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RESUMO

Guimarées, Jodo Pedro Torres. Avaliacdo do efeito dos leucotrienos e do sistema renina-
angiotensina em 6rgdos metabolicamente ativos de camundongos com diabetes do tipo 1 e
obesidade. 2021. Tese (Doutorado em Ciéncias com énfase em Imunologia). Instituto de Ciéncias

Biomédicas. Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

O diabetes e a obesidade sdo doengas metabdlicas cronicas que estdo associadas a varios distdrbios
fisiolégicos. Alguns estudos mostraram vias comuns interligando estas doencas a resisténcia a
insulina e ao sistema renina-angiotensina (SRA), um dos principais reguladores da pressao arterial.
O angiotensinogénio (Agt) é o principal precursor do SRA, sua ativacdo exerce efeitos pro-
inflamatorios, frequentemente ligados a disfungdes nos processos celulares, como a autofagia.
Acredita-se que a autofagia desregulada esteja ligada a diabetogénese através do desenvolvimento
de inflamacéo e resisténcia insulinica. Ja os leucotrienos (LTs), especificamente o leucotrieno B4
(LTB4), possuem papel central no estabelecimento da resisténcia a insulina. Assim, pretendemos
investigar: (1) o envolvimento dos LTs na via de sinalizacéo da insulina e no processo inflamatério
em mausculos de camundongos com diabetes do tipo 1 (DT1); (2) o envolvimento do SRA e dos
LTs no musculo e no figado de camundongos com DT1, nas vias da autofagia e da insulina; e, por
fim, (3) no envolvimento do SRA no masculo e no figado de camundongos com DT1 e obesidade,
nas vias da autofagia e da insulina. O DT1 foi quimicamente induzido com estreptozotocina (STZ),
enquanto a obesidade com dieta hiperlipidica. Para inibir o SRA, tratamos os camundongos com
captopril. Observamos, nos misculos de camundongos DT1 nocautes para LTs (5LO™), que houve
aumento na expressao de Argl e Ym1, além de aumento da fosforilacdo de AKT e da expressao de
Insr. Também observamos que, no masculo de camundongos DT1, o tratamento com captopril
aumentou a expressao de Agt e Atl (marcadores do SRA), Insr, Irs1 e Ampk (marcadores da via
de sinalizacdo da insulina), Beclinl, Atg5, Atg7, Atgl2, Atgl4 e LC3 (marcadores da via da
autofagia), em padrdo semelhante nas duas linhagens. No figado de camundongos DT1 Wt e 5LO
" o tratamento com captopril aumentou a expressdo de Agt, Atl, Insr, Irs1 e Ampk. Foi observado,
também, tanto no figado quanto no musculo desses camundongos, semelhancas na expresséo de
marcadores da autofagia independentes dos LTs. J4, em camundongos obesos, o captopril ndo
aumentou a expressdo de Atl. Entretanto, no figado de camundongos obesos, encontramos

diminuigdo da expressdo génica de Insr, Irsl e Ampk, independentemente de tratamento com



captopril ou superexpressao de Agt. Analisando o conjunto de resultados, concluimos que 0s LTs
possuem papel fundamental no desenvolvimento da resisténcia a insulina no masculo de
camundongos com DT1. Alem disso, o tratamento com captopril recuperou a expresséo génica dos
principais marcadores da via de sinalizagdo da insulina, bem como os de marcadores referentes ao
funcionamento da via da autofagia nesses tecidos, tanto no DT1, quanto na obesidade, indicando
um possivel papel do bloqueio da enzima ECA na sensibilidade a insulina e na ativacdo da

autofagia nestas doencas.

Palavras-chave: diabetes do tipo 1, obesidade, leucotrienos, sistema renina-angiotensina,

insulina, autofagia.



ABSTRACT

Guimarées, Jodo Pedro Torres. Evaluation of the effect of leukotrienes and the renin
angiotensin system in metabolically active tissues from mice with type 1 diabetes and obesity.
2021. Tese (Doutorado em Ciéncias com énfase em Imunologia). Instituto de Ciéncias

Biomédicas. Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Diabetes and obesity are chronic metabolic diseases that are associated with several physiological
disorders. Some studies have shown common pathways linking these diseases to insulin resistance
and the renin-angiotensin system (RAS), one of the main regulators of blood pressure.
Angiotensinogen (Agt) is the main precursor of RAS, and its activation has pro-inflammatory
effects, often linked to dysfunctions in cellular processes, such as autophagy. Deregulated
autophagy is believed to be linked to diabetogenesis through the development of inflammation and
insulin resistance. Leukotrienes (LTs), specifically leukotriene B4 (LTB4), play a central role in
establishing insulin resistance. Thus, we intend to investigate: (1) the involvement of LTs in the
insulin signaling pathway and in the inflammatory process in muscles of mice with type 1 diabetes
(T1D); (2) the involvement of RAS and LTs in the muscle and liver of mice with T1D, in the
autophagy and insulin pathways; and (3) the involvement of SARS in the muscle and liver of mice
with T1D and obesity, in the autophagy and insulin pathways. T1D was chemically induced with
streptozotocin (STZ), while obesity with a high-fat diet. To inhibit RAS, we treated the mice with
captopril. We observed, in muscles of T1D mice knockouts for LTs (5LO7), that there was an
increase in the expression of Argl and Ym1, in addition to the increased phosphorylation of AKT
and increased expression of Insr. We also observed that in muscle of T1D mice, treatment with
captopril increased the expression of Agt and Atl (RAS markers), Insr, Irsl and Ampk (insulin
signaling pathway markers), Beclinl, Atg5, Atg7, Atg12, Atgl4 and LC3 (autophagy markers) in a
similar pattern in the two mice strain. In liver of TID Wt and 5LO” mice, the treatment with
captopril increased the expression of Agt, Atl, Insr, Irs1 and Ampk. Similarities were also observed
in the liver and muscle of these mice, with similarities in the expression of autophagy markers
independent of LTs. In obese mice, captopril did not increase Atl expression. However, in liver of
obese mice, we found decreased gene expression of Insr, Irs1 and Ampk, regardless of treatment
with captopril or overexpression of Agt. Analyzing the set of results, we conclude that LTs have a

fundamental role in the development of insulin resistance in the muscle of mice with T1D. In



addition, treatment with captopril recovered the gene expression of the main markers of the insulin
signaling pathway, as well as those related to the functioning of the autophagy pathway in these
tissues, both in T1D and in obesity, indicating a possible role of ACE blockade in insulin sensitivity
and activation of autophagy in these diseases.

Keywords: type 1 diabetes, obesity, leukotrienes, renin-angiotensin system, insulin, autophagy.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais do diabetes do tipo 1 e da obesidade

Nas Ultimas deécadas, a incidéncia de desordens metabdlicas tem crescido drasticamente,
sendo, hoje, globalmente considerada um problema de salde publica. Em doengas como o
diabetes ou a obesidade, por exemplo, o desequilibrio do metabolismo associa-se ao
estabelecimento de um processo inflamatério em 6rgaos como o figado e tecido adiposo,
juntamente com o acumulo e producdo de determinados componentes do metabolismo,
como a glicose e 0s &cidos graxos, 0s quais, por sua vez, sao fatores determinantes em suas
respectivas fisiopatologias [1-3]. Segundo dados da Federagéo Internacional de Diabetes
[4], o diabetes mellitus (DM) atinge cerca de 463 milhdes de pessoas no mundo, sendo que,
destas, cerca de 7-12% representam o diabetes do tipo 1 (DT1). Ja, no caso da obesidade,
a Organizacdo Mundial de Saude estimou que mais de 1,6 bilhdo de pessoas no mundo
estavam com sobrepeso e, dentre estas, mais de 650 milhGes apresentavam obesidade [5].

O DM ¢é uma doenca caracterizada pela hiperglicemia cronica, com alteragdes no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Segundo a Sociedade Brasileira de
Diabetes [6], 0 DM é classicamente dividido em quatro classificacdes: DT1, diabetes tipo
2 (DT2), diabetes gestacional e diabetes mellitus de outros tipos. No DT2, a hiperglicemia
é decorrente da resisténcia a insulina que se estabelece no figado, no musculo e no tecido
adiposo, sendo que o principal fator de risco para essa condicdo é a obesidade [7, 8]. Ja,
no DT1, a hiperglicemia decorre da producéo deficiente de insulina, em consequéncia da
destruigdo das células B-pancreéticas por processos autoimunes. Esta condicdo pode ser
corrigida pela administracdo de insulina, embora episddios de hipoglicemia possam ocorrer
e, ao longo do tratamento, os pacientes com DT1 possam desenvolver resisténcia a insulina
exogena — casos nos quais o controle glicémico torna-se cada vez mais dificil, o que
prejudica a qualidade de vida do paciente [9, 10]. Acredita-se que, no DT1, de forma similar
ao DT2, a resisténcia a insulina possa ser decorrente da inflamacdo de baixo grau [11-13];

entretanto, os mecanismos envolvidos podem ser distintos e ainda precisam ser elucidados.

Além do DM, outra doenca de importancia na saude publica é a obesidade. A obesidade €
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caracterizada pelo acumulo de tecido adiposo, com indice de massa corporal (IMC) acima
de 30kg/m?, dislipidemia, resisténcia a insulina, inflamag&o crénica, principalmente no
tecido adiposo, dentre outras caracteristicas [14]. Geralmente, esta doenga se desenvolve
devido a dieta desbalanceada, associada ao sedentarismo. Em decorréncia da inflamacé&o
no tecido adiposo, juntamente com o desequilibrio na producdo de mediadores lipidicos e
horménios, a obesidade é considerada fator de risco significativo para o desenvolvimento
de outras doengas metabdlicas crénicas [15-18]. Neste contexto, sabe-se que tanto no DT1
quanto na obesidade, pacientes possuem maior risco de desenvolver cardiopatias, devido a
fatores que sdo comuns entre as duas doengas, como a hiperglicemia, a resisténcia a
insulina, o aumento de lipidios no sangue e a producéo de citocinas pro-inflamatorias; logo,
compreender a relagdo entre essas doencas torna-se fundamental para se reduzir esses
riscos [19, 20].

1.2 Orgaos metabolicamente ativos no diabetes do tipo 1 e na obesidade

Em condicoes fisioldgicas, os érgdos metabolicamente ativos, tais como musculo, figado e
tecido adiposo, possuem determinada demanda energética, além de desempenharem
importantes funcdes quanto ao funcionamento do metabolismo do corpo, como, por
exemplo, a producdo de hormonios, mediadores lipidicos e citocinas. Todavia, no DT1 ou
na obesidade, a atividade desses orgdos pode ser prejudicada, comprometendo suas
funcgdes, como a producédo de hormdnios, a regulacao glicémica e a manutencao de lipideos
no corpo, por exemplo, relacionando-se com a progresséo e a fisiopatologia destas doencas
[21-30].

O musculo é um 6rgdo metabolicamente ativo, que necessita de alta demanda energética
para seu funcionamento. Estudos indicam que, de modo geral, a captacdo da glicose/via de
sinalizag&o da insulina encontra-se prejudicada, tanto no DT1 quanto na obesidade, devido
a hiperglicemia e ao quadro de resisténcia a insulina [22, 31]. Acredita-se que a producdo
de citocinas pré-inflamatorias e a metabolizacdo prejudicada de lipideos, por exemplo,
contribuam para o mal funcionamento deste 6rgédo. Ja foi demonstrado que a ativagdo dos
receptores de TNF-a e IL-1 leva ao bloqueio da via de sinalizagéo da insulina no DT2. Da

mesma maneira, mediadores lipidicos produzidos nesta condi¢cdo de inflamacdo no
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musculo, figado e tecido adiposo, como os leucotrienos (LTs), por exemplo, contribuem

para o bloqueio desta via, através da ativacao do receptor do BLT-1 [13, 16, 32-35].

No caso do figado, tanto no DT1 quanto na obesidade, o acumulo de lipideos, junto com a
peroxidacdo, promove estresse de reticulo endoplasmatico nos hepatocitos, contribuindo
para a inflamac&o de baixo grau neste tecido, com a produgdo de citocinas — como a
interleucina 6 (IL-6), a interleucina 1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) —,
além de mediadores lipidicos inflamatorios [36]. Somado a isso, citocinas circulantes,
adipocinas e acidos graxos liberados pelo tecido adiposo inflamado também contribuem
para este perfil pré-inflamatdrio no figado, resultante da interacéo entre estes tecidos. Estas
citocinas, por sua vez, ao se ligarem em seus receptores nas membranas dos hepatocitos,

também contribuem para o estabelecimento da resisténcia a insulina [23, 24, 37-40].

O tecido adiposo produz hormdnios, mediadores lipidicos, adipocinas e fatores de
crescimento, como, por exemplo, a leptina, a resistina, a adiponectina, a IL-6 e 0s LTs, que
possuem papel importante no metabolismo da glicose e na regulacéo da inflamacéao — neste
e nos demais orgdos mencionados anteriormente. No tecido adiposo de individuos com DT1
ou obesidade, nota-se perfil semelhante ao observado no figado e no masculo quanto ao
processo inflamatério, sendo este efeito mais intenso na obesidade, com consequente
prejuizo na funcdo deste tecido. Sendo que o acumulo de lipidios, juntamente com a
presenca de macrofagos com perfil pré-inflamatorio, responsaveis pela producdo de
citocinas pré-inflamatorias, pode estimular os receptores expressos nos adipdcitos,
inibindo a via de sinalizag&o do receptor de insulina [11, 41-44].

Portanto, no DT1 e na obesidade, avaliar o perfil pro-inflamatério dos O6rgaos
metabolicamente ativos tornou-se crucial para a melhor compreensdo da fisiopatologia

dessas doencas e da interacao entre esses tecidos e seus metabolitos.

1.3 Os leucotrienos e o diabetes do tipo 1
Sabe-se que algumas complicacdes macro e microvasculares, em consequéncia do DT1,

ocorrem devido a hiperglicemia, aléem da producdo de alguns mediadores inflamatdrios,
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caracterizando um quadro conhecido como inflamacéo de baixo grau. A inflamacao de
baixo grau é caracterizada pela producéo das citocinas pré-inflamatorias TNF-o e IL-6,
pela producdo do hormdnio leptina, pelo aumento na concentracdo da proteina C reativa
(PCR) e pela diminuigdo de alguns componentes anti-inflamatoérios, como a adiponectina.
Este tipo de inflamac&o esta geralmente associado a resisténcia a insulina e ao maior risco
de complicacdes no DT1 [43, 45]. Além dos componentes da inflamacdo de baixo grau
mencionados acima, os LTs destacam-se quanto a sua participacdo na fisiopatologia do
DT1, uma vez que trabalhos do nosso grupo observaram que esses mediadores possuem
papel importante na via de sinalizagdo da insulina, na inflamacdo esteéril, na perda de tecido

adiposo e no perfil metabdlico de macrofagos [46-50].

Nos ultimos anos, outros trabalhos mostraram que o mediador lipidico leucotrieno B4
(LTB4) possui papel central no estabelecimento da resisténcia a insulina e no
desenvolvimento da DT2 em modelos animais [13, 32]. Os LTs sdo gerados pelo
metabolismo do acido arquidénico (AA), pela enzima 5-lipoxigenase (5LO). O AA é
liberado pela clivagem dos fosfolipideos da membrana plasmatica pela fosfolipase (PL) A2
ativada. Como as células mieloides possuem grande quantidade de AA esterificado em suas
membranas e expressam, de forma constitutiva, tanto a PLA2 como as demais enzimas da
via metabdlica da 5-LO, elas sdo capazes de gerar quantidades elevadas de LTs apds
estimuladas. Em conjunto com a acdo da proteina acessoria FLAP (5-lipoxygenase-
Activating Protein), a 5-LO oxida o AA, gerando o intermediario instavel LTA4 — que é
rapidamente hidrolisado, gerando o LTB4. Se, ao invés de hidrolisado, o LTA4 for
conjugado com a forma reduzida da glutationa, origina-se o grupo dos cisteinil
leucotrienos (cysLTs): LTC4, LTD4 e LTE4 (Fig. 1) [20, 51, 52].
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Figura 1. Esquema representativo do metabolismo do acido araquidbnico via 5LO-/-
adaptado [51]. A ativacdo da fosfolipase A2 (PLAZ2) cliva fosfolipidios de membrana, liberando o
acido araquiddnico (AA), o qual sofre acdo da 5-lipoxigenase (5-LO) para produzir 5-HPETE. Este
é entdo metabolizado em leucotrieno A4 (LTAA4), metabolito instavel que da origem ao leucotrieno
B4, pela acdo da LTA4 hidrolase. Pela agdo da LTC4 sintase, que incorpora glutationa na molécula
de LTAA4, sdo gerados os cistenil leucotrienos LTC4, LTD4 e LTEA4.

O LTB4 liga-se a receptores acoplados a proteina G. O BLT1 é o receptor de alta afinidade
e esta acoplado a proteina Gi, resultando assim na diminuicdo intracelular dos niveis
intracelulares de AMP ciclico. Em macro6fagos, a ativacdo do BLT1, além de promover a
atividade quimiotatica, potencializa a fagocitose, a atividade microbicida e a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias. Ja o BLT2 liga-se ao LTB4 com menor afinidade do que o

BLT1 e tem sido pouco estudado [53].

O papel dos LTs nos 6rgdos metabolicamente ativos também foi observado, sendo que, no

tecido adiposo, o recrutamento de monacitos, a polarizagdo de macrofagos para perfil pro-
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inflamatorio, a producdo de citocinas pré-inflamatdrias e a resisténcia a insulina séo
influenciados pela produgdo de LTB4. De maneira similar, no figado e no musculo, o LTB4
promove a inflamacdo e a resisténcia a insulina em camundongos DT1 ou obesos [13, 46-
48, 54, 55].

Também no DT1, os camundongos apresentaram alta concentracdo plasmatica de LTB4 no
sangue [46]. Ramalho et al. 2018 [56] identificaram que as citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-6, interleucina 10 (IL-10), interleucina 12 (IL-12) e interferon y (IFNy) estavam
presentes nos camundongos com DT1, porém, nos animais 5LO” DT1, as concentracdes

dessas citocinas estavam significativamente menores. Além disso, enquanto 0s macréfagos

peritoneais residentes de animais diabéticos 5L0” apresentam perfil anti-inflamatério, com
alta expressao de arginase 1 (Argl), chitinase-like 3 (Chi3I3) e atividade de arginase, 0s
macrofagos peritoneais obtidos de animais Wt DT1 apresentam perfil pro-inflamatério,
com alta expressdo de 6xido nitrico sintase 2 (Nos2), transdutor de sinal e ativador da
transcricdo 1 (Statl), 1112 e nitrito, demostrando papel central dos LTs na polarizacéo de
macréfagos no DT1 [56, 57].

Serezani et al. 2011 [58] demostraram que o LTB4 aumenta a expressao do MyD88,
molécula adaptadora da familia de receptores toll-like receptor (TLR)/interleucina
la (IL1a), e, desta forma, potencializa a resposta inflamatéria induzida pela ativacéo
destes receptores. Isto talvez explique porque o blogueio de LTB4, nos camundongos com
DT1, diminuiu a concentracdo de citocinas pro-inflamatérias no plasma destes animais
[46]. Estes estudos sugerem que, no DT1, semelhantemente ao que foi descrito no DT2, a
inflamacdo de baixo grau é dependente do LTB4 que reprograma os macréfagos peritoneais

para perfil pré-inflamatorio.

Devido ao exposto acima, € possivel afirmar a importancia da compreensao do papel dos
LTs na fisiopatologia do DT1 e sua participagdo nos mecanismos envolvidos nas
complicacdes desta doenca, uma vez que 0s estudos mais recentes indicam que existe

relacdo deste mediador lipidico com o DT1.
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1.4 O sistema renina-angiotensina no diabetes do tipo 1 e na obesidade

Estudos indicam correlacdes de que, tanto no DT1 quanto na obesidade, pacientes possuem
maiores chances de desenvolver doencas cardiovasculares [59, 60]. Neste contexto, um
importante sistema destaca-se e esta envolvido com estas doengas, sendo conhecido como
sistema renina-angiotensina (SRA) — processo fisiologico responsavel por ser um dos

principais reguladores da presséo arterial e do equilibrio hidrico [61].

O principal precursor do SRA é o angiotensinogénio (Agt), produzido principalmente pelo
figado, que é convertido em angiotensina | (Angl) pela acdo da renina, produzida pelos
rins, sendo posteriormente convertida em angiotensina Il (Angll), pela acdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), sendo a Angll considerada o principal hormonio
bioativo nesse sistema que, quando ativa seus receptores (AT1 e AT2), desencadeia suas
fungdes fisiologicas (Fig.2) [61]. Todavia, existem tratamentos farmacoldgicos para o
controle do SRA, como o captopril, medicamento que inibe a agdo da ECA, evitando assim

a conversao Agt-Angll [62].

Angiotensinogénio (Agt)

Renina '

Angiotensina I (Angl)

ACE

Angiotensina IT (AngIl)

e

Vasoconstricio

Aumento da pressio arterial

Proliferacio celular



36

Figura 2. Esquema representativo do sistema renina-angiotensina — adaptado [61]. O
angiotensinogénio (Agt) € clivado pela renina e a enzima conversora de angiotensina (ECA) forma
a angiotensina Il via angiotensina I. A Ang Il atua via receptores Ang Il tipo 1 (AT1) ou tipo 2

(AT?2) para exercer suas acdes fisiologicas.

Os subprodutos do SRA estdo presentes sistemicamente e localmente em varios 6rgdos
metabolicamente ativos, dentre eles, muasculo, tecido adiposo e figado. Quando o SRA é
ativado, seus subprodutos, através da via do fator nuclear kappa B (NF-xB), levam a
producdo de citocinas pré-inflamatorias, frequentemente associadas ao desenvolvimento

de doencas metabolicas [63, 64].

Ja foi descrito que, no tecido adiposo, o desenvolvimento de resisténcia a insulina e a
inflamacdo estdo ligados a superexpressao de SRA. J4, em musculos, estudos
demonstraram como os subprodutos do SRA estdo envolvidos com a via de sinalizacdo da
insulina; todavia, 0 modo como estas vias se interligam e levam ao desenvolvimento destas
desordens metabdlicas ainda necessita ser elucidado [61, 64]. A ativacdo do SRA nestes
tecidos exerce efeitos pré-inflamatdrios via Agt, frequentemente ligados a disfuncGes nas

vias celulares [65, 66].

No DT1, foi observado que a atividade renal pode ser prejudicada devido a hiperglicemia,
0 que leva a ativacdo do SRA e contribui para possiveis complicacdes renais — situacdo
caracteristica no DT1 [67]. Além disto, pacientes com DT1 costumam apresentar maiores
concentracdes de componentes do SRA na urina, como o Agt e a ECA, sendo este outro
indicativo de que este processo encontra-se ativado no DT1 [68]. Pacientes com DT1
podem desenvolver diversas complicacbes devido a hiperglicemia, dentre elas a
retinopatia, na qual a visdo desses pacientes pode ser comprometida devido ao dano nos
vasos sanguineos na retina, causado pelas altas concentragdes de glicose no sangue. Foi
observado que pacientes tratados com inibidores do AT1, principal receptor ao qual a Angll
se liga, apresentaram melhora substancial no quadro de retinopatia, quando comparados

com os pacientes do grupo placebo [69].
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Ja, na obesidade, ha a ativacdo em excesso do SRA, em decorréncia de varios fatores,
dentre eles, a inflamacéo do tecido adiposo e a producdo exacerbada de componentes do
SRA por este tecido, o que explica a interagdo desta doenga com o SRA e 0 aumento na
chance de desenvolvimento de cardiopatias [64]. Assim como no DT1, o tratamento de
pacientes obesos com inibidores do AT1 demonstrou ser eficaz na reducéo do agravo dessa
doenca, além de reduzir a incidéncia de cardiopatias nesses pacientes [70, 71]. Em modelo
experimental com camundongos obesos que superexpressam angiotensinogénio no tecido
adiposo, foi observado também aumento no processo inflamatério, resisténcia a insulina e
intolerdncia a glicose neste tecido. Porém, uma vez tratados com captopril, esses
camundongos apresentaram melhora significativa nestes quadros, corroborando o
observado em pacientes com obesidade [63]. Desta forma, torna-se crucial compreender
melhor os mecanismos envolvidos na relacdo dos componentes do SRA, tanto no DT1
guanto na obesidade, uma vez que o tratamento com inibidores deste processo fisiologico

aparenta ser benéfico e promissor para os acometidos por ambas as doencas.

1.5 A via de sinalizagéo da insulina no diabetes do tipo 1 e na obesidade

A via de sinalizacdo da insulina é de extrema importancia ndo s6 pelo seu papel na
regulacdo da glicemia, mas também por estar envolvida com diversas outras vias
metabolicas. A insulina promove sua a¢do a partir do momento que se liga ao seu receptor
localizado na superficie da membrana celular, promovendo a fosforilacdo dos substratos
do receptor da insulina, conhecidos como “irs”, enumerados de 1 a 4, sendo que o0 irsl
possui a principal funcdo de auxiliar na fosforilacdo da fosfoinositideo 3-quinase (PI13K),
transportada pela membrana via fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (P1P2). Uma vez recrutada
e ativada, a PI3K induz a geracdo da fosfatidilinositol 4,5 trifosfato (PIP3), que, por sua
vez, recruta e ativa a proteina quinase-1 dependente da proteina 3-fosfoinositida (PDK1),
responsavel por fosforilar a proteina quinase B (AKT), que promovera a translocacdo dos
transportadores de glicose (GLUT) para a membrana, mais especificamente o GLUT4 nos
principais o0rgdos metabolicamente ativos, como figado, musculo e tecido adiposo, e
GLUTL, no caso de células do sistema imune, como os macréfagos. A AKT também pode

fosforilar outros componentes de outras vias celulares, como, por exemplo, as (1) proteinas
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FOXO, que estimulam a regulacdo e a expressdo de genes; as (2) caspases, associadas com
0 processo proteolitico apoptotico; a (3) proteina p21 envolvida no ciclo celular,
estimulando a transigédo da fase G1 para fase S; o (4) coativador 1-alfa do receptor gama
ativado por proliferador de peroxissomo (PGC-1a), envolvido no metabolismo celular
quanto ao processo de gliconeogenese; e o (5) alvo mecanistico da rapamicina (mTOR),
responsavel por diversos processos celulares, como o crescimento, a proliferacdo e a
autofagia (processo ao qual iremos abordar com mais detalhes neste trabalho). Portanto, a
via de sinalizacdo da insulina é crucial para o bom funcionamento de células/tecidos [72-
75] (Fig. 3).
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Figura 3. Funcionamento da via de sinaliza¢do da insulina. A ativacéo da via de sinalizacédo da
insulina se d& a partir da fosforilagdo do irs1, que, por sua vez, auxilia na fosforilagdo da PI3K,
com subsequente fosforilacdo da AKT, promovendo a translocacgéo dos transportadores de glicose

(GLUT), além da ativacao de outros processos celulares metabdlicos.

Caso a via de sinalizagdo da insulina torne-se prejudicada, devido a alguma doenca, por
exemplo, instala-se a resisténcia a insulina — processo envolvido com a progressao tanto

do diabetes quanto da obesidade. Além da acdo dos componentes da resposta inflamatoria,
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a resisténcia a insulina se estabelece através do excesso desse horménio, que vai se
tornando necessario em maiores quantidades, até 0 momento que, mesmo em excesso, 0

organismo ndo consegue utiliza-lo corretamente, como é o caso do DT2 e da obesidade.

A resisténcia a insulina também pode ocorrer no caso do DT1, uma vez que ja foi observado
que, no musculo e no figado de pacientes com DT1, devido a hiperglicemia, a sintese
prejudicada de trifosfato de adenosina (ATP) e o estresse oxidativo colaboram para este
processo, que transcorre em conformidade com o observado em modelos murinos, com
variacdes entre os tecidos. Mesmo pelo uso constante e crénico da insulina exocrina por
meio do tratamento, 0 metabolismo da glicose nestes tecidos ndo é totalmente recuperado,
pois apesar de controverso, 0 processo de resisténcia a insulina no DT1 pode ocorrer e deve
ser investigado, por ter correlacdo com complicacdes vasculares, podendo contribuir ndo
s0 para o melhor entendimento desta via, no DT1, como para melhoria nas terapias
disponiveis [2, 10, 22, 72, 76].

Alguns trabalhos observaram que componentes da inflamagdo podem interferir no
funcionamento desta via por meio de seus receptores, como no caso de TNF-a e Il-1, por
exemplo. Uma vez que estas citocinas pro-inflamatérias se ligam aos seus respectivos
receptores, elas bloqueiam a fosforilagéo do irs1, consequentemente, impedindo a ativacao
por completo da via de sinalizagdo da insulina [13, 32, 77]. Ndo obstante, também foi
observado que outros componentes da inflamacdo, como, por exemplo, os mediadores
lipidicos, representados aqui pelo LTB4, sdo capazes de promover a mesma atividade,
quando se ligam ao seu receptor BLT1 [13, 32]. Vale ressaltar que este funcionamento
prejudicado da via de sinalizagdo da insulina foi bem descrito e observado, tanto no DT2
guanto na obesidade [78-81]; todavia, mais estudos sdo necessarios para avaliar se, no DT1,
isto ocorre, de modo semelhante ou n&o, independentemente da producéo prejudicada de

insulina em detrimento da destruicdo autoimune das células B-pancreaticas [82, 83].

1.6 A via da autofagia no diabetes do tipo 1 e na obesidade

A autofagia € um processo catabolico crucial para a homeostase celular, atuando na

degradacdo e na reciclagem de diversos componentes intracelulares, mediado pelos
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autofagolisossomos, podendo ser classificada como macroautofagia (comumente
conhecida como autofagia), microautofagia e autofagia mediada por chaperona. Quando
esse processo ocorre com os lipidios armazenados no interior da célula, o processo
autofagico passa a ser chamado de lipofagia [84]. O inicio do processo de autofagia ocorre
quando o conteudo citoplasmatico é internalizado em uma estrutura de membrana dupla
unica (autofagossomo) que, entdo, se funde com um lisossomo para completar a
degradacéo, sendo que as principais proteinas envolvidas neste processo de formacgéo do
autofagolisossomo séo: autophagy related 6 (Beclinl) e autophagy related 14 (Atgl4),
para o estagio de nucleacdo da membrana; autophagy related 5 (Atg5), autophagy related
7 (Atg7) e autophagy related 12 (Atgl2), para o estagio de alongamento e fechamento; e
proteina 1 associada a microttbulos de cadeia leve 3 o (LC3) e Atg7, para o estagio final
de formacéo do fagossomo. Quando todos esses complexos interagem, ocorre entéo a fusdo

do fagossomo com o lisossomo e o processo de degradacao finalmente ocorre (Fig. 4) [85].

Alongamento e
fechamento da vesicula

Proteinas

Degradacao

Figura 4. Esquema representativo da autofagia — adaptado [85]. O processo de autofagia
envolve a formacdo de uma vesicula de dupla membrana chamada autofagossomo. Esta estrutura
sequestra organelas danificadas, proteinas e lipideos, entre outros constituintes celulares, que séo

degradados, em seguida, por enzimas lisossomais apés a fusdo do lisossomo com o autofagossomo.

A autofagia é considerada um processo metabolico de suma importancia para o organismo
e esta associada a uma gama de doencas, quando prejudicada, dentre elas a obesidade e o

diabetes. A autofagia prejudicada esta correlacionada a diabetogénese e a obesidade, por
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meio do desenvolvimento de inflamacéo e resisténcia a insulina no figado e tecido adiposo
[86], como demonstrado em um estudo no qual camundongos, nocautes para Atg7,
apresentaram intolerancia a glicose no figado e em um modelo de obesidade, quando o
nocaute para Atg7 no figado induziu aumento no estresse do reticulo endoplasmaético (ER),
seguido por resisténcia a insulina hepatica [87, 88]. Outro estudo observou que, no DT1,
0s marcadores LC3/LAMPL1 no pancreas encontraram-se reduzidos, indicando que o
processo autofagico poderia estar prejudicado no 6rgédo, o que pode explicar o acimulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) devido ao aumento do estresse no reticulo
endoplasméatico e a consequente apoptose das celulas p-pancredticas [89]. Em
contrapartida, em pacientes obesos, ja foi reportado aumento destes marcadores
relacionados a via da autofagia, como o0 LC3 e o Atg5 [90]. Sabe-se que, quando ativada,
a autofagia estimula a adipogénese e a diferenciacdo de adipdcitos, além de estimular o
acumulo de tecido adiposo, indo, portanto, de acordo com o porqué de estes marcadores

estarem mais expressos na obesidade [91, 92].

Existe uma relacdo entre os subprodutos do SRA e a autofagia atraves da ativacdo do
receptor AT1 via Angll. Todavia, a funcdo desencadeada desta ativacdo depende do tipo
celular envolvido, o que reforca a necessidade de mais estudos compreendendo 0s
mecanismos moleculares envolvidos nestes processos [93]. O modo como o SRA e o
processo de autofagia ocorre ja foi demonstrado em trabalhos envolvendo outros tipos
celulares, principalmente células endoteliais, neuronais e cardiacas, porém, a relagdo entre
esses processos em Orgdos metabolicamente ativos ainda necessita de investigacdes para
se compreender o papel das angiotensinas na autofagia, uma vez que sabe-se da

importancia destes tecidos no desenvolvimento da obesidade ou do diabetes [94-98].

Sabendo-se da interacédo entre os diversos componentes metabdlicos, processos celulares e
vias de sinalizacdo expostos acima, visamos investigar o papel dos LTs na resisténcia a
insulina e na expressdo de marcadores fenotipicos de macréfagos em musculos de
camundongos diabéticos. Em seguida, avaliamos a relagdo do SRA e dos LTs no DT1

quanto as alteragdes nas vias de autofagia e insulina. Por Gltimo, avaliamos o papel do SRA
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tanto no DT1 quanto na obesidade, também com énfase nas vias de autofagia e insulina,
devido as semelhancas encontradas nestas doencas, uma vez que diversos estudos ja
avaliaram o papel dessas vias e desses processos celulares no DT2 e/ou na obesidade, sendo

que, por outro lado, poucos estudos focaram investigar se 0 mesmo ocorre também no DT1.

2. OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

No presente trabalho, objetivamos investigar a interagdo entre os LTs, 0 SRA, 0 DTl e a
obesidade, com énfase especifica no papel da inflamacéo, da autofagia e da sinaliza¢do do

receptor de insulina em 6rgdos metabolicamente ativos.

Objetivos especificos:
| - Avaliar o envolvimento dos LTs no DT1.
Il - Avaliar o envolvimento dos LTs e do SRA no DT1.

I11 - Avaliar e comparar o envolvimento do SRA no DT1 e na obesidade.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais

Utilizamos camundongos de 8 semanas C57bl/6, 129sve e seu respectivo knockout para a
5-LO (5LO KO). Os animais foram mantidos em ciclo de 12 horas de claro e escuro, com
livre acesso a agua, porém, com acesso restrito a racdo apenas no protocolo de indugéo do
DT1, conforme descrito abaixo. Todos os protocolos seguiram aprovacdo da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do ICB/USP (#08/15 livro 03).

Em estagio de pesquisa realizado na Texas Tech University (TTU, Lubbock, Texas/EUA),
com a supervisdo da Profa. Titular Naima Moustaid-Moussa, com bolsa no exterior de
doutorado (BEPE - FAPESP, 2019/09983-3), foram utilizados amostras de camundongos
transgénicos C57bl/6 Agt (Agt-Tg), nos quais 0 angiotensinogénio foi superexpressado
especificamente no tecido adiposo (usando o promotor a2). Os animais foram utilizados
para o grupo/protocolo de obesidade/HFD, seguindo as diretrizes do Comité Institucional

de Cuidado e Uso de Animais da TTU e da Universidade do Tennessee.

3.2 Inducéo de DT1

Durante 5 dias consecutivos, o grupo de camundongos DT1 foi submetido a jejum por 5
horas, seguido por injecdo intraperitoneal (i.p.) de STZ (ChemCruz® U-9889, lote F1816)
(65 mg/kg diluidos em tampéo de citrato 0,1 M, pH 4,5); ap6s 1 hora, os animais foram
mantidos com livre acesso a alimentos. Consideramos diabéticos os camundongos que
apresentaram glicemia superior a 300 mg/dL (OneTouch® Select Simple ™) 10 dias apos
a ultima dose de STZ [46-48, 56]. O grupo controle ndo diabético recebeu apenas injecdo
de tampdo de citrato. Para avaliar a variagdo no peso corporal, os animais foram pesados

durante a administragdo de STZ.

3.3 Inducéo de obesidade
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O grupo de camundongos obesos foi induzido com dieta hiperlipidica (HFD: 45%, 20% e
35% de gordura, proteina e carboidrato, respectivamente) por 12 semanas.

3.4 Tratamento com captopril

Os grupos de camundongos DT1 tratados com captopril receberam o tratamento (30 mg/kg
diluidos em &gua potavel) diariamente pela técnica de gavagem por 4 semanas. Nos grupos
de camundongos obesos/HFD, esse tratamento durou 12 semanas, uma vez que a inducgéo

por HFD também durou 12 semanas [63].

3.5 Grupos experimentais

No presente estudo, trabalhamos com os seguintes grupos experimentais:
e Linhagem 129sve e 129sve 5LO KO:

Grupo controle (Wt), grupo tratado com captopril (Cap), grupo de camundongos com DT1
e grupo de camundongos com DT1 tratados com captopril (DT1 + Cap).

e Linhagem C57bl/6:

Grupo controle (Wt), grupo tratado com captopril (Cap), grupo de camundongos com DT1
e grupo de camundongos com DT1 tratados com captopril (DT1 + Cap).

e Linhagem C57bl/6 Agt-Tg:

Grupo HFD controle (HFD Wt), grupo HFD Agt-Tg (HFD Agt-Tg), grupo HFD tratados
com captopril (HFD + Cap) e grupo HFD Agt-Tg tratados com captopril (HFD Agt-Tg +
Cap).

3.6 Expressao génica

O RNA das amostras de musculo e figado foram extraidos atraves do mini-kit RNeasy e a
concentracgdo foi determinada por leitura em espectrofotdmetro na absorbancia de 260 nm
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(Qiagen, Valencia, CA, EUA). Para cada amostra de tecido, o cDNA foi obtido pela reagédo
de transcricao reversa com o supermix iScript (BioRad, Hercules, CA, EUA). Os ensaios
de expressdo génica foram realizados com reacdo quantitativa em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (PCRq), utilizando Sybr green master mix (BioRad, Hercules,
CA, EUA) e normalizados com os genes Hprt ou 18S (housekeeping) e a expresséo relativa
foi calculada utilizando-se o limiar (Ct) comparativo e a expresséo relativa de acordo com
o grupo controle (AACt method) de acordo com Schmittgen, T.D et al, 2008 [99]. A Tabela

1 apresenta a lista de todos os primers utilizados.



Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados nas qPCRs

: GGACAGGATTGACAGATTGATAGC

: TGCCAGAGTCTCGTTCGTTA

: GGCTTACCTCACTGCTTTC

:CCTGGTTCATCATCGCTAATC

: CAAGTTGCCGTCTGAACTGA

:TATCTCTGTCATCCCTGTCTCT

: GACTTCAGACACAGAAATCAACTC

: TTGACAAAGACCACGCCTT

: TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC

:TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

:AGTGTTGATGTCAGTGTGAGC

: GAATGGAAGAGTCAGTGTGGT

: CAGTTATCAGATTCCTTCGTCAAT

: TCTCCACAGATTCTTCCTCAA

: CTGCTGGCTGAGGACAAG

: CGAGGAGGATGCTATTGAGAAC

: CACTCAAGCCTGTCTACGA

: TGTCACTCCACCTCAGAAC

:ACCTTCCAGTATGTTCCTCAG

: TGCCTTCAGTCATTACCTCTT

: TCGCTAACTGAGATAGTCATACAA

: TCCTGCTAACATCCACCTT

: TCAGCACTCCGACAGACTT

: GGCATCCAGCAGCACATT

: GAGATTGGACCAGGAGGAA

: AGGTGGCATTGAAGACATTG

: GGCTGGAGTCTGTTCTGT

:TTGCTGTAGGCGGTAGTT

: TCAGAAGGTTATGAGACAAGAAGA

: GGATGGACAGTGTAGAAGGT

: AGCAGGAAGAGTGAACCA

: AAGCACATAGAGACGAGAAGT

: CCAGGAGATTCAACCAGA

: GCAGGACAGAGACCATCA

:CTTCTTCCTGCTGGTCAAC

| M| I M| D M D M T M| T| M| | M| O T Ol M O M| D M DT| M| T| M| | M| Dl M Ol M O M| T| T

:TCTTCATCCTTCTCCTGTTCATA
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3.7 Quantificacdo de proteinas e western blotting

As amostras de musculo e figado foram colocadas em tubo de 2 ml contendo bead de metal
de 4,8 mm e tampédo RIPA (50 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1%
Triton X-100, 0,1% SDS suplementado com um comprimido contendo inibidor de
protease). As amostras foram entdo maceradas com auxilio do Qiagen Tissue Lyser. Depois
disso, os tubos foram centrifugados para se obter o sobrenadante de cada amostra. A
concentragdo total de proteinas foi medida usando o teste de proteina de Bradford (Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA). Utilizou-se SDS-PAGE a 10% para a separacao de lisados
proteicos inteiros, seguido de transferéncia para membranas de difluoreto de polivinilideno
(PVDF) (Millipore, Burlington, MA, EUA). As membranas foram incubadas com
anticorpos primarios overnight com agitacdo leve a 4 °C. Os anticorpos primarios usados
foram p-AKT, LC3, p-AMPK, p-mTOR, AKT, AMPK, mTOR, B-Actina e TBP
produzidos em coelhos (Cell signaling, Dallas, TX, EUA). As membranas foram entdo
incubadas com anticorpos secundarios anti-rabbit por 1 hora (Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, PA, EUA), seguido de deteccdo de fluorescéncia usando a
méaquina LI-COR Odyssey para quantificacdo das bandas de proteinas através dos pixels
de cada banda; em seguida, os valores obtidos da banda alvo foram divididos pelos valores
obtidos da banda da proteina controle respectiva para obtencéo do valor proporcional real
de cada proteina alvo (TBP, AKT, AMPK ou mTOR) (LI-COR Odyssey CLX, Lincoln,
NE, EUA).

3.8 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Apds jejum de 6 horas, os camundongos receberam injecao i.p. de insulina (Novolin®, lote
CS6G140, 1 (referente aos resultados da parte 1) [47] e 0,75 (referente aos resultados da
parte 2) Ul /kg). Depois disso, o nivel de glicose no sangue foi determinado (OneTouch®
Select Simple ™) utilizando amostras de sangue coletadas da veia caudal, a cada 30

minutos, durante as 2 horas seguintes.
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3.9 Dosagem de triglicerideos

A concentracéo de triglicerideos foi avaliada com amostras de plasma dos camundongos
pelo kit Triglyceride Colorimetric Assay (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA), de

acordo com as diretrizes do fabricante.

3.10 Dosagem de acidos graxos nao esteroides (NEFA)

A dosagem de NEFA foi avaliada com amostras de plasma dos camundongos pelo Kit
Wako NEFA-HR (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Richmond, VA, EUA), de acordo

com as diretrizes do fabricante.

3.11 Ensaios multiplex

As concentracOes de IL-6, insulina total, leptina e resistina, de amostras de plasma dos
camundongos, foram avaliadas, utilizando a tecnologia Luminex XMAP Magpix™,
Milliplex® MAP Mouse Metabolic Hormone Expanded Panel (EMD Millipore, Billerica,
MA, EUA, Cat. # MMHE-44K), e a concentracao plasmatica de adiponectina foi medida
com a tecnologia Luminex XMAP Magpix™, kit Milliplex® MAP Mouse Adipokine
Magnetic Bead Plex Unico (EMD Millipore, Billerica, MA, EUA, Cat. # MADPNMAG-

70KO01), de acordo com as orientacGes do fabricante.

3.12 Andlise estatistica

Os dados foram processados e analisados pela analise de variancia (ANOVA) e pelo pos-
teste de Bonferroni no software GraphPad Prism 6.0 (La Jolla, CA, EUA). Valores de p
bicaudais com intervalos de confianca de 95% foram adquiridos. Os dados foram
representados como média + erro padréo e os valores de p <0,05 (*), p <0,01 (**) ede p

<0,001 (***) foram considerados significativos, nos graficos das analises de peso nas
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partes 1, 2 e 3, e nos gréaficos de teste de tolerancia a insulina das partes 1 e 2 deste trabalho.
Nos demais graficos a representacdo estatistica foi realizada atraveés do uso de letras,
interpretando-se da seguinte forma: barras com letras iguais ndo possuem diferenca
estatistica, enquanto que barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica;
Quando uma barra apresentar duas letras como por exemplo “ab”, significa auséncia de
diferenca estatistica com as barras que possuem apenas as letras “a” ou “b”. Todavia 0s
resultados foram analizados da mesma forma, utilizando-se a anélise de variancia
(ANOVA) seguido pelo pos-teste de Bonferroni no software GraphPad Prism 6.0 (La Jolla,
CA, EUA), também considerando os valores de p bicaudais com intervalos de confianca

de 95%, apenas alterando a representacdo da diferenca estatistica entre as barras.

4. RESULTADOS

PARTE | — O PAPEL DOS LEUCOTRIENOS NO DT1, COM ENFASE NA
INFLAMACAO E NA SINALIZACAO DO RECEPTOR DE INSULINA
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Os resultados apresentados na parte I foram publicados na revista Mediators of
Inflammation em 2019 [47].

4.1 Padronizagdo do modelo da DT1

Para inducéo de DT1 em camundongos Wt e 5LO, foi administrada STZ i.p. dividida em
5 doses individuais durante 5 dias. Antes de cada dose, os camundongos ficaram em jejum
por 5 horas e, apds 30 minutos da inoculacéo de STZ, foram mantidos com livre acesso a
alimentacdo. Ap6s a ultima dose, a variacdo do peso corporal foi acompanhada.
Observamos que tanto o grupo Wt quanto o grupo 5LO™, inoculados com STZ,
apresentaram perda de peso significativa em relacdo aos seus controles, sendo a perda de
peso indicativa, neste modelo, de que o camundongo esta se tornando diabético (Fig. 5A).
Para garantir que os camundongos estavam diabéticos, a glicemia também foi medida 10
dias apds a Gltima dose de STZ, de modo que apenas 0s camundongos com glicemia maior

do que 300 mg/dL foram utilizados para os experimentos (Fig. 5B).
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Figura 5. Variagéo de peso e glicemia de camundongos Wt e 5LO-/-. A: Avaliacéo do peso dos
grupos de camundongos Wt, 5LO7", DT1 e DT1 5LO". B: Avaliacéo da glicemia dos grupos de
camundongos Wt, 5LO”, DT1 e DT1 5LO"". O peso dos camundongos foi avaliado ao longo do
protocolo de indugdo e a glicemia foi verificada 10 dias apds a Gltima dose de STZ. Foram
considerados diabéticos os camundongos que apresentaram perda de peso juntamente com glicemia

acima de 300 mg/dL. n=4-7 animais por grupo e os valores sdo a média =+ SEM. ***p <0,001.
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Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras diferentes
apresentam diferenga estatistica.

4.2 Avaliagdo da insulina em camundongos Wt e 5LO”

ApOs submetermos os camundongos ao teste de tolerancia a insulina, observamos que
camundongos 5LO”" DT1 controlaram a glicemia ao longo do tempo. Em contraste, 0s
camundongos Wt DT1 apresentaram capacidade reduzida no controle glicémico, em
comparacgéo ao grupo knockout, sugerindo papel significativo dos LTs na via de sinalizacéo
da insulina (Fig. 6A). Para avaliar a producéo de insulina por camundongos Wt e 5LO7,
dosamos a insulina do plasma desses camundongos por ELISA e constatamos que ambos
0s grupos DT1 apresentaram baixa produgdo, em comparacdo com seus controles,

confirmando mais uma vez nosso modelo (Fig. 6B).
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Figura 6. Teste de tolerancia a insulina e dosagem de insulina de camundongos Wt e 5LO-/-.
A: Teste de tolerancia a insulina dos grupos de camundongos DT1 e DT1 5LO avaliando o nivel
de glicose no sangue utilizando amostras de sangue coletadas da veia caudal, a cada 30 minutos,
durante as 2 horas seguintes. B: Dosagem de insulina dos grupos de camundongos Wt, 5LO", DT1
e DT15LO". Apds a administracdo de insulina (1 1U/kg), o plasma foi retirado dos camundongos

para avaliar a concentracdo de glicose e insulina. n=4-5 animais por grupo e os valores sdo a media
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+ SEM. *p <0,05 e ***p <0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica,
enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.

4.3 Avaliagao da expressao génica da via de sinaliza¢éo da insulina em camundongos
Wt e 5LO"

Verificamos que, em camundongos DT1, a expressdo de Insr nos musculos quadriceps e
gastrocnémio € menor em comparacdo com camundongos saudaveis. No entanto,
camundongos 5LO7 DT1 expressaram nivel semelhante de Insr, assim como
camundongos saudaveis, sugerindo que os niveis aumentados de LTs relatados no DT1
controlam a expressdo do receptor de insulina (Fig. 7A e 7C). Ambos os musculos dos
camundongos 5LO" DT1, que foram tratados com insulina antes da coleta das amostras,
apresentaram maior nivel de pAKT em comparac¢do com camundongos Wt DT1 (Fig.7B e
7D). Nossos resultados sugerem que os LTs no DT1 afetam a sinalizagéo da insulina,
desregulando essa via e, como consequéncia, contribuindo com o desenvolvimento de

resisténcia a insulina nos musculos.
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Figura 7. Expressdo de marcadores da via de sinalizagdo da insulina no musculo de
camundongos Wt e 5LO -/-. A e C: Expressdo de Insr no quadriceps e no gastrocnémio dos
grupos de camundongos Wt, 5LO”, DT1 e DT1 5LO"". B e D: Expressdo proteica de pAKT no
quadriceps e no gastrocnémio dos grupos de camundongos DT1 e DT1 5LO". Avaliacdo da
expressao do gene do receptor de insulina (Insr) e da fosforilagdo de AKT nos homogenatos de
quadriceps e gastrocnémio. n=4-6 animais por grupo. Para western blot, n = 3. Os valores séo a
média + SEM. *p <0,05 e **p <0,01. Barras com letras iguais ndo possuem diferenga estatistica,

enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4.4 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores da inflamacdo no musculo de

camundongos Wt e 5O

A expressdo de alguns marcadores relacionados com diferentes perfis de macrofagos foi
avaliada por gPCR. A expressdo de marcadores anti-inflamatérios em mdsculos de
camundongos Wt DT1 foi menor do que em musculos de camundongos 5LO” DT1. No
quadriceps de camundongos 5LO"" DT1, observamos alta expressdo dos marcadores Ym1
e Argl e baixa expressdo do marcador Mcpl (Fig. 8A-8D), enquanto que, no gastrocnémio
de camundongos 5LO7 DT1, observamos alta expressdo dos marcadores Ym1 e baixa
expressdo do marcador Mcpl (Fig. 9A-9D). Além da alta expressdo de marcadores anti-
inflamatérios em mdsculos de camundongos 5LO7 DT1, observamos maiores
concentragdes de IL-10 em comparagdo com camundongos Wt DT1 (Fig. 8F e Fig. 9F).
Quando avaliamos o efeito dos LTs em relacdo a expressdo de IL-6, nos musculos de
camundongos Wt DT1 e 5LO” DT1, a express&o de IL-6 foi maior nos camundongos Wt
DT1, de modo mais evidenciado no quadriceps (Fig. 8E e Fig. 9E). Estes resultados
indicam o efeito dos LTs no musculo, uma vez que, na auséncia dos LTs, o microambiente

muscular apresenta aumento da expressao de marcadores anti-inflamatorios.
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Figura 8. Expressdo de marcadores da inflamag&o no musculo quadriceps de camundongos
Wte5LO-/-. A, B, D e E: Expressdo de Mcpl, Statl, IL-6, Ym1 e Argl no quadriceps dos grupos
de camundongos Wt, 5LO7, DT1e DT15LO". C e F: Dosagem de I1L-10 no quadriceps dos grupos
de camundongos DT1 e DT1 5LO". Homogenatos de musculo quadriceps de camundongos
diabéticos foram analisados quanto a expressdo de marcadores anti-inflamatérios (Ym1, Argle IL-
10) e marcadores pré-inflamatdrios (Mcpl, Statl e IL-6). n=4-5 animais por grupo. Os valores sdo
a média £ SEM. **p <0,01 e ***p <0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca

estatistica, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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Figura 9. Expressdo de marcadores da inflamagéo no musculo gastrocnémio de camundongos
Wt e 5LO-/-. A, B, D e E: Expressdo de Mcpl, Statl, IL-6, Ym1 e Argl no gastrocnémio dos
grupos de camundongos Wt, 5LO", DT1 e DT1 5LO". C e F: Dosagem de IL-10 no gastrocnémio
dos grupos de camundongos DT1 e DT1 5LO". Homogenatos de musculo gastrocnémio de
camundongos diabéticos foram analisados quanto a expressdo de marcadores anti-inflamatorios
(Ym1, Argl e IL-10) e marcadores pré-inflamatorios (Mcpl, Statl e IL-6). n=4-5 animais por grupo.
Os valores sdo a média + SEM. **p <0,01 e ***p <0,001. Barras com letras iguais ndo possuem

diferenca estatistica, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4. RESULTADOS

PARTE Il - O PAPEL DOS LEUCOTRIENOS E DO SRA NO DT1, COM ENFASE
NA AUTOFAGIA E NA SINALIZACAO DO RECEPTOR DE INSULINA
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Os resultados apresentados na parte Il estdo em fase de redacdo para submissao

futura.

4.5 Avaliacdo do peso e da glicemia em camundongos Wt e 5LO" DT1 tratados ou

nao com captopril

Ao induzirmos 0 DT1 com STZ, observamos que, mesmo apds 30 dias depois da primeira
verificacdo de glicemia, os camundongos permaneceram hiperglicémicos, uma vez que,
para iniciarmos o tratamento com captopril pelas préximas 4 semanas nos grupos
DT1+Captopril e 5LO” DT1+Captopril, primeiramente, teriamos que confirmar a
hiperglicemia no 15°. dia ap6s os camundongos serem induzidos com STZ. Depois da
verificacdo de hiperglicemia, a metade dos grupos de camundongos DT1 foi submetida a
tratamento com captopril diariamente, via gavagem (30mg/L), por 30 dias. Apds 45 dias,
os camundongos tratados ou ndo com captopril foram ressubmetidos a dosagem de
glicemia, quando os camundongos com concentracdo superior a 300 mg/dL foram
considerados diabéticos. Assim como em nossos resultados anteriorores, 0s camundongos
dos grupos diabéticos perderam peso quando comparados aos seus controles. O tratamento
de ambos os camundongos WT e 5LO"" com captopril ndo influenciou no ganho de peso

desses camundongos, tampouco no controle da glicemia (Fig. 10).
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Figura 10. Variacdo de peso e glicemia de camundongos Wt e 5LO-/- tratados com captopril.
A: Avaliacdo do peso dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO", 5LO"+Cap,
DT15LO" e DT1 5LO"+Cap. B: Avaliacdo da glicemia dos grupos de camundongos Wt, Cap,
DT1, DT1+Cap, 5LO7, 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. O peso dos camundongos foi
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avaliado ao longo do protocolo de indugdo de DT1 e tratamento com captopril. A glicemia foi
verificada 10 dias ap6s a ultima dose de STZ e 4 semanas depois do tratamento com captopril.
Foram considerados diabéticos os camundongos que apresentaram perda de peso juntamente com
glicemia acima de 300 mg/dL. n=5-7 animais por grupo e os valores sdo a média £ SEM. ***p
<0,001, &= ***p<0,001, entre Wt vs DT1 e DT1+Cap, e entre 5LO" vs DT1 5LO" e DT1 5LO"
+Cap.

4.6 Avaliacdo da insulina em camundongos Wt e 5LO” DT1 tratados ou ndo com

captopril

Verificamos que os camundongos Wt apresentam capacidade reduzida de controlar a
glicemia, mesmo apds o tratamento com insulina. Todavia, de modo similar ao que
observamos na primeira parte deste trabalho, camundongos DT1 5LO7 e DT1 5LO™
tratados com captopril, ao receberem insulina, apresentaram menor porcentagem de glicose
no sangue (Fig. 11A e 11B). Em relacdo a insulinemia no plasma desses animais,
observamos, como esperado, que a concentracao de insulina em ambos os grupos (tratados
ou ndo com captopril) dos camundongos Wt e 5LO” DT1 apresentou-se menor quando
comparada com a de seus respectivos grupos controles (Fig. 11C e 11D).
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Figura 11. Teste de tolerancia a insulina e dosagem de insulina de camundongos Wt e 5LO-/-
tratados com captopril. A e B: Teste de tolerancia a insulina dos grupos de camundongos Wt,
Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO", 5LO”+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. C e D: Dosagem de
insulina dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO”, 5LO"+Cap, DT1 5LO" e
DT1 5LO”+Cap. Apbs a administragdo de insulina (0.75 1U/kg), a porcentagem de glicose no
sangue desses animais foi mensurada a cada 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. A concentracdo plasmatica
de insulina foi analisada ap6s retirarmos o plasma desses camundongos, sem nenhum tratamento
com insulina, para ndo interferir na dosagem. n=5-9 animais por grupo e os valores sao a média +
SEM. *p <0,05 e ****p <0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica,

enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.

4.7 Dosagem das principais adipocinas no plasma de camundongos Wt e 5LO”-DT1

tratados ou ndo com captopril

Em relagéo a concentragéo plasmatica de IL-6, ndo observamos nenhuma diferenca entre
0s grupos, independentemente da presenca dos LTs e do tratamento com captopril (Fig.
12A e 12B). De modo interessante, observamos que a concentracdo plasmatica de leptina

estava reduzida também nos camundongos Wt DT1, independentemente da presenca dos
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LTs e do tratamento com captopril (Fig. 12E e 12F). Da mesma forma que observamos
com a leptina, a concentracdo plasmatica de resistina estava reduzida nos camundongos Wt
DT1, independentemente da presenca dos LTs e do tratamento com captopril (Fig. 121 e
12J). Ao avaliarmos a concentracdo plasmatica de triglicerideos (TG) nos camundongos
Wt e 5LO7, observamos, de modo interessante, aumento nas concentracdes de TG apenas
no plasma de camundongos 5LO” DT1 e DT1 tratados com captopril (Fig. 12C e 12D).
Em relagdo a dosagem de adiponectina, observamos, de modo interessante, diminuigdo na
concentracdo desta adipocina apenas no plasma de camundongos 5LO7 DT1 e 5LO07 DT1
tratados com captopril (Fig. 12H). Ao avaliarmos a concentracdo de NEFA, no plasma dos
camundongos Wt e 5LO™, observamos aumento nas concentracdes desses &cidos graxos
apenas no plasma de camundongos 5LO7 DT1. Contudo, no plasma dos camundongos
5LO 7~ DT1 tratados com captopril, foi possivel observar redugio na concentragio basal
desses acidos graxos (Fig. 12L.). Estes resultados sugerem que o tratamento com captopril,
nesses camundongos, pode auxiliar no controle da concentracdo plasmatica de NEFA em

camundongos diabéticos, porém de modo mais evidente na auséncia dos LTs.
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Figura 12. Concentracdo plasmatica de adipocinas em camundongos Wt e 5LO-/- DT1
tratados ou ndo com captopril. A e B: Concentragdo plasmatica de IL-6, C e D: triglicerideos, E
e F: leptina, G e H: adiponectina, | e J: resistina, K e L: &cidos graxos ndo esteroides (NEFA). A
dosagem foi realizada a partir do plasma de camundongos Wt e 5LO saudaveis, diabéticos e
tratados com captopril. n=4-9 camundongos por grupo. Os valores sdo a média + SEM. *p < 0,05,
**p < 0,01 e ***p < 0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto

barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.

4.8 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores do SRA no mausculo de

camundongos Wt e 5LO" DT1 tratados ou ndo com captopril

Observamos que, no masculo desses animais, houve aumento na expressdo de Agt, nos
camundongos Wt DT1 tratados com captopril, e que esta expressdo aparentou ser
independente da presenca dos LTs, uma vez que a expressao deste gene mostrou-se similar
entre ambos os grupos de camundongos Wt e 5LO (Fig. 13A e 13B). Interessantemente,
observamos padrdo semelhante também em relacdo a expressdo génica de Atl, gene
responsavel por codificar o receptor que se liga a angiotensina Il. Independentemente da
presenca de leucotrienos, o tratamento dos camundongos DT1 com captopril aumentou a

expressao de ambos 0s genes: Agt e Atl (Fig. 13C e 13D).
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Figura 13. Expressdo de marcadores do SRA no musculo de camundongos Wt e 5LO-/-
tratados ou ndo com captopril. A e B: Expressdo génica de Agt no musculo dos grupos de
camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO", 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. C e
D: Expressao génica de Atl no musculo dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap,
5LO", 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. A expressdo génica de Agt e Atl foi analisada
a partir do homogenato de mdsculo de camundongos Wt e 5LO" saudaveis, diabéticos e tratados
com captopril. n=4-7 camundongos por grupo. Os valores sdo a média + SEM. *p < 0,05, **p <
0,01 e ***p < 0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras

com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.

4.9 Avaliacao da expressao génica de marcadores do SRA no figado de camundongos
Wt e 5LO” DT1 tratados ou ndo com captopril

Quando avaliamos a expressdao desses marcadores nas amostras de figado desses
camundongos, observamos que houve aumento na expressdao de Agt e Atl, tanto nos

camundongos Wt DT1 quanto nos camundongos Wt DT1 tratados com captopril, e que,
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diferentemente do que foi observado no muasculo desses animais, no caso do figado, esta
expressdo aparenta ser dependente da presenca dos LTs, uma vez que ndo observamos
nenhuma diferenca na expressdo destes genes nos grupos dos camundongos 5LO™ (Fig.
14A-14D). O tratamento dos camundongos DT1 com captopril, neste caso, ndo aparenta
ser a causa do aumento da expressao destes genes, uma vez que foi possivel observar que

0 DT1 sozinho gerou este tipo de estimulo no figado destes animais (Fig. 14A-14D).
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Figura 14. Expressao de marcadores do SRA no figado de camundongos Wt e 5LO-/- tratados
ou ndo com captopril. A e B: Expressdo génica de Agt no figado dos animais dos grupos de
camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO", 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. C e
D: Expressdo génica de Atl no figado de animais dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1,
DT1+Cap, 5LO", 5LO"+Cap, DT15LO" e DT1 5LO"+Cap. A expressdo génica de Agt e Atl foi
analisada a partir do homogenato de figado de camundongos Wt e 5LO" saudaveis, diabéticos e
tratados com captopril. n=5-8 camundongos por grupo. Os valores sdo a média £ SEM. *p < 0,05
e **p < 0,01. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras

diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4.10 Avaliacéo da expressao génica de marcadores da via de sinalizacdo da insulina
no musculo de camundongos Wt e 5O DT1 tratados ou ndo com captopril
Notamos que a expressao dos genes referentes ao receptor de insulina (Insr e Irsl) se
apresentou reduzida nos musculos dos camundongos DT1, tanto Wt quanto 5LO7, porém
o0 tratamento com captopril estimulou 0 aumento da expressdo destes genes, de modo mais
acentuado na auséncia dos LTs (Fig. 15A, 15B, 15E e 15F). Seguindo padrdo semelhante,
observamos 0 mesmo fendmeno relacionado aos genes que codificam o transportador de
glicose 4 (Glut4) e a proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (Ampk),
responsaveis pela captacdo da glicose, pela oxidagdo de &cidos graxos e pela homeostase
energética nos misculos, porém apenas nos musculos dos camundongos 5LO" (Fig. 15C,
15D, 15G e 15H). Estes resultados sugerem gue o tratamento com captopril pode estimular
e auxiliar no funcionamento da via de sinalizacao da insulina no musculo de camundongos
com DT1.
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Figura 15. Expressdo de marcadores da via de sinalizacdo da insulina no musculo de
camundongos Wt e 5LO-/- tratados ou ndo com captopril. A e B: expressao génica de Insr, C e
D: Ampk, E e F: Irs1, G e H: Glut4 no musculo de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO7,
5LO"+Cap, DT15LO" e DT15LO"+Cap. A expressdo génica dos marcadores da via de sinalizagao
da insulina foi analisada a partir do homogenato de misculo de camundongos Wt e 5L O saudaveis,
diabéticos e tratados com captopril. n=4-8 camundongos por grupo. Os valores sdo a média + SEM.
*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica,

enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4.11 Avaliacdo da expressdo proteica de pAKT e pAMPK no mdusculo de

camundongos Wt e 5LO"- DT1 tratados ou ndo com captopril

Apds avaliarmos a expressao génica de alguns marcadores relacionados a via de sinalizacao

da insulina, avaliamos a presenca proteica de pAKT e pAMPK no musculo desses

camundongos. Nao observamos nenhuma diferenca entre 0s grupos, tanto em camundongos

Wt, quanto em camundongos 5LO7 (Fig. 16A-D). Estes resultados sugerem que 0

tratamento com captopril ndo alterou estas vias em nivel proteico.
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Figura 16. Expressao proteica de pAKT e pAMPK no musculo de camundongos Wt e 5LO-/-

tratados ou ndo com captopril. A e B: Expresséo proteica de pAKT no musculo de camundongos
Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO", 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. C e D: pAMPK no
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musculo de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO”, 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"
+Cap. A expressao proteica de pAKT e pAMPK foi analisada a partir do homogenato de musculo
de camundongos Wt e 5LO™ saudaveis, diabéticos e tratados com captopril. n=4-5 camundongos
por grupo.

4.12 Avaliacao da expressdo génica de marcadores da via de sinalizacdo da insulina

no figado de camundongos Wt e 5LO7- DT1 tratados ou ndo com captopril

Em relacdo a via de sinalizacdo da insulina no figado destes camundongos, de modo
interessante, observamos gue a expressao dos genes referentes ao receptor de insulina (Insr
e Irs1l) e Ampk ndo apresentou nenhuma diferenca entre os grupos, porém, no figado dos
camundongos 5LO7 DT1, houve diminuicio na expressdo destes genes; contudo, o
tratamento com captopril estimulou 0 aumento da expressao destes genes — do mesmo
modo que observamos nos masculos destes camundongos, de maneira mais similar quanto
aos + camundongos 5LO7 (Fig. 17A-17F). Estes resultados sugerem que o tratamento
com captopril pode estimular e auxiliar no funcionamento da via de sinalizacédo da insulina,
desta vez, em relacdo ao figado, em camundongos com DT1, e que a auséncia dos LTs

pode estar relacionada com o funcionamento desta via.
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Figura 17. Expressdo de marcadores da via de sinalizacdo da insulina no figado de
camundongos Wt e 5LO-/- tratados ou ndo com captopril. A e B: expressao génica de Insr, C e
D: Irs, E e F: Ampk no figado de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO", 5LO"+Cap, DT1
5LO" e DT1 5LO"+Cap. A expressdo génica dos marcadores da via de sinalizacdo da insulina foi
analisada a partir do homogenato de figado de camundongos Wt e 5LO" saudaveis, diabéticos e
tratados com captopril. n=4-7 camundongos por grupo. Os valores s&o a média + SEM. *p < 0,05,
**p < 0,01 e ***p < 0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto

barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4.13 Avaliacdo da expressao proteica de pAKT e pAMPK no figado de camundongos
Wt e 5LO”-DT1 tratados ou ndo com captopril

Avaliamos a expressdo proteica de pAKT e pAMPK no figado dos animais e, assim como
observado nos resultados dos musculos desses camundongos, ndo observamos nenhuma
diferenca entre os grupos, tanto em camundongos Wt, quanto em camundongos 5LO™ (Fig.
18A-18D). Estes resultados sugerem que o tratamento com captopril ndo alterou estas vias
em nivel proteico.
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Figura 18. Expressdo proteica de pAKT e pAMPK no figado de camundongos Wt e 5LO -/-
tratados ou ndo com captopril. A e B: Expressdo proteica de pAKT no figado de camundongos
Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO", 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. C e D: pAMPK no
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figado de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO”, 5LO”+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"
+Cap. A expressdo proteica de pAKT e pAMPK foi analisada a partir do homogenato de figado de
camundongos Wt e 5LO" saudaveis, diabéticos e tratados com captopril. n = 5 camundongos por
grupo. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras
diferentes apresentam diferenca estatistica.

4.14 Avaliacéo da expressdo génica de marcadores da via da autofagia no musculo de

camundongos Wt e 5LO" DT1 tratados ou ndo com captopril

Quando avaliamos a expressdo génica dos principais marcadores relacionados a via da
autofagia, observamos aumento na expressdo de alguns destes marcadores, tanto nos
camundongos Wt DT1 quanto nos camundongos Wt DT1 tratados com captopril (Fig. 19A,
19C, 19E, 19G, 191 e 19K). Porém, em camundongos 5LO” DT1, houve diminuicio da
expressao de Atgl2 e LC3, indicando que a presenca dos LTs pode estar relacionada com o
funcionamento desta via. Além disto, observou-se que a expressao destes genes, nos
musculos dos camundongos 5LO"", foi menor quando comparada com a dos camundongos
Wt (Fig. 19B, 19D, 19F, 19H, 19J e 19L).
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Figura 19. Expressdo de marcadores da via da autofagia no musculo de camundongos Wt e 5LO-/- tratados ou ndo com captopril. A e B:
expressao génica de Beclinl, C e D: Atgl2, E e F: Atg5, G e H: Atgl4, | e J: Atg7, K e L: LC3 no musculo de camundongos Wt, Cap, DT1,
DT1+Cap, 5LO, 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. A expressdo génica dos principais marcadores da via da autofagia foi analisada a

partir do homogenato de musculo de camundongos Wt e 5LO" saudaveis, diabéticos e tratados com captopril. n=4-6 camundongos por grupo. Os

valores sdo a média £ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras com

letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4.15 Avaliacdo da expressao proteica de pmTOR e LC3 no musculo de camundongos

Wt e 5LO-/- DT1 tratados ou ndo com captopril

Avaliamos os niveis de expressdo proteica de algumas proteinas relacionadas, pMTOR e
LC3, ao processo de autofagia no masculo destes camundongos. N&o observamos nenhuma
diferenca entre os grupos, tanto em camundongos Wt, quanto em camundongos 5LO"
(Fig. 20A-20D).
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Figura 20. Expressao proteica de pmTOR e LC3 no musculo de camundongos Wt e 5LO-/-
tratados ou ndo com captopril. A e B: Expressdo proteica de pmTOR no musculo de
camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO”, 5LO"+Cap, DT1 5LO" e DT1 5LO"+Cap. C e
D: LC3 no musculo de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, 5LO”, 5LO"+Cap, DT15LO" e
DT1 5LO"+Cap. A expresséo proteica de pmTOR e LC3 foi analisada a partir do homogenato de
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musculo de camundongos Wt e 5LO saudaveis, diabéticos e tratados com captopril. n=5
camundongos por grupo. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto
barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.

4.16 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores da via da autofagia no figado de
camundongos Wt e 5LO" DT1 tratados ou ndo com captopril

Ao avaliarmos os niveis de expressao de alguns dos genes constituintes da via da autofagia,
no figado destes camundongos, observamos que houve aumento na expressao de Agtl2 e
Agt14, em camundongos DT1 e 5LO”" DT1 tratados com captopril, e que, ao contrario do
que observamos nos musculos destes camundongos, a expressdo de alguns dos genes desta
via ocorre independentemente da presenca dos LTs (Fig. 21A- 21L).
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4.17 Avaliacdo da expressdo proteica de pmTOR e LC3 no figado de camundongos

Wt e 5LO"- DT1 tratados ou ndo com captopril

Avaliamos o0s niveis de expressdo proteica de pmTOR e LC3 no figado destes
camundongos. Também nao foi possivel observar nenhuma diferenca entre os grupos, tanto
em camundongos Wt, quanto em camundongos 5LO, apesar de observarmos tendéncia
na diminuicdo da expressdo proteica de LC3 nos camundongos 5LO” DT1 e 5LO" DT1
tratados com captopril. Estes resultados sugerem que em nivel proteico, somente este

tratamento ndo aparentou alterar esta via (Fig. 22A-22D).
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Figura 22. Expressdo proteica de pmTOR e LC3 no figado de camundongos Wt e 5LO-/-
tratados ou ndo com captopril. A e B: Expressao proteica de pmTOR no figado de camundongos
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expressdo proteica de pmTOR e LC3 foi analisada a partir do homogenato de figado de
camundongos Wt e 5LO" saudaveis, diabéticos e tratados com captopril. n=5 camundongos por
grupo. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras

diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4. RESULTADOS

PARTE 11l - O PAPEL DOS DO SRA NO DT1 E NA OBESIDADE, COM ENFASE
NA AUTOFAGIA E NA SINALIZACAO DO RECEPTOR DE INSULINA
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Os resultados apresentados na parte I11 estdo presentes em novo manuscrito ja em

processo de revisao final para submissédo na revista “Scientific Reports”.

4.18 Avaliacdo do peso e da glicemia em camundongos da linhagem C57bl/6 DT1
tratados ou ndo com captopril

Observamos que, mesmo ap6s 30 dias passados da primeira verificacdo da glicemia, 0s
niveis glicémicos continuaram altos suficientes para considerarmos diabéticos os
camundongos que receberam STZ, validando nosso protocolo de inducdo para esta
linhagem, da mesma forma que observamos nos resultados parte Il deste projeto. Os
camundongos dos grupos diabéticos perderam peso e apresentaram hiperglicemia,

independentemente do tratamento com captopril (Fig. 23A e 23B).
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Figura 23. Avaliacdo do peso e da glicemia de camundongos da linhagem C57bl/6. A:
Avaliacdo do peso dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap. B: Avalia¢do da glicemia
dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap. Camundongos C57bl/6 foram pesados
diariamente durante o protocolo de inducdo com STZ. Dez dias apds a ultima injecdo de STZ, a
concentracdo de glicose no sangue dos camundongos foi analisada; apds confirmagdo de
hiperglicemia, a metade dos camundongos foi submetida a tratamento com captopril diariamente,
via gavagem (30mg/L), por 30 dias. 45 dias depois, os camundongos tratados ou ndo com captopril
foram ressubmetidos a dosagem de glicemia, quando os camundongos com concentragdo superior

a 300 mg/dL foram considerados diabéticos. n=7-13 camundongos por grupo. Os valores sdo a
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média + SEM. *p < 0,05 e ***p < 0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica,
enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.

4.19 Dosagem das principais adipocinas e da insulina no plasma de camundongos da
linhagem C57bl/6 tratados ou ndo com captopril

Avaliamos a concentracdo plasmatica de IL-6, leptina, resistina, insulina, adiponectina, TG
e NEFA, em camundongos saudaveis, diabéticos e tratados com captopril, e observamos
que a concentracdo plasmatica de IL-6 ndo foi alterada entre os grupos (Fig. 24A). Como
esperado, a insulinemia nos grupos DT1 estava reduzida, independentemente do tratamento
com captopril (Fig. 24D). Interessantemente, a concentracdo plasmatica de leptina também
diminuiu, ndo apenas em camundongos DT1 e camundongos DT1 tratados com captopril,
mas também em camundongos Wt que receberam captopril (Fig. 24B). De modo
semelhante ao que observamos com a leptina, os camundongos DT1 tratados ou ndo com
captopril apresentaram menor concentracdo de resistina no plasma em comparacao com 0s
camundongos Wt. No entanto, a concentragdo plasmaética de resistina, em camundongos
Wi tratados com captopril, ndo se reduziu —em comparacao com os camundongos Wt (Fig.
24C). Assim como observamos na dosagem de IL-6, ndo identificamos diferencas na
concentracdo plasmatica de adiponectina em entre os grupos (Fig. 24E). Curiosamente, as
concentracOes plasméticas de TG foram maiores em camundongos DT1 tratados com
captopril, em comparagcdo com os camundongos Wt; no entanto, o tratamento com
captopril ndo afetou a concentracdo de TG em camundongos ndo diabéticos (Fig. 24F).
Também observamos concentracdo plasmatica aumentada de NEFA em ambos os

camundongos, DT1 e DT1, tratados com captopril (Fig. 24G).
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Figura 24. Concentracdo plasmética de adipocinas e insulina em camundongos da linhagem
C57bl/6 tratados ou ndo com captopril. A: Concentracdo plasmatica de IL-6, B: leptina, C:
resistina, D: insulina, E: adiponectina, F: triglicerideos e G: acidos graxos ndo esteroides (NEFA)
foi dosada a partir do plasma de camundongos C57bl/6 Wt, diabéticos e tratados com captopril. n
=4-9 camundongos por grupo. Os valores sdo a média £ SEM. *p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001.
Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras diferentes

apresentam diferenca estatistica.

4.20 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores do SRA no mausculo de
camundongos da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo com

captopril.

Observamos que, no musculo, houve aumento na expressdo de Agt de camundongos DT1
tratados com captopril, em comparacdo com os camundongos Wt (Fig. 25A). Em relacéo
a expressdo de Atl, observamos aumento apenas em camundongos DT1 tratados com
captopril (Fig. 25B). Em amostras de musculo de camundongos obesos, a expressdo de Agt
foi maior apenas em camundongos obesos Agt-Tg tratados com captopril, em comparacéao
com camundongos obesos tratados com captopril (Fig. 25C). Curiosamente, ndo houve

DT1+Capq o
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diferenca na expressdo do gene Atl no musculo dos camundongos obesos ou obesos Agt-

Tg tratados ou ndo com captopril (Fig. 25D).
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Figura 25. Expressdo génica de marcadores relacionados ao SRA no musculo de
camundongos diabéticos ou obesos tratados ou ndo com captopril. A e C: Expressdo génica de
Agt no musculo dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD,
HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. B e D: Expressdo génica de Atl no musculo dos grupos de
camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. A
expressao génica de Agt e Atl foi analisada em homogenato de musculo de camundongos Wt,
diabéticos, obesos e obesos Agt-Tg tratados ou ndo com captopril. n=4-6 camundongos por grupo.
Os valores sdo a média + SEM. *p <0,05, **p <0,01 e ***p <0,001. Barras com letras iguais ndo
possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca

estatistica.

4.21 Avaliacao da expressdo génica de marcadores do SRA no figado de camundongos

da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo com captopril

Observamos padrdo semelhante ao verificado nos musculos em relagdo ao aumento da

expressdo de Agt e Atl no figado de camundongos tratados com captopril, DT1 e DT1
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tratados com captopril (Fig. 26A e 26B). Em relacdo aos camundongos com obesidade,
observamos diminuicdo na expressdo de Agt e Atl no figado de camundongos obesos
tratados com captopril e camundongos obesos Agt-Tg tratados ou ndo com captopril (Fig.

26C e 26D).
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Figura 26. Expressdo génica de marcadores relacionados ao SRA no figado de camundongos
diabéticos ou obesos tratados ou ndo com captopril. A e C: Expressdo génica de Agt no figado
dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg
HFD+Cap. B e D: Expressao génica de Atl no figado dos grupos de camundongos Wt, Cap, DT1,
DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. A expressao génica de Agt e Atl
foi analisada em homogenato de figado de camundongos Wt, diabéticos, obesos e obesos Agt-Tg
tratados ou ndo com captopril. n=5-6 camundongos por grupo. Os valores s&o a média = SEM. *p
<0,05, **p <0,01 e ***p <0,001. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica,

enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4.22 Avaliacdo da expressédo génica de marcadores da via de sinalizagio da insulina
no musculo de camundongos da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou

ndo com captopril

O aumento na expressdo Insr foi observado no musculo de camundongos DT1 tratados
com captopril em comparacdo com outros grupos (Fig. 27A). N&o observamos diferenca
na expressao Irsl, no musculo de camundongos Wt tratados ou ndo captopril; todavia,
observamos que a expresséo de Irsl estava aumentada em camundongos DT1 tratados com
captopril, quando comparados com os camundongos DT1 (Fig. 27B). No entanto, néo
houve diferenca na expressdo de Ampk em camundongos Wt tratados ou ndo com captopril
e DT1. Porém, os niveis de expressdao de Ampk estavam aumentados no masculo de
camundongos DT1 tratados com captopril em comparacdo com os camundongos Wt
tratados ou ndo com captopril (Fig. 27C). Aparentemente, o tratamento com captopril nos
camundongos DT1 n&o foi suficiente para resgatar a expressao de Glut4 (Fig. 27D). No
entanto, em musculos de camundongos obesos, ndo observamos diferenca na expressao de
Insr e Ampk; apenas observamos aumento da expressao de Irsl, em grupos de
camundongos obesos tratados com captopril, independentemente da superexpressdo de Agt
(Fig. 27E-27G).
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Figura 27. Expressao génica de marcadores relacionados a via de sinalizagéo da insulina no muasculo de camundongos diabéticos
ou obesos tratados ou ndo com captopril. A e E: expressdo génica de Insr, B e F: Irsl, C e G: Ampk e D: Glut4 no musculo de
camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. A expressdo génica dos marcadores da via de
sinalizac&o da insulina foi analisada a partir de homogenato de musculo de camundongos Wi, diabéticos, obesos e obesos Agt-Tg tratados
ou ndo com captopril. n = 4-5 camundongos por grupo. Os valores sdo a média £ SEM. *p <0,05, **p <0,01 e ***p <0,001. Barras com

letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4.23 Avaliacdo da expressdo proteica de pAKT e pAMPK no mauasculo de
camundongos da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo com

captopril.

ApOls avaliarmos a expressdo génica de alguns marcadores relacionados a via de
sinalizacdo da insulina, fomos avaliar a expressdo proteica de pAKT e pAMPK no musculo
destes camundongos. N&o observamos nenhuma diferenga entre os grupos, tanto em

camundongos diabéticos quanto em camundongos obesos (Fig. 28A-D).
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Figura 28. Expressdo proteica de pAKT e pAMPK no musculo de camundongos diabéticos
ou obesos. A e C: pAKT no musculo de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg
HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. B e D: pAMPK no musculo de camundongos Wt, Cap, DT1,
DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. A expressao proteica de pAKT e
pAMPK foi analisada a partir do homogenato de masculo de camundongos Wt, diabéticos, obesos

e obesos Agt-Tg tratados ou ndo com captopril. n=4-5 camundongos por grupo. Barras com letras
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iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras diferentes apresentam

diferenca estatistica.

4.24 Avaliacdo da expressédo génica de marcadores da via de sinalizagio da insulina
no figado de camundongos da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo

com captopril.

Notamos que a expressdo de Insr e Irsl também estava aumentada no figado de
camundongos DT1 tratados com captopril (Fig. 29A e 29B), assim como observado no
musculo, apesar de ndo haver diferenca na expressdo de Ampk entre os grupos DT1 tratados
ou ndo com captopril (Fig. 29C). No entanto, no figado de camundongos obesos,
observamos reducgéo da expressdo de Insr e Ampk, em camundongos obesos tratados com
captopril e em camundongos obesos Agt-Tg tratados ou ndo com captopril, em comparacao

com os camundongos obesos Wt (Fig. 29D-29F).
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Figura 29. Expressdo génica de marcadores relacionados a via de sinalizagdo da insulina no
figado de camundongos diabéticos ou obesos tratados ou ndo com captopril. A e D: expressdo
génica de Insr, B e E: Irsl e C e F: Ampk no figado de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap,
HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. A expressao génica dos marcadores da via de
sinalizacdo da insulina foi analisada a partir de homogenato de figado de camundongos Wi,
diabéticos, obesos e obesos Agt-Tg tratados ou ndo com captopril. n=5-6 camundongos por grupo.
Os valores sdo a média + SEM. *p <0,05, **p <0,01 e ***p <0,001. Barras com letras iguais ndo
possuem diferenca estatistica, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca

estatistica.

4.25 Avaliacdo da expressao proteica de pAKT e pAMPK no figado de camundongos

da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo com captopril.

Como observamos que, no musculo destes camundongos, ndo havia nenhuma diferenca na
expressao proteica de pAKT e pAMPK entre 0s grupos, optamos por verificar também no
figado destes camundongos — e isso foi confirmado, tanto em camundongos diabéticos

quanto em camundongos obesos (Fig. 30A-D).
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Figura 30. Expressdo proteica de pAKT e pAMPK no figado de camundongos diabéticos ou
obesos tratados ou ndo com captopril. A e C: Expressdo proteica de pAKT no figado de
camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. B e
D: pAMPK no figado de camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap
e Agt-Tg HFD+Cap. A expressao proteica de pAKT e pAMPK foi analisada a partir do homogenato
de figado de camundongos Wt, diabéticos, obesos e obesos Agt-Tg tratados ou ndo com captopril.
n=4-5 camundongos por grupo. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica,

enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.

4.26 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores da via da autofagia no muasculo de
camundongos da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo com
captopril
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Observamos aumento na expressdo de Beclinl, Atg1l4 e LC3 no muasculo de camundongos
DT1 tratados com captopril, em comparacdo com os camundongos Wt (Fig. 31A, 31E e
31F). N&o observamos nenhuma diferengca no musculo de camundongos com obesidade,
independentemente de tratamento com captopril ou superexpressdo de Agt (Fig. 31G-
31L).
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Figura 31. Expressdo de marcadores da via da autofagia no musculo de camundongos diabéticos ou obesos tratados ou ndo com captopril.
A e G: expressao génica de Beclinl, B e H: Atg5, C e I: Atg7, D e J: Atgl2, E e K: Atgl4, , F e L: LC3 no musculo de camundongos Wt, Cap,
DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. A expresséo génica dos principais marcadores da via da autofagia foi analisada
a partir do homogenato de muasculo de camundongos Wi, diabéticos, obesos e obesos Agt-Tg tratados ou ndo com captopril. n = 4-7 camundongos
por grupo. Os valores sdo a média + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. Barras com letras iguais nao possuem diferenca estatistica, enquanto

barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica.
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4.27 Avaliacdo da expressao proteica de pmTOR e LC3 no musculo de camundongos

da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo com captopril

Avaliamos a expressdo proteica de pmTOR e LC3, no musculo destes camundongos, e ndo
observamos nenhuma diferenca entre os grupos, tanto em camundongos diabéticos quanto

em camundongos obesos, tratados ou ndo com captopril (Fig. 32A-32D).
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Figura 32. Expresséo proteica de pmTOR e LC3 no musculo de camundongos diabéticos ou
obesos tratados ou ndo com captopril. A e C: pmTOR no musculo de camundongos Wi, Cap,
DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. B e D: LC3 no musculo de
camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. A
expressdo proteica de pmTOR e LC3 foi analisada a partir do homogenato de musculo de
camundongos Wt, diabéticos, obesos e obesos Agt-Tg tratados ou ndao com captopril. n=5
camundongos por grupo. Barras com letras iguais ndo possuem diferenca estatistica, enquanto

barras com letras diferentes apresentam diferenca estatistica
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4.28 Avaliacao da expressao génica de marcadores da via da autofagia no figado de
camundongos da linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo com

captopril

Observamos aumento na expressdo de Beclinl, Atg5, Atg7 e Atgl2 no figado de
camundongos DT1 tratados com captopril, em comparacdo com os camundongos Wt (Fig.
33A-33D). De modo interessante, observamos padrdo oposto quanto a expressdo de
Beclinl, Atg5, Atg7, Atgl2 e LC3 no figado de camundongos com obesidade,
independentemente de tratamento com captopril ou superexpressdao de Agt (Fig. 33G-
33L).
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4.29 Avaliacéo da expressao proteica de pmTOR e LC3 no figado de camundongos da

linhagem C57bl/6 diabéticos ou obesos tratados ou ndo com captopril.

Avaliamos o0s niveis de expressdo proteica de pmTOR e LC3 no figado destes
camundongos. Também ndo observamos nenhuma diferenca entre os grupos, tanto em

camundongos diabéticos quanto em camundongos obesos (Fig. 34A-34D).
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Figura 34. Expressdo proteica de pmTOR e LC3 no figado de camundongos diabéticos ou
obesos tratados ou ndo com captopril. A e C: Expresséo proteica de pmTOR no figado de
camundongos Wt, Cap, DT1, DT1+Cap, HFD, Agt-Tg HFD, HFD+Cap e Agt-Tg HFD+Cap. B e
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Agt-Tg HFD+Cap. expressdo proteica de pmTOR e LC3 foi analisada a partir do homogenato de
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figado de camundongos Wt, diabéticos, obesos e obesos Agt-Tg tratados ou ndo com captopril.
n=4-5 camundongos por grupo. Barras com letras iguais ndo possuem diferenga estatistica,
enquanto barras com letras diferentes apresentam diferenga estatistica.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, visamos avaliar os possiveis efeitos dos LTs nos camundongos com DT1.
Os mecanismos envolvidos na resisténcia a insulina tém sido bem descritos no DT2, mas,
no DT1, esses mecanismos, embora importantes, sdo menos estudados. Por conta disso,
investigamos o envolvimento dos LTs no desenvolvimento de resisténcia a insulina no
musculo. Verificamos que, em camundongos diabéticos, os LTs diminuiram a regulacdo
da via de sinalizagdo da insulina em musculos de animais pré-tratados com insulina. Além
disso, a auséncia dos LTs alterou o perfil de citocinas associadas ao musculo para um
fenotipo anti-inflamatorio [47]. Em seguida, avaliamos se efeitos similares aos observados
anteriormente também estariam presentes no figado destes camundongos. Sabendo do risco
de pacientes com DT1 desenvolverem doencas cardiovasculares, além da influéncia das
vias da insulina e da autofagia prejudicadas nesta doenca, incluimos mais um componente
em nosso estudo, 0 SRA, devido a sua participacdo e sua importancia nestas complicacdes.
Assim, tratamos parte destes animais com captopril, para inibir a atividade da enzima ECA.
ApO6s isso, observarmos a influéncia do SRA e suas complicacdes nos érgdos
metabolicamente ativos, muasculo e figado, em camundongos DT1. Com isso, investigamos
a resposta/influéncia da insulina na autofagia e a participacdo do SRA em camundongos
com obesidade, que superexpressam ou ndo Agt, de modo a compararmos com o0s achados
dos camundongos DT1.

A estreptozotocina (STZ) é um farmaco que foi isolado a partir da bactéria Gram-positiva
Streptomyces achromogenes [100], possuindo a estrutura de uma molécula de glicosideo
nitrosoureia natural lipofilica e analoga a nitrosoureia animal, com a principal caracteristica
de apresentar absor¢do seletiva para as células B do pancreas, através dos receptores
GLUT2 [101, 102]. Seu mecanismo de agdo consiste na capacidade de este farmaco
transferir seu grupamento metil para 0 DNA da célula, resultando na fragmentacdo do
material genético dela, induzindo necrose celular. Além disso, a hiperglicemia crénica
consequente da acdo da STZ aumenta a resposta inflamatéria sistémica e em 0Orgédos

metabolicamente ativos, levando a complicac¢fes associadas & doenca [102, 103].
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Em nosso estudo, o DT1 foi induzido quimicamente usando STZ, devido ao fato de que os
efeitos deste farmaco se assemelham aos do DT1 em humanos; além disto, 0 uso da STZ
tornou-se popular como modelo de DT1 em ratos e camundongos [100]. Em 2015, Wu et
al. [101] mostraram que uma dose Unica de STZ, embora ndo suficiente para induzir
resisténcia a insulina, foi capaz de manter a hiperglicemia. N6s adaptamos o modelo de
inducdo, com cinco doses ao longo de uma semana, devido ao fato do uso de dose Unica de
STZ, em maior concentragao, estar associado com maior mortalidade e efeitos adversos.
Em contrapartida, o uso prolongado de STZ em doses menores contribui para a diminuigéo
desses possiveis efeitos colaterais [104]. Apos a ultima dose de STZ, observamos que 0s
camundongos perderam peso significativo, embora tenha ocorrido aumento de consumo de
racdo, insulinemia, polidipsia e polidria, além de ter ocorrido concentracdo elevada de

glicose no sangue [47].

Ao introduzir o tratamento com captopril, que seria realizado durante 4 semanas, foi
necessario investigar se nosso modelo de inducdo de DT1 seria compativel com este
tratamento. Para isso, apos verificarmos a glicemia dos camundongos, no 15°. dia,
seguimos com o tratamento com captopril nos grupos que iriam receber o farmaco
diariamente pelas 4 semanas seguintes. Durante este tempo, continuamos com a pesagem
dos animais. Ao longo do processo, observamos que os camundongos DT1 continuaram
com peso reduzido, quando comparados aos Seus respectivos controles,
independentemente da presenca dos LTs. Além disso, os camundongos DT1 mantiveram-

se hiperglicémicos, mesmo apds as 4 semanas de tratamento.

A via de sinalizacdo da insulina é importante para a manutencao de diversos mecanismos
celulares, compartilhando componentes de outras vias em comum como mTOR, AMPK,
PKC — dentre outras proteinas fundamentais para o funcionamento das principais vias de
sinalizacéo intracelulares envolvidas na sintese de proteinas, na sobrevivéncia celular e na
sintese de glicogénio. Esta via possui agdo mais pronunciada em 6rgaos metabolicamente
ativos, como mdusculo, tecido adiposo e figado, nos quais a demanda energética é alta e
dependente do uso do receptor GLUT4, responsavel, nestes tecidos, por transportar a

glicose para o meio intracelular. Sua ativacdo, nestes tecidos, auxilia principalmente na
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captacdo de glicose, na sintese proteica e no aumento do uso da glicose. O mal
funcionamento desta via e a hiperglicemia no DT1 também se associam a resposta
imunoldgica prejudicada [105, 106]. Quando o receptor da insulina é ativado, inicia-se a
fosforilagdo de diversos substratos, dentre eles os irs, marcando o inicio da via de
sinalizacdo até a fosforilacdo da AKT. Uma vez fosforilada, a AKT desempenha diversas
funcbes, envolvendo a regulacdo, a expressdo e a atividade de ampla gama de proteinas,
incluindo enzimas, fatores de transcricao e proteinas reguladoras do ciclo celular/apoptose,
apresentando, portanto, papel central no funcionamento desta via [72, 73].

Em nosso estudo, observamos que os LTs participam da ativacdo da via de insulina em
relagdo a fosforilagdo de AKT, contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia a
insulina [47]. A deficiéncia na produgdo de insulina leva ao desequilibrio nos sistemas
regulatorios para o armazenamento e 0 uso de metabolitos importantes para o
funcionamento da célula, levando a anormalidades no catabolismo e no anabolismo dos
carboidratos, dos lipidios e das proteinas, afetando principalmente os 0rgédos
metabolicamente ativos e gerando os estados de hipoglicemia intracelular e hiperglicemia

extracelular [107].

Observamos que, ap6s uma unica dose de insulina, os camundongos 5LO7 diabéticos
controlaram a glicemia de modo mais eficaz do que os camundongos diabéticos Wt [47].
Li et al. [32] e Spite et al. [13] demonstraram que, no DT2, a ativacdo do receptor BLT1
de LTB4, juntamente com a ativacao dos receptores de 1l-18, TNF-a e IL-6 nos 6rgdos alvo
da insulina, também leva a regulacdo negativa da cascata do receptor de insulina,
blogueando a acdo dos substratos deste receptor e levando a resisténcia a insulina. Esses
autores também observaram que o tratamento com LTB4 levou a inibicdo da translocacéo
de GLUT4, reforgando a participacdo dos LTs ndo s6 no bloqueio da ativagdo das irs e na
posterior fosforilacdo de AKT, mas também implicando no estabelecimento de resisténcia

a insulina.

Quando avaliamos os efeitos dos LTs nos musculos desses camundongos DT1, observamos

que a fosforilacdo da AKT no musculo também foi alterada, indicando que, no DT1, os
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LTs também influenciam na cascata de sinalizacdo da insulina, o que pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina neste tecido [47]. Observamos que, mesmo com
baixa concentragdo plasmatica de insulina, os camundongos 5LO7 diabéticos exibiram
maior expressao génica do receptor de insulina, em ambos os musculos avaliados; porém,
apds o tratamento com uma dose de insulina, somente os camundongos 5LO" diabéticos
restauraram a fosforilacdo da AKT. Esses dados sugerem que, da mesma forma que ocorre

na DT2, os LTs também afetam a cascata de sinalizagdo da insulina no DT1.

Também verificamos a insulinemia desses animais e, como esperado, ela estava reduzida
em ambos os grupos, independentemente da presenca dos LTs ou do tratamento com
captopril. Ao avaliarmos a capacidade de os camundongos Wt e 5LO" tratados com
captopril controlarem a glicemia, ap6s administrarmos insulina, observamos que o0s
animais DT1 Wt apresentaram dificuldade em reduzir a concentracdo de glicose
plasmatica, mesmo com o tratamento com insulina; porém, assim como verificado
anteriormente em nosso trabalho [47], os camundongos DT1 5LO7 reduziram a
hiperglicemia — e de modo mais acentuado, no grupo que recebeu o tratamento com o
captopril, indicando o possivel papel dos LTs na reducdo da funcionalidade da via de
sinalizacdo da insulina, assim como observado em outros estudos [13, 32], neste caso,
também no DT1 [47]. Além disso, observamos que o captopril estimula a via de sinalizacao
da insulina [108-111], o que pode ser um fator benéfico para melhorar a sensibilidade a

insulina no DT1 e, portanto, tratar a doenca.

Estudos indicam que o uso do captopril esta relacionado com a melhora no controle
glicémico, bem como com o melhor funcionamento da via de sinaliza¢éo da insulina [108-
111]. Nossos resultados corroboram estes achados na literatura, nos quais a expressao dos
genes referentes ao receptor de insulina (insr e irsl) se apresentou reduzida nos masculos
dos camundongos DT1, tanto em Wt quanto 5LO™, porém, o tratamento com captopril
estimulou 0 aumento da expressdo destes genes, de modo mais acentuado na auséncia dos
LTs. O Irs1 é considerado um importante componente que pode indicar a ativagdo da via
de sinalizacdo da insulina e que geralmente € alvo de citocinas pré-inflamatérias e

mediadores lipidicos. Sabe-se que, quando essas moléculas se ligam a seus receptores,
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desencadeiam o bloqueio de Irs1, levando a fosforilacdo prejudicada de AKT e impedindo
a translocacdo de GLUT [13, 32].

Seguindo padrdo semelhante, observamos o mesmo fendémeno relacionado aos genes que
codificam GLUT4 e Ampk, responsaveis pela captacao da glicose, pela oxidacéo de acidos
graxos e pela homeostase energética nos musculos, porém, apenas nos muasculos dos
camundongos 5LO7. Observamos padrdo semelhante no figado destes camundongos,
porém, apenas nos camundongos 5LO7, indicando que, no caso do figado, os LTs
interferem na expressdo dos marcadores desta via, mesmo com o tratamento com captopril.
Portanto, o tratamento com captopril pode estimular e auxiliar no funcionamento da via de
sinalizacdo da insulina no musculo e no figado de camundongos com DT1; todavia, a
presenca dos LTs pode interferir no funcionamento desta via [47]. N&o identificamos
nenhuma alteracdo em nivel de expressdo proteica de AKT e AMPK, proteinas indicativas
do funcionamento desta via; contudo, vale ressaltar que estes animais ndo receberam
nenhum tipo de estimulo, como a insulina, por exemplo, como foi feito na primeira parte
deste trabalho, o que pode explicar a auséncia de alteracdo na fosforilacdo destas proteinas.
Além disso, sabe-se que esta via na obesidade também encontra-se prejudicada devido aos
mediadores inflamatorios produzidos e sua capacidade de alterar esta via [2, 112].
Observamos que o tratamento com captopril aumentou a expressdo de irs1 em musculos
de camundongos obesos, com a mesma tendéncia em musculos de camundongos Agt-Tg
obesos. Mas, no figado de camundongos obesos, o tratamento com captopril ndo induziu
aumento da expressdo génica de genes relacionados a via de sinalizacdo da insulina. O
Ampk é outro componente importante da via de sinalizagdo da insulina, promovendo a
sensibilidade & insulina [113, 114]. A expressdo de Ampk foi aumentada no musculo de
camundongos DT1 tratados com captopril. Interessantemente, observamos aumento na

expressdo de Ampk no figado de camundongos saudaveis tratados com captopril.

Ao contrario do que observamos nos camundongos DT1, o Ampk foi comparavel no
musculo de camundongos obesos, independentemente do tratamento com captopril ou da
superexpressao de Agt. No entanto, no figado de camundongos Agt-Tg obesos, tratados ou

ndo com captopril, e em camundongos Agt-Tg obesos, a expressdo de Ampk diminuiu,
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indicando que no figado destes camundongos, mesmo com a superexpressao de Agt ou
com o tratamento com captopril. Esses resultados sugerem que, de modo mais acentuado
no DT1, mas também na obesidade, o tratamento com captopril pode ajudar a estimular
essa via, que, quando prejudicada, em ambas as doencas, pode contribuir para o

desenvolvimento da resisténcia a insulina.

Tanto no masculo quanto no figado de camundongos DT1, o tratamento com captopril
mostrou-se Util para restaurar a expressao génica de marcadores importantes relacionados
a via de sinalizacdo da insulina que frequentemente estdo associados a resisténcia a
insulina. Por outro lado, em camundongos obesos, o efeito oposto foi identificado no
figado, mas ndo no masculo, sugerindo que 0 mesmo tratamento pode estimular respostas

diferentes, em doencas semelhantes.

Estudos observaram que a inducdo de diabetes com STZ em animais aumentou a
concentracdo sérica de LTs, além disso, a urina de pacientes com DT1 possui LTs em sua
composi¢do [115, 116]. Os LTs induzem a ativagdo de NF«B, o que leva & producéo de
outros mediadores inflamatorios por macr6fagos no DT1 e em outras doencas inflamatorias
[58]. Assim, Ramalho et al. 2018 [56] demonstraram, em seu trabalho, que os LTs
promovem a inflamacdo sistémica no DT1, visto que concentragcdes aumentadas de TNF-
a, IL-6, 11-12 e 1L-10 foram encontradas no plasma de camundongos diabéticos capazes de
produzir leucotrienos; em contraste, a concentracao destas citocinas foi menos intensa em
camundongos 5LO7 DT1, quando comparados com os Wt DT1. Além disso, foi
demonstrado que, em macrdfagos peritoneais de camundongos DT1 5LO7, a expresséo de
marcadores anti-inflamatérios de macréfagos (Argl, Yml) foi aumentada, enquanto os
macrofagos Wt expressaram niveis mais altos de marcadores pro-inflamatérios. Tais
fendmenos indicam um papel importante dos LTs no estabelecimento da inflamacéo
sistémica no diabetes e na reprogramacao de macrofagos. Foi descrito que, no tecido
muscular estriado esquelético, incluindo o quadriceps e o gastrocnémio, o DT2 induz a
expressdo da citocina pro-inflamatdria IL-6 e a reducéo nos niveis de IL-10 [117]. Nossos
resultados mostram que este fendmeno também ocorreu nos masculos de camundongos

com DT1. Além disso, observamos que camundongos DT1 incapazes de produzir LTs
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(5LO7) produziram uma quantidade maior da citocina anti-inflamatéria IL-10 [47]. Kim
et al. [118] mostraram que a IL-6 diminuiu a acdo e a sinalizacdo da insulina no musculo
esquelético, o que corrobora nossos resultados, mostrando que a maior expresséo de 1L-6
foi correlacionada com a menor expresséo do receptor de insulina e fosforilagdo de AKT
nos musculos de camundongos diabéticos WT. Hong et al. [117] mostraram, em um
modelo de resisténcia a insulina induzida por dieta, que o tratamento com IL-10 preveniu

a resisténcia a insulina e aumentou a fosforilagdo da AKT.

Esses achados sdo semelhantes aos encontrados nos musculos dos camundongos 5LO7
diabéticos, em nosso estudo, no qual foram observados niveis aumentados de expressdo
proteica de pAKT e niveis aumentados da producdo de IL-10 [47]. Também observamos
que tanto no quadriceps quanto no gastrocnémio de camundongos 5LO", houve aumento
inesperado na expressdo de Mcpl, e portanto, mais estudos sao necessarios para
compreender 0 mecanismo por tras deste efeito observado, ja que alguns estudos mostram
que, no bloqueio ou knockout da 5LO, ocorre a diminui¢do desta quimiocina [119, 120].
Contudo, observamos nos musculos dos camundongos DT1 5LO7 diminuicdo na
expressdo de Mcpl, indicando que no DT1, a auséncia de leucotrienos contribui com a
diminuicdo da expressdo desta quimiocina, juntamente com o aumento da expressdo de
citocinas anti-inflamatérias, como Yml e Argl, contribuindo para o estabelecimento de
um perfil anti-inflamatorio neste tecido. Observou-se, ainda, que os LTs possuem papel
importante na (1) inflamacéo de baixo grau, nos musculos de camundongos DT1; na (2)
regulacdo negativada da via do receptor de insulina, nos musculos dos camundongos DT1;
e no (3) estabelecimento de um perfil anti-inflamatério no masculo de camundongos DT1,
quando ausentes [47].

Além das citocinas pro-inflamatérias e dos LTs, outros mediadores lipidicos, adipocinas
e/ou hormdnios importantes para o estabelecimento da fisiopatologia do DT1 foram
avaliados. Neste sentido, avaliamos a producdo das principais adipocinas no plasma dos
nossos grupos de camundongos. Estudos identificaram que pacientes com DT1 podem
apresentar concentragdes elevadas de TGs e NEFA, dentre outras adipocinas, o que pode

ser prejudicial quanto ao aumento da resposta inflamatoria no DT1 [10, 121-124].
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Curiosamente, observamos que os camundongos 5LO7 apresentaram concentragdes
maiores, tanto de TGs quanto de NEFA, em camundongos DT1, sendo que o tratamento
com captopril contribuiu na reducdo apenas de NEFA no plasma destes camundongos. Em
outras palavras, ao mesmo tempo que a auséncia dos LTs relacionou-se com o aumento
desses lipideos, a auséncia dos LTs também contribuiu para melhor eficacia do tratamento

com o captopril para a reducéo de NEFA.

A leptina e a resistina s&o horménios relacionados com o controle do apetite [125-127].
Um achado interessante foi que os camundongos DT1, independentemente do tratamento
com captopril, apresentaram concentrac@es reduzidas destes hormdnios — e isto pode estar
relacionado com o porqué de os camundongos DT1 apresentarem polifagia durante e apds
0 protocolo de inducdo com STZ, devido a falta destes dois hormdnios envolvidos no
processo de saciedade. No DT1, a perda de peso € uma caracteristica comum; relacionado
a isso, observamos que nossos camundongos DT1 apresentavam quantidade reduzida de
tecido adiposo, o que pode explicar as quantidades reduzidas destes hormonios, que séo
produzidos por este tecido [128, 129]. Vale ressaltar que camundongos DT1 apresentam
polifagia, o que pode ser explicado pela demanda energética nestes animais, devido a
capacidade reduzida de capturar glicose por déficit de insulina e/ou devido a a¢do da leptina
e da resistina, envolvidas na regulacdo do apetite [130]. De fato, camundongos DT1
apresentam baixa quantidade de tecido adiposo e, portanto, baixa producdo de leptina e
resistina [131].

N&o encontramos nenhuma diferenca quanto a concentracdo plasmatica de IL-6. Alguns
estudos descreveram que a IL-6 pode néo estar alterada em pacientes com DT1 durante 0s
estagios iniciais da doenca. Vale ressaltar que, em nosso estudo, os camundongos foram
observados 30 dias apds a confirmacédo do diabetes, o que pode explicar porque a IL-6 ndo
foi diferente entre os grupos [132, 133]. Este fator também pode ser explicado pela falta de
tecido adiposo em camundongos DT1 e DT1 tratados com captopril, ja que esse tecido

também é responsavel pela producgéo de IL-6 [134, 135].
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Observamos a diminuicdo nas concentracdes plasmaticas de adiponectina em
camundongos DT1 e DT1 tratados com captopril, nocautes para LTs. A baixa concentracdo
desta adipocina pode ser relacionada com a resisténcia a insulina [136, 137]. O tratamento
com captopril em camundongos 5LO DT1 n&o foi suficiente para resgatar a concentragio
plasmatica desta adipocina, porém mais estudos relacionados a estes hormoénios sao
necessarios, uma vez que a sinergia entre adiponectina e leptina, dentre outros, pode
influenciar na resposta a insulina, de modo que esses hormdnios ndo devem ser analisados
individualmente. Outra hipotese que pode explicar estes resultados sdo que este horménio
também é produzido pelo tecido adiposo [138]; portanto, devemos considerar que o fato
dos nossos camundongos DT1 apresentarem reducdo considerada desse tecido — que foi
notada de modo ainda mais intenso nos camundongos 5LO” — pode explicar a sua

concentragéo reduzida.

Além do mais, a superexpressdo de Agt no tecido adiposo contribuiu para o aumento da
concentracdo plasmatica de Agt e leptina juntamente com o aumento do peso do tecido
adiposo, em comparacdo com camundongos Wt, mas as concentracbes plasmaticas de
insulina, adiponectina e resistina (além de outras adipocinas) ndo mudaram, sugerindo que,
em camundongos Agt-Tg tratados com dieta com baixo teor de gordura, a superexpressao
de Agt ndo interferiu diretamente na producdo de adipocinas [63]. Observamos aumento
relativo na expressao do gene que codifica este precursor da angiotensina Il, tanto no
musculo quanto no figado dos camundongos DT1 tratados com captopril, em que esta
expressao parece ser independente da presenca dos LTs, uma vez que o nivel de expressao
deste gene mostrou-se similar entre ambos os grupos de camundongos Wt e 5LO7.
Interessantemente, observamos padrdo semelhante em relagdo aos niveis de expressao
génica do Atl, gene responsavel por codificar o receptor que se liga a angiotensina Il, no
musculo destes camundongos, independentemente da presenca dos LTs, porém, 0 mesmo
n&o se aplicou ao figado de camundongos 5LO", indicando possivel funcdo dos LTs no
figado quanto a expressao de Atl.

O tratamento dos camundongos DT1 com captopril aumentou os niveis de ambos 0s genes

Agt e Atl. Como o captopril tem a capacidade de bloquear a converséo de Angl em Angll,
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esperavamos certa diminuicdo da expressao desses genes, mas o blogueio da ECA pode
ativar alternativamente outras vias que levam a producéo de Ang Il [139, 140]. Porém, esse
aumento na expressdo génica também pode ser explicado por um mecanismo de
retroalimentacéo positivo, uma vez que a conversdo de Agt em Angll estd sendo bloqueada
pela acdo do captopril sobre a ECA, ndo representando exatamente o0 aumento desses

componentes em nivel proteico.

Também identificamos que o musculo de camundongos obesos Agt-Tg tratados com
captopril apresentou expressdo aumentada de Agt. Outra observacéo interessante foi que a
expressdo génica de marcadores do SRA, em camundongos obesos Agt-Tg, tratados ou
ndo com captopril, foi diminuida em comparacdo com camundongos obesos. Tomados em
conjunto, esses resultados sugerem que, no musculo e no figado de camundongos DT1,
tratados ou ndo com captopril, ha aumento da expressdo de genes do SRA, mas o efeito
oposto foi observado no musculo e no figado de camundongos obesos Agt-Tg e que foram
tratados com captopril. Desta forma, os mecanismos envolvidos na regulagdo dos genes do
SRA junto ao tratamento com captopril podem ser diferentes entre 0 DT1 e a obesidade.

A autofagia € um importante processo de homeostase celular durante periodos de estresse
celular, além de auxiliar nos processos de reciclagem de organelas e outros componentes
presentes no citoplasma [141] que, quando prejudicados, podem levar ao acumulo de
lipideos, resisténcia a insulina e estresse do reticulo endoplasmatico (RE), entre outras
disfuncdes [141, 142]. No figado, a diminuicdo da atividade autofagica esta ligada a
resisténcia a insulina, ao estresse do RE e ao acumulo de lipideos [88], enquanto no
musculo 0 mesmo padrdo é observado quando a atividade autofagica é aumentada [143,
144], ou seja, dependendo do tecido, 0 aumento ou a diminuicdo da atividade autoféagica
pode ser benéfico ou prejudicial para o tecido. Em pacientes obesos e diabéticos, foi

relatada expressdo aumentada de marcadores de autofagia, como Atg5 e LC3 [145].

No diabetes, sabe-se que, quando o processo de autofagia é prejudicado, ele pode contribuir
para a resisténcia a insulina, participando assim na cronicidade do quadro de hiperglicemia

nos pacientes [143, 146, 147]. Observamos que, em camundongos 5LO7 DT1, houve
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diminuicao da expressao de Atgl2 e LC3, indicando que a presenca dos LTs pode interferir
na funcionalidade desta via. Vale ressaltar que este processo, tanto ativado em excesso,
quanto com atividade reduzida, pode gerar complica¢Oes e que, portanto, 0 aumento na
expressdo destes genes, nos camundongos 5LO7 DT1 tratados com captopril, ndo indica
necessariamente atividade prejudicial desta via. Além disto, foi possivel observar que os
niveis de expressdo destes genes nos musculos dos camundongos 5LO foi menor quando
comparados com 0s niveis dos camundongos Wt. Ao avaliarmos 0s niveis de expressao
destes marcadores no figado destes camundongos, observamos que, em alguns casos,
houve aumento da expressdo em camundongos DT1 tratados com captopril e que, no caso
deste oOrgdo, diferentemente do que observamos nos musculos destes animais,
aparentemente a ativacdo desta via ocorre independentemente da presenca de LTs. A
reducdo da atividade da autofagia no figado esta associada com o aumento do acimulo de
lipideos, com o estresse oxidativo e com a resisténcia a insulina; portanto, neste caso, 0

aumento da expressao destes marcadores no figado pode ser benéfico.

Em ambos os modelos de animais do presente estudo, a auséncia de insulina, devido ao
DT1, ou aresisténcia a insulina, conferida pela obesidade, podem ser uma das razdes pelas
quais os marcadores de autofagia encontram-se desequilibrados, tanto no musculo quanto
no figado de camundongos DT1 e obesos. Observamos aumento da expressdo génica de
Beclinl e LC3 no musculo de camundongos DT1 tratados com captopril, ao passo que, no
musculo de camundongos obesos, tratados ou ndo com captopril, independentemente da
superexpressdo de Agt, ndo foram observadas diferencas substanciais nos niveis de
expressdo destes genes. Todavia, no figado, observamos que o tratamento com captopril
em camundongos DT1 aumentou alguns marcadores de autofagia, o que, neste 6rgao,
poderia ser um indicativo positivo, em relacdo ao processo de autofagia prejudicado no
figado e suas consequéncias [88]. Esses resultados indicam que o captopril induziu algumas
alteragfes quanto ao aumento, de modo mais evidenciado, no DT1, ou a diminuigéo, de
modo mais evidenciado, na obesidade, na expressdo génica dos marcadores relacionados a

via da autofagia — e que essas alteragdes variam com o tecido no DT1 e na obesidade.
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Nossos resultados em conjunto indicam que o bloqueio da ECA pode regular o SRA e as
vias da insulina e da autofagia, tanto no musculo quanto no figado, indicando um possivel
papel na sensibilidade a insulina e na ativacao da autofagia. O melhor entendimento desses
mecanismos moleculares sinaliza que essas vias sdo provaveis alvos terapéuticos, huma
tentativa de melhorar a qualidade de vida dos individuos com obesidade ou com diabetes,

bem como reduzir os gastos publicos decorrentes das complicacdes dessas doencas.

6. CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES

Concluimos, com este trabalho, que os LTs possuem papel fundamental quanto ao
desenvolvimento da resisténcia a insulina no masculo e no figado de camundongos com
DT1. Além disso, observamos que o bloqueio da ECA restaurou a expressdo génica de
varios marcadores da via de sinalizacdo da insulina, bem como de marcadores referentes
ao funcionamento da via da autofagia nesses tecidos, tanto no DT1 quanto na obesidade,
indicando um possivel papel do blogueio da ECA na sensibilidade a insulina e na ativacéo

da autofagia nessas doencas.
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Type 1 diabetes (T1D) is a metabolic discase associated with systemic low-grade inflammation and macrophage reprogramming,
There is evidence that this inflammation depends on the increased systemic levels of leukotriene (LT) B4 found in T1D mice,
which shifts macrophages towards the proinflammatory (M1) phenotype. Although T1D can be corrected by insulin
administration, over time T101) patients can develop insulin resistance that hinders glycemic control. Here, we sought to
investigate the role of leukotrienes (L1s) in a metabolically active tissue such as muscle, focusing on the insulin signaling
pathway and muscle associated macrophage profiles. Type 1 diabetes was induced in the 129/SvE mouse strain by
streplozolocin (STZ) in mice deficient in the enzyme responsible for LT synthesis (510 Y and the LT-suflicient wild Lype (WT).
The response lo insulin was evalualed by the insulin lolerance Lest (ITT), insulin concentralion by ELISA, and Akt
phosphorylation by western blotting. The gene expression levels of the insulin receptor and macrophage markers Statl, MCP-1,
Yml, Argl, and IL-& were evaluated by qPCR, and that of IL-10 by ELISA. We observed that after administration of a single
dose of insulin to diabetic mice, the reduction in glycemia was more pronounced in 5LO than in W' mice. When muscle
homogenates were analyzed, diabetic SLO"" mice showed a higher expression of the insulin receptor gene and higher Akt
phosphorylation. Moreover, in muscle homogenates from diabetic SLO™ mice, the expression of anti-inflammatory macrophage
markers Yml, Argl, and IL-10 was increased, and the relative EXPression ol the prm'.rlﬂammalur}' L]rh.\kj.rlr IL-6 was reduced
compared with WT diabetic mice. These resolts sugsest that LTs have an impact on the insulin receptor signaling pathway and
modulate the inflammatory profile of muoscle-resident macrophages from T1D mice.

1. Introduction

The incidence of metabolic disorders is increasing dramat-
ically and is now widely considered a serious threat to
public health. In diseases such as diabetes, obesity, atheroscle-
rosis, and gout, metabolic imbalance is associated with the
establishment of low-grade systemic inflammation, which
in lurn is a delermining faclor in the pathophysiology of
these diseases. This happens as a consequence of the
accumulation of certain metabolic products, such as glucose,
falty acids, wric acid, and cholesterol, which activate

receptors of innate immunity in leukocytes and induce the
chronic production of proinflammatory cytokines and lipid
mediators [1-3].

Characterized by chronic hyperglycemia with changes in
the metabolism of carbohydrates, lipids, and proteins [4],
diabetes is classically divided into two forms. In type 2 diabe-
tes (T2D), hyperglycemia is due to insulin resistance estab-
lished in the liver, muscle, and adipose lissue, and the main
risk factor for this condition is obesity [5]. In T1D, hyper-
glycemia results from deficient insulin production as a
consequence of the destruction of pancreatic f cells by
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Tabelas 2. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 5, na caracterizacdo do modelo de DT1 de acordo com a glicemia e peso da
secdo resultados parte 1.

Glicemia (mg/dL)
Animal WT 5LO" | DT1 DT15L0"
1 212 127 361 416
2 142 144 385 327
3 124 133 348 427
4 101 135 423 403
5 127 143 403 324
6 116 456 360
7 468
Média 137| 136,4| 406,3 376,2
DP 39,13| 7,127| 45,59 45,37
EPM 1597| 3,187 17,23 18,52
Peso (g)
Dia Wt Média DP EPM
0 219| 231| 248| 232 23,25 1,190238 0,5951189
7 22,1| 234| 244 237 23,4 0,962635 0,4813175
8 225| 234| 245| 239 23,575 0,8460693 0,4230346
9 228| 238| 244| 253 24,075 1,05 0,525
10 232| 244 25| 251 24,425 0,8732122 0,4366061
11 233| 243| 256| 2572 24,6 1,023068 0,511534
15 23,7 246| 254 252 24,725 0,7632166 0,3816083
Dia 5LO™ Média DP EPM
0| 222| 248 25| 256| 265 24,82 1,60686 0,7186096
7 19| 236| 245| 242 265 23,56 2,771822 1,239597
8 185| 222| 231| 228| 257 22,46 2,587084 1,156979
9 18| 22,1 229| 224 25 22,08 2,546959 1,139035
10 17, 7] 21,7 228 222| 251 21,9 2,684213 1,200417
11 175 21,8| 228| 223 25 21,88 2,736238 1,223683
15 175] 216| 228 22| 248 21,74 2,671703 1,194822
Dia DT1 Média DP EPM
0 20,3 185| 16,9 19,9 18,9 1,540563 0,7702813
7 18,9 184 16,7 17,8 17,95 0,9469243 0,4734622
8 19,2 17,3 16,8 17,6 17,725 1,037225 0,5186123
9 20 17,3 17,1 17,1 17,875 1,4198 0,7099002
10 20 17,1 16,4 17 17,625 1,613227 0,8066133
11 20,1 164| 164| 178 17,675 1,746187 0,8730934
15 20 155| 16,3 17,6 17,35 1,967232 0,9836158
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Dia DT15LO" Média DP EPM
0 18,1 18,2 16,1 17,5 16,8 17,34 0,8905057 0,3982463
7 16,4 154 12,7 13,7 15,1 14,66 1,460479 0,6531462
8 15,8 15,2 12,1 13,2 14,1 14,08 1,492314 0,6673829
9 15,7 15,1 11,7 13,2 13,8 13,9 1,582719 0,7078136
10 15,3 15 11,5 13,2 13,6 13,72 1,528725 0,6836666
11 15,2 14,5 11 13,1 13,4 13,44 1,604057 0,7173563
15 13,2 12,7 12,1 11,3 12,325 0,8180259 0,4090129
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Tabelas 3. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 6, quanto ao teste de toleréncia a insulina e a dosagem de insulina da secéao

resultados parte I.

ITT (%)
Tempo (min) |DT1| DT15L0O™"
0| 100 100
30| 79 69
60| 53 29
120] 51 15
Insulina (ng/mL)
Animal WT 5L0" DT1 DT15LO"
1 2,28 1,25 0,61 0,25
2 2,14 1,9 0,41 0,46
3 1,54 1,56 0,85 0,6
4 1,93 1,6 0,63 0,52
5 1,76
Média 1,93 1,578 0,625 0,4575
DP 0,2948| 0,2659 0,1799 0,1497
EPM 0,1318| 0,1329| 0,08995 0,07487
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Tabelas 4. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 7, quanto a expressdo génica de insr e expressao protéica de pAKT em
musculos da secdo resultados parte I.

Insr Quadriceps (expressdo génica)

Sample WT 5LO" DT1 DT15LO0"
1| 0,944902| 0,854281| 0,85885 1,884957
2 1| 2,42771| 0,697977 1,544947
3| 1,659896| 2,713891| 0,63765 2,394882
4| 1,244283| 1,998639 | 0,430114 1,84166
Média 1,212 1,999 0,6561 1,917
DP 0,3255 0,8176 0,1773 0,3528
EPM 0,1628 0,4088| 0,08863 0,1764

Insr Gastrocnémio (ex

ressao génica)

Sample WT 5LO" DT1 DT15LO™"
1] 0,509429| 1,436094 | 0,538295 1,134248
2 1| 1,671092| 0,435404 1,194809
3| 1,523891| 2,212059 | 0,307924 1,202181
4] 1,011251| 1,773080| 0,509916 1,117080
Media 1,011 1,773 0,4479 1,162
DP 0,4142 0,3249 0,1016 0,04274
EPM 0,2071 0,1624 0,0508 0,02137

pAKT Quadriceps
Sample | DT1 | DT15LO"
1| 100 4913
2| 165,7 570,3
3| 1408 325,7
Média 135,5 462,4
DP 33,17 124,8
EPM 19,15 72,07
pAKT Gastrocnémio
Sample | DT1 | DT15LO"
1| 100 211,7
2| 50,6 208,7
3| 559 302,1
Média 68,83 240,8
DP 27,12 53,08
EPM 15,66 30,65
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Tabelas 5. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 8, quanto a expressdo génica de Mcpl, Ym1, Statl, Argl, IL-6 e dosagem de

IL-10 em musculos da secdo resultados parte I.

Mcpl Quadriceps (expressdo génica)
Sample WT 5LO" DT1 DT15L0O"
1 0,818422 1,544632 1,378776 0,591771
2 1 1,892316 1,961454 0,768739
3 1,112148 3,387403 0,8356754 0,755003
4 0.966850 2,374857 1,410302 0,605192
Média 0,9744 2,3 1,422 0,6802
DP 0,1211 0,801 0,4635 0,09466
EPM 0,06056 0,4005 0,2317 0,04733
Statl Quadriceps (expressao génica)
Sample WT 5LO™" DT1 DT15LO™"
1 0,742803 1,170758 0,9647525 1,48761
2 1 2,425561 0,7638749 | 0,9699897
3 1,53966 1,459474 1,922602 1,130206
4 1,06415 1,584260 1,583387 0,9436906
5 0,9427839
Média 1,087 1,66 1,235 1,133
DP 0,3324 0,5389 0,4936 0,2504
EPM 0,1662 0,2695 0,2207 0,1252
IL-6 Quadriceps (expressdo génica)
Sample WT 5LO™ DT1 DT15LO™
1 1,113106 | 0,6802404 1,855105 1,278913
2 0,640872 | 0,7458836 2,277604 1,241155
3 1 1,149641 2,46322 1,131048
4 0,817993 1,072283 2,29634 1,417040
Média 0,893 0,912 2,223 1,267
DP 0,2074 0,2334 0,2591 0,118
EPM 0,1037 0,1167 0,1296 0,05902

Ym1 Quadriceps (expressdo génica)




Sample WT 5LO™ DT1 DT15L0"
1] 0,71091 0,2910724 1,909261 7,677627
2| 0,889213 0,570027 2,843868 6,59563
3 1 0,3105326 2,754332 3,599012
4| 0,886708 0,295504 2,702490 4,957420

Média |0,8717 0,3668 2,552 5,707

DP 0,1195 0,1358 0,4328 1,796

EPM 0,05975 ]0,06788 0,2164 0,8981

Argl Quadriceps (expressao génica)

Sample WT 5LO™" DT1 DT15L0"
1] 1,499158 0,7207671 2,997452 3,373548
2 1 0,654272 2,572737 5,605115
3| 0,809879 0,6733409 1,725835 3,040674
4 1 1,113272 2,581064 3,006554
5| 0,600333 1,058742

Média |0,9819 0,9273 2,293 4,006

DP 0,3329 0,2853 0,4914 1,394

EPM 0,1489 0,1165 0,2837 0,8051

IL-10 Quadriceps (pg/ml)

Sample DT1 DT15LO™"
1 0,221117 | 0,4539275
2 0,124558 0,300162
3 0,039834 | 0,2830055
4 0,08831 0,2418179
5 0,292133
Média 0,1532 0,3197
DP 0,1022 0,09276
EPM 0,04572 0,04638
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Tabelas 6. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 9, quanto a expressdo génica de Mcpl, Ym1, Statl, Argl, IL-6 e dosagem de
IL-10 em musculos da secdo resultados parte I.

Mcpl Gastrocnémio (expressdo génica)

Sample | WT 5LO0" DT1 DT15LO™"
1 1| 3,912211|1,282405| 0,8599722
211,309132| 2,490772|1,444199| 1,100706
310,837479| 2,399642|1,325195| 1,272546
410,986654| 2,060643|2,222054| 1,000254
5 2,291386

Média 1,033 2,716 1,713 1,058

DP 0,1981 0,8188| 0,5004 0,1736

EPM 0,09904 0,4094| 0,2238 0,0868

Statl Gastrocnémio (expressao génica)

Sample | WT 5L07" DT1 DT15LO™"
1 1| 0,2805393| 1,0077| 0,5212878
2| 0,70463| 1,679649|0,812719| 1,372148
310,468826| 1,443959| 0,49851| 0,5128435
410,688974| 1,282166| 0,45937| 0,9307252
5 0,496729

Média 0,7156 1,172 0,655 0,8343

DP 0,218 0,616| 0,2435 0,4082

EPM 0,109 0,308 0,1089 0,2041

IL-6 Gastrocnémio (expressdo génica)

Sample | WT 5LO" DT1 DT15LO™"
1 1| 0,7713287 | 0,468517 | 0,9018466
210,931447| 0,3929449 | 1,425927| 0,339327
310,384757| 0,4114296 | 0,734358| 0,3250042
4| 0,4195| 0,2261453| 2,590523| 0,622049

Média 0,6839 0,4505 1,305 0,5471

DP 0,3269 0,2296| 0,9474 0,2732

EPM 0,1635 0,1148| 0,4737 0,1366




Ym1 Gastrocnémio (expressdo génica)

Sample | WT 5LO" DT1 DT15L0"
1 1| 1,794671| 0,79973| 5,519606
2 1] 1,290023]|0,307555| 5,209591
3| 0,44853 1,278 0,542392| 5,299489
41 0,931106 1,48316 | 0,607555| 5,629807
5 1,58017

Média 0,8449 1,485| 0,5643 5,415

DP 0,2662 0,2155| 0,2031 0,1938

EPM 0,1331 0,09639| 0,1015 0,09688

Argl Gastrocnémio (expressao génica)

Sample | WT 5L0" DT1 DT15LO"
1]1,521236| 0,3119526 | 0,345562 | 1,349544
2|0,739773| 0,3689494| 0,64544 1,37453
3 1| 0,140536| 0,208617 1,04006
40,534768| 0,4649954| 0,950679| 0,8122134

Média 0,9489 0,3216| 0,5376 1,144

DP 0,4264 0,1362| 0,3303 0,2685

EPM 0,2132 0,06812| 0,1652 0,1343

IL-10 Gastrocnémio (pg/ml)

Sample | DT1 DT15LO™"
1)0,103354| 0,1911342
210,058709| 0,1831142
310,062478 | 0,2156028
410,063544 | 0,4633105

Media | 0,07202 0,2633

DP 0,02099 0,1341

EPM 0,0105 0,06703
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Tabelas 7. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 10, quanto ao modelo de DT1 de acordo com a glicemia e peso da secdo
resultados parte II.

Peso ()

Day Wt Média DP EPM

0| 244| 212| 252| 238| 249 23,9 1,6 0,715542
15| 26,8 23| 26,6| 249| 258 25,42 1,546609 0,691665
45| 23,8 28| 27,3| 259| 27,3 26,46 1,671227 0,747396

Day Captopril Média DP EPM

0 23| 20,9| 225| 231| 243 22,76 1,232071 0,550999

15| 238| 214| 23,7| 247| 247 23,66 1,350186 0,603821

45| 23,2| 254| 257| 244 254 24,82 1,030534 0,460869

Day DT1 Média DP EPM
0| 258| 24/4| 24,6| 248| 259 25,1 0,7 0,313049
15| 179] 249| 21,3] 189 22 21 2,75318 1,23126
45| 251| 21,3| 19,2 219| 255 22,6 2,664582 1,191638
Day DT1+Captopril Média DP EPM
0| 255| 26,1 26,7| 26,6| 249 23,6 22,9 25,18571 1,474708 0,557387
15| 235| 215| 229| 255| 214 22,5 16,4 21,95714 2,814165 1,063654
45| 224 20| 21,3] 25,7 213 20 12,2 20,41429 4,108296 1,55279
Peso (g)
Day 5LO-/- Média DP EPM
0| 19,1 171| 193] 192| 185 17,2 18,4 1,007968 0,411501
15| 21,1 189 21 20| 191 20 20,01667 0,919602 0,375426
45| 22,2| 21,4| 229| 218 20 20 21,38333 1,180537 0,481952
Day 5LO-/- +Cap Média DP EPM

0| 193] 194| 16,9| 185 20 18,3 18,73333 1,093008 0,446219
15| 215| 216| 21,2 194| 225 21,1 21,21667 1,018659 0,415866

45| 235| 23| 219] 20| 231 24,7 22,7 1,60125 0,653707
Day DT15LO-/- Média DP EPM
0| 187| 21,3 228 21| 175 18,3 18 19,65714 2,022257 0,764341
15| 16,9| 17,1] 149| 164| 161 17,9 16,9 16,6 0,939858 0,355233
45| 144| 212| 166 143| 158 16,9 17,6 16,68571 2,344091 0,885983
Day DT1 5LO-/-+Cap Média DP EPM
0| 209| 228| 208| 218 218 20 19,4 21,07143 1,161485 0,439
15| 182| 18,7| 17.9| 164| 182 17 19,3 17,95714 0,984644 0,372161
45| 16,6] 192| 163 17,3| 153 18,2 15,1 16,85714 1,493159 0,564361

Glicemia (mg/dL)
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Day Wt Média DP EPM
15| 153| 145| 125| 139| 122 136,8 13,16055 5,885576
45| 144| 129| 122| 135| 111 128,2 12,55787 5,616048
Day Captopril Média DP EPM
15| 165| 170| 156| 180| 166 167,4 8,70632 3,893584
45| 119| 116| 134| 120 127 123,2 7,259477 3,246537
Day DT1 Média DP EPM
15| 380| 423| 354| 399| 365 384,2 27,49 12,2939
45| 474 A77| 334 467 423 435 60,52685 27,06843
Day DT1+Captopril Média DP EPM
15| 391| 348| 324| 350| 430 393 454 384,2857 46,89959 17,72638
45| 363| 436| 408| 384| 385 346 446 395,4286 36,73262 13,88363
Glicemia (mg/dL)
Day 5LO-/- Média DP EPM
15| 146| 146| 132| 138| 107 105 129 18,59032 7,589467
45| 164| 128| 147| 132| 137 123 138,5 14,94992 6,103278
Day 5LO-/- +Cap Média DP EPM
15| 125| 128| 146| 178| 109 106 132 26,76565 10,92703
45| 113| 124| 144| 150| 120 129 130 14,29685 5,836666
Day DT15LO-/- Média DP EPM
15| 408| 352| 361| 334| 284 307 285 333 45,0037 17,0098
45| 519| 357| 362| 482 347 365 321 393,2857 75,42925 28,50958
Day DT15LO-/-+Cap Média DP EPM
15| 483| 480| 364| 477| 375 270 277 389,4286 93,43957 35,31684
45| 589| 334| 525| 332] 308 294 316 385,4286 119,4402 45,14414
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Tabelas 8. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 11, quanto ao teste de ITT e dosagem de insulina no plasma de camundongos
Wt e 5LO da secdo resultados parte I1.

ITT (%)
Tempo (min) | Wit Cap DT1 DT1+Cap
0| 100 100 100 100
30 75 62 88 85
60 61 57 70 76
90 57 56 62 74
120 66 65 56 73
ITT (%)
5LO-
Tempo (min) | /- |5LO-/-+Cap | DT15LO" | DT15LO-/- +Cap
0| 100 100 100 100
30 75 76 85 71
60 69 73 58 36
90 72 87 52 25
120 74 88 48 19
Insulina (pg/mL)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1] 1267 2066 35 197
2| 1834 1655 186 32
3| 2616 4259 186 32,5
4| 162 338 63 132
5| 592 489 51,5 43
6 32 41
7 153
Média | 1294 1761 100,9 79,58
DP 976,5 1580 70,91 69,05
EPM 436,7 706,7 26,8 28,19

Insulina (pg/mL)




5LO

Animal| " | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15LO-/- +Cap
1| 1653 1187 130 72
2| 1045 406 93,5 54
3| 2833 549 248 29
4| 552 372 47 33,5
5| 1954 902 43 58
6 47 63
7 40 29
8 38 35
9 46

Média | 1607 683,2 81,39 46,69

DP 873,9 351,2 69,78 17,01

EPM 390,8 157,1 23,26 6,013
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Tabelas 9. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da meédia (EPM)
referentes a figura 12, quanto a dosagem de IL-6, leptina, resistina, triglicerideos, adiponectina e
NEFA no plasma de camundongos Wt e 5O da se¢éo resultados parte 1I.

IL-6 (pg/mL)
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 28 23 35 28
2 26 23 23 40
3 28 22 22 18
4 31 28 23 18
5 19 34 30
6 21
7 18
Média 28,25 23 25,14 26,8
DP 2,062 3,24 6,619 9,23
EPM 1,031 1,449 2,502 4,128
Leptina (pg/mL)
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 2142 6290,5 113 274
2 404 2746 388 120
3 2536 2719 2715 103
4 226 524,5 463 309,5
5 13145 156 180 326
6 226 271
7 805,5
Média 1325 2487 349,6 233,9
DP 1023 2443 233,9 97,25
EPM 457,7 1093 88,41 39,7
Resistina (pg/mL)
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 22435 3085 180,5 3045
2 3939 5897 2153 813
3 3129 2345 1637 945
4 7434 2166 2077 578
5 2457 1139,5 360 1015
6 1699,5 1393
7 2242
Média 3841 2927 1478 1298
DP 2115 1800 856,9 896,6
EPM 945,9 804,9 323,9 366




Triglicerideos (pg/mL)

Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 69,785 58,09 64,62 90,179
2 53,34 54,379 40,1 168,578
3 45,028 73,882 85,964 66,134
4 56,368 57,199 67,678 73,11
5 59,693 79,789 72,873 79,908
6 51,232 82,817
7 103,953
Média 56,84 64,67 69,49 93,45
DP 9,051 11,38 21,19 37,71
EPM 4,048 5,091 8,01 15,4
Adiponectina (pg/mL)
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1| 18,7838 18,8558 | 14,39125 13,4629
2| 15,70795 25,4774 24,2994 9,7587
3| 17,1244 16,45605 14,6384 9,30935
4| 20,31525 13,55675 16,316 14,7985
5| 19,3612 12,6608 | 12,54585 12,8912
6 18,76785
Média 18,26 17,4 16,44 13,16
DP 1,838 5,135 4,593 3,484
EPM 0,822 2,297 2,054 1,422
NEFA (pg/mL)
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1] 164,873 400,575 495,084 366,752
2 213,8 277,658 325,471 263,374
3| 214,638 232,508 234,502 266,775
4| 420,244 284,403
5| 328,477 195,304
Média 268,4 278,1 351,7 299
DP 104 77,42 132,3 58,73
EPM 46,51 34,62 76,36 33,91
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IL-6 (pg/mL)

Animal | 5LO”" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
1 29 24 32 24
2 27 44 29 39
3 30 27 27,5 25
4 31 25 29 21
5 32 25 27 22
6 34 25
7 27 23
8 17 31
9 36

Média 29,8 29 28,72 26,25

DP 1,924 8,456 5,438 5,97

EPM 0,8602 3,782 1,813 2,111

Leptina (pg/mL)

Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15LO-/- +Cap
1 1013,5 1303,5 154 573
2 1447 829 99 61
3 697 5155 200 36
4 593,5 1909,5 108 38
5 3538 2268,5 68 182
6 120 67
7 56 123
8 42,5 44
9 85

Média 1458 2293 103,6 140,5

DP 1209 1693 49,69 1819

EPM 540,9 757 16,56 64,3

Resistina (pg/mL)
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Animal | 5LO”" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
1 6870,5 3904 4534 2907
2 5384,5 7577 1753 3684,5
3 4435 5162 5332 711
4| 44235 6025,5 884 167,5
5 6665,5 5800 661 3295,5
6 1968 2747
7 1138 1446,5
8 121 935
9 2662

Média 5556 5694 2117 1987

DP 1176 1337 1775 1329

EPM 525,7 598,1 591,8 469,7

Triglicerideos (pg/mL)

Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15LO-/- +Cap
1 53,34 32,531 63,255 69,667
2 50,015 24,664 132,243 61,474
3 60,88 50,045 54,943 82,966
4 60,583 56,605 104,013 110,454
5 45,83 35,647 58,832 83,559
6 60,969 85,014
7 79,849 90,06
8 121,26 78,216
9 44,345

Média 54,13 39,9 79,97 82,68

DP 6,589 13,1 31,62 14,5

EPM 2,947 5,859 10,54 5,125

Adiponectina (pg/mL)

Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15LO-/- +Cap
1| 20,32745 20,88575| 15,05075 12,07695
2| 21,29535 31,8661 | 18,73585 20,02315
3| 16,30825 23,03025| 10,87675 10,84425
4| 22,7383 19,64315 16,0831 10,0613
5 19,494 21,6737 18,648 16,46385
6 15,762

Média 20,03 23,42 15,88 14,21

DP 2,406 4,879 3,224 3,857

EPM 1,076 2,182 1,442 1,574

NEFA (pg/mL)
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Animal | 5LO”" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
1| 228,356 193,257 286,865 183,797
2| 181,075 116,88 398,254 191,909
3| 250,932 302,557 332,689 177,615
4| 134,593 255,66 441,303

Média 198,7 217,1 364,8 184,4

DP 51,73 80,42 68,5 7,169

EPM 25,87 40,21 34,25 4,139
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Tabelas 10. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 13, quanto a expressdo génica de Agt e Atl no musculo de camundongos Wt e
5LO" da secéo resultados parte II.



Agt Musculo (expressao génica)
Animal| Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,823 0,575 2,183
2| 0,985 1,236 1,524 2,2
3 0,7 0,729 2,258 2,13
4| 1,089 1,78 15 1,646
5/ 0,696 0,186 1517
6 0,47
Média 0,894 1,142 1,086 1,935
DP 0,1833 0,479 0,7984 0,3271
EPM ]0,08197 0,2395 0,326 0,1463
Atl Musculo (expressao génica)
Animal| Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,494 0,584 1,948
2 0,67 0,747 0,981 1,979
3| 0521 0,453 1,542 2,093
4| 0,839 1,392 1,161 1,793
5| 0,516 0,101 15
6 0,29
Média | 0,7092 0,7715 0,7765 1,863
DP 0,2096 0,4336 0,5488 0,2293
EPM ]0,09373 0,2168 0,224 0,1025
Agt Musculo (expressao génica)
Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO0" | DT15L0O-/- +Cap
1 1 1,372 0,656 1,535
2| 0,934 0,91 0,688 1,04
3| 0,798 1,325 0,686 1,936
4 1,32 0,976 1,101 1,26
5| 1,582 1,086 1,37
6 1,103
7 1,146
Média 1,127 1,146 0,8434 1,341
DP 0,3185 0,2364 0,2287 0,3121
EPM 0,1425 0,1182 0,1023 0,118
Atl Musculo (expressao génica)
Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO0" | DT15L0O-/- +Cap
1 1 1,734 0,368 1,43
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2| 0,724 0,887 0,482 1,117
3| 0,605 1,057 0,565 1,786
4 0,98 1,684 0,552 1,745
5 1,23 0,757 1,699
Média | 0,8273 1,318 0,5448 1,555
DP 0,1943 0,377 0,142 0,2818
EPM ]0,09714 0,1686 0,06352 0,126
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Tabelas 11. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 14, quanto a expressdo génica de Agt e Atl no figado de camundongos Wt e

5LO" da secéo resultados parte II.

Agt Figado (expressao génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,619 2,202 1,553
2| 0,964 1,087 1,043 1,903
3| 0,585 1,114 2,058 2,01
4| 1,229 1,083 1,643 1,476
5| 0,624 0,688 1,757 2,124
Média |0,8804 0,9182 1,741 1,813
DP 0,2719 0,2432 0,45 0,285
EPM [0,1216 0,1087 0,2013 0,1274
Atl Figado (expressao génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,553 1,132 1,269
2| 0,932 0,949 0,998 1,27
3| 0,643 0,618 1,31 1,375
4| 1,295 1,084 1,16 0,937
5| 0,692 0,643 1,105 1,149
Média |0,9124 0,7694 1,141 1,2
DP 0,2625 0,2329 0,1126 0,1674
EPM [0,1174 0,1042 0,05037 0,07485
Agt Figado (expressdo génica)
Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO™ | DT1 5LO-/- +Cap
1 1 1,765 2,628 2,006
2| 1,787 2,66 1,603 2,437
3| 1,442 2,44 2,41 0,962
4] 1,424 1,341 1,288 2,049
5| 1,149 1,508 1,621 3,082
6 0,855 0,741
7 0,988 1,069
8 0,612
Média 1,36 1,943 1,501 1,764
DP 0,303 0,5797 0,7209 0,8663
EPM ]0,1355 0,2593 0,2549 0,3274




Atl Figado (expressdo génica)

Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT1 5LO-/- +Cap
1 1 1,71 1,638 1,748
2| 1,646 1,301 1,224 2,181
3| 1,328 1,866 2,593 1,183
4| 1,411 1,219 0,957 1,527
5| 0,988 1,914 1,187 2,579
Média | 1,275 1,602 1,52 1,844
DP 0,2815 0,3225 0,6482 0,5478
EPM |0,1259 0,1442 0,2899 0,245
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Tabelas 12. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 15, quanto a expressao génica de Insr, irsl, ampk e glut4 no musculo de
camundongos Wt e 5LO™" da secéo resultados parte II.

Insr Musculo (expressdo génica)
Animal| Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,874 0,664 1,819
2| 0,942 1,066 1,523 1,375
3| 0,905 0,913 1,488 2,677
4| 1,028 1,353 1,124 1,779
5| 0,631 0,473 1,458
Média | 0,9012 1,052 1,054 1,822
DP 0,1585 0,2174 0,4751 0,516
EPM 0,0709 0,1087 0,2125 0,2308
Irs1 Musculo (expressdo génica)
Animal| Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,96 0,124 2,484
2| 0,903 0,918 1,605 2,697
3| 0,99 0,737 1,492 1,384
4| 1,397 1,38 1,401
5| 0,745 0,114
6 0,29
Média 1,008 0,8717 0,8342 1,992
DP 0,2407 0,1185 0,7272 0,6971
EPM 0,1076 0,06842 0,2969 0,3486
Ampk Musculo (expressdo génica)
Animal| Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,813 0,121 0,76
2| 0,588 0,8 0,776 0,619
3| 0,546 0,797 0,709 0,987
4| 0,692 0,662 0,811 0,653
5| 0641 0,876 0,166 0,726
Média | 0,6934 0,7896 0,5166 0,749
DP 0,18 0,07819 0,3429 0,1444
EPM ]0,08049 0,03497 0,1534 0,06458




Glut4 Musculo (expressao génica)

Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,001 0,123 0,913
2| 0,783 1,036 1,188 0,596
3| 0,863 0,878 0,866 0,741
4| 0,932 1,011 0,922 1,138
5| 0,734 1,586 0,838

Media | 0,8624 1,102 0,7748 0,8452

DP 0,1079 0,2772 0,4566 0,2021

EPM ]0,04825 0,1239 0,2283 0,09037

Insr Musculo (expressdo génica)

Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO" | DT15LO-/- +Cap
1 1 1,307 0,381 1,819
2 0,86 1,407 0,297 1,018
3| 0,752 1,293 0,578 1,528
4| 1,362 1,363 0,979 1,808
5 1,415 2,064
6 1,345
7 0,962

Média | 0,9935 1,343 0,73 1,506

DP 0,2658 0,05257 0,4647 0,4205

EPM 0,1329 0,02629 0,2078 0,1589

Irs1 Musculo (expressdo génica)

Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO" | DT15LO-/- +Cap
1 1 1,079 0,527 2,478
2| 1,087 3,493 0,424 3,288
3| 1,456 1,518 0,899 2,569
4| 2,949 3,635 1,238 2,658
5| 2,636 1,49 1,38 1,727
6 0,941
7 1,285
8 1,999

Média 1,826 2,243 1,087 2,544

DP 0,9059 1,219 0,5056 0,5566

EPM 0,4051 0,5453 0,1788 0,2489
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Ampk Musculo (expressdo génica)

Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0O-/- +Cap

1 1 1,006 0,322 1,878
2| 0,908 1,379 0,14 2,494
3] 0,926 1,525 0,514 2,259
4| 1,935 1,505 0,636 1,857
5| 2,019 0,9 2,1
Média 1,358 1,486 0,9338 2,118
DP 0,5348 0,4488 1,096 0,2527
EPM 0,1691 0,1496 0,3466 0,0799

Glut4 Masculo (expressao génica)

Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO" | DT1 5LO-/- +Cap

1 1 1,008 0,266 0,929
2| 0,786 1,075 0,232 0,898
3] 0,644 1,109 0,445 0,881
4| 1,313 0,972 0,184 1,087
5| 1,509 0,227 0,938
6 0,24

Média 1,05 1,041 0,2657 0,9466

DP 0,3595 0,06226 0,09178 0,08179

EPM 0,1608 0,03113 0,03747 0,03658
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Tabelas 13. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM)
referentes a figura 16, quanto a expressdo proteéica de pAKT e pAMPK em musculos de
camundongos Wt e 5LO™ da secdo resultados parte II.

pAKT/HAKT Musculo
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 0,9 0,4 0 0,2
2 0,3 0,4 1.2 0,3
3 0,1 0,3 0,2 0,2
4 15 0,9 0,3 0,3
Média 0,7 0,5 0,425 0,25
DP 0,6325 0,2708 0,5315 0,05774
EPM 0,3162 0,1354 0,2658 0,02887
AMPK/AMPK Musculo
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1]0,079734| 0,1865116| 0,222152 0,4435484
210,154018 | 0,2368984 | 0,097222 0,3237113
31/0,190411| 0,1449704| 0,201655 0,119335
4/0,354875| 0,1623932| 0,028538 0,15875
5]0,125521 | 0,1322115
Média 0,1809 0,1726 0,1374 0,2613
DP 0,1053 0,04131| 0,09088 0,1503
EPM 0,04711 0,01848| 0,04544 0,07516
pAKT/MAKT Musculo
5LO" DT15LO
Animal | 5LO" +Cap - DT15LO-/- +Cap
1 0,3 0,2 0,1 0,1
2 0,8 0,9 0,5 0,5
3 0,2 0,5 0,1 0,1
4 0,4 0,2 0,2 0,2
Média 0,425 0,45 0,225 0,225
DP 0,263 0,3317 0,1893 0,1893
EPM 0,1315 0,1658| 0,09465 0,09465




AMPK/AMPK Musculo

5LO" DT15LO
Animal| 5LO" +Cap - DT1 5L0O-/- +Cap
110,089041| 0,1250836| 0,088889 0,2519573
210,176735]| 0,2975758| 0,489831 0,1223176
3| 0,3625| 0,1067416| 0,194521 0,1874419
410,208657 | 0,1854701| 0,139645 0,07504273
510,164706| 0,0714286| 0,139014 0,0513245
Média 0,2003 0,1573 0,2104 0,1376
DP 0,1007 0,08865 0,1606 0,08239
EPM 0,04504 0,03965 0,07183 0,03685
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Tabelas 14. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 17, quanto a expressao génica de Insr, irs1 e ampk no figado de camundongos
Wt e 5LO da secdo resultados parte I1.

Insr Figado (expressdo génica)
Animal| Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,781 0,967 0,956
2| 1,199 1,272 1,16 1,115
3| 0,886 0,92 1,323 1,242
41 1,209 0,984 1,016 0,796
5| 0,623 0,659 1,074 1,217
6 0,045 0,216
7 0,092
Média | 0,9834 0,9232 0,811 0,9237
DP 0,2434 0,2321 0,5201 0,3853
EPM 0,1089 0,1038 0,1966 0,1573
Irs1 Figado (expressao génica)
Animal| Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,683 0,431 1,065
2| 0,825 0,628 0,958 0,976
3| 0,748 0,546 0,792
4 1,44 0,817 0,974 0,617
5/ 0,684 0,671 0,084 0,97
6 0,098 0,198
Média | 0,9394 0,669 0,5562 0,7652
DP 0,3038 0,09863 0,4099 0,3605
EPM 0,1359 0,04411 0,1674 0,1612
Ampk Figado (expressao génica)
Animal| Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,09 0,75 0,826
2| 0,818 1,004 0,916 0,825
3 0,87 0,959 1,076 0,878
4| 0,921 1,375 0,929 0,933
5/ 0,664 0,763 0,978 0,951
6 0,05 0,131
7 0,056
Média | 0,8546 1,038 0,6793 0,7573
DP 0,126 0,2232 0,4387 0,3113
EPM |0,05633 0,09982 0,1658 0,1271

Insr Figado (expressao génica)




Animal | 5LO” |5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
1 1 1,664 0,861 1,244
2| 1,722 1,401 0,532 1,927
3] 1,331 0,732 0,651 0,866
4| 1,019 1,053 0,247 1,542
5| 0,554 0,309 1,757
6 0,157

Média 1,125 1,213 0,4595 1,467

DP 0,4335 0,4065 0,2692 0,422

EPM 0,1939 0,2032 0,1099 0,1887

Irs1 Figado (expressao génica)

Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
1 1 0,585 0,753 1,813
2| 1,324 1,049 0,388 1,393
3| 1,073 1,013 0,397 1,081
4 1,45 0,506 0,249 0,979
5 0,63 0,873 0,228 1,488
6 0,158

Média 1,095 0,8052 0,3622 1,351

DP 0,3179 0,2476 0,2131 0,3336

EPM 0,1422 0,1107 0,08701 0,1492

Ampk Figado (expressao génica)

Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
1 1 1,256 0,484 1,317
2| 1135 0,846 0,211 1,223
3| 1,275 1,298 0,279 0,765
4| 0,415 0,346 0,077 0,558
5| 0,274 0,417 0,104 1,031
6 0,062

Média | 0,8198 0,8326 0,2028 0,9788

DP 0,4474 0,4488 0,1615 0,316

EPM 0,2001 0,2007 0,06592 0,1413
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Tabelas 15. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 18, quanto a expressao protéica de pAKT e pAMPK no figado de camundongos
Wt e 5LO7 da secéo resultados parte I1.

pAKT/tAKT Figado
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 0 0 0 0
2 0,5 0,4 0,6 0,4
3 0,2 0,4 0,3 0,2
4 0,2 0,2 0,4 0,4
5 0,8 0,4 0,9 0,5
Media 0,34 0,28 0,44 0,3
DP 0,313 0,1789 0,3362 0,2
EPM 0,14 0,08 0,1503 0,08944
pAMPK/AMPK Figado
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1]5,719947| 12,67206| 16,78959 11,47826
211,879032| 1,295238| 4,824562 2,762864
3]11,900452 | 5,276243| 3,430657 4,68144
416,006849| 3,714286| 4,57931 3,261111
5]11,70984 7,6| 6,586345 8,684211
Media 5,443 6,112 7,242 6,174
DP 4,029 4,327 5,455 3,768
EPM 1,802 1,935 2,44 1,685
pAKT/tAKT Figado
5L0" | DT15LO
Animal | 5LO”" +Cap - DT1 5LO-/- +Cap
1 0 0 0 0
2 0,5 0,3 0,5 0,3
3 0,3 0,4 0,5 0,2
4 0,3 0,3 0,6 04
5 0,8 0,6 0,7 0,9
Média 0,38 0,32 0,46 0,36
DP 0,295 0,2168 0,2702 0,3362
EPM 0,1319 0,09695 0,1208 0,1503

pAMPK/AMPK Figado




5LO0" DT15LO
Animal | 5LO" +Cap - DT15L0O-/- +Cap
110,721519| 1,108108| 1,253012 1,42029
2 6,8 6 6,3 4,5
3 2,9 3,1 2 2,5
4 44 55 10,3 6,7
Média 4,143 4,065 4514 3,762
DP 2,421 1,986 3,77 2,016
EPM 1,083 0,8883 1,686 0,9016
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Tabelas 16. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 19, quanto a expressdo génica de beclinl, atg5, atg7, atgl2, atgl4 e Ic3 no
musculo de camundongos Wt e 5LO" da secéo resultados parte 11.

Beclinl Musculo (expressdo génica)
Animal| Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,988 0,461 3,332
2| 0,877 1,055 2,441 1,932
3| 0,671 0,893 2,433 2,465
4| 1,011 2,152 2,832 2,774
5/ 0,715 2,837
Média | 0,8548 1,272 2,042 2,668
DP 0,1576 0,5904 1,07 0,5157
EPM |0,07046 0,2952 0,5351 0,2306
Atg5 Musculo (expressdo génica)
Animal| Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,832 0,41 3,312
2| 1,158 1,064 2,626 2,886
3] 0,722 0,851 2,694 2,918
4| 1,308 2,681 2,452 2,375
5/ 0,684
Média | 0,9744 1,357 2,046 2,873
DP 0,271 0,8889 1,095 0,3842
EPM 0,1212 0,4445 0,5475 0,1921
Atg7 Musculo (expressdo génica)
Animal| Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,027 1,042 2,867
2| 1,046 1,252 2,025 1,807
3| 1,277 0,985 2,574 2,458
4 1,144 1,767 2,044 3,451
5| 0,762 2,286
Média 1,046 1,258 1,921 2,574
DP 0,1909 0,3592 0,639 0,6204
EPM |0,08536 0,1796 0,3195 0,2775

Atg12 Musculo (expressdo génica)




Animal| Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,106 0,263 3,249
2| 1,217 1,313 2,463 1,692
3| 0,873 0,995 2,687 2,22
4| 1,339 2,497 2,238 2,703
5| 0,697 0,138 2,069
6 0,518

Média 1,025 1,478 1,385 2,387

DP 0,2583 0,6922 1,196 0,6031

EPM 0,1155 0,3461 0,4882 0,2697

Atg14 Musculo (expressdo génica)

Animal| Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,98 0,987 4,961
2| 0,893 1,314 3,967 3,22
3] 0,719 0,947 4,493 5,049
4| 1,022 2,996 4,051 5124
5| 0,704 5,253

Média | 0,8676 1,559 3,375 4,721

DP 0,1507 0,9721 1,608 0,8461

EPM 0,0674 0,486 0,8042 0,3784

Lc3 Musculo (expressdo génica)

Animal| Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,776 1,171 4,451
2| 0,661 0,967 3,179 3,245
3| 0,605 0,848 3,681 3,909
4| 0,906 2,924 3,697 4,357
5| 0,692 4,023

Média | 0,7728 1,379 2,932 3,997

DP 0,1707 1,033 1,198 0,4769

EPM |0,07634 0,5166 0,5992 0,2133

Beclinl Musculo (expressdo génica)
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Animal | 5LO” |5LO"+Cap |DT15L0O" | DT15L0O-/- +Cap
1 1 1,495 0,34 1,685
2| 0,861 1,311 0,288 1,885
3| 0,782 1,625 0,626 2,885
4| 1,716 2,466 2,647 1,802
5| 2,167 1,53 2,942 2,048
Média 1,305 1,685 1,369 2,061
DP 0,6074 0,451 1,312 0,4792
EPM 0,2716 0,2017 0,5868 0,2143
Atg5 Musculo (expressdo génica)
Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
1 1 1,701 0,283 1,681
2| 0,698 1,281 0,279 1,651
3] 0,619 1,636 0,675
4| 1,699 1,966 2,927 1,746
5 2,883 1,621
Média 1,004 1,646 1,409 1,675
DP 0,4916 0,2821 1,375 0,05344
EPM 0,2458 0,1411 0,6148 0,02672
Atg7 Musculo (expressdo génica)
Animal | 5LO" |5LO"+Cap|DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
1 1 1,804 0,308 0,91
2| 0,752 1,215 0,326 0,911
3| 0,513 1,212 0,616 1,48
4 1,29 1,413 1,928 1,062
5 2,049 1,86 1,083
Média | 0,8888 1,539 1,008 1,089
DP 0,3333 0,3735 0,8187 0,2331
EPM 0,1667 0,167 0,3661 0,1043
Atg12 Musculo (expressdo génica)
Animal | 5LO" |5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0-/- +Cap
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1 1 1,608 0,314 1,567
2| 0,803 1,006 0,415 1,846
3| 0,738 1517 0,596 3,417
41 1,597 2,132 0,928 1,726
5 1,177 2,192
6 1,251 1,097
7 1,384
Média 1,035 1,566 0,7802 1,89
DP 0,3912 0,4612 0,3964 0,7573
EPM 0,1956 0,2306 0,1618 0,2862
Atg14 Musculo (expressdo génica)
Animal | 5LO" |5LO"+Cap |DT15L0O" | DT15L0-/- +Cap
1 1 1,93 0,495 2,009
2| 0,976 1,559 0,493 1,821
3| 0,718 1,983 1,013 2,617
4| 1,615 2,334 4,669 2,388
5/ 2,109 1,557 4,418
Média 1,284 1,873 2,218 2,209
DP 0,567 0,3265 2,136 0,3601
EPM 0,2536 0,146 0,9551 0,1801
Lc3 Musculo (expressdo génica)
Animal | 5LO" |5LO"+Cap |DT15L0O" | DT15L0-/- +Cap
1 1 1,415 0,405 1,401
2] 1,076 1,833 0,351 1,295
3 0,73 1,089 0,752 2,149
4 1,928 1,974 1,401
5| 1,857 1,668 1,463
Média 1,318 1,596 0,5027 1,542
DP 0,5404 0,3514 0,2176 0,3448
EPM 0,2417 0,1572 0,1256 0,1542

157



158

Tabelas 17. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 20, quanto a expressdo protéica de pmTOR e LC3 em mausculos de
camundongos Wt e 5LO" da secéo resultados parte 11.

pmTOR/mMTOR Musculo
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1]0,445238| 0,2527607 | 0,203462 0,3678261
2(1,318777| 1,082902| 1,263158 1,284238
310,317434| 0,3230579| 0,418033 0,3678899
410,782946| 0,6734104 | 0,786585 0,9777778
5]0,184956 | 0,2399554| 0,211268 0,2095344
Média 0,6099 0,5144 0,5765 0,6415
DP 0,4543 0,3636 0,4509 0,4644
EPM 0,2032 0,1626 0,2017 0,2077
LC3/TBP Musculo
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap

1]0,245442| 0,269168| 1,064677 0,4424
210,637224 | 0,5943878| 0,720222 1,027907
3]/0,197137| 0,2936858| 0,23152 0,2883939
410,453913| 0,795122| 1,384906 1,299771
5]0,042395| 0,0414676| 0,052194 0,060799
Média 0,3152 0,3988 0,6907 0,6239
DP 0,2325 0,2962 0,557 0,5202
EPM 0,104 0,1325 0,2491 0,2327

pmTOR/MTOR Musculo

5LO" DT15LO
Animal| 5LO" +Cap - DT1 5L0O-/- +Cap
1]0,365325| 0,282906| 0,240061 0,2866667
2[1,450237| 1,589655| 1,547101 1,466843
3]/0,335329| 0,269103| 0,344538 0,378628
411,102975| 0,9905363| 1,00692 1,015748
5]0,256915| 0,2563636| 0,284286 0,2668919
Média 0,7022 0,6777 0,6846 0,683
DP 0,54 0,5979 0,5747 0,5357
EPM 0,2415 0,2674 0,257 0,2396

LC3/TBP Musculo




5LO0" DT15LO
Animal | 5LO" +Cap - DT15L0O-/- +Cap
1| 0,41252 0,384| 0,613309 0,1573248
2| 1,08718| 1,934169| 0,683623 1,209023
310,258416| 0,2662602| 0,630901 0,3232462
410,481113| 0,4930939| 0,494506 1,017143
510,023587| 0,0572755| 0,060769 0,05433912
Média 0,4526 0,627 0,4966 0,5522
DP 0,3959 0,7484 0,2533 0,5253
EPM 0,177 0,3347 0,1133 0,2349
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Tabelas 18. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 21, quanto a expressdo génica de beclinl, atg5, atg7, atgl2, atgl4 e Ic3 no
figado de camundongos Wt e 5LO” da se¢éo resultados parte II.

Beclinl Figado (expressdo génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,68 0,77 1,377
2| 1,024 1,115 0,703 1,347
3| 0,482 1,418 1,393 1,937
4] 1,196 1,515 0,973 1,043
5| 0,465 0,703 1,318 1,666
Média |0,8334 1,086 1,031 1,474
DP 0,3372 0,3894 0,3132 0,34
EPM [0,1508 0,1742 0,1401 0,1521
Atg5 Figado (expressdo génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,348 0,888 1,232
2| 0,815 0,758 0,529 1,152
3| 0,229 0,869 1,41 1,541
4] 1,161 1,253 0,948 0,828
5| 037 0,473 1,645 1,616
Média | 0,715 0,7402 1,084 1,274
DP 0,4017 0,3553 0,4433 0,3177
EPM [0,1796 0,1589 0,1982 0,1421
Atg7 Figado (expressdo génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,628 0,748 1,131
2| 0,973 1,039 0,738 1,169
3| 0,405 1,133 1,568 1,187
4| 1,127 1,088 1,024 1,194
5| 0,488 0,709 1,453 1,511
Média |0,7986 0,9194 1,106 1,238
DP 0,328 0,2332 0,3886 0,1543
EPM |0,1467 0,1043 0,1738 0,06902

Atg12 Figado (expressao génica)




Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,57 1,384 1,652
2| 0,992 1,101 0,713 2,273
3| 0,357 1,252 1,673 2,632
4| 1,224 1,355 1,026 1,28
5| 0,429 0,663 1,608 2,319
Média |0,8004 0,9882 1,281 2,031
DP 0,3842 0,3527 0,4058 0,5501
EPM [0,1718 0,1577 0,1815 0,246
Atgl4 Figado (expressao génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,475 1,706 2,842
2| 1,492 1,963 0,799 2,592
3| 0,342 1,996 1,551 4,354
4| 0,906 1,157 1,123 1,58
5| 0,332 0,446 1,994 3
Média |0,8144 1,207 1,435 2,874
DP 0,4893 0,7602 0,4747 0,9951
EPM 10,2188 0,34 0,2123 0,445
Lc3 Figado (expressdo génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,059 1,133 0,981
2| 1,096 0,977 0,887 1,343
3| 0,637 1,845 1,073 1,68
4| 1,212 1,41 1,153 0,883
5| 0,717 0,949 1,112 1,384
Média |0,9324 1,248 1,072 1,254
DP 0,2466 0,3812 0,1074 0,3234
EPM [0,1103 0,1705 0,04801 0,1446
Beclinl Figado (expressdo génica)
Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0O-/- +Cap
1 1 2,655 1,969 2,112
2| 1,887 2,23 1,157 2,641
3| 0,943 2,967 2,048 1,112
4] 0,786 1,017 0,598 1,869
5 1,062 0,926 3,227
Média | 1,154 1,986 1,34 2,192
DP 0,497 0,9031 0,6427 0,7984
EPM 10,2485 0,4039 0,2874 0,3571
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Atg5 Figado (expressdo génica)

Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15L0O" | DT15L0-/- +Cap
1 1 3,267 2,345 2,835
2| 2,611 2,748 0,955 3,559
3| 1,973 3,316 2,269 2,019
4| 1,054 1,003 0,482 3,623
5| 0,765 1,37 0,923
Média | 1,481 2,341 1,395 3,009
DP 0,7819 1,085 0,8539 0,7505
EPM | 0,3497 0,4851 0,3819 0,3753
Atg7 Figado (expressdo génica)
Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT1 5L0O-/- +Cap
1 1 2,854 1,623 1,655
2| 2,199 1,735 1,025 2,922
3| 2,345 3,27 1,99 2,266
4| 1,319 1,197 0,972 2,924
5| 0,885 1,486 1,26
Média 1,55 2,108 1,374 2,442
DP 0,6803 0,9031 0,4295 0,6091
EPM |0,3042 0,4039 0,1921 0,3046
Atg12 Figado (expressao génica)
Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0O-/- +Cap
1 1 3,083 2,62 4,083
2| 2,551 3,118 1,635 4,424
3| 2,049 3,317 2,71 2,991
4| 1,221 1,404 0,944 5,238
5| 1,019 1,763 1,168
Média | 1,568 2,537 1,815 4,184
DP 0,6968 0,8841 0,8153 0,9313
EPM |0,3116 0,3954 0,3646 0,4657
Atgl14 Figado (expressao génica)
Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT15L0O-/- +Cap
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1 1 1,968 1,771 2,635
2| 1,745 3,26 1,123 4,313
3| 1,838 3,405 0,591 3,084
4| 0,705 1,169 1,018
5| 1,033 1,354
Média | 1,264 2,231 1,126 3,344
DP 0,4991 1,049 0,4878 0,8687
EPM 10,2232 0,4692 0,2439 0,5015
Lc3 Figado (expressao génica)
Animal | 5LO" | 5LO"+Cap | DT15LO" | DT1 5L0O-/- +Cap
1 1 1,804 1,717 1,686
2| 1,553 1,639 1,119 14
3| 1,466 1,974 1,572 1,177
4| 0,989 0,769 0,619 1,406
5| 0,644 1,038 0,848 2,389
Média 1,13 1,445 1,175 1,612
DP 0,3758 0,517 0,4665 0,4706
EPM 0,168 0,2312 0,2086 0,2105
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Tabelas 19. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 22, quanto a expresséo protéica de pmTOR e LC3 no figado de camundongos
Wt e 5LO7 da secdo resultados parte I1.

pmTOR/mTOR Figado
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1]0,883991| 0,9184549| 0,843931 0,9463244
210,363793 | 0,3468468 | 0,363545 0,3716143
3]11,489511| 1,441718| 1,605096 1,45045
40,245098 | 0,2348337| 0,281553 0,2552693
5]12,819048| 2,758621| 2,615385 2,449541
Media 1,16 1,14 1,142 1,095
DP 1,05 1,026 0,9773 0,8961
EPM 0,4695 0,4587 0,4371 0,4007
LC3/TBP Figado
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap

1]0,135473| 0,1906977| 0,194813 0,07751196
210,162963 0,156 | 0,064591 0,1577778
3]0,056786 | 0,0482072| 0,035103 0,05702128
4/0,023002| 0,034087| 0,323024 0,03151928
5]0,214925| 0,1991215 0,3026585
Media 0,1186 0,1256 0,1544 0,1253
DP 0,07825| 0,07895 0,1321 0,1098
EPM 0,03499 0,03531| 0,06606 0,04912

pmTOR/mTOR Figado

5L0" | DT15LO
Animal | 5LO" +Cap - DT15LO-/- +Cap
1]0,964103| 1,017591| 1,095238 0,8919289
210,417752 | 0,6559379| 0,481553 0,4086093
311576271 | 1,552632| 1,476415 1,465625
4| 0,29899| 0,2958258| 0,306889 0,2749004
5]2,660152 2,68 2,90625 2,622739
Media 1,183 1,24 1,253 1,133
DP 0,9685 0,9292 1,037 0,9551
EPM 0,4331 0,4155 0,4636 0,4272

LC3/TBP Figado




5LO0" DT15LO
Animal | 5LO" +Cap - DT15L0-/- +Cap
110,066713| 0,0814485| 0,088889 0,06465296
210,167217| 0,2307692| 0,127676 0,04679145
310,043548| 0,056579| 0,029058 0,03081081
410,076489 | 0,0600559| 0,084236 0,05953307
510,412281| 0,3342246| 0,160334 0,1851852
Média 0,1532 0,1526 0,09804 0,07739
DP 0,1522 0,1244 0,04948 0,06166
EPM 0,06808 0,05565 0,02213 0,02757
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Tabelas 20. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da média (EPM) referentes a figura 23, na caracterizagdo do
modelo de DT1 de acordo com a glicemia e peso da secdo resultados parte 111.

Peso ()

Day Wt Média DP EPM

0| 332] 31,8] 30,9| 30| 31,1] 30| 298 30,97143 1,220266 0,461217

15| 33/ 319| 31| 304]| 315] 30,4 30,2 31,2 1,011599 0,382349

45| 326| 341] 31,3| 31,2| 316] 30,2| 30,6 31,65714 1,318909 0,498501
Day Captopril Média DP EPM

0| 31,3] 304| 30| 30,8] 28,8| 29,9| 30,1 30,18571 0,78619 0,297152

15| 30,8| 30,2| 30,4| 30,1 29,8| 30,6 30,8 30,38571 0,37607 0,142141

45| 31| 30| 31,1 30,9] 29,6] 29,6| 31,1 30,47143 0,706433 0,267007
Day DT1 Média DP EPM
0| 28,8| 28,6| 28,2| 28,4| 31,8| 29,2| 29,8 28,6 28 28,8| 28,1| 28,9 28 28,86154 1,020244 0,282965
15| 234| 22,7| 24| 23,6| 26,2| 23,6| 22,8 22,5 22,1 23,5| 23,6| 233 22,6 23,37692 1,013372 0,281059
45| 27,8| 27,2| 22,7| 26,9| 29,8| 285| 27 20,7 22,4 22,2] 20,1] 21,2 20,8 24,40769 3,481968 0,965724
Day DT1+Captopril Média DP EPM

0| 30| 284 28/4| 28,2| 279| 27,8| 28,1 28,4 28,7 284 274 28 28,30833 0,635979 0,183591

15| 258| 24,2 22,9| 23,7| 23,6| 22,5| 24,3 25,7 22,7 243| 23,2| 22,7 23,8 1,111919 0,320983

45| 256| 22,6| 236 244| 235]| 20,9| 16,1 26,8 22,2 242 21,7] 21,2 22,73333 2,732076 0,788683

Glicemia (mg/dL)

Day Wt Média DP EPM

15| 130| 129| 132| 126| 128| 131| 134 130 2,645751 1

45| 132| 134| 130| 134| 136| 133| 130 132,7143 2,21467 0,837067
Day Captopril Média DP EPM

15| 148| 143| 156| 152| 146| 140| 135 145,7143 7,134757 2,696685

45| 143| 140| 152| 148] 138| 149| 137 143,8571 5,871643 2,219272
Day DT1 Média DP EPM
15| 511| 525| 518| 503| 507 | 490 489 409 592 492 | 544| 504 457 503,1538 42,65139 11,82937
45| 531| 521| 600| 553| 600| 438| 580 600 600 600| 461| 477 429 537,6923 66,50612 18,44548
Day DT1+Captopril Média DP EPM

15| 600| 587| 500| 567| 538| 541| 543 533 549 549 | 420| 553 540 45,65881 13,18056

45| 600| 535| 555| 600| 600| 430| 572 553 534 457 | 528| 510 539,5 54,19577 15,64497
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Tabelas 21. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 24, quanto a dosagem de IL-6, leptina, resistina, triglicerideos, adiponectina e
NEFA no plasma de camundongos DT1 da secédo resultados parte 111.

IL-6 (pg/mL)
Animal Wi Cap DT1 | DT1+Cap
1 66 88 34 26
2 81 25 50,5 25
3 31 25 26 34
4 33 25 38,5 29
5 28 25 86 31
6 67 58 96
Média 47,8 42,5| 48,83 40,17
DP 2412 2791 21,52 27,55
EPM 10,79 114| 8,787 11,25
Leptina (pg/mL)
Animal Wi Cap DT1 | DT1+Cap
1 3096,5 703 337 155
2 800 587 159 177
3 1301,5 841 177 124
4 1754,5 622 169 131
5 1298 429 186,5 128
6 198 123
Média 1650 636,4| 2044 139,7
DP 876,2 151,6 66,35 21,74
EPM 3919, 6781 27,09 8,876
Resistina (pg/mL)
Animal Wi Cap DT1 | DT1+Cap
1 3644 6326 2836 21035
2 5185 4595| 2410,5 2167
3 6512 3151 1726 2728
4 6406 3377 2300 1298
5 7025,5 3385| 57185 2457
6 4959 | 70045 1707 1285
7 3529 2410
Média 5622 4640 2890 2064
DP 1259 1663 1399 565,8
EPM 513,8| 678,8 528,8 2139

Insulina (pg/mL)




Animal Wi Cap DT1 | DT1+Cap
1 1059,5 1918 165 40
2 1447| 7215 24 38
3 282 971 83 46,5
4 994 889 29 38
5 2389 724 63 29
6 338| 5705 246 26
7 144 32
Média 1085| 965,7 107,7 35,64
DP 780,2| 4872 81,17 7,052
EPM 3185/ 1989| 30,68 2,665
Triglicerideos (pg/mL)
Animal Wi Cap DT1 | DT1+Cap
1 53,666 77,89| 11553| 167,301
2 42,505| 48,086 | 151,212 176,326
3 54,319| 62,572| 72,16 209,844
4 51,232| 44,791| 49,51| 128,473
5 68,984 | 41347| 58594 102,795
6 47,937| 41,169| 64,086 65,392
7 51,024| 47,551| 68,895 50,757
8 206,337 | 145,067
Média 52,81| 5192 98,29 130,7
DP 8,167 1354| 5535 55,2
EPM 3,087 5,117 19,57 19,52
Adiponectina (pg/mL)
Animal Wi Cap DT1 | DT1+Cap
1 9,394 | 13,8955| 9,4576| 13,29805
2| 10,33675| 12,9247 | 11,549 15,4729
3| 12,0475| 12,3572 11,4031 15,735
4| 16,2888 11,2866 | 11,7099 | 12,70535
5| 19,06405| 10,0756 13,6883
Média 1343 1211 11,04 14,18
DP 4,114 1477| 0,9146 1,349
EPM 1,84| 0,6607| 0,409 0,6035
NEFA (pg/mL)
Animal | wt Cap | DT1 | DT1+Cap
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1| 178,474 276,761 | 257,348 | 292,388
2 134,18 | 258,873 | 429,078 | 325,962
3| 209,814 | 178,237 | 310,968 | 268,432
4| 187,272 244,745| 235,064 | 331,506
5 198,221
Média 177,4| 2314 3081 304,6
DP 31,71 41,59 86,71 29,65
EPM 15,86 18,6 43,35 14,83
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Tabelas 22. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 25, quanto a expressdo génica de Agt e Atl no musculo de camundongos DT1
e obesos da secdo resultados parte 111.

Agt Musculo (expressao génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,198 1,358 1,874
2| 1161 1,409 1,387 1,352
3| 0,879 1,079 1,733 1,711
4| 0,859 1,424 1,768 1,8
5 0,93 1,209 0,949 1,086
Média | 0,9658 1,264 1,439 1,565
DP 0,122 0,1485 0,3332 0,3342
EPM ]0,05454 0,06642 0,149 0,1495
Atl Musculo (expressao génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,127 0,632 1,54
2| 1,049 0,572 0,737 0,932
3| 0,717 0,608 0,486 1,959
4| 0,601 0,414 0,652 0,885
5| 0,768 0,451 1,919
6| 0,473
Média 0,768 0,6803 0,5916 1,447
DP 0,2237 0,3095 0,1197 0,5183
EPM ]0,09134 0,1548| 0,05354 0,2318
Agt Musculo (expressao génica)
Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 1,639 0,75 2,148
2 1,279 1,094 1,1 1,477
3| 1,472 1,338 1,802 1,225
41 1,762 1,67 1,012 1,726
5| 1,485 1,639 0,758 1,675
6| 1,943 1,188 2,485
Média 1,49 1,428 1,084 1,789
DP 0,3359 0,2549 0,4298 0,4573
EPM 0,1371 0,1041 0,1922 0,1867

Atl Musculo (expressao génica)




Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 1,244 0,954 1,311
2| 1474 1,036 1,069 1,518
3 0,81 1,416 1,658 1,346
4| 1,268 1,275 1,627 1,324
5| 1,795 1,171 1,134 1,535
6 1,194 0,749

Média 1,269 1,223 1,199 1,407

DP 0,3879 0,1256 0,3681 0,1101

EPM 0,1735 0,05129 0,1503 0,04926
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Tabelas 23. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 26, quanto a expressao génica de Agt e Atl no figado de camundongos DT1 e

obesos da secdo resultados parte I11.

Agt Figado (expressdo génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,106 1,044 1,496
2| 1,033 1,053 1,969 1,947
3| 1,149 1,543 1,426 2,126
4| 1,633 1,381 2,011 2,027
5 1,15 1,447 1,16 2,183
Média 1,193 1,306 1,522 1,956
DP 0,2551 0,2155 0,4494 0,2726
EPM 0,1141 0,09635 0,201 0,1219
Atl Figado (expressdo génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,654 1,073 4,114
2| 0,934 0,959 2,051 3,608
3| 0,825 1,346 1,614 2,907
4| 1,638 2,752 2,775 3,104
5| 1,213 1,469 1,524 4,139
Média 1,122 1,636 1,807 3,574
DP 0,3213 0,6738 0,6428 0,5652
EPM 0,1437 0,3013 0,2875 0,2528
Agt Figado (expressdo génica)
Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,712 0,662 0,764
2| 1,074 0,505 0,864 0,483
3| 1554 0,83 0,685 1,051
4| 0,973 0,553 0,534 0,569
5| 0,906 0,986 0,483 0,991
6| 0,918 0,722 0,577 0,515
Média 1,071 0,718 0,6342 0,7288
DP 0,2444 0,1772 0,1359 0,2472
EPM 10,09976 0,07235| 0,05548 0,1009

Atl Figado (expressdo génica)




Animal| HFD | Agt-Tg HFD |HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,512 0,81 0,804
2 1,08 0,651 1,138 0,631
3 1,53 0,915 0,66 0,837
4| 1,093 0,796 0,577 0,819
5| 1,049 0,941 0,737 0,986
6| 0,946 0,684 0,549 0,62
Média 1,116 0,7498 0,7452 0,7828
DP 0,2098 0,1653 0,2157 0,1382
EPM ]0,08565 0,06748| 0,08805 0,05643
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Tabelas 24. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 27, quanto a expressdo génica de Insr, irsl, ampk e glut4 no masculo de
camundongos DT1 e obesos da secdo resultados parte I1I.

Insr Musculo (expressdo génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,014 0,835 1,121
2| 0,838 0,584 0,993 1,698
3| 0,893 0,777 0,75 0,978
4 0,69 0,641 0,964 1,589
5 0,582
Média | 0,8553 0,754 0,8248 1,347
DP 0,1291 0,1913 0,1676 0,3507
EPM |0,06454 0,09565| 0,07494 0,1754
Irs1 Musculo (expressdo génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,142 0,81 1,513
2| 0,995 1,762 0,676 1,409
3| 0,977 0,704 0,517 1,702
4| 1,452 1,029 0,595 1,026
5/ 0,783 0,889 0,42
Média 1,041 1,105 0,6036 1,413
DP 0,2467 0,4019 0,1493 0,2848
EPM 0,1103 0,1798| 0,06676 0,1424
Ampk Musculo (expressdo génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,199 1,484 1,907
2 1,052 1,186 1,187 1,428
3] 0,928 1,136 1,141 1,492
4 1,12 1,098 1,624 1,697
5/ 0,984 1,136 1,077 1,414
Média 1,017 1,151 1,303 1,588
DP 0,07269 0,04119 0,238 0,2114
EPM 0,03251 0,01842 0,1064 0,09453

Glut4 Musculo (expressao génica)




Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,964 0,502 0,492
2| 1,249 0,987 0,559 0,263
3| 0,757 0,641 0,431 0,555
4| 0,782 0,504 0,347 0,355
5 0,281

Média 0,947 0,774 0,424 0,4163

DP 0,229 0,2395 0,1126 0,1319

EPM 0,1145 0,1197| 0,05037 0,06597

Insr Musculo (expressdo génica)

Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 1,667 1,466 1,956
2| 1,319 1,165 1,624 1,679
3| 1541 1,572 2,486 1,219
4| 2,212 1,375 1,704 1,805
5| 1,834 1,381 1,006 1,582
6| 2,024 1,486 2,224

Média 1,655 1,441 1,657 1,744

DP 0,4546 0,1757 0,5364 0,3421

EPM 0,1856 0,07174 0,2399 0,1397

Irs1Musculo (expressdo génica)

Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,895 2,659 3,507
2 1,56 1,272 2,029 2,089
3| 1619 1,502 2,459 1,961
4| 1,318 1,993 3,119 2,085
5| 1,766 1,648 1,863 2,089
6 2,019

Média 1,453 1,462 2,426 2,292

DP 0,3002 0,411 0,5025 0,5976

EPM 0,1342 0,1838 0,2247 0,244

Ampk Musculo (expressdo génica)

Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap| Agt-Tg HFD+Cap
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1 1 2,996 1,906 2,125
2| 2,434 2,022 1,801 2,588
3 1,83 2,637 1,319 1,948
4 3,21 1,566 3,076 2,083
5| 1,881 2,271 2,154 1,89
6| 3,628 2,409 1,803 2,174
Média 2,331 2,317 2,01 2,135
DP 0,9686 0,495 0,5885 0,2468
EPM 0,3954 0,2021 0,2403 0,1008
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Tabelas 25. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo
referentes a figura 28, quanto a expressdo protéica de pAKT e pAMPK
camundongos DT1 e obesos da secdo resultados parte I1I.

pAKT/tAKT Musculo
Animal Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 0,4 0,5 0,2 0,2
2 0,3 0,3 0,5 0,5
3 0,2 0,3 0,1 0,1
4 0,2 0,4 0,3 0,3
Média 0,275 0,375 0,275 0,275
DP 0,09574 0,09574 0,1708 0,1708
EPM 0,04787 0,04787| 0,08539 0,08539
pAMPK/AMPK Musculo
Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1[0,209489 | 0,2295359| 0,187063 0,237156
210,212044| 0,4227488| 0,262633 0,4609666
310,187234 | 0,07567567| 0,121552 0,3910828
4 0,14| 0,06666667 | 0,106306 0,2034446
5 0,2449275
Média 0,1872 0,1987 0,1694 0,3075
DP 0,03338 0,167| 0,07136 0,1121
EPM 0,01669 0,08352| 0,03568 0,05011
pAKT/tAKT Musculo
Agt-Tg
Animal| HFD HFD HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 0 0,1 0,1 0,1
2 0,6 0,6 11 0,9
3 0,3 0,7 0,5 0,8
4 0,1 0,1 0,1 0
5 0,1 0,1 0,1 0,1
Média 0,22 0,32 0,38 0,38
DP 0,2387 0,3033 0,4382 0,4324
EPM 0,1068 0,1356 0,196 0,1934

pAMPK/AMPK Musculo

177

da média (EPM)
em musculos de



Agt-Tg
Animal| HFD HFD HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1]0,039706 | 0,01036745| 0,242953 0,1502415
211612121 1,371287| 1,018957 0,341853
3/1,208333 1,216981| 0,41958 0,8600823
410,207345| 0,1666667 | 0,309598 0,1297727
5/0,175708 | 0,3268608 0,2336066
Média 0,6486 0,6184 0,4978 0,3431
DP 0,7125 0,6293 0,355 0,3008
EPM 0,3187 0,2814 0,1775 0,1345
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Tabelas 26. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 29, quanto a expressao génica de Insr, irs1 e ampk no figado de camundongos
DT1 e obesos da se¢do resultados parte I11.

Insr Figado (expressao génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,314 1,339 2,042
2| 1,145 1,175 1,899 2,143
3| 1,239 1,612 1,628 1,934
4| 2,228 2,167 1,949 2,002
5| 1,356 1,611 1,981 2,549
Média | 1,394 1,576 1,759 2,134
DP 0,4843 0,3812 0,2732 0,244
EPM 10,2166 0,1705 0,1222 0,1091
Irs1 Figado (expressao génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 3,086 2,277 3,644
2| 097 1,98 2,387 3,338
3| 0,889 3,078 2,97 4,497
4| 2,145 3,479 2,428 4,656
5| 1,816 2,163 4,965
Média | 1,364 2,757 2,516 4,22
DP 0,5761 0,6498 0,3096 0,6949
EPM |0,2576 0,2906 0,1548 0,3108
Ampk Figado (expressao génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,797 1,755 1,845
2| 1,262 2,012 2,644 2,086
3| 1,736 2,616 1,984 1,779
4| 1,931 2,765 1,881 2,146
5 2,424 2,166 2,443
Média | 1,482 2,323 2,086 2,06
DP 0,4269 0,4077 0,3463 0,2646
EPM [0,2135 0,1823 0,1549 0,1183

Insr Figado (expressao génica)




Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,537 0,658 0,672
2| 1179 0,63 0,715 0,416
3] 173 1,072 0,508 0,678
4| 1,082 0,684 0,545 0,616
5| 0,993 1,026 0,612 0,787
6| 1,021 0,723 0,522 0,472
Média | 1,168 0,7787 0,5933 0,6068
DP 0,2842 0,219| 0,08251 0,1389
EPM 0,116 0,0894| 0,03368 0,0567
IrslFigado (expressao génica)
Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,946 0,911 1,35
2| 1421 1,399 1,036 0,52
3| 2,509 1,293 0,742 1,279
4| 2,332 1,19 0,558 0,799
5| 1,191 1,094 0,807 1,524
6| 1,478 1,011 0,797 0,551
Média | 1,655 1,156 0,8085 1,004
DP 0,6194 0,172 0,161 0,4353
EPM |0,2529 0,07022| 0,06572 0,1777
Ampk Figado (expressao génica)
Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 1,093 0,361 0,642
2| 1313 0,829 0,461 0,269
3| 2,534 1,227 0,634 0,751
4| 1,352 0,585 0,287 0,465
5| 1,199 1,246 0,415 0,649
6 2,9 1,737 0,519 0,373
Média | 1,716 1,12 0,4462 0,5248
DP 0,7932 0,3949 0,122 0,1857
EPM |0,3238 0,1612| 0,04979 0,0758
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Tabelas 27. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 30, quanto a expressao protéica de pAKT e pAMPK no figado de camundongos
DT1 e obesos da se¢do resultados parte I11.

pAKT/tAKT Figado
Animal Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 0 0 0,1 0,1
2 0,5 0,5 0,6 0,4
3 0,3 0,4 0,8 0,3
4 0,2 0,4 0,3 0,3
5 0,8
Média 0,25 0,325 0,45 0,38
DP 0,2082 0,2217 0,3109 0,2588
EPM 0,1041 0,1109 0,1555 0,1158
pAMPK/AMPK Figado
Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1]6,615776 5,252388 | 7,672514 6,483871
2| 0,97769 1,824561| 1,035503 0,6648352
3| 2,7393 6,107784 | 6,024518 3,715596
410,758865 2,361842| 1,333333 0,6693227
5 14,5 10,40816 | 5,701357 8,78125
Média 5,118 5,191 4,353 4,063
DP 5,746 3,442 2,99 3,581
EPM 2,57 1,539 1,337 1,602
pAKT/tAKT Figado
Agt-Tg
Animal| HFD HFD HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 0,1 0,2 0,2 0,1
2 0,6 1,6 1,7 13
3 0,1 0,2 0,1 0,1
4 0,3 0,3 0,2 0,2
Média 0,275 0,575 0,55 0,425
DP 0,2363 0,685 0,7681 0,5852
EPM 0,1181 0,3425 0,3841 0,2926

pAMPK/AMPK Figado




Agt-Tg
Animal| HFD HFD HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1]2,193182 2,262195| 2,005848 1,949367
2|3,778751 2,806818 | 3,299712 1,200837
3/0,419149| 0,4617414| 0,265038 0,163752
410,423913| 0,5703971| 0,345378 0,5631263
Média 1,704 1,525 1,479 0,9693
DP 1,616 1,187 1,455 0,7806
EPM 0,8079 0,5936 0,7275 0,3903
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Tabelas 28. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 31, quanto a expressdo génica de beclinl, atg5, atg7, atgl2, atgl4 e Ic3 no
musculo de camundongos DT1 e obesos da secéo resultados parte I11.

Beclinl Musculo (expressdo génica)
Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,147 0,998 1,376
2| 0,956 0,604 0,922 1,46
3| 0,989 0,824 0,987 1,222
4 0,72 0,725 0,679 1,392
5| 0,652
6| 0,702
Média | 0,8365 0,825 0,8965 1,363
DP 0,1612 0,2328 0,1488 0,1005
EPM ]0,06582 0,1164| 0,07441 0,05025
Atg5 Musculo (expressdo génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,277 0,69 1,19
2| 1,149 1,078 0,571 1,231
3| 0,967 0,535 0,589 0,888
4| 0,828 0,632 0,466 0,993
5| 0,587 0,557
Média | 0,9062 0,8158 0,579 1,076
DP 0,2118 0,3395| 0,09175 0,1625
EPM ]0,09472 0,1518| 0,04587 0,08127
Atg7 Musculo (expressdo génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,089 1,272 1,277
2| 0,953 1,256 1,053 0,914
3| 1,032 1,051 1,126 1
4| 0,918 1,125 1,281 1,36
5| 1,227 0,976 1,018
Média 1,026 1,13 1,142 1,114
DP 0,1205 0,08911 0,1341 0,1932
EPM 0,0539 0,04456| 0,05998 0,0864

Atg12 Musculo (expressdo génica)




Animal | Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,114 0,71 1,014
2| 1,073 0,926 0,773 0,976
3| 0,839 0,577 0,603 0,799
4| 0,846 0,735 0,548 0,944
5| 0,561 0,632 0,459
6| 0,502
7| 0,484
Média | 0,7579 0,7968 0,6186 0,9333
DP 0,242 0,2217 0,1254 0,09396
EPM 10,09148 0,09915| 0,05608 0,04698
Atgl14 Musculo (expressdo génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,374 1,43 1,755
2| 0921 1,001 1,02 1,209
3] 0,835 0,949 0,535 1,499
4| 1,048 0,823 1,797 1,944
5/ 0914 1,206 1,144 1,592
6| 0,854
7| 0,846
Média | 0,9169 1,071 1,185 1,6
DP 0,08145 0,2187 0,4706 0,2764
EPM 10,03079 0,09781 0,2105 0,1236
Lc3 Masculo (expressdo génica)
Animal | Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,165 0,66 1,444
2| 1231 1,032 1,076
3| 0,887 0,577 0,755 1,746
4 0,57 0,837 1,068 1,194
5| 0,456 0,705 0,478 1,437
6| 0,494
Média 0,773 0,8632 0,8074 1,455
DP 0,3143 0,2383 0,2613 0,226
EPM 0,1283 0,1066 0,1168 0,113

Beclinl Musculo (expressdo génica)

Animal\ HFD \Agt-Tg HFD \ HFD+Cap\ Agt-Tg HFD+Cap
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1 1 1,854 1,548 1,931

2| 1,402 1,244 1,646 1,637

3| 1414 1,701 2,559 1,501

4| 2,285 1,461 2,534 1,906

5/ 1,718 1,54 1,872 1,55

6| 2,062 1,465 1,21 2,784

Média 1,647 1,544 1,895 1,885

DP 0,4727 0,2116 0,548 0,4758

EPM 0,193 0,08639 0,2237 0,1942
Atg5 Musculo (expressdo génica)

Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap

1 1 2,046 1,595 1,893

2| 1,417 1,225 1,67 1,87

3| 1565 1,709 2,733 1,522

4| 2,355 1,523 2,616 2,442

5| 1,889 1,65 2,054 1,629

6| 2,193 1,448 1,301 2,483

Média 1,737 1,6 1,995 1,973

DP 0,5076 0,2768 0,5798 0,4047

EPM 0,2072 0,113 0,2367 0,1652
Atg7 Musculo (expressdo génica)

Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap

1 1 1,527 1,265 1,54

2| 0,965 1,108 1,221 1,28

3| 1,376 1,395 1,158 1,119

4| 1,989 1,225 1,873 1,556

5| 1,473 1,324 1,469 1,508

6| 1,926 1,288 0,974 1,454

Média 1,455 1,311 1,327 141

DP 0,4383 0,1435 0,3119 0,174

EPM 0,1789 0,0586 0,1273 0,07102
Atg12 Musculo (expressdo génica)

Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap

1 1 2,086 1,537 1,76
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2| 1,478 1,227 1,574 1,863
3| 1412 1,917 2,283 1,689
4| 2,426 1,486 2,328 2,464
5| 1,737 1,763 1,881 1,575
6| 2,127 1,541 1,414 2,72
Média 1,697 1,67 1,836 2,012
DP 0,5163 0,3129 0,395 0,4662
EPM 0,2108 0,1277 0,1612 0,1903
Atg14 Musculo (expressdo génica)
Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 1,958 1,648 1,964
2| 1,278 1,319 1,666 1,959
3| 1638 2,01 2,375 1,361
4| 2,388 1,28 2,445 2,325
5| 1,872 1,284 2,104 1,893
6| 2,367 1,695 1,219 3,208
Média 1,757 1,591 1,91 2,118
DP 0,5657 0,3424 0,4787 0,617
EPM 0,231 0,1398 0,1954 0,2519
Lc3 Musculo (expressdo génica)
Animal| HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 1,807 1,523 2,074
2| 1,383 1,321 1,608 1,645
3| 1,684 1,582 2,464 1,427
4 2,43 1,548 2,464 2,107
5 1,937 1,719 1,812 1,875
6 2,104 1,555 1,105 2,461
Média 1,756 1,589 1,829 1,932
DP 0,5146 0,1668 0,5428 0,3664
EPM 0,2101 0,0681 0,2216 0,1496
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Tabelas 29. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo
referentes a figura 32, quanto a expressdo protéica de pmTOR e LC3
camundongos DT1 e obesos da secdo resultados parte I11.

pmTOR/mTOR Musculo
Animal Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 0,5 0,4654378| 0,360318 0,3839416
2| 1,17033 1,426667 | 1,113074 1,328502
310,441177| 0,4464912| 0,35302 0,4097331
410,891429| 0,8848921 0,8 1,09322
5]0,253707| 0,2755102| 0,276106 0,2291372
Média 0,6513 0,6998 0,5805 0,6889
DP 0,3715 0,4641 0,3622 0,4886
EPM 0,1662 0,2076 0,162 0,2185
LC3/TBP Mdusculo
Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1]0,289831| 0,2238095| 0,392211 0,3731138
210,805654 | 0,4465786| 1,052308 0,856492
310,247261| 0,2819957| 0,252492 0,3529412
410,804878| 0,5916399| 0,733766 0,7758621
5| 0,01065| 0,03655914| 0,027896 0,03391877
Média 0,4317 0,3161 0,4917 0,4785
DP 0,3573 0,2126 0,4047 0,3376
EPM 0,1598 0,09507 0,181 0,151
pmTOR/mTOR Musculo
Agt-Tg
Animal| HFD HFD HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1[0,112736| 0,1295858| 0,107552 0,1048638
2| 0,27533| 0,2955752| 0,237363 0,4291339
3| 0,27673| 0,4351852| 0,344086 0,226738
4/0,213793| 0,1810491| 0,156118 0,2831461
5[0,246907 | 0,2370744| 0,325088 0,3369963
Média 0,2251 0,2557 0,234 0,2762
DP 0,06786 0,1179 0,1031 0,1214
EPM 0,03035 0,05274| 0,04609 0,05428

LC3/TBP Mdsculo

187

da média (EPM)
em musculos de



Agt-Tg
Animal| HFD HFD HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1]0,035535| 0,06724565| 0,047628 0,06086331
2/0,055916| 0,03167939| 0,043069 0,03900293
3/0,038614 | 0,04410058 0,04 0,07379679
410,053636| 0,0789916| 0,062782 0,1085575
5/0,070297| 0,09909502| 0,093511 0,1553977
Média 0,0508 0,06422 0,0574 0,08752
DP 0,01411 0,02696 0,022 0,04556
EPM ]0,006308 0,01206 | 0,00984 0,02037
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Tabelas 30. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 33, quanto a expressdo génica de beclinl, atg5, atg7, atg12, atgl4 e Ic3 no
figado de camundongos DT1 e obesos da secdo resultados parte I11.

Beclinl Figado (expressdo génica)
Animal Wt Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,373 1,546 1,919
2| 1,274 1,323 1,78 1,845
3] 1,179 1,829 1,787 1,86
4 1,57 1,739 2,061 1,956
5 2,363
Média 1,256 1,566 1,794 1,989
DP 0,2383 0,2552 0,2106 0,214
EPM 0,1192 0,1276 0,1053 0,09572
Atg5 Figado (expressdo génica)
Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,657 2,002 2,999
2| 1,199 1,44 2,905 3,035
3] 1371 1,836 2,384 3,269
4| 2,618 3,454 2,722 2,982
5/ 1835 2,095 2,217 3,645
Média 1,605 2,096 2,446 3,186
DP 0,6451 0,7961 0,3675 0,2815
EPM 0,2885 0,356 0,1644 0,1259
Atg7 Figado (expressdo génica)
Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,266 1,72 2,188
2 1,073 1,19 2,191 2,717
3 1,177 1,571 2,15 2,37
41 1,747 1511 1,996 2,228
5| 1,347 1,716 1,684 2,102
Média 1,269 1,451 1,948 2,321
DP 0,2974 0,2183 0,2366 0,2416
EPM 0,133 0,09761 0,1058 0,1081

Atg12 Figado (expressao génica)




Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,792 2,014 2,845
2| 1422 1,596 3,371 2,864
3| 1,298 2,13 2,357 3,325
4 2,44 2,793 2,95 3,37
5/ 1,711 2,195 2,43 4,024
Média 1,574 2,101 2,624 3,286
DP 0,5471 0,458 0,5351 0,4811
EPM 0,2447 0,2048 0,2393 0,2151
Atgl4 Figado (expressao génica)
Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1 1 0,927 1,236 1,576
2| 1,083 0,869 2,381 1,625
3 1,37 1,078 1,389 1,594
41 1,795 2,199 2,171 1,389
5| 1,008 1511 1,678 2,562
Média 1,251 1,317 1,771 1,749
DP 0,3393 0,5535 0,4932 0,4637
EPM 0,1517 0,2475 0,2206 0,2074
Lc3 Figado (expressdo génica)
Animal Wit Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,529 1,086 1,793
2| 1117 1,033 1,67 1,673
3| 0,932 1,356 1,069 1,196
41 2,023 2,258 1,102 1,429
5 1,527 1,378 1,594 2,198
Média 1,32 1511 1,304 1,658
DP 0,4559 0,4551 0,3007 0,3795
EPM 0,2039 0,2035 0,1345 0,1697
Beclinl Figado (expressdo génica)
Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
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1 1 0,921 0,663 0,704
2| 1,225 0,889 0,821 0,343
3| 1,602 1,041 0,706 0,903
4|1 1,405 0,923 0,468 0,539
5| 0,985 1,115 0,547 0,773
6| 1,273 0,841 0,571 0,588
Média 1,248 0,955 0,6293 0,6417
DP 0,2374 0,1025 0,1265 0,196
EPM 0,09692 0,04184 0,05163 0,08001
Atg5 Figado (expressdo génica)
Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,655 0,494 0,394
2| 1,019 0,758 0,58 0,248
3] 1632 0,963 0,598 0,628
41 1,126 0,7 0,371 0,399
5 0,79 0,775 0,405 0,615
6] 1,356 0,651 0,432 0,354
Média 1,154 0,7503 0,48 0,4397
DP 0,2982 0,1161 0,09373 0,151
EPM 0,1217 0,04739 0,03827 0,06165
Atg7 Figado (expressdo génica)
Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,734 0,571 0,571
2| 1,439 0,791 0,911 0,39
3| 1997 0,95 0,696 0,793
4 0,99 0,71 0,393 0,584
5| 0,995 0,979 0,569 0,998
6 1,12 0,615 0,706 0,525
Média 1,257 0,7965 0,641 0,6435
DP 0,4014 0,1423 0,1742 0,2169
EPM 0,1639 0,05809 0,07112 0,08853
Atg12 Figado (expressao génica)
Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,74 0,599 0,53
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2| 1416 0,838 0,709 0,296
3] 1,698 0,972 0,842 0,813
4] 0,985 0,708 0,396 0,571
5 1,21 0,888 0,43 0,768
6 1,13 0,734 0,537 0,494
Média 1,24 0,8133 0,5855 0,5787
DP 0,2744 0,104 0,1695 0,1899
EPM 0,112 0,04248 0,0692 0,07751
Atgl4 Figado (expressao génica)
Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,767 0,858 0,979
2| 1,172 0,624 0,863 0,616
3 1,34 1,06 0,948 0,996
41 0,935 0,874 0,655 0,791
5[ 1,027 1,367 0,715 0,956
6] 1,195 0,96 0,725 0,718
Média 1,112 0,942 0,794 0,8427
DP 0,1507 0,2574 0,1122 0,1578
EPM 0,06153 0,1051 0,04579 0,06443
Lc3 Figado (expressdo génica)
Animal | HFD | Agt-Tg HFD | HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1 1 0,563 0,6 0,52
2| 0,879 0,635 0,691 0,305
3| 1675 0,762 0,449 0,917
41 1,029 0,743 0,347 0,49
5 0,8 0,951 0,501 0,669
6| 0,855 0,599 0,411 0,399
Média 1,04 0,7088 0,4998 0,55
DP 0,3233 0,1424 0,1268 0,2173
EPM 0,132 0,05814 0,05177 0,08873
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Tabelas 31. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP) e erro padrdo da media (EPM)
referentes a figura 34, quanto a expresséo protéica de pmTOR e LC3 no figado de camundongos
DT1 e obesos da secdo resultados parte I11.

pmTOR/mTOR Figado
Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1 1 1,07772| 1,006098 0,9123197
2/0,354067| 0,3117932| 0,337456 0,3427283
3]/1,701913 1,899225| 1,609195 1,490515
4| 0,25916| 0,2970297| 0,263415 0,2572707
5]2,512563 2,976| 3,127109 3,105263
Média 1,166 1,312 1,269 1,222
DP 0,9499 1,14 1,174 1,164
EPM 0,4248 0,5099 0,5252 0,5205
LC3/TBP Figado
Animal Wi Cap DT1 DT1+Cap
1[0,142163| 0,1377609| 0,060345 0,07275098
2| 0,3565 0,159306 | 0,072319 0,0457346
3/0,062791| 0,05127273| 0,016306 0,01498747
410,046951| 0,03809524| 0,026872 0,02981482
510,482258 | 0,3337037| 0,205792 0,09382716
Média 0,2181 0,144| 0,07633 0,05142
DP 0,1924 0,1184| 0,07596 0,03194
EPM 0,08606 0,05295| 0,03397 0,01428
pmTOR/mTOR Figado
Agt-Tg
Animal| HFD HFD HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1{1,264957 1,262136 | 1,540984 1,409938
210,958824 | 0,9054326| 0,995496 0,873057
311,130435 1,255663 | 1,145161 0,9683544
410,860294| 0,8272251| 0,929825 0,9846939
Média 1,054 1,063 1,153 1,059
DP 0,1797 0,2289 0,274 0,2391
EPM 0,08987 0,1145 0,137 0,1195
LC3/TBP Figado




Agt-Tg
Animal| HFD HFD HFD+Cap | Agt-Tg HFD+Cap
1]10,003242| 0,0031626| 0,002547 0,004127273
2| 0,02546| 0,01932886| 0,019188 0,0201227
3/0,017306 | 0,00630081| 0,007172 0,02285156
410,013212| 0,00760369 | 0,009744 0,01028571
5/0,007818| 0,00907515| 0,007606 0,005308108
Meédia | 0,01341 0,009094 | 0,009251 0,01254
DP 0,008589 0,006123| 0,006143 0,008544
EPM ]0,003841 0,002738| 0,002747 0,003821
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