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Resumo

As tiazolidinedionas (TZDs), ligantes sintéticos dos receptores nucleares PPARYy, tém sido
amplamente utilizadas no tratamento da resisténcia a insulina, dislipidemias e sindrome
metabolica. Estas drogas melhoram a homeostase da glicose promovendo redistribuicdo de
gordura dos estoques viscerais para o subcutdneos, aumento da secrecdo de adiponectina,
reducdo da lipemia, lipotoxicidade e da inflamacdo do tecido adiposo. Um estudo recente
mostrou que o tratamento de ratos com a TZD rosiglitazona (RSG) induz um aumento na
atividade dos complexos 1 e 2 da mTOR, que desempenham fun¢do importante no controle do
metabolismo lipidico, adiposidade e funcdo endocrina do tecido adiposo. Assim, 0 presente
estudo teve como objetivo central elucidar o envolvimento especificamente do complexo 1 da
mTOR de adipdcitos nas alteracfes morfoldgicas, metabolicas e secretdrias do tecido adiposo
branco e marrom induzidas pela ativacdo farmacoldégica de PPARy em camundongos. Para
isto, camundongos com delecdo de raptor (MTORCL1) exclusivamente em adipdcitos
alimentados com dieta hiperlipidica foram tratados ou ndo com RSG (30 mg/kg/dia) por 8
semanas. Nossos dados mostraram que tanto o mTORC1 quanto o agonista de PPARY sao
importantes reguladores da adiposidade. A deficiéncia de mMTORC1 em adipdcitos reduziu as
massas de todos os tecidos adiposos investigados, enquanto o tratamento com RSG reduziu a
massa somente dos depositos de gordura viscerais retroperitoneal a epididimal. RSG
aumentou significativamente a massa do tecido adiposo marrom, efeito esse que foi
completamente abolido pela deficiéncia do complexo 1 da mTOR. Deficiéncia de mTORC1
em adipdcitos promoveu aumento no contedo de UCP1 (expressdao génica e proteica), efeito
este que ndo foi alterado pelo tratamento com RSG. Outros efeitos de RSG mostraram-se
dependentes de mTORC1 como o aumento de porcentagem de adipdcitos de menor area,
aumento dos niveis de adiponectina e reducdo dos niveis de BCAA séricos, bem como o
aumento da expressdo génica de CD36 e PEPCK e do conteudo de cardiolipinas e ceramidas
de cadeia longa,, lipideos que constituem a membrana mitocondrial interna e atuam como
mediadores inflamatorios, respectivamente. Por outro lado encontramos efeitos de RSG
independentes de MTORC1, como a reducdo nos niveis séricos de TAG, redugdo de expressao
génica de fatores inflamatorios, tais como IL1B ¢ TNFa, NLRP3, DUSP6, além de PGCla e

FAS, insulina plasmatica, melhora na homeostase glicémica. Concluimos assim que mMTORC1



em adipdcitos é importante mediador de algumas acBes especificas induzidas pela ativacdo
farmacoldgica de PPARy com RSG como a secrecdo de adiponectina e o aumento do

metabolismo oxidativo de BCAA no tecido adiposo.

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

inflamacéo
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adiponectin - and BCAA  metabolism in adipose tissue induced by
rosiglitazone.[thesis]Sdo Paulo.Biomedical Sciences Institute -USP, 2019.

Abstract

Thiazolidinediones (TZDs), synthetic ligands of nuclear receptors PPARYy, 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 the
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 PPARYy in mice. For this, mice with raptor deletion (MTORCL1) exclusively
in adipocytes and littermate controls were fed a hyperlipidic diet and treated or not with
RSG (30 mg/ kg/ day) for 8 weeks. Our data showed that both mTORC1 and PPARY
agonist are important adiposity regulators. Indeed, mMTORCL1 deficiency in adipocytes
reduced the mass of all adipose depots investigated, while RSG reduced the masses of
visceral fat depots retroperitoneal and epididymal only. RSG induced a marked increase
in 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 BCAA, as well
as to increase mRNA levels of CD36 and PEPCK, mitochondrial lipids such as
cardiolipin and lipid mediators as long chain ceramides in white adipose tissue in the
absence of mTORCL activity. Other effects of RSG such as reducing serum TAG and
insulin levels, adipose tissue inflammation and IL1p and TNFa content, and improving
glucose homeostasis were not affected by mTORC1 deficiency. We conclude that
mMTORCL1 is important mediator of some specific actions of pharmacological PPARy
activation with RSG such as adiponectin secretion and BCAA oxidation at adipose

tissue.



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

inflammation
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1. Introducéao

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

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

estimulo vigente pode se comportar funcionalmente como um adip6cito branco classico ou
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adipdcito marrom. O recrutamento desses adipocitos para fendtipo termogénico, processo este
denominado browning, ocorre principalmente por estimulo f-adrenérgico como exposic¢ao ao
frio, e tratamento com agonistas adrenérgicos Bl e 3, como também pela ativacdo
farmacoldgica de PPARYy, e envolve a multilocularidade, o aumento da massa mitocondrial e
do conteudo de UCP-1 (SPONTON, 2018).

A formacdo de novos adipocitos envolve trés processos distintos: 1- a proliferacdo de
células-tronco mesenquimais presentes na fracdo estroma-vascular do tecido adiposo; 2-
término da proliferacdo e conversdo das células tronco mesenquimais em pré-adipocitos; e 3)
diferenciacdo terminal de pré-adip6citos em adipdcitos maduros, processo este denominado
de adipogénese. Esses processos sdo caracterizados por alteracfes na expressao dos antigenos
de superficie celular a medida que as células progridem de células-tronco mesenquimais a
pré-adipdcitos e posteriormente, a adipdcitos maduro (SARANTOPOULQS, 2018). CD34 e
Sca-1 sdo marcadores de pre-adipécitos, sendo o CD34 uma glicoproteina transmembrana que
promove adesdo celular, migracdo e diferenciacdo (ROSEN,2006; SARANTOPOULOS,
2018). Outro importate marcador de superficie de pré-adipdcito é o Pref-1, cuja expressao se
extingue durante o processo de diferenciacdo. A delecdo de Pref-1 reduz significativamente a
quantidade de tecido adiposo em camundongos (HUDAK, 2013).

Dentre os diversos fatores que controlam a adipogénese, 0s receptores nucleares
PPARYy (receptor ativador da proliferacdo de peroxissomos) sdo componentes essenciais, ja
que sua delecdo impede a diferenciacdo de pré-adipocitos em adipdcitos maduros
(ROSEN,2006). Os PPARy sdo encontrados em duas isoformas distintas (PPARyl e
PPARY2), sendo a isoforma 1 altamente expressa em adipdcitos maduros e em menor
proporcdo em macrofagos, neurdnios e cardiomiocitos, enquanto a isoforma 2 é expressa
exclusivamente em adipocitos maduros (GESTA,2006). Além da adipogénese, os PPARY séo
também essenciais para a manutencdo do fendtipo dos adipocitos maduros por meio do
controle da expressdo de varias proteinas envolvidas em diversos aspectos do metabolismo de
lipideos incluindo captacdo, esterificacdo, lipdlise, reciclagem e oxidacdo dos acidos graxos a
triacilglicerol (FESTUCCIA,2006; FESTUCCIA,2009a; FESTUCCIA; 2009b), bem como, de
aspectos do metabolismo de carboidratos incluindo a captacdo e conversao da glicose em
glicerol 3-fosfato (FESTUCCIA,2009a). Além do metabolismo de lipidios, os PPARy
modulam também a funcdo enddcrina do tecido adiposo, inibindo a expresséo e secre¢do de
leptina, TNFa e IL-6 e outras moléculas pro-inflamatdrias (DE VOS, 1996; SPIEGELMAN ,
2008), e aumentando a secrecdo de adiponectina e CRTP1 (BERG, 2002; WONG,2008). A
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delegao parcial ou sisttmica de PPARy causa severos danos metabdlicos (HE,2003;
IMAI,2004; GRAY,2005). Estudo recente em camundongos com deficiéncia desse receptor
nuclear encontraram severa lipodistrofia, hepatomegalia, hiperfagia, diabetes tipo 2
caracterizada por hiperinsulinemia, hiperglicemia, polidria, além de um intrigante aumento na
massa magra (GILARDI, 2019).

Os PPARy podem ser ativados tanto por acidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa, atuando como um sensor intracelular de lipidios (EVANS,2004), quanto por uma
familia de ligantes sintéticos denominados de tiazolidinedionas (TZDs) que incluem a
rosiglitazona e a pioglitazona. As TZDs possuem grande especificidade de interacdo e
poténcia de ativacdo de PPARYy, sendo largamente utilizadas no tratamento da resisténcia a
insulina, sindrome metabolica e dislipidemias (EVANS,2004). A administragdo de TZDs em
humanos e roedores induz melhora na tolerancia a glicose, na sensibilidade a insulina e no
perfil plasmatico de lipidios. Apesar destes efeitos benéficos, o uso clinico das TZDs,
especialmente a rosiglitazona, ttém sido limitado devido aos diversos efeitos colaterais
associados a estas drogas que incluem o aumento na adiposidade, retencdo de liquido e
insuficiéncia cardiaca, que acometem aproximadamente 15% dos pacientes (LARSEN, 2003;
SEMPLE, 2006). Entre os diversos mecanismos envolvidos na melhora da homeostase da
glicose induzida pelo tratamento com TZDs, podemos citar a redistribuicdo de gordura dos
estoques viscerais para 0 subcutaneos, o aumento da secrecdo e niveis circulantes de
adiponectina e a reducdo da lipemia, lipotoxicidade e inflamagdo do tecido adiposo
(MIYAZAKI, 2002; YANG,2007).

Estudos indicam a existéncia de relacdo direta entre variagdes regionais no acumulo de
gordura e desenvolvimento de doencas metabdlicas (DESPRES, 2006). Mais especificamente,
a deposicdo de gordura nos estoques intra-abdominais ou viscerais esta diretamente
relacionada com uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de distirbios
metabdlicos, como a intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensao.
Assim, a redistribuicdo de gordura dos estoques viscerais para 0s subcutaneos induzida pelas
TZDs atenua os efeitos maléficos da excessiva deposicao de gordura visceral na homeostase
metabdlica. Os mecanismos pelos quais as TZDs promovem redistribuicdo de gordura ainda
ndo foram completamente elucidados, mas parecem envolver um aumento nos depositos
subcutaneos da atividade da lipase lipoproteica (LPL), e assim do clearance e deposicao dos
lipidios circulantes, do contetdo de DNA e numero de adipdcitos, indicando uma possivel

participacdo dos processos de proliferacéo e/ou apoptose (LAPLANTE,2003).
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Figura 2. Representacdo esquematica das acdes das TZDs em adipocitos, figado e
musculo esquelético. (GUPTA,2016)

Além dos efeitos citados acima, a ativacdo dos PPARy com TZDs promove a
biogénese mitocondrial, a expressdo da proteina desacopladora UCP1 e o recrutamento de
adipocitos bege no tecido adiposo branco (WILSON-FRITCH,2003; PETROVIC,2008;
LAPLANTE,2006; OHNO,2012), aumentando a capacidade oxidativa e termogénica deste
tecido. Este efeito, entretanto, ndo esta associado ao aumento proporcional no gasto
energético corporal (24). Importante, a inducdo de genes termogénicos pela rosiglitazona
parece ser mais expressiva nos depositos subcutaneos e depender do corregulador PRDM16
(OHNO,2012).

Similarmente ao tecido adiposo branco subcutdneo, a ativacdo farmacologica de
PPARy aumenta também a massa do tecido adiposo marrom, através do aumento do ndmero
de adipdcitos marrons, bem como, da expressdo de genes relacionados a captacdo e
esterificacdo de &cidos graxos em triacilglicerol como a LPL, PEPCK (fosfoenolpiruvato
carboxiquinase) e GyK (gliceroquinase), entre outros (FESTUCCIA,2009a). O tecido adiposo
marrom € especializado na termogénese (producédo de calor), devido a presenca da UCP1 na
membrana mitocondrial interna (CANNON, 2004; SPONTON, 2018). Interessantemente, 0
aumento da massa do tecido adiposo marrom pela rosiglitazona ocorre concomitantemente
com um aumento do contetido de UCP1 e outras proteinas termogénicas, efeito este que ndo
estd associado a um aumento da termogénese e gasto calérico devido a inibicdo da atividade
simpatica e dos hormdnios tireoideanos pelas TZDs (FESTUCCIA,2008).
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Apesar destes estudos, os mecanismos moleculares pelos quais TZDs exercem suas
acdes no tecido adiposo branco e marrom ainda ndo foram completamente determinados.
Neste sentido, estudo conduzido por Blanchard (BLANCHARD,2012) encontrou que 0
tratamento de ratos com rosiglitazona induz um aumento no tecido adiposo da atividade do
complexo 1 da mTOR, um sensor de nutrientes que desempenha funcdo importante no
controle do metabolismo lipidico e adiposidade.

A mTOR (proteina alvo mecanistico da rapamicina) € uma serina-treonina quinase
extremamente conservada, membro da familia da fosfoinositol 3-quinase (PI3K) que controla
a sintese protéica e lipidica, o crescimento e a proliferacdo celular de acordo com os niveis de
fatores de crescimento e nutrientes e o estado energético da célula. mTOR ¢é o centro catalitico
de dois complexos multiprotéicos distintos, complexo 1 e 2 da mTOR (MTORC1 e mTORC2,
respectivamente), que possuem funcdes bioldgicas e substratos distintos, além de diferente
sensibilidade a inibicédo pela rapamicina.

O mTORC1 é o principal regulador do crescimento e proliferacdo celular. E ativado
principalmente por aminodcidos, além de fatores de crescimento como a insulina e IGF1, e sua
atividade visa regular os processos anabdlicos e catabdlicos nas células. (LEE, 2017). Além da quinase
MTOR, o complexo 1 da mMTOR é composto por quatro proteinas RAPTOR, mLST8, PRAS40 e
DEPTOR. A proteina RAPTOR (proteina reguladora associada a mTOR), bem como a mLST8
(proteina letal em mamiferos com Sec13) séo essenciais para o funcionamento de mTORC1, enquanto
a PRAS40 (substrato rico em prolina de AKT de 40 kDa) e a DEPTOR (proteina de interagdo a mTOR

contendo o dominio DEP) atuam inibindo a atividade do complexo.

Mecanisticamente, a ativagdo de mTORC1 por fatores de crescimento, como a insulina,
envolve a interacdo e ativacdo de receptor localizado na membrana celular. A interacdo da insulina
com seu receptor promove alteracdo em sua conformacdo, aumentando a atividade tirosina quinase
intrinseca do mesmo, sua autofosforilagdo, bem como, a fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina 1 (IRS1). O IRS1 por sua vez, ativa alostericamente a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a
producdo de fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). Esse aumento do contetdo de PIP3 promove o
recrutamento e ativagdo da proteina quinase dependente de 3’-fosfatidilinositol 1 (PDK1) e do
complexo 2 da mTOR, os quais recrutam e ativam a AKT através da fosforilagdo em residuos de
Thr308 e Ser473, respectivamente. A ativacdo da AKT fosforila e inibe TSC2, que em conjunto com
TSC1 e TBC1D7 forma o complexo da esclerose tuberosa (TSC).Além dessa via, a insulina também
pode estimular mTORC1 ativando a via da MAPK/ERK (quinase regulada por sinal extracelular), que
também acaba por fosforilar e inibir o complexo TSC. (LAPLANTE,2009)
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Ambas as vias ativam mTORCL pela fosforilagdo e inibicdo do complexo TSC, que deixa de exercer
sua atividade inibitéria em mTORC1 (EFEYAN, 2013). Por outro lado, os mecanismos envolvidos na
ativacdo de mTORC1 por aminoécidos sdo bastante complexos e ndo totalmente compreendidos.
Estudos conduzidos pelo laboratério do professor David Sabatini (SHEN, 2019; SHEN, 2018; SHEN,
2017; EFEYAN, 2013; SANCAK 2010) tem buscado entender melhor a interagdo entre 0s

aminoacidos e mTORC1. Um regulador importante da sinalizacdo de mTORC1 na presenca de
aminoécidos é o complexo RAG GTPase, que se localiza na membrana dos lisossomos
ancorado a outro complexo, 0 RAGULATOR, que ao ser ativado, recruta mTORCL,
resultando em sua translocacdo do citoplasma para os lisossomos (SANCAK,2010). Esse
complexo (RAG GTPase), é um heterodimero composto por RAGA/B ou RAGC/D que
encontram-se ligados ao GDP, apresentando sua forma ativa quando o RAGA/B esta ligado
ao GTP enquanto que 0 RAGC/D estd ligado ao GDP (BAR-PELED, 2014). O complexo
RAGULATOR, na presenca de aminoacidos, interage com a v-ATPase do lisossomo atuando
como o catalisador da troca de RAGA/B-GDP para RAGA/B-GTP. O RAG GTPase também
é regulado por outros complexos e proteinas importantes, como o0 GATOR1 e GATOR2. Na
presenca de aminoacidos, o0 GATOR2 esta em sua forma ativa inibindo o GATORL,
inativando a acdo do complexo RAG GTPase. Na auséncia de aminoacidos, SESTRIN 1/2/3
(SESN) e CASTOR1 atuam na inibicdo de GATORZ2, processo esse interrompido quando
SESN se liga a leucina e CASTORL a arginina, conforme ilustrado na Figura 2 (LEE, 2017).
Em estudo recente conduzido por Castellano (2017), descobriu-se que a mTORC1 detecta
também o colesterol, através de mecanismo que também envolve a translocagdo para os
lisossomos. Quando ativa, mTORC1 exerce suas agdes principalmente pela fosforilacdo de
diversas proteinas como a S6K, 4E-BP e a ULK-1.

Ja o complexo 2 da mTOR é menos compreendido quando comparado ao 1 e estd
envolvido no controle do anabolismo e sobrevivéncia celular. Assim como o complexo 1, é
também formado pela mTOR, mLST8 e DEPTOR, que associam-se a outras trés proteinas, a
RICTOR, mSIN1 (proteina ndo-sensivel a rapamicina) e PROTOR-1. O mTORC2 ¢ regulado
por fatores de crescimento e mediado pela PISBK(SAXTON,2017). Além da Akt, mTORC2
fosforila e ativa a SGK1 (proteina quinase induzida por soro e glicocorticéides) e a PKC
(proteina quinase C)(LAMMING,2014).
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Figura 3.Vias de sinalizacdo da mTOR. Extraido e adaptado do artigo The Complex Roles
of mTOR in Adipocytes and Beyond (LEE et al., 2017)

Estudos tem mostrado a fundamental participagdo da mTOR no desenvolvimento e
manutencdo do tecido adiposo (SHAN,2016;CAI,2016). A inibicdo farmacoldgica de
mTORC1 em pré-adipdcitos com rapamicina bloqueou completamente a diferenciacdo de pré-
adipocitos em adipocitos maduros através da inibicdo de PPARy (KIM, 2004). Corroborando
com o envolvimento de mTORC1 no controle da adiposidade, tanto o tratamento com
rapamicina, quanto a delecdo de S6K1, uma proteina que € diretamente fosforilada e ativada
por mTORC1, protegem contra o aumento de adiposidade e obesidade induzida por dieta rica
em lipidios (HOUDE,2010; POLAK,2008; UM,2004). Neste sentido, camundongos com
delecdo de RAPTOR e assim deficiéncia de mTORC1 exclusivamente em adipdcitos,
apresentaram deficiéncia na captacdo e estoque de lipideos nos adipdcitos e reduzida
adiposidade, que foi associada com esteatose hepatica e resisténcia a insulina (LEE, 2017).
Em conjunto estes estudos sugerem que a inibicdo de mTORCL1 esta associada com reducéo
da adiposidade.

Diversos estudos também avaliaram os efeitos da ativacdo de mTORC1 em adipdcitos.
Em um estudo in vitro, ZHANG et al., 2009 demonstraram que a ativacdo constitutiva do

MTORCL1 (delecdo de TSC2) potencializa o processo de adipogénese e a expressdo de
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PPARYy. In vivo, a delecdo de 4E-BP que mimetiza a ativagdo de mTORC1 (4E-BP é
fosforilada e inibida por mTORC1) também estd associada com um aumento da deposicao
lipidica e adiposidade em camundongos (LE BACQUER,2007). Entretanto, em estudo
publicado pelo nosso laboratério, encontramos que a ativacdo constitutiva de mTORC1, por
meio da delecdo de TSC1 em adipdcitos, induziu in vivo em camundongos uma importante
reducdo da adiposidade visceral que foi associada ao browning e aumento da atividade
oxidativa mitocondrial deste tecido (MAGDALON 2016). Em um trabalho em colaboragéo
com o Prof Sabatini encontramos também que a superexpressdo de DEPTOR, uma proteina
que compdem e inibe o complexo 1 da mTOR, exacerba a adipogénese e a adiposidade
subcutanea, por um mecanismo que envolve reducdo do feedback negativo catalisado por
S6K1 em IRS e ativacdo de Akt (LAPLANTE,2012). Em conjunto estes dados sugerem a
hipotese que um nivel otimo de atividade de mTORC1 é necessario para que as agdes
lipogénicas deste complexo prevalecam e resultem em aumento de adiposidade
(MAGDALON,2017).

Um aspecto comum encontrado praticamente em todos os estudos de ganho e perda de
funcdo de mTORC1 acima mencionados, sdo as alteracdes do contetdo e atividade
transcricional de PPARy. Enquanto a inibicdo de mTORCL1 esta associada com reducdo da
expressdo e atividade transcricional de PPARy, a ativacdo constitutiva deste complexo
promove aumento de contetido e atividade de PPARy. Os mecanismos pelos quais mTORC1
regula o contetido e atividade de PPARy sdo completamente desconhecidos. Um outro aspecto
interessante a ser considerado na interacdo entre mTORC1 e PPARy sdo os achados que a
ativacdo farmacoldgica de PPARy com rosiglitazona esta associada com um aumento da
atividade de mTORC1 no tecido adiposo (BLANCHARD,2012). Em conjunto estes dados
sugerem a existéncia de um mecanismo de retroalimentacdo positiva na interagdo entre
MTORC1 e PPARy. Neste sentido, Blanchard e colaboradores (BLANCHARD,2012)
realizaram um estudo para investigar a hipotese de que a mTOR é um importante mediador do
aumento da adiposidade subcutanea e da atividade da LPL (lipase de lipoproteinas) induzida
pela ativacdo de PPARy in vivo. Para isto, ratos tratados com a TZD rosiglitazona em
combinacdo ou ndo com o inibidor farmacolégico de mTOR denominado de rapamicina,
foram avaliados para o perfil plasméatico de lipidio, secrecdo e clearance de triacilglicerol,
atividade da LPL e a expressdo de diversos genes envolvidos na captacdo e esterificacdo de
acidos graxos a TAG. Em resumo foi encontrado neste estudo que mTORCL participa
ativamente no controle das alteracdes de homeostase lipidica e adiposidade, no aumento da
atividade de LPL e clearance de lipidios induzida pela rosiglitazona. Entretanto, devido a
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inibicdo sisttmica de ambos os complexos da mMTOR (MTORC1 e mTORC2) e diversos
outros efeitos colaterais associados ao tratamento farmacoldgico com rapamicina, ndo foi
possivel neste estudo definir especificamente a participacdo especificamente da mTORCL1 de
adipocitos nos diversos efeitos da rosiglitazona no tecido adiposo branco e marrom. Assim,
propusemos nesse estudo, utilizando a delecdo genética tecido-especifica do
complexo 1 da mTOR em adipdcitos, identificar quais acdes induzidas pela
ativacdo farmacologica de PPARYy por rosiglitazona sdo mediadas especificamente

por esse complexo.



Conclusao

Em conjunto, nossos achados indicam que ac¢des importantes da
rosiglitazonasao mediadas pelo complexo 1 da mTOR, como o aumento da massa
do tecido adiposo marrom, aumento nos niveis circulantes de adiponectina,
reducdo de BCAA circulante, aumento de lipideos mitocondriais (CL e PE), bem
como aumento de expressdo génica de importantes genes relacionados ao

metabolismo lipidico (CD36, PEPCK).

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

mTORC1.

A compreensdo acerca das acdes de rosiglitazona efeito-dependentes de
MTORC1 poderdo conduzir a novos alvos terapéuticos no tratamento de doencas

metabdlicas, como a obesidade.
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