várias proteínas 

envolvidas em diversos aspectos do metabolismo de lipídeos incluindo captação, 

esterificação, lipólise, reciclagem e oxidação dos ácidos graxos à triacilglicerol 

(FESTUCCIA,2006; FESTUCCIA,2009a; FESTUCCIA; 2009b), bem como, de aspectos do 

metabolismo de carboidratos incluindo a captação e conversão da glicose em glicerol 3-

fosfato (FESTUCCIA,2009a). Além do metabolismo de lipídios, os PPARγ modulam também 

a função endócrina do tecido adiposo, inibindo a expressão e secreção de leptina, TNFα e IL-6 
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e outras moléculas pró-inflamatórias (DE VOS, 1996; SPIEGELMAN , 2008)  aumentando a 

secreção de adiponectina e CRTP1 (BERG, 2002; WONG,2008). A deleção parcial ou 

sistêmica de PPARγ causa severos danos metabólicos (HE,2003; IMAI,2004; GRAY,2005). 

Estudo recente em camundongos com deficiência desse receptor nuclear encontraram severa 

lipodistrofia, hepatomegalia, hiperfagia, diabetes tipo 2 caracterizada por hiperinsulinemia, 

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

 

              Os PPARγ podem ser ativados tanto por ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, 

atuando como um sensor intracelular de lipídios (EVANS,2004), quanto por uma família de 

ligantes sintéticos denominados de tiazolidinedionas (TZDs) que incluem a rosiglitazona e a 

pioglitazona. As TZDs possuem grande especificidade de interação e potência de ativação de 

PPARγ, sendo largamente utilizadas no tratamento da resistência à insulina, síndro me 

metabólica e dislipidemias (EVANS,2004). A administração de TZDs em humanos e roedores 

induz melhora na tolerância à glicose, na sensibilidade à insulina e no perfil plasmático de 

lipídios. Apesar destes efeitos benéficos, o uso clínico das TZDs, especialmente a rosiglitazona, 

têm sido limitado devido aos diversos efeitos colaterais associados a estas drogas que incluem o 

aumento na adiposidade, retenção de líquido e insuficiência cardíaca, 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 redistribuição de gordura dos estoques viscerais para o subcutâneos, o 

aumento da secreção e níveis circulantes de adiponectina e a redução da lipemia, lipotoxicidade 

e inflamação do tecido adiposo (MIYAZAKI, 2002; YANG,2007). 
 

Estudos indicam a existência de relação direta entre variações regionais no acúmulo de 

gordura e desenvolvimento de doenças metabólicas (DESPRES, 2006). Mais especificamente, 

a deposição de gordura nos estoques intra-abdominais ou viscerais está diretamente 

relacionada com uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de distúrbios 

metabólicos, como a intolerância à glicose, hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensão. 

Assim, a redistribuição de gordura dos estoques viscerais para os subcutâneos induzida pelas 

TZDs atenua os efeitos maléficos da excessiva deposição de gordura visceral na homeostase 

metabólica. Os mecanismos pelos quais as TZDs promovem redistribuição de gordura ainda 

não foram completamente elucidados, mas parecem envolver um aumento nos depósitos 

subcutâneos da atividade da lipase lipoproteica (LPL), e assim do clearance e deposição de 

lipídios circulantes, bem como do conteúdo de DNA e número de adipócitos, indicando uma 

possível participação dos processos de proliferação e/ou apoptose (LAPLANTE,2003).  
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Figura 2. Representação esquemática das ações das TZDs em adipócitos, fígado e  

músculo esquelético. (GUPTA,2016) 

 
 

Além dos efeitos citados acima, a ativação dos PPARγ com TZDs promove a 

biogênese mitocondrial, a expressão da proteína desacopladora UCP1 e o recrutamento de 

adipócitos bege no tecido adiposo branco (WILSON-FRITCH,2003; PETROVIC,2008; 

LAPLANTE,2006; OHNO,2012), aumentando a capacidade oxidativa e termogênica deste 

tecido. Este efeito, entretanto, não está associado ao aumento proporcional no gasto 

energético corporal. Importante, a indução de genes termogênicos pela rosiglitazona parece 

ser mais expressiva nos depósitos subcutâneos e depender do corregulador PRDM16 

(OHNO,2012). 
 

Similarmente ao tecido adiposo branco subcutâneo, a ativação farmacológica de 

PPARγ aumenta também a massa do tecido adiposo marrom, através do aumento do número 

de adipócitos marrons, bem como, da expressão de genes relacionados à captação e 

esterificação de ácidos graxos em triacilglicerol como a LPL, PEPCK (fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase) e GyK (gliceroquinase), entre outros (FESTUCCIA,2009a). O tecido adiposo 

marrom é especializado na termogênese (produção de calor), devido a presença da UCP1 na 

membrana mitocondrial interna (CANNON, 2004; SPONTON, 2018). Interessantemente, o 

aumento da massa do tecido adiposo marrom pela rosiglitazona ocorre concomitantemente 

com um aumento do conteúdo de UCP1 e outras proteínas termogênicas, efeito este que não 

está associado a um aumento da termogênese e gasto calórico devido a inibição da atividade  
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simpática e dos hormônios tireoideanos pelas TZDs (FESTUCCIA,2008). 
 

Apesar destes estudos, os mecanismos moleculares pelos quais TZDs exercem suas 

ações no tecido adiposo branco e marrom ainda não 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 função importante no 

controle do metabolismo lipídico e adiposidade. 
 

A mTOR (proteína alvo mecanístico da rapamicina) é uma serina-treonina quinase 

extremamente conservada, membro da família da fosfoinositol 3-quinase (PI3K) que controla 

a síntese protéica e lipídica, o crescimento e a proliferação celular de acordo com os níveis de 

fatores de crescimento e nutrientes e o estado energético da célula. mTOR é o centro catalítico 

de dois complexos multiprotéicos distintos, complexo 1 e 2 da mTOR (mTORC1 e mTORC2, 

respectivamente), que possuem funções biológicas e substratos distintos, além de diferente 

sensibilidade a inibição pela rapamicina. 
 

O mTORC1 é o principal regulador do crescimento e proliferação celular. É ativado 

principalmente por aminoácidos, além de fatores de crescimento como a insulina e IGF1, e 

sua atividade visa regular os processos anabólicos e catabólicos nas células. (LEE, 2017). 

Além da quinase mTOR, o complexo 1 da mTOR é composto por quatro proteínas RAPTOR, 

mLST8, PRAS40 e DEPTOR. A proteína RAPTOR (proteína reguladora associada à mTOR), 

bem como a mLST8 (proteína letal em mamíferos com Sec13) são essenciais para o 

funcionamento de mTORC1, enquanto a PRAS40 (substrato rico em prolina de AKT de 40 

kDa) e a DEPTOR (proteína de interação à mTOR contendo o domínio DEP) atuam inibindo 

a atividade do complexo. 

 

Mecanisticamente, a ativação de mTORC1 por fatores de crescimento, como a 

insulina, envolve a interação e ativação de receptor localizado na membrana celular. A 

interação da insulina com seu receptor promove alteração em sua conformação, aumentando a 

atividade tirosina quinase intrínseca do mesmo, sua autofosforilação, bem como, a 

fosforilação do substrato do receptor de insulina 1 (IRS1). O IRS1 por sua vez, ativa 

alostericamente a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a produção de fosfatidilinositol (3,4,5)-

trifosfato (PIP3). Esse aumento do conteúdo de PIP3 promove o recrutamento e ativação da 

proteína quinase dependente de 3‘-fosfatidilinositol 1 (PDK1) e do complexo 2 da mTOR, os 

quais recrutam e ativam a Akt através da sua fosforilação em resíduos de Thr308 e Ser473, 

respectivamente. A ativação 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 mTORC1 pela fosforilação e inibição do complexo TSC1/2, que deixa de 

exercer sua atividade inibitória em mTORC1 (EFEYAN, 2013). 

 

Ao contrário dos fatores de crescimento, os mecanismos envolvidos na ativação de 

mTORC1 por aminoácidos são bastante complexos e não totalmente compreendidos. Estudos 

conduzidos pelo laboratório do professor David Sabatini (SHEN, 2019; SHEN, 2018; SHEN, 

2017; EFEYAN, 2013; SANCAK 2010) tem buscado entender melhor a interação entre os 

aminoácidos e mTORC1. Um regulador importante da sinalização de mTORC1 na presença 

de aminoácidos é o complexo RAG GTPase, que se localiza na membrana dos lisossomos 

ancorado a outro complexo, o RAGULATOR, que ao ser ativado, recruta mTORC1, 

resultando em sua translocação do citoplasma para os lisossomos (SANCAK,2010). Esse 

complexo (RAG GTPase), é um heterodímero composto por RAGA/B ou RAGC/D que 

encontram-se ligados ao GDP, apresentando sua forma ativa quando o RAGA/B está ligado 

ao GTP enquanto que o RAGC/D está ligado ao GDP (BAR-PELED, 2014). O complexo 

RAGULATOR, na presença de aminoácidos, 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 proteínas importantes, como o GATOR1 e GATOR2. Na 

presença de aminoácidos, o GATOR2 está em sua forma ativa inibindo o GATOR1, 

inativando a ação do complexo RAG GTPase. Na ausência de aminoácidos, SESTRIN 1/2/3 

(SESN) e CASTOR1 atuam na inibição de GATOR2, processo esse interrompido quando 

SESN se liga à leucina e CASTOR1 à 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 translocação para os 

lisossomos. Quando ativa, mTORC1 exerce suas ações principalmente pela fosforilação de 

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

 

Já o complexo 2 da mTOR é menos compreendido quando comparado ao 1 e está 

envolvido no controle do anabolismo e sobrevivência celular. Assim como o complexo 1, é 

também formado pela mTOR, mLST8 e DEPTOR, que associam-se a outras três proteínas, a 

RICTOR, mSIN1 (proteína não-sensível à rapamicina) e PROTOR-1. O mTORC2 é regulado 

por fatores de crescimento e mediado pela PI3K(SAXTON,2017). Além da Akt, mTORC2 

fosforila e ativa a SGK1 (proteína quinase induzida por soro e glicocorticóides) e a PKC 



31 

 
 

 
 

 

(proteína quinase C)(LAMMING,2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 3.Vias de sinalização da mTOR. Extraído 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 participação de 

mTOR no desenvolvimento e manutenção do tecido adiposo (SHAN,2016;CAI,2016). A 

inibição farmacológica de mTORC1 em pré-adipócitos com rapamicina bloqueou 

completamente a diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos maduros através da inibição 

de PPARγ (KIM, 2004). Corroborando com o envolvimento de mTORC1 no controle da 

adiposidade, tanto o tratamento com rapamicina, quanto a deleção de S6K1, uma proteína que  
 

é diretamente fosforilada e ativada por mTORC1, protegem contra o aumento de adiposidade 

e obesidade induzida por dieta rica em lipídios (HOUDE,2010; POLAK,2008; UM,2004). 

Neste sentido, camundongos com deleção de RAPTOR e assim deficiência de mTORC1 

exclusivamente em adipócitos, apresentam deficiência na captação e estoque de lipídeos nos 

adipócitos e reduzida adiposidade associada à esteatose hepática e resistência à insulina (LEE, 

2017). Em conjunto estes estudos sugerem que a inibição de mTORC1 está associada com 

redução da adiposidade.  
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Diversos estudos também avaliaram os efeitos da ativação de mTORC1 em adipócitos. 

Em um estudo in vitro, ZHANG et al., 2009 demonstraram que a ativação constitutiva do 

mTORC1 (deleção de TSC2) potencializa o processo de adipogênese e a expressão de 

PPARγ. In vivo, a deleção de 4E-BP que mimetiza a ativação de mTORC1 (4E-BP é 

fosforilada e inibida por mTORC1) também está associada com um aumento da deposição 

lipídica e adiposidade em camundongos (LE BACQUER,2007). Entretanto, em estudo 

publicado pelo nosso laboratório, encontramos que a ativação constitutiva de mTORC1, por 

meio da deleção de TSC1 em adipócitos, induziu em camundongos uma importante redução 

da adiposidade visceral que foi associada ao browning e aumento da atividade oxidativa 

mitocondrial deste tecido (MAGDALON 2016). Em um trabalho em colaboração com o Prof 

Sabatini encontramos também que a superexpressão de DEPTOR, uma proteína que compõem 

e inibe parcialmente o complexo 1 da mTOR, exacerba a adipogênese e a adiposidade 

subcutânea, por um mecanismo que envolve redução do feedback negativo catalisado por 

S6K1 em IRS e ativação de Akt (LAPLANTE,2012). Em conjunto estes dados sugerem a 

hipótese que um nível ótimo de atividade de mTORC1 é necessário para que as ações 

lipogênicas deste complexo prevaleçam e resultem em aumento de adiposidade 

(MAGDALON,2017). 
 

Um aspecto comum encontrado praticamente em todos os estudos de ganho e perda de 

função de mTORC1 acima mencionados, são as alterações do conteúdo e atividade 

transcricional de PPARγ. Enquanto a inibição de mTORC1 está associada com redução da 

expressão e atividade transcricional de PPARγ, a ativação constitutiva deste complexo 

promove aumento de conteúdo e atividade de PPARγ. Os mecanismos pelos quais mTORC1 

regula o conteúdo e atividade de PPARγ são completamente desconhecidos. Um outro aspecto 

interessante a ser considerado na interação entre mTORC1 e PPARγ são os achados que a 

ativação farmacológica de PPARγ com rosiglitazona está associada com um aumento da 

atividade de mTORC1 no tecido adiposo (BLANCHARD,2012). Em conjunto estes dados 

sugerem a existência de um mecanismo de retroalimentação positiva modulando a interação 

entre mTORC1 e PPARγ. Neste sentido, Blanchard e colaboradores (BLANCHARD,2012) 

realizaram um estudo para investigar a hipótese de que a mTOR é um importante mediador do 

aumento da adiposidade subcutânea e da atividade da LPL (lipase de lipoproteínas) induzida 

pela ativação de PPARγ in vivo. Para isto, ratos tratados com a TZD rosiglitazona em 

combinação ou não com o inibidor farmacológico de mTOR denominado de rapamicina, 

foram avaliados para o perfil plasmático de lipídio, secreção e clearance de triacilglicerol, 

atividade da LPL e a expressão de diversos genes envolvidos na captação e esterificação de  
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ácidos graxos a TAG. Em resumo foi encontrado neste estudo que mTORC1 participa 

ativamente no controle das alterações de homeostase lipídica e adiposidade, no aumento da 

atividade de LPL e clearance de lipídios induzida pela rosiglitazona. Entretanto, devido a 

inibição sistêmica de ambos os complexos da mTOR (mTORC1 e mTORC2) e diversos 

outros efeitos colaterais associados ao tratamento farmacológico com rapamicina, não foi 

possível neste estudo definir especificamente a participação de mTORC1 de adipócitos nos 

diversos efeitos da rosiglitazona no tecido adiposo branco e marrom. Assi m, propusemos 

nesse estudo, utilizando a deleção genética tecido -específica do complexo 1 da mTOR em 

adipócitos, identificar quais ações induzidas pela ativação farmacológica de PPAR por 

rosiglitazona são mediadas especificamente por esse complexo. 
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2. Justificativa 
 

 

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) indicam que a prevalência do 

sobrepeso e obesidade no mundo quase triplicou nas últimas décadas, alcançando em 2016 

mais de 1,9 bilhões de adultos com excesso de peso, incluindo entre estes 650 milhões de 

obesos. A OMS ainda afirma que o excesso de peso e obesidade estão associados a maior 

índice de mortalidade quando comparado à desnutrição (WHO,2018). 
 

Dada a gravidade da situação, a compreensão dos mecanismos envolvidos no 

controle da adiposidade é fundamental para que estratégias farmacológicas e genéticas 

possam ser desenvolvidas com o objetivo de atenuar o desenvolvimento da obesidade e 

doenças crônicas associadas. 
 

Assim, no presente projeto foram investigadas as inter-relações entre dois 

importantes reguladores do metabolismo lipídico e adiposidade, o sensor de lipídios e 

receptor nuclear PPARγ e o sensor de aminoácidos e fatores de crescimento mTORC1. Os 

dados obtidos neste estudo auxiliarão na compreensão dos mecanismos envolvidos na 

formação e manutenção da massa adiposa em mamíferos. 

 

 

 

3. Hipótese 

 

 

O complexo 1 da mTOR é importante para ações metabólicas  no tecido adiposo  induzidas por  

ativadores de PPARγ
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4. Objetivos 
 

4.1. Objetivo geral 
 

 

Investigar o envolvimento do complexo 1 da mTOR de adipócitos nas alterações 

morfológicas, metabólicas e secretórias do tecido adiposo branco e marrom de 

camundongos induzidas pela ativação farmacológica de PPARγ com rosiglitazona. 

 
 

4.2. Objetivo específicos 
 

Investigar o envolvimento do complexo 1 da mTOR: 
 

a) na redistribuição de gordura visceral para a subcutânea e aumento da massa 

do tecido adiposo marrom induzidos pela ativação farmacológica de PPARγ; 
 

b) nas alterações da expressão gênica do tecido adiposo branco e marrom 

induzidos pela ativação farmacológica de PPARγ; 
 

c) na biogênese mitocondrial e aumento do conteúdo de UCP1 do tecido 

adiposo induzido pela ativação farmacológica de PPARγ; 
 

d) nas alterações do lipidoma do tecido adiposo branco induzidos pela ativação 

farmacológica de PPARγ; 

 

e)  nas alterações no perfil de leucócitos do tecido adiposo.
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5. Material e métodos 

5.1 Animais 

 
Todos os protocolos realizados foram aprovados pelo Comitê de Ética do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP) (CEUA 

protocolo 115/2016). Foram utilizados nos protocolos, camundongos com background 

C57BL/6J com ou sem inativação específica do complexo 1 da mTOR em adipócitos 

produzidos pela deleção 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 geração F1 animais RAPTOR flox/wt adiponectinaCre +/-, onde wt 

significa selvagem. Estes animais da geração F1 foram cruzados com camundongos 

RAPTOR flox/flox produzindo na geração F2 camundongos com genótipo RAPTOR 

flox/flox adiponectinaCre +/- que foram posteriormente cruzados com camundongos 

RAPTOR flox/flox. Assim na geração F3, foram produzidos camundongos RAPTOR 

flox/flox adiponectinaCre +/- (ARapKO, com deleção de RAPTOR em adipócitos) e 

RAPTORflox/flox adiponectinaCre -/- (ARapWT). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 4. Desenho experimental
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5.2 Genotipagem 
 

 

Todos os camundongos utilizados nos experimentos foram genotipados. Para isto, os 

camundongos foram anestesiados com isoflurano e um pedaço de 0,2 cm da cauda foi 

excisado. A extração do DNA caudal foi realizada por digestão com NaOH 50 mM por 

12 minutos a 95ºC, seguido de neutralização com 1M Tris-HCl (pH 6,8) e centrifugação 

por 15 min a 13000 rpm. O sobrenadante então foi retirado para reação em cadeia da 

polimerase (PCR) com o kit Platinum Taq DNA Polymerase (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, EUA). Foram utilizados primers para Raptor
f/f

, e adiponectin-cre (Tabela 

1) 

Tabela 1. Sequência de primers utilizados na genotipagem.  
 

adiponectin-cre 

 

 Controle interno sense CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT 

 Controle interno antisense GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 

 Mutante sense CGAACGCACTGATTTCGACC 

 Mutante antisense AACCAGGCGTTTTCGTTCTGC 

   

 Raptor
f/f

  
   

 Sense CTCAGTAGTGGTATGTGCTCAG 

 Antisense GGGTACAGTATGTCAGCACAG 

   
 
 

As amostras foram corridas em gel de agarose 2% para a separação dos produtos 

de PCR como demonstrado na Figura 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 5. Padrão de bandas dos géis de genotipagem 

para adiponectina-cre (A), Raptor Lox (B)
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5.3 Condições 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 hiperlipídica (HFD) do inglês high-fat diet composta por 20% de 

carboidratos, 20% de proteínas e 60% de lipídeos, em Kcal. O consumo alimentar e o 

peso corporal foram avaliados semanalmente. 

 
 

Tabela 2. Composição da HFD (g/kg).  

 

Ingrediente HFD  
 
 

 

 Caseína 258,4 
   

 L-cistina 3,9 
   

 Amido de milho - 
   

 Maltodextrina 161,5 
   

 Sacarose 88,9 
   

 Celulose 74,1 
   

 Óleo de soja 32,3 
   

 Banha de porco 316,6 
   

 Mix mineral AIN93M 47,9 
   

 Mix vitamínico 13,7 
   

 Bitartarato de colina 2,6 
   

 
 
 

5.4 Dosagem de rosiglitazona e eutanásia 

 

A TZD utilizada foi a rosiglitazona (AVANDIA®), que foi macerada e 

adicionada à dieta na dose de 30 mg/kg/dia, estabelecida no Protocolo 1. Após 8 

semanas de tratamento, os animais foram submetidos à eutanásia após jejum de 12 horas 

e anestesia com isofluorano, e tiveram seus tecidos adiposos (epididimal, inguinal, 

retroperitoneal e marrom), coração, fígado, músculo gastrocnêmio e sangue coletados e  
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armazenados para as análises. 
 

 

5.5 Histologia 
 

 

Fragmentos de tecido adiposo inguinal e marrom e fígado foram fixados em 

paraformaldeído 4% por 24 horas e armazenados em etanol 70% para posterior inclusão 

em parafina. Cortes semi-seriados de 5 µm foram corados com hematoxilina/eosina 

(H/E). As imagens foram obtidas em microscópio ZEISS, digitalizadas e analisadas pelo 

software ZEN. Foi utilizada a objetiva de 20x. Para a análise de área dos adipócitos do 

tecido adiposo inguinal, utilizamos o software Image J, onde medimos fotomicrografias 

de mesma resolução (20x), com a medida de cerca de 350 adipócitos por animal.  

 
 

5.6 Teste de tolerância à glicose  
 

 

Na 6ª semana de protocolo, após 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 após injeção 

da glicose usando o glicosímetro OneTouch Johnson & Johnson.(MAGDALON,2016). 

 
 

5.7 Teste de Tolerância à Insulina 
 

 

Na 7ª semana de protocolo, após 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 glicosímetro OneTouch Johnson & Johnson 

(MAGDALON,2016). 

 

5.8 Consumo de O2 Tecidual 
 

 

Para análise 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
o
C sob 

agitação. O consumo de O2 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 Extração de RNA e transcrição reversa 
 

 

Amostras de tecido adiposo inguinal e marrom (~50 mg) foram homogeneizadas 

com 1 mL Trizol Reagent (Life Technologies, USA), seguido da adição de 0,2 mL 

clorofórmio, agitação por 15 segundos e centrifugação a 12000 g por 15 min a 4°C. 

Após separação da fase superior aquosa, foi adicionado 0,6 mL de isopropanol 100% 

seguida de incubação à temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugação a 12000 g 

por 15 min a 4°C. O pellet de RNA foi então lavado com 75% etanol e centrifugado a 

7500 g por 5 minutos. O pellet de RNA foi ressuspenso em água isenta de RNase e 

quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) a 260 nm. 

Para a reação de transcrição reversa, foram incubados a 65°C por 5 min a mistura de 1 

μg de RNA total diluído em água isenta de RNase totalizando 12 μL, 1 μL 10 mM 

dNTP e 1 μL 50 μM oligo-dT. Em seguida, foram adicionados 4 μL 5X First Strand 

Buffer, 1 μL 0,1 M DTT e 1 μL Superscript III reverse transcriptase (200 U/μL) (Life 

Technologies, USA). Seguiu-se com a incubação a 50°C por 1 h, 70°C por 15 min e 4°C 

por 10 min. O cDNA resultante foi então diluído 25 vezes em água isenta de RNase e 

estocado a -20°C (BELCHIOR,2015). 

 
 

5.10 PCR em Tempo Real 
 

 

O PCR em tempo real foi utilizado para quantificação dos níveis de RNAm de 

proteínas de interesse. Para cada reação de PCR, foram utilizados 5 μL cDNA, 1,2 μL 

água isenta de RNase, 10 μL SYBR Green (Sigma-Aldrich) e 1 μL mistura de primer 

forward e reverse a 5 μM. As amostras foram então incubadas em RotorGene (Qiagen)  

por 40 ciclos, seguido de melting. A análise da expressão gênica foi realizada por 

quantificação relativa pelo método de CT comparativo ( Ct). Os dados foram 

apresentados como a razão entre o gene alvo e a média de genes de referência (B2m, 

36b4 e Hprt1). Os primers utilizados para esta análise estão na Tabela 3.  
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5.11 Western Blot 
 

 

Para a medida do conteúdo de proteínas de interesse, amostras de tecido adiposo 

inguinal foram homogeneizadas em tampão contendo em mM: 50 HEPES, 40 NaCl, 50 

NaF, 2 EDTA, 10 pirofosfato de sódio, 10 glicerofosfato de sódio, 2 ortavanadato de 

sódio, 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 min a 4°C. O 

método de Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) foi 

utilizado para medir a concentração de proteínas segundo as instruções do fabricante. 

Foram utilizadas 40 μg de proteína para separação em gel. Após transferência em 

membrana PVDF, foi realizado bloqueio por 1 h em tampão 5% de leite e incubada 

durante a noite com o anticorpo primário de interesse (diluição 1:1000) em tampão 5% 

leite. Os seguintes anticorpos foram utilizados: Akt (#9685s), 4E-BP1 (#9452), p4E-

BP1(#2855s) e UCP-1 (#14670). Após lavagem (TBS-T), a membrana foi incubada com 

anticorpo secundário conjugado à peroxidase (diluição 1:5000) em tampão 5% leite por 

1h. Após incubação com anticorpo secundário, a membrana foi novamente lavada 

(TBS-T) e então revelada com a utilização do equipamento Syngene®.



42 

 
 

 

Tabela 3. Primers utilizados no PCR em tempo real. 
 

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 
   

IL1Β GCCACCTTTTGACAGTGATGAG TGATGTGCTGCTGCTGCGAGATT 
   

HPRT1 AGCAGTACAGCCCCAAAATG ATCCAACAAAGTCTGGCCTGT 
   

PGC1A ACTCTGCATTTGGTTTTGCTGA CCCAGCAACACAGCCTCTAA 
   

PPARG CGGGCTGAGAAGTCACGTT TGTGTCAACCATGGTAATTTCAG 
   

UCP1 AGGCTTCCAGTACCATTAGGT CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT 
   

NLRP3 GGCAACAATGATCTTGGCGA TTCACCCAACTGTAGGCTCT 
   

CD86 TGGTCTGGCAAGACAACACA TCTCTTCCACTCTCTAGGGAGCT 
   

TNFΑ 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  
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5.12 Células Imunes Residentes No Tecido Adiposo 
 

 

As células imunes residentes no tecido adiposo foram isoladas através de 

digestão do tecido adiposo epididimal com colagenase. Para isso, o tecido adiposo 

epididimal foi picado em pequenos fragmentos e incubados em 4 mL de tampão DMEM 

contendo 20 mM HEPES, 4% albumina bovina sérica (BSA), 1 mg/mL de colagenase II 

(Sigma Chemical, St. Louis, MO, Estados Unidos), pH 7,4 por cerca de 45 minutos a 

37°C em banho-maria com agitação orbital (150 rpm). Em seguida, as amostras foram 

filtradas em peneira plástica com malha fina (que retém restos teciduais e vasos não 

digeridos) e acrescida de 25 mL de DMEM contendo 2% albumina. Os adipócitos que 

emergiram a superfície do tampão foram retirados e a fração estroma-vascular foi 

isolada por centrifugação por 10 minutos a 1500 rpm. O pellet de cél ulas formado que 

contém leucócitos, células endoteliais, pré-adipócitos entre outras, foi re-suspenso em 

tampão de lise de hemácias, submetidos à centrifugação por 10 min a 1500 rpm, 

filtrados em filtro 70 μm, novamente re-suspenso em PBS contendo 2% de Soro Fetal 

Bovino (SFB) e destinado a marcação e análise por citometria de fluxo como descrito 

abaixo (PASCHOAL,2016). 

 
 

5.13 Marcação Celular Para Análise em Citometria De Fluxo 
 

 

Células da fração estroma-vascular foram transferidas para placa de 96 poços e 

centrifugadas para a retirada do sobrenadante. Células foram re-suspensas em Fc block, 

incubadas por 10 minutos à 4°C, e acrescidas dos (10 uL de solução 1:100) de 

anticorpos seguida de incubação por 30 min à 4°C. Em seguida as amostras foram 

novamente lavadas com PBS 2% SFB, fixadas com tampão BD Cytofix e incubadas por 

20 minutos à 4°C. As células foram lavadas e as amostras avaliadas no citômetro de 

fluxo Canto II. O programa utilizado para aquisição de dados no BD canto II foi o Diva-

Sofware
TM

. Foram adquiridos 50000 eventos por amostra e para a análise foi usado o 

software FlowJo 10.0.7. 

 

5.14  Imunofenotipagem 
 

 

Foram considerados macrófagos as células que apresentaram dupla marcação 

para CD11b
+
 e F4/80

+
 na superfície. Nesta população de macrófagos, as células 
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positivas para CD206
+
 e negativas para CD11c

-
 e CD86

-
 foram consideradas como de 

fenótipo M2 e as positivas para CD11c
+

 e CD86
+

 e negativas para CD206
-
 como M1. 

Células que expressam CD4+, CD25+ e Foxp3+ foram consideradas como linfócitos 

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  Análises séricas 
 

 

Após a eutanásia, o sangue foi coletado e centrifugado a 2000 rpm por 15 

minutos à 4°C, o soro foi retirado e armazenado à -80°C. Os níveis séricos de 

triacilgliceróis (TAG) e glicose foram determinados por método colorimétrico conforme 

orientações 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 níveis séricos de BCAA 

foram medidos por método colorimétrico (#K564-100, BioVision). Todas as análises 

foram executadas seguindo as instruções do fabricante. 

 
 
 

 

5.16  Análise lipidômica por cromatografia líquida reversa (RPLC), ionização por 

eletropray (ESI) e tempo de espectrometria de massa de vôo (TOFMS)  

 
 

A análise do lipidoma do tecido adiposo epididimal foi realizada por 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS) utilizando uma 

mistura de padrões internos de lipídios para semi-quantificação de espécies moleculares 

de lipídios relatadas. 

 
 

5.17  Extração de lipídeos 
 

 

A extração lipídica 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 tampão de fosfato 10 mM (pH 7,4) contendo mesilato de deferoxamina 100 

μM. Resumidamente, 100 μL de tecido adiposo (10 mg) foram misturados com 200 μL 
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de metanol gelado e 100 μL de padrões internos (10 - 20 ng / μL, Tabela 4). Após 

agitação durante 10 segundos, adicionou-se 1 ml de éter metil-terc-butílico (MTBE) à 

mistura, que permaneceu sob agitação em temperatura ambiente por 1 hora. Em 

seguida, foram adicionados 300 μL de água à mistura acompanhada de homogeneização 

e descansando em gelo durante 10 minutos. Após centrifugação a 10.000g por 10 

minutos a 4°C, o sobrenadante contendo o extrato lipídico total foi transferido para um 

novo tubo e seco com nitrogênio. Os extrato lipídico total secos foram ressuspendidos 

em isopropanol e o volume de injeção foi ajustado em 1 μL (representando 1% de 100 

mg de tecido / mL). 

 
 

5.18  Aquisição e análise de lipídeos 
 

 

O extrato lipídico total foi analisado por ESI-TOFMS (Triple TOF 6600, Sciex, 

Concord, EUA) interligados com um CL de alto desempenho (UHPLC Nexera, Shimadzu, 

Kyoto, Japão). As amostras foram carregadas em coluna CORTECS® (UPLC® C18, 1,6 

μm, 2.1 mm i.d. x 100 mm) com um caudal de 0,2 mL min-1 e a temperatura mantida a 

35°C. Para RPLC, a fase móvel A consistiu em água/ acetonitrila (60:40), enquanto a fase 

móvel B composta de isopropanol/ acetonitrila/ água (88:10:2). As fases móveis A e B 

continham acetato de amônio ou ácido fórmico (a uma concentração final de 10 mM) para 

experimentos realizados em modo de ionização 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 ionização positiva e negativa, e a faixa de varredura ajustada em uma relação massa-

carga de 200-2000 Da. Os dados para a identificação e quantificação das espécies 

moleculares de lipídios foram obtidos pela aquisição de informações dependentes (IDA®). 

A aquisição de dados foi realizada com ciclo de tempo de 1,05 segundos e tempo de 

aquisição de 100 ms para a varredura MS1 e tempo de aquisição de 25 ms para obter os 36 

íons precursores superiores. A aquisição de dados foi realizada usando o Analyst® 1.7.1 

com uma tensão de pulverização iônica de -4,5 kV e 5,5 kV (para modos negativo e 

positivo, respectivamente) e a tensão do cone em +/- 80 V. O gás 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 lipídios foram 

identificadas por inspeção 
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visual baseada na massa dos compostos com a utilização de buscador desenvolvido em 

Excel direcionado pelo Lipid Maps, disponível em: 

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

A quantificação lipídica foi realizada com o MultiQuant®, onde as áreas de pico 

de íons precursores foram normalizadas pelos padrões internos. 

 
 

Tabela 4. Padrões internos de lipídeos. 
 

Padrão Interno Classe Lipídica Concentração 
 

  (ng/μL) 
 

   
 

1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
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 
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 
SM 15.0 

 

(17:0 SM) 
 

  
 

   
 

N-decanoyl-D-erytro-sphingosine 
Cer 10.0 

 

(10:0 Cer) 
 

  
 

   
 

5.19 Análise Estatística   
 

 

 

Os valores estão apresentados como média ± erro padrão. Foi utilizada análise 

de variância ANOVA Two-way com pós-teste Tukey. O nível de significância 

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

Graph Prism 5.0
®

 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EUA). 



47 

 
 

 

 

6. Resultado 
 

 

Nosso estudo teve início com experimentos em camundongos selvagens C57BL/6J 

alimentados com dieta hiperlipídica e tratados com rosiglitazona nas doses de 5, 15 e 30 

mg/kg de peso corporal afim de encontrarmos dose que reproduza as principais ações desta 

TZD em humanos como a redistribuição de tecido adiposo, caracterizada por redução nos 

depósitos viscerais e possível aumento nos depósitos subcutâneos e/ou do tecido adiposo 

marrom. Como ilustrado na Figura 6, o consumo de dieta hiperlipídica aumentou 

significativamente o peso corporal final, ganho de peso dos camundongos e a massa dos 

tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal, inguinal e marrom. Já o tratamento com 

rosiglitazona independentemente da dose, não afetou o peso corporal final nem o ganho de 

peso dos animais, porém, atenuou o 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 alterações de peso dos tecidos adiposos retroperitoneal e 

marrom induzidas pela rosiglitazona nas doses de 15 e 30 mg (F igura 6) em camundongos 

alimentados com dieta hiperlipídica, escolhemos a dose de 30 mg/ kg de peso corporal para 

a utilização nos protocolos subsequentes em animais com deficiência de mTORC1 (deleção 

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 

hiperlipídica (HFD) associada à diferentes doses de rosiglitazona (0, 5, 15, 30 mg/ kg de 

peso corporal por dia). Dados expressos em média e erro padrão. Letras diferentes 

indicam diferenças estatísticas, 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 mTORC1 nas ações metabólicas promovidas pela ativação 

farmacológica de PPARγ. Para isto, camundongos controles ou com deficiência de 

mTORC1 em adipócitos alimentados com dieta hiperlipidica foram tratados ou não com 

rosiglitazona por 8 semanas. Como ilustrado na Figura 7A, camundongos com deleção de 

raptor em adipócitos apresentaram reduzido conteúdo de 4E-BP fosforilada no tecido 

adiposo inguinal, um produto da atividade de mTORC1, confirmando assim a deficiência 

deste complexo. Camundongos com deficiência de mTORC1 (ARapKO) em adipócitos 

apresentaram menor ganho de peso, menor massa dos tecidos adiposos epididimal, 

retroperitoneal e marrom e aumento nas massas do fígado e coração quando comparados 

aos animais sem a deleção de raptor (ARapWT), apesar da ausência de diferenças no 

consumo alimentar. O tratamento com rosiglitazona não induziu
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alterações significativas no ganho de peso, consumo alimentar e massas do tecido 

adiposo inguinal e fígado, mas reduziu a massa dos depósitos viscerais epididimal e 

retroperitoneal e aumentou as massas do tecido adiposo marrom e coração nos animais 

controles ARapWT. Nos animais com deleção de raptor (ARapKO) em adipócitos, ao 

contrário dos controles, a rosiglitazona não reduziu a massa dos depósitos viscerais 

epididimal e retroperitoneal e não aumentou a massa do tecido adiposo marrom, 

sugerindo que estas ações possam ser dependentes de mTORC1 (Fig. 7 E, F e G). 

 

 
 

 

Figura 7. Expressão de proteínas 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), fígado (H) e coração (I) de camundongos 

ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com 

rosiglitazona (RSG) na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way pós-

teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, p≤0,05. (n=10 animais 

por grupo) 



50 

 
 

 

 

Analisamos posteriormente a distribuição dos adipócitos de acordo com sua área 

em cortes histológicos do tecido adiposo inguinal. Como ilustrado na Figura 8, a 

deleção de raptor aumentou a porcentagem de adipócitos com área pequena nas faixas 

de 0-500 e 500-1000 e reduziu a porcentagem de adipócitos grandes com área de 3000-

3500 e 3500-4000. Já o tratamento com rosiglitazona aumentou a porcentagem de 

adipócitos com área média entre 1000-2500 e reduziu a porcentagem de adipócitos com 

área maior. Entre estes efeitos da rosiglitazona o aumento da porcentagem de área 

média entre 1000-2500 foi abolido pela deficiência de mTORC1, já que o mesmo não 

foi observado no grupo ARapKO tratado com rosiglitazona. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 8. Análise morfológica do tecido adiposo inguinal. Fotomicrografias 

representativas de cortes do tecido adiposo inguinal coradas com hematoxilina e eosina  
 

(A) e distribuição em porcentagem dos adipócitos por área (B) em camundongos 

ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com 

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

de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, p ≤ 0,05. (n= 5 animais por 

grupo). Objetiva 20X 
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Realizamos também a análise morfológica do tecido adiposo marrom. Como 

ilustrado na Figura 9, todas as condições estudadas, ou seja, deleção de raptor, 

tratamento com rosiglitazona ou combinação dos dois, promoveram um aumento no 

número de adipócitos uniloculares no tecido adiposo marrom. Este efeito parece ser 

mais intenso em camundongos controles tratados com rosiglitazona, o que coincide com 

o aumento da massa tecidual. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 9. Imagens fotográficas e histológica do tecido adiposo marrom. Fotografia 

de tecido adiposo marrom e respectivas secções histológicas coradas com hematoxilina 

e eosina (A) em camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta 

hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na dose de 30 mg/ kg/ dia durante 8 

semanas. Objetiva de 20X 

 
 
 
 

Ao observamos imagens obtidas por fotomicrografia do fígado (Figura 10), 

vemos que a deleção de mTORC1 aumentou significativamente a infiltração lipídica, 

dado esse que reflete o aumento na massa observada nesse tecido, independentemente 

do tratamento com rosiglitazona. 
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Figura 10. Histologia de fígado. Secções histológicas de fígado na objetiva de 10x (A)  

e 20x (B) coradas com hematoxilina e eosina em camundongos ARapWT e ARapKO 

alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não 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 glicêmica, realizamos ensaios in vivo afim de verificar 

a ação da rosiglitazona no metabolismo da glicose e sua relação com a via da mTORC1. 

Para tal, testes de tolerância à glicose e à insulina (GTT e ITT, respectivamente) foram 

conduzidos. Conforme ilustrado na Figura 11, a deleção de raptor em adipócitos não 

alterou significativamente a tolerância à glicose, mas induziu uma importante 

intolerância à insulina como evidenciado pelo reduzido kITT e hiperinsulinemia de 

jejum. O tratamento com rosiglitazona não induziu alterações significativas na 

homeostase da glicose em animais controles (ARapWT), mas aumentou a tolerância à 

glicose e reduziu significativamente a intolerância à insulina e a hiperinsulinemia de 

jejum nos camundongos deficiência de mTORC1 (ARapKO). Não houve alteração 

significativa na glicemia de jejum em nenhuma das condições estudadas. 



 

 
                                                                                                                                                                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                               

 

                              
 

                                 
 

Figura 11. Teste de tolerância à glicose (GTT, A), área sob a curva GTT (B), teste de 

tolerância à 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 hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na dose de 30 

mg/kg/dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way pós-teste de Tukey. Letras diferentes 

indicam diferenças estatísticas, p≤0,05. (n= 10 animais por grupo)  

 
 

Analisamos também outros parâmetros séricos como os níveis de triacilglicerol e leptina. 

Como ilustrado na Figura 12, tanto a deleção de raptor em adipócitos quanto o tratamento 
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com rosiglitazona reduziram significativamente os níveis séricos de triacilglicerol e leptina. 

Não houve entretanto efeito aditivo entre os dois tratamentos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Níveis séricos de leptina (A) e triacilglicerol (B) de camundongos ARapWT  e 

ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na dose 

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

diferentes indicam diferenças estatísticas, p≤0,05. (n= 10 animais por grupo) 

 
 
 
 

Alterações da massa adiposa são geralmente associadas à processos 

inflamatórios e alterações no perfil dos leucócitos residentes no tecido adiposo. Como 

ilustrado na Figura 13, análise da composição celular da fração estroma vascular do 

tecido adiposo por citometria de fluxo identificou que a redução de massa do tecido 

adiposo induzida pela deficiência de mTORC1 é associada com processo inflamatório 

tecidual caracterizado pelo aumento na porcentagem de macrófagos M1 (tendência), 

linfócitos T citotóxicos, linfócitos B e neutrófilos. Interessantemente o tratamento com 

rosiglitazona não afetou a porcentagem de leucócitos residentes no tecido adiposo 

epididimal de camundongos ARapWT e ARapKO. 
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Figura 13. Perfil inflamatório do tecido adiposo epididimal. Perfil de leucócitos 

residentes no tecido adiposo epididimal de camundongos ARapWT e ARapKO 

alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona (30 mg/kg/dia) 

por 8 semanas. Macrófagos totais (A), macrófagos M1 (B), macrófagos M2 (C), 

linfócito T (D), linfócito T helper (E), linfócito T citotóxico (F), linfócito B (G) e 

neutrófilo (H). ANOVA Two-way pós-teste de Tukey. Letras diferentes indicam 

diferenças estatísticas, p≤0,05. (n= 10 animais por grupo)  

 

 

Além da infiltração de leucócitos, avaliamos também a expressão gênica de 

proteínas envolvidas em respostas inflamatórias teciduais. Como ilustrado na Figura 14, 

a deficiência de mTORC1 aumentou significativamente o conteúdo de mRNA de 

NLRP3, DUSP6, ASC-PYCARD e IL1 da via do NLRP3-inflamassoma, bem como, 

de MCP1, uma quimiocina de atração de macrófagos, CD86, um marcador de 

macrófagos do tipo M1 e da citocina pró-inflamatória TNF no tecido adiposo. O 

tratamento com rosiglitazona não afetou estes parâmetros nos animais controles 

(ARapWT), mas, com exceção de MCP-1 e CD86, bloqueou o aumento destes em 
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camundongos ARapKO. 
 
 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Expressão gênica de marcadores inflamatórios. Conteúdo de mRNA de NLRP3 (A), 

DUSP6 (B), TNFα (C), MCP1 (D), ASC-PYCARD (E), IL1β (F), CD86 (G) no tecido adiposo 

inguinal em camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou 

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

de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, p≤0,05. (n= 10 animais por grupo em 

IL1β, TNFα e CD86) (n=5 animais nos demais). 

 

 

Outras ações importantes responsáveis pela melhora na homeostase glicêmica 

promovidas pelo uso da rosiglitazona são o aumento nos níveis de adiponectina e 

redução nos de aminoácidos de cadeia ramificada (BCAA) circulantes. Assim, 

buscamos investigar se tais efeitos eram dependentes da mTORC1. Como ilustrado na 

Figura 15A, a deleção de raptor em adipócitos reduziu significativamente os níveis 

séricos de adiponectina, bem como, o conteúdo de mRNA de adiponectina e Dsbl-A 

(proteína similar a oxidoredutase com ligação dissulfeto A), uma proteína localizada no 

retículo endoplasmático responsável pela multimerização da adiponectina, nos tecidos 

adiposos marrom e inguinal. O tratamento com rosiglitazona aumentou os níveis séricos 

de adiponectina, sem alterar significativamente os níveis de mRNA da adiponectina e 

Dsbl-A no tecido adiposo de camundongos controles ARapWT. Em contraste aos 

controles, o tratamento com rosiglitazona não alterou os níveis séricos de adiponectina  
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em camundongos com deleção de raptor em adipócitos. Esses dados sugerem que o 

aumento nos níveis séricos de adiponectina induzido pela rosiglitazona parece ser 

dependente de mTORC1. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 15. Níveis séricos de adiponectina (A), conteúdo 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 hiperlipídica tratados ou não 

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

pós-teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, p≤0,05.(n=10 

animais por grupo) 

 
 
 

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a ativação farmacológica de 

PPAR com rosiglitazona reduz os níveis séricos de BCAA por mecanismo que envolve 

o aumento da oxidação destes aminoácidos no tecido adiposo. Aqui nós investigamos 

uma possível participação de mTORC1 nestas ações da rosiglitazona. Como ilustrado 

na Figura 16, a deficiência de mTORC1 em adipócitos não alterou os níveis séricos de 

BCAA e o conteúdo de mRNA das proteínas BCKDHA, BCKDK, DBT e DLD no 

tecido adiposo inguinal. No tecido adiposo marrom, entretanto, a deficiência de 

mTORC1 reduziu o conteúdo de mRNA da BCKDHA E DBT, sem alterar a expressão 

de BCKDHA e BCKDK. Corroborando dados prévios do grupo, o tratamento com 
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rosiglitazona reduziu os níveis séricos de BCAA e aumentou o conteúdo de mRNA de 

BCKDHA, BCKDK, DBT e DLD no tecido adiposo branco dos camundongos controles 

(ARapWT), efeitos estes que foram completamente bloqueados pela deficiência de 

mTORC1. No tecido adiposo marrom, entretanto, o tratamento com rosiglitazona 

reduziu o conteúdo de mRNA de BCKDHA e DBT camundongos controles (ARapWT), 

mas não nos ARapKO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Metabolismo de BCAA. Níveis séricos de BCAA (A) e conteúdo 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 I) de camundongos ARapWT 

e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na 
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dose de 30 mg/ kg/ dia durante 8 semanas. ANOVA Two-way pós-teste de Tukey. 

Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, p≤0,05. (n=10 animais por grupo).  

 
 
 

Posteriormente, investigamos possíveis efeitos da rosiglitazona e deleção de 

raptor no consumo de oxigênio e assim gasto energético dos tecidos adiposos branco e 

marrom. Corroborando os dados anteriores, tanto a deficiência de mTORC1 quanto o 

tratamento com rosiglitazona aumentaram o consumo de oxigênio no tecido adiposo 

branco. Não houve, entretanto, efeito aditivo quando combinados. No tecido adiposo 

marrom, houve somente a redução no consumo de oxigênio induzida pela deleção de 

raptor (Figura 17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Consumo de O2. Consumo de O2 nos tecidos adiposos inguinal (A) e marrom 

(B) de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica e tratados 

ou não com rosiglitazona (30 mg/ kg/ dia) por 8 semanas. ANOVA Two-way pós-teste de 

Tukey, p≤0,05. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas. (n= 10 animais por grupo)  

 

 

Investigamos posteriormente uma possível participação do processo de browning no 

aumento do gasto energético apresentado pelo tecido adiposo branco. Como ilustrado na 

Figura 18, a deficiência de mTORC1 em adipócitos aumentou significativamente o 

conteúdo proteico e de mRNA de UCP1 no tecido adiposo inguinal (Figura 18A e B ). 

Camundongos ARapKO também apresentaram conteúdo aumentado de mRNA de PGC1 

no tecido adiposo inguinal, um coativador da atividade transcricional de diversos 

receptores nucleares incluindo PPARγ. Tratamento com rosiglitazona por outro lado não 

alterou significativamente UCP1 ou PGC1. Ao analisarmos no tecido adiposo inguinal a 
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expressão de genes relacionados à função mitocondrial (Figura 18), vimos que todos 

apresentaram um mesmo perfil de aumento ou tendência de aumento na ausência de 

mTORC1 (ARapKO). Foi avaliada a expressão das seguintes proteínas associadas a 

função mitocondrial: F1F0-ATPase, que sintetiza e/ou hidrolisa ATP dependendo do 

gradiente eletroquímico transmembrana; NDUFB5, 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 à fusão mitocondrial; e CPT1α, carnitina acyltransferase 1 que 

participa na oxidação de ácidos graxos. Já no tratamento com rosiglitazona observamos 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Conteúdo de proteína UCP-1 (A). Conteúdo de mRNA de UCP-1 (B), PGC1α, 

NDUFB5 (D), CPT1α (E), SDHB (F), MFN2 (G), F1F0-ATPase (H) no tecido adiposo 

inguinal de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica 

tratados ou não com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. ANOVA 

Two- way pós-teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, 

p≤0,05.(n=5 animais por grupo) 
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Algumas proteínas relacionadas ao metabolismo lipídico também foram 

analisadas por expresão gênica no tecido adiposo inguinal (Figura 19). Podemos 

observar na Figura 19 que a deficiência de mTORC1 reduziu o conteúdo de mRNA de 

CD36 (transportador de ácido graxo) e PEPCK (síntese de glicerol 3-fosfato via 

gliceroneogênese) e aumentou o da enzima FAS (síntese de ácidos graxos) no tecido 

adiposo inguinal. Tratamento com rosiglitazona aumentou o conteúdo de mRNA de 

CD36 e PEPCK nos animais controles, efeito este que foi bloqueado pela deficiência de 

mTORC1. Tratamento com rosiglitazona reduziu o conteúdo de FAS no inguinal de 

camundongos ARapKO. Não encontramos diferenças significativas no conteúdo de 

mRNA da ATGL (lipólise), DGAT (síntese de TAG) e FABP4 (transportador de ácidos 

graxos) e PPARγ1 entre as diferentes condições. 
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Figura 19. Expressão gênica no tecido adiposo inguinal. Conteúdo de mRNA de CD36 

(A), PEPCK (B), FAS (C), ATGL (D), DGAT (E), FABP4 (F) PPARγ1 (G) no tecido 

adiposo inguinal de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com dieta 

hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 

semanas. ANOVA Two- way pós-teste de Tukey. Significância de p≤0,05. Letras 

diferentes indicam diferenças estatísticas.(n=5 animais por grupo) 
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Com o intuito de identificar, em larga escala, alterações no perfil lipídico do 

tecido adiposo epididimal, realizamos uma análise de lipidômica (Figuras 20, 21 e 22) 

por espectrometria de massas. Com essa análise, conseguimos identificar e quantificar 

aproximadamente 350 lipídeos das mais diferentes classes como triacilgliceróis, 

diacilgliceróis, fosfolipídeos, ceramidas, cobrindo cerca de 80% de todos os lipídeos 

presentes nas amostras. A partir dessa identificação, geramos um Heatmap (Figura 21) 

dos 50 compostos lipídicos com maior diferença estatística, onde as amostras foram 

agrupadas por similaridade em seu grupo experimental correto, conforme mostrado em 

análise de PCA (do inglês, Principal Component Analysis, usada para verificar a 

distribuição dos dados por grupos) na Figura 20, indicando que existem padrões 

característicos de perfil lipídico entre as diferentes condições experimentais.  

 
 

Entre todos os lipídeos identificados, os mais abundantes foram os 

triacilgliceróis (TAG), com cerca de 130 espécies diferentes. Entre os TAG 

identificados, 27 espécies com maior diferença significativa, apresentaram distribuição 

compatível com as condições experimentais obtidas, já que todos os grupos 

apresentaram menor quantidade de TAG que o grupo ARapWT sem tratamento com 

rosiglitazona, mostrando que tanto a droga quanto a deleção de raptor diminuem a 

deposição de TAG nesse depósito. Outra classe de lipídeos que interessantemente 

mostrou-se alterada com o tratamento de rosiglitazona numa relação efeito-dependente 

de mTORC1 foram as cardiolipinas (Figura 21-B), importantes componentes da 

membrana mitocondrial interna, cujas alterações em seu conteúdo e estrutura tem sido 

relacionados a disfunção mitocondrial que pode estar associados a doenças como 

diabetes, esteatose hepática não-alcoólica, doença de Parkinson, entre outras 

(PARADIES, 2014). 
 

Além das cardiolipinas, a fosfatidiletanolamina (PE), que também é importante para 

função mitocondrial, foi aumentada pela rosiglitazona de maneira dependente de mTORC1. 

Outra classe de lipídeos de importante papel metabólico são as ceramidas, esfingolipídeos 

que modulam a sinalização celular. Sendo assim, buscamos analisar entre as diversas 

espécies de ceramidas, as que sofreram alterações decorrentes da deleção 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 redução no percentual de ceramidas de cadeia 

muito longa (C:24) após tratamento com 
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rosiglitazona, efeitos estes que foram dependentes de mTORC1. O tratamento com 

rosiglitazona aumentou também o conteúdo de Cer (d18:1/24:2) independentemente de 

mTORC1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 20. Análise de PCA de amostras de tecido adiposo epididimal de camundongos  

ARapWT e ARapKO alimentados com dieta hiperlipídica tratados ou não com 

rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas. (n=6 por grupo)
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Figura 21. Lipídeos (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 hiperlipídica tratados ou não 

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 lipídeos mais alterados significativamente identificados no  

tecido adiposo epididimal de camundongos ARapWT e ARapKO alimentados com 

dieta hiperlipídica tratados ou não com rosiglitazona na dose de 30 mg/kg/dia durante 8 

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

amostras. Análise estatística (Anova two-way) por meio do software Metaboanalyst. 

(n=6 por grupo) 



67 

 
 

 

 

7. Discussão 
 

Estudos prévios demonstraram que a inibição farmacológica de mTOR 

interfere nas ações da rosiglitazona quanto à homeostase lipídica e adiposidade, 

sugerindo uma inter-relação entre mTOR e PPARγ (BLANCHARD,2012). Porém, 

sabendo que os complexos 1 e 2 da mTOR possuem papéis distintos e a inibição 

farmacológica age de maneira sistêmica, não foi possível identificar a importância de 

cada complexo nesses estudos. Assim, nossa proposta foi investigar o envolvimento da 

mTORC1 nas ações metabólicas promovidas por um agonista de PPARγ (rosiglitazona), 

principalmente nos tecidos adiposos branco e marrom por meio de deleção genética de 

raptor (deficiência de mTORC1) especificamente em adipócitos. Interessantemente, 

nossos dados sugerem que o complexo 1 da mTOR é um mediador importante em 

diversas ações promovidas pela rosiglitazona, como os aumentos na massa do tecido 

adiposo marrom, na porcentagem de adipócitos de área média, nos níveis séricos de 

adiponectina, expressão gênica de CD36 e PEPCK e no conteúdo de lipídeos típicos de 

mitocôndria, como a cardiolipina e PE no tecido adiposo branco. 
 

Diferentemente dos resultados obtidos com inibição farmacológica de mTOR 

(BLANCHARD,2012), a deleção genética de raptor associada a rosiglitazona não 

promoveu alterações no consumo alimentar, nem no ganho de peso. Ademais, 

observamos que o tratamento com rosiglitazona promoveu redistribuição de gordura dos 

depósitos viscerais para o tecido adiposo marrom, mas não para o subcutâneo como 

visto anteriormente em ratos. Esse aumento da massa do tecido adiposo marrom, foi 

completamente dependente de mTORC1. A rosiglitazona promoveu redução 

significativa nos depósitos viscerais, porém notamos que a deleção de mTORC1 nos 

adipócitos apresentou efeito mais expressivo, reiterando a importância desse sensor de 

nutrientes na regulação da adiposidade. Estudo conduzido em nosso laboratório por 

Magdalon (2016) utilizando camundongos geneticamente modificados com ativação 

constitutiva de mTORC1 pela deleção de TSC1 em adipócitos, 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 há aumento na adipogênese de adipócitos 

marrons in vitro de células mesenquimais do estroma vascular promovido pela 

rosiglitazona, e que esse efeito está associado à ativação das vias da MAPK e PI3K, vias 

essas relacionadas à atividade de mTORC1, levando-nos a supor que o aumento de 

massa do tecido adiposo marrom induzido pela rosiglitazona pode ser devido a  
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hiperplasia, ou seja, aumento no número de adipócitos marrons. Neste sentido, estudos 

anteriores conduzidos em ratos com a utilização de rosiglitazona, mostraram que a 

ativação farmacológica de PPARγ aumentou o recrutamento de tecido adiposo marrom, 

com aumento da massa desse tecido, além do conteúdo de triacilgliceróis e DNA 

(FESTUCCIA, 2010). 
 

Apesar de não apresentar alterações na massa, foram encontradas importantes 

modificações na celularidade do tecido adiposo inguinal nas diversas condições 

estudadas. Análise histológica do tecido adiposo inguinal revelou um aumento na 

porcentagem de adipócitos de área média nos grupos tratados com rosiglitazona (1000-

2500), e o mesmo não ocorreu na ausência da mTORC1. Estudos apontaram para uma 

relação entre o tamanho do adipócito e resistência à insulina (ARNER,2010; 

LUNDGREN,2007; SKURK,2007). Em estudo conduzido por Lundgren e 

colaboradores (2007), foi observado que o aumento no diâmetro de adipócitos foi 

associado à resistência à insulina em indivíduos não-diabéticos, independente do IMC, 

contudo, essa associação não foi a mesma após o desenvolvimento de diabetes tipo 2, 

sugerindo que outros fatores podem estar relacionados à alterações no metabolismo da 

glicose. Além disso, outro estudo correlacionou o diâmetro de adipócitos com a 

secreção de adipocinas (SKURK, 2007), para isso, utilizaram células oriundas de tecido 

adiposo subcutâneo humano, posteriormente isolados e mantidos em cultura celular. Foi 

demonstrado nesse estudo que a secreção de adipocinas tais como IL-10, IL-6 e TNFα 

está correlacionado com o tamanho dos adipócitos, sugerindo um aumento na secreção 

de adipocinas pró-inflamatórias em adipócitos maiores. Contrariamente aos estudos que 

correlacionam o diâmetro menor dos adipócitos com maior sensibilidade à insulina, 

nossos dados indicaram que os animais com deleção de mTORC1 (ARapKO) apesar de 

terem adipócitos menores, apresentaram resistência à insulina, e que quando tratados 

com rosiglitazona, tiveram sua sensibilidade reestabelecida. A resistência à insulina 

observada nos animais KO, dá-se pela inabilidade de estocar lipídeos, haja vista a 

redução acentuada em todos os depósitos adiposos, resultando num acúmulo ectópico de 

gordura no fígado e indução de inflamação no tecido adiposo. Nossos dados publicados 

mostraram que esse quadro de inflamação no tecido adiposo induzido pela deleção de 

mTORC1 especificamente em adipócitos ocorre inclusive em animais que ingeriram 

dieta padrão (CHIMIN,2017). Nesse trabalho, mostramos o efeito anti-inflamatório da 

rosiglitazona (resumo em anexo), reduzindo a resistência à insulina sem alterar o peso 

corporal, além de reduzir a expressão gênica de marcadores pró- 
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inflamatórios (NLRP3, DUSP e IL1β). Esses efeitos da rosiglitazona são independentes 

de mTORC1, visto que ambos os grupos (ARapWT e ARapKO) tratados com a droga 

apresentaram a mesma alteração. Por outro lado, a deleção genética de mTORC1 

aumentou o conteúdo tecidual de macrófagos M1 e a expressão gênica de CD86, um 

marcador de células ativadas, em conjunto com um aumento na população de 

neutrófilos e linfócitos B, efeitos estes decorrentes da deleção de mTORC1 que não 

foram modulados pelo tratamento com rosiglitazona, mostrando que nem todos os 

parâmetros pró-inflamatórios foram revertidos. 

 
 

A melhora na resistência à insulina resultante do tratamento com rosiglitazona 

está relacionada ao fato da ativação farmacológica de PPARγ melhorar o metabolismo 

lipídico. Como já visto por diversos estudos (FESTUCCIA,2009a ; LEE,2016) o 

PPARγ é fundamental no controle do metabolismo lipídico, 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, é um 

importante mediador de algumas ações induzidas pela ativação farmacológica de 

PPARγ como o aumento da adiposidade subcutânea, da captação e clearance de lipídios 

e da atividade da LPL e lipogênese. No presente estudo foram avaliados também alguns 

genes envolvidos no metabolismo lipídico, como CD36, FABP4 (transporte de ácidos 

graxos), PEPCK (síntese de glicerol fosfato) e FAS (síntese de ácidos graxos), e ATGL 

(lipólise) e DGAT (síntese de TAG). Entre estas proteínas, encontramos que a 

rosiglitazona aumentou significativamente a expressão de CD36 e PEPCK, efeitos estes 

que foram dependentes de mTORC1. Esse aumento encontrado nos níveis de RNA 

mensageiro de CD36 pela rosiglitazona já foi descrito na literatura (BALLESTEROS, 

2014). A CD36 é uma proteína de membrana que facilita a captação de ácidos graxos 

pelos adipócitos, porém sua atuação já foi descrita em outras células, como músculo 

cardíaco e estriado esquelético. A presença de insulina, bem como a contração 

muscular, estimulam a translocação do CD36 e sua consequente ativação, que é 

mediada pela via da AMPK/PI3K, resultando na captação de ácidos graxos (GLATZ 

2017). Devido ao seu papel fundamental nas alterações do metabolismo lipídico, a 

CD36, atualmente também denominado SR-B2, tem sido alvo de intervenção 

terapêutica (LIU,2014). Na mesma direção da CD36, tivemos o 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 gliceroneogênese, é descrito como um dos efeitos importantes na melhora da 

sensibilidade à insulina, por reduzir a liberação de ácido graxo no tecido adiposo e 

limitar o estoque ectópico de lipídeos (BEAUDOIN, 2017). Logo, nosso resultado da 

ação da rosiglitazona sobre a CD36 e PEPCK mediada pelo complexo 1 da mTOR, 

pode contribuir para um melhor entendimento de seu mecanismo e regulação, 

favorecendo novos alvos terapêuticos. 
 

Efeitos clássicos da rosiglitazona relacionados à melhora na homeostase glicêmica estão 

ligados também aos níveis de adiponectina e BCAA circulantes. Esses aminoácidos de 

cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina), diferentemente de outros aminoácidos, 

são metabolizados fora do fígado, principalmente no tecido adiposo. Em quadro de 

obesidade, os níveis circulantes de BCAA encontram-se aumentados, os quais podem 

ser correlacionados com a incidência de diabetes tipo 2 (FELIG 1969; RAFECAS, 

1991; WIJEKOON, 2004). Em estudo publicado recentemente por nosso laboratório 

(BLANCHARD, 2018), em que utilizamos de camundongos com deleção específica de 

PPARγ em adipócitos, vimos que o PPARγ é um dos principais reguladores do 

catabolismo de BCAA no tecido adiposo, e a utilização de agonista de PPARγ reduz os 

níveis séricos de BCAA, por mecanismo que envolve um aumento na oxidação dos 

mesmos no tecido adiposo. Ainda nesse estudo, vimos que ao tratar esses animais com 

rosiglitazona, observamos uma melhora na sensibilidade à 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 ações. Encontramos também nesse estudo, a relação efeito-dependente do 

aumento de adiponectina circulante induzido por rosiglitazona mediado por mTORC1. 

Dados de estudos in vivo e in vitro que propuseram investigar a relação de adiponectina 

e BCAA sugerem que essa adipocina interfere em enzimas cruciais para a 

metabolização do BCAA (BCKD), e que a ausência 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 

relação de BCAA com adiponectina e leptina, concluiu que a relação dos níveis de 

BCAA e diabetes podem ser independentes de disfunções no tecido adiposo 

(CONNELLY,2017). Em conjunto, temos que BCAA e adiponectina estão relacionados 

à homeostase glicêmica e que o efeito da rosiglitazona sobre ambos é mediado por  
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mTORC1. 
 

O aumento nos níveis circulantes de adiponectina promovido pelo agonista de 

PPARγ já está bem descrito na literatura, porém os mecanismos estão envolvidos nesse 

efeito ainda não foram completamente elucidados (ACHARI, 2017). Nossos dados 

mostraram que esse efeito ocorre mediado via mTORC1, e nossa hipótese é de que essa 

mediação ocorra por vias pós-transcricionais, haja vista que a expressão gênica de 

adiponectina não alterou com o tratamento de RSG, tanto no tecido adiposo inguinal, 

quanto no marrom. Estudo com dados contrários aos nossos, mostraram que um dos 

mecanismos pelo qual o PPARγ aumento os níveis de adiponectina seja via interação 

entre PPARγ e o promotor PPRE, responsável pela transcrição do gene da adiponectina, 

resultando no aumento da transcrição desse gene (IWAKI, 2003). Porém, estudos 

apontam que a ativação de PPARγ pode regular também os níveis e secreção de 

adiponectina, processos pós-traducionais, aumentando níveis de Dsba-L, uma chaperona 

que facilita a multimerização e secreção de adiponectina, além de inibir uma chaperona 

do retículo endoplasmático Erp44, que atua inibindo a secreção de adiponectina. 

(LONG, 2010; JIN, 2015). Nossos dados referentes aos níveis de mRNA de Dsba-L 

sugerem uma tendência 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 transcrição de adiponectina na ausência de 

raptor, nossos dados indicam uma importante participação na transcrição desse gene.  
 

Outro dado interessante mostrado em nosso estudo, por meio de análise 

lipidômica, que pode ser relacionado à adiponectina, é o aumento nos lipídeos típicos de 

mitocôndria (CL e PE), indicando a mesma relação de ação dependente de mTORC1. 

Estudo recente com adipócitos humanos mantidos em cultura celular e tratados com 

rosiglitazona observaram aumento significativo no conteúdo de cardiolipina nas células 

(LEE,2019). A cardiolipina (CL) é essencial para a função bioenergética mitocondrial, e 

a oxidação enzimática desse lipídeo sinaliza a mitofagia. Danos nesse sistema oxidativo 

da cardiolipina está relacionado com remodelamento patológico mitocondrial, 

resultando em disfunção mitocondrial associadas à diabetes e obesidade (LI, 2010). Em 

um estudo que buscou investigar a relação entre biogênese mitocondrial e adiponectina 

foi encontrado que a função mitocondrial está ligada à síntese de adiponectina nos 

adipócitos, mostrando a relação da disfunção mitocondrial no tecido adiposo num 

quadro de obesidade, aos níveis reduzidos de adiponectina (KOH, 2007). Em conjunto, 

nossos dados sugerem a hipótese de que o aumento dos níveis séricos de adiponectina,  
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redução de BCAA circulantes e aumento no conteúdo de cardiolipina no tecido adiposo 

podem estar relacionados entre si, visto que estão diretamente ligados à função 

mitocondrial. Experimentos adicionais são necessários para confirmar nossa hipótese.  
 

O tratamento com rosiglitazona também promove aumento no consumo de 

oxigênio inclusive em animais sem a deleção genética, mostrando que tanto a 

rosiglitazona quanto a deleção de mTORC1 podem aumentar o metabolismo oxidativo 

desse tecido. Ao contrário do inguinal, ao compararmos os dados obtidos de consumo 

de O2 no tecido adiposo marrom, vemos que houve uma redução no consumo por parte 

dos grupos ARapKO e que a rosiglitazona não promoveu alterações relevantes nesse 

aspecto para o tecido. Até então podemos observar que o efeito de aumento tecidual do 

tecido adiposo marrom promovido pela rosiglitazona, parece não ser proporcional ao 

aumento em sua capacidade funcional. Ambos os dados de consumo de O2 obtidos em 

nosso estudo vão de encontro aos achados de Polak (2008), que observou aumento no 

consumo de O2 no inguinal e redução no marrom. Por outro lado, em estudo de Schieke 

(2006) foi observada redução na atividade mitocondrial, na síntese de ATP e consumo 

de O2 após deleção de raptor em células HEK. Esses achados vão 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 

mTORC1 é importante regulador da função mitocondrial. Além da análise de consumo 

de oxigênio, genes importantes relacionado à função mitocondrial como PGCα, UCP-1, 

F1F0-ATPase, NDUFB5, SDHB, MFN2 e CPT1α), e a proteína UCP-1 foram 

aumentados no tecido adiposo inguinal com deficiência de mTORC1. A exceção para 

PGC1α, um coativador de diversos genes envolvidos na biogênese mitocondrial, 

metabolismo oxidativo, além do browning (HANDSCHIN, 2006), onde vimos um 

aumento em sua expressão gênica nos animais ARapKO sem tratamento com 

rosiglitazona, que por sua vez não promoveu alterações significativas em ambos os 

grupos (ARapWT e ARapKO). Estudo realizado pelo nosso grupo (MAGDALON, 

2016), mostrou que a ativação constitutiva de mTORC1 aumenta a expressão de PGCα 

bem como de UCP-1 no tecido adiposo. Nossos dados referentes à expressão gênica e 

proteica de UCP-1, além de F1F0-ATPase, NDUFB5, SDHB, MFN2 e CPT1α 

mostraram aumento relacionados somente à deleção de mTORC1 em adipócitos, sem 

alterações 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 não encontramos efeito significativo resultante do tratamento com 

rosiglitazona nas análises de expressão gênica, contrariando esse efeito já 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 adipócitos humanos mantidos em cultura celular apresentaram 

aumento na expressão gênica de NDUFB5, SDHB e CPT1α, genes esses relacionados à 

oxidação de ácidos graxos. Em conjunto, nossos dados leva-nos novamente à hipótese 

de que esse efeito ocorra em vias pós-transcricionais. 
 

A obesidade visceral está associada ao desenvolvimento da resistência à insulina 

e intolerância à glicose, fenótipos que podem estar associados à inflamação de baixa 

intensidade no tecido adiposo e outros órgãos induzida pela ingestão de uma dieta 

hiperlipídica (GREGOR, 2011). Em estudo conduzido em nosso laboratório 

(PASCHOAL,2016), verificamos que a inibição farmacológica da mTORC1, promove 

um aumento na inflamação do tecido adiposo e a polarização de macrófagos para 

fenótipo pró-inflamatório. Acompanhando essa linha de investigação acerca da 

mTORC1 em nosso laboratório, em outro estudo publicado pelo nosso grupo, vimos 

que a ativação constitutiva da mTORC1 (TSC1) em células mielóides protege os 

camundongos da obesidade induzida por dieta hiperlipídica, além de promover redução 

de inflamação do tecido adiposo e melhora na tolerância à glicose, promovendo a 

polarização dos macrófagos para o perfil M2, anti-inflamatório, com significativo 

aumento no gasto energético. (PASCHOAL,2018). 
 

Corroborando esses achados do nosso grupo, mostramos recentemente que a 

deleção de mTORC1 (raptor) especificamente em adipócitos promove inflamação do 

tecido adiposo que envolve infiltração leucocitária tecidual, ativação da via do 

inflamassoma-NLRP3, com aumento no estresse oxidativo e síntese de ceramidas 

(CHIMIN,2017). Nosso estudo mostrou que a deleção de raptor em adipócitos 

aumentou a expressão gênica de enzimas envolvidas na via de síntese de ceramidas de 

novo, e que a inibição deste processo com miriocina reverteu a inflamação do tecido  

adiposo, indicando as ceramidas como importante mediadores do fenótipo inflamatório 

do tecido adiposo em animais com deficiência de mTORC1 em adipócitos. As 

ceramidas exercem importante função metabólica enquanto lipídeo bioativo, regulando 

processos como a proliferação celular, apoptose e inflamação. A síntese de ceramidas 

pode ser estimulada por diversos mecanismos que envolvem exposição a níveis 

elevados de ácidos graxos, citocinas pró-inflamatórias e estresse oxidativo, condições 
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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 deleção genética de raptor em adipócitos, que mostrou 

redução acentuada de tecido adiposo mesmo quando os animais ingeriram dieta 

hiperlipídica. Além disso, observaram acúmulo de lipídeos no fígado e intolerância à 

insulina (LEE,2016). Dados em conjunto, temos que a falta de tecido adiposo ou a 

lipodistrofia também estão associados a complicações metabólicas, tais como aumento 

de vias pró-inflamatórias, e que um desenvolvimento normal do tecido adiposo é 

fundamental para a homeostase metabólica. 
 

Ainda em relação às 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 

redução de ceramidas de cadeia muito longa (n-acil > 21 carbonos), somente na 

presença da mTORC1, além de uma tendência semelhante nas espécies Cer 

(d18:2/18:0) e Cer(d18:1/18:0), sendo esse mais um efeito dependente de mTORC1. 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 hiperlipídica induz a 

produção de ceramidas com consequente aumento na produção de ceramidas de cadeia 

longa C16-C18 (CHOI, 2015). Em estudo realizado com camundongos com deleção de 

CerS2, uma ceramida sintase envolvida com a síntese de ceramida de cadeia muito 

longa, mostrou que a deleção dessa sintase reduziu a produção de ceramidas de cadeia 

muito longa, levando a um efeito compensatório na ativação de CerS6 que levou a um 

aumento de ceramidas de cadeia longa. Esse aumento nos níveis de ceramidas de cadeia 

longa foi associado a um prejuízo metabólico como resistência à insulina e esteatose 

hepática (RAICHUR,2014). Ainda nesse sentido, estudos mostraram que as ceramidas 

de cadeia longa estão associados a processos pró-apoptóticos 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 contradi tório 

aos efeitos benéficos rosiglitazona. Estudos mais detalhados acerca das ações de 
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diferentes ceramidas fazem-se necessários a fim de esclarecer as funções relacionadas 

ao tamanho da cadeia n-acil desses esfingolipídeos. 

 

Esses parâmetros de melhora no metabolismo lipídico promovidos pela 

rosiglitazona nos levou a analisar as alterações de espécies lipídicas presentes nas 

amostras de tecido adiposo epididimal. A análise semi-quantitativa do lipidoma do 

epididimal apontou que 40% do total de lipídeos correspondem a TAG. Os TAG são 

formados por três moléculas de ácido graxos ligados à uma molécula de glicerol, com 

função principal de armazenamento energético sob a forma de gotículas lipídicas, 

metabolicamente dinâmicas, sofrendo alterações decorrentes dos processos de 

lipogênese e lipólise (ENGIN,2017). O conteúdo de TAG reduziu nos animais com 

deleção de mTORC1 (ARapKO) bem como nos animais tratados com rosiglitazona sem 

a deleção (ARapWT) em comparação com o grupo sem a utilização da droga. 

Conjuntamente, esses dados de TAG nos mostram que tanto a deleção de mTORC1 

quanto o tratamento com rosiglitazona promoveram redução significativa de TAG no 

tecido, sem efeito aditivo da rosiglitazona sobre a deleção de mTORC1. Além dessa 

redução, observamos o aumento de diacilglicerol (DAG) na mesma proporção e grupos 

que observamos a redução de TAG, produto esse resultante da hidrólise de TAG. É 

importante salientar que o excesso de DAG pode estar relacionado ao aumento na 

inflamação do tecido (ENGIN,2017) e que talvez esse aumento observado poderia 

explicar em partes, o perfil inflamatório observado por análise do perfil de leucócitos 

residentes no tecido adiposo, que não sofreu alterações mediante tratamento com 

rosiglitazona, dados esses que contrastam com a mel hora na sensibilidade à insulina 

resultante do tratamento com a droga, mostrando ações anti-inflamatórias distintas. 

 

Como já descrito na literatura, o tratamento com rosiglitazona reduz 

adiposidade visceral (JOHNSON, 2007) que vem a refletir diretamente no conteúdo de 

TAG do tecido. Tratamento com rosiglitazona em ratos, mostrou que a ativação 

farmacológica de PPARγ aumenta lipólise no tecido adiposo por aumentar genes 

lipolíticos (ATGL e MGL) (FESTUCCIA,2006). Além disso, estudo conduzido em 

camundongos e células 3T3-L1 observou que o tratamento com rosiglitazona aumenta, 

no tecido adiposo, o conteúdo de RNA mensageiro bem como o conteúdo proteico de 

ATGL, relacionada à lipólise, resultando no aumento da hidrólise de TAG no tecido 

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

bem como no clearance de TAG. 

 

Importante citarmos que não abordamos nesse estudo os mecanismos pelos quais 

mTORC1 regula PPARγ, sendo esse um limitante do mesmo. Porém, nossa hipótese é 

de que esses mecanismos podem estar ligados a fatores pós-transcricionais, haja visto 

que não observamos diferença nos níveis de RNA mensageiro de PPARγ1 após deleção 

de raptor. Entretanto, para excluirmos completamente esta hipótese precisamos também 

medir os níveis de RNA mensageiro de PPARγ2, bem como o conteúdo proteico de 

PPARγ. Um outro mecanismo pelo qual mTORC1 pode alterar a atividade 

transcricional PPARγ seria por meio da modulação de proteínas denominadas de 

correguladores que interagem e participam do efeitos transcricionais deste receptor. 

Estudos de imunoprecipitação de PPARγ estão em andamento para testar esta hipótese.  
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8. Conclusão 
 

Em conjunto, nossos achados indicam que ações importantes da rosiglitazona 

são mediadas pelo complexo 1 da mTOR, como o aumento da massa do tecido adiposo 

marrom, aumento nos níveis circulantes de adiponectina, redução de BCAA circulante, 

aumento de lipídeos mitocondriais (CL e PE), bem como aumento de expressão gênica 

de importantes genes relacionados ao metabolismo lipídico (CD36, PEPCK).  

Por outro lado, efeitos sob a homeostase da glicose são independentes da 

mTORC1. 

A compreensão acerca das ações de rosiglitazona efeito-dependentes de 

mTORC1 poderão conduzir a novos alvos terapêuticos no tratamento de doenças 

metabólicas, como a obesidade. 
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Abstract  Mechanistic target of rapamycin complex 

(mTORC)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 mTORC1 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 mTORC1 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.  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,  
T. Belchior, V. A. Paschoal, J. Magdalon, A. S. Yamashita, 
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Chronic low-intensity inflammation is an important link-ing 

factor between visceral obesity and associated metabolic 
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