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floxed albumina Cre +/-
UCP1 KO - B6.129-UCP1 TM1KZ/) Macho/Male 8 semanas/weeks 160
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Ulk1 floxed adiponectina Cre +/- Macho/Male 8 semanas/weeks 40
Insulina receptor floxed adiponecting Cre +/- Macho/Maie 8 semanaos/weeks 40
Pten floxed odiponectina Cre +/- Macho/Male 8 semanas/weeks 40
Tsc1 floxed aibumina Cre +/- Macho/Male 8 semanas/weeks 30
Raptor fioxed albumina Cre +/- Macho/Mole 8 semanos/weeks 30
PPARgama floxed albumina Cre +/- Macho/Male 8 semanas/weeks 45
NLRP3 KO Macho/Mole 8 semanas/weeks 40

Sao Paulo, 26 de setembro de 2016.

Bumss Unant

prof. Dr. Anderson de Sa Nunes Eliane Aparecida Gomes d¢’NI. Nascimento
Coordenador CEUA-ICB/USP Secretaria CEUA-ICB/USP
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Resumo

Castro, E. mTORC2 em adipdcitos é essencial para o aumento da capacidade
termogénica induzida pelo frio e melhora da sensibilidade a insulina induzida
pelo frio e ingestao de dieta rica em acidos graxos 6mega 3. [Tese (Fisiologia
Humana)] Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;
2021.

Rictor € um componente essencial do complexo 2 da mTOR (mTORC2) que controla
o crescimento, a proliferagdo e o metabolismo celular. Quando ativado por insulina,
Rictor/mTORC2 promove, principalmente via fosforilacdo e ativacdo da Akt, a
captacdo de glicose e a lipogénese de novo em adipdcitos. Neste estudo, nés
investigamos o envolvimento de mTORC2 em adipécitos como possivel mediador do
aumento da capacidade termogénica, captagdo de glicose no tecido adiposo e
melhora na homeostase da glicose induzidos pela aclimatagdo ao frio por 14 dias
(Capitulo 1), tratamento com o agonista de PPARy pioglitazona (Capitulo lll), e
ingestado de dieta hiperlipidica rica em acidos graxos émega 3 (Capitulo 1V). Para
atingir estes objetivos camundongos com delegcédo de Rictor exclusivamente em
adipdcitos (ARicKO, Rictor flox/flox adiponectina Cre+) e irmaos controles (ARIiCWT,
Rictor flox/flox) foram ou mantidos a 30°C ou 10°C por 14 dias (Capitulo Il); ou
alimentados com dieta hiperlipidica (60% de lipideos) suplementada ou ndo com o
agonista de PPARYy pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg massa corporal/ dia) por 8 semanas
a 23°C (Capitulo IIl); ou alimentados com dietas hiperlipidicas isocaldricas (60% de
lipideos) produzidas usando como fonte de gordura a banha de porco (HFD) ou déleo
de peixe (HFn3) por 8 semanas a 23°C (Capitulo 1V). Foram avaliados a massa
corporal, gasto energético por calorimetria indireta, metabdlitos séricos, consumo de
oxigénio tecidual, homeostase da glicose e 0 metabolismo glicidico e lipidico. Nossos
principais achados foram que camundongos ARicKO aclimatados a 10°C séao
resistentes a insulina, apresentam reducdo da massa do tecido adiposo marrom
(TAM), do browning do tecido adiposo branco (TAB) inguinal, do conteudo total da
proteina desacopladora UCP-1 e da capacidade termogénica avaliada com agonista
do receptor B3-adrenérgico. Deficiéncia de Rictor em adipdcitos, entretanto, nao
interferiu com o aumento da captagéao de glicose no TAM e TAB inguinal induzidos
pela aclimatagado ao frio. ARicKO alimentados com HFD apresentam resisténcia a
insulina e esteatose hepatica, apesar do menor ganho de massa corporal e redugao

das massas dos TAM e TAB. O tratamento com Pio, por sua vez, nio interfere com o



ganho de massa corporal, mas melhora a sensibilidade a insulina e exacerba a
esteatose hepatica em ARicKO. ARicKO alimentados com HFn3 tém maior ganho de
massa corporal, redugcéo do browning e do consumo de oxigénio no TAB inguinal,
também apresentam resisténcia a insulina, mas sao protegidos do desenvolvimento
de esteatose hepatica. Em conjunto, nossos resultados demonstram que
Rictor/mTORC2 em adipdcitos € um importante mediador da expansao da massa do
TAM e do browning do TAB inguinal induzidos pela aclimatagéo ao frio, o que resulta
em reduzida capacidade termogénica. mTORC2 é também um importante mediador
da expansao do TAB induzida pela ingestao de dieta hiperlipidica HFD e da melhora
da sensibilidade a insulina induzida pela dieta hiperlipidica rica em acidos graxos
Omega 3, mas nao participa da melhora da sensibilidade a insulina induzida pelo
tratamento com pioglitazona. Nossos dados também indicam que Ricto/mTORC2 em
adipdcitos participa de um eixo de comunicagdo com o figado de controle da

sensibilidade a insulina, por mecanismos que ainda precisam ser elucidados.

Palavras-chave: Rictor, mTORC2, tecido adiposo, browning, termogénese,
pioglitazona, acidos graxos 6mega 3, UCP-1, resisténcia a insulina



Abstract

Castro, E. mTORC2 in adipocytes is essential to the increase in thermogenic
capacity induced by cold and improvement in insulin sensitivity induced by cold
and intake of a diet rich in omega 3 fatty acids [PhD Thesis (Human Physiology)]
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2021.

Rictor is an essential component of mTOR complex 2 (mTORC2) that regulates cell
growth, proliferation and metabolism. Upon activation by insulin, Rictor/mTORC2
promotes mainly through the phosphorylation and activation of Akt, glucose uptake
and de novo lipogenesis in adipocytes. We investigated herein the involvement of
adipocyte mTORC2 as a possible mediator of the increase in adipose tissue
thermogenic capacity and glucose uptake in adipose tissue and improvement in
glucose homeostasis induced by either cold acclimation for 14 days (Chapter 2) or
treatment with the PPARYy ligand pioglitazone (Chapter 3) and intake of high-fat diet
enriched with omega 3 fatty acids (Chapter 4). For this, mice with Rictor deletion
exclusively in adipocytes (ARicKO, Rictor flox/flox adiponectina Cre+) and littermate
controls (ARicWT, Rictor flox/flox) were maintained at 30°C or acclimated to cold
(10°C) for 14 days (Chapter 2); or fed with a high-fat diet supplemented or not with
pioglitazone (Pio, 30 mg/ kg body weight/ day) during 8 weeks at 23°C (Chapter 3); or
fed with high-fat diets produced using either lard (HFD) or fish oil (HFn3) as fat source
for 8 weeks at 23°C (Chapter 4). Mice were evaluated for body mass, energy
expenditure, serum metabolites, tissue oxygen consumption, glucose homeostasis
and lipid and glucose metabolism. Our main findings indicate that ARicKO mice
acclimated to cold (10°C) are insulin intolerant, and display impairments in brown
adipose tissue mass (BAT) and inguinal white adipose tissue (iWAT) browning and
total UCP-1 content and therefore thermogenic capacity evaluated with a B3-
adrenergic receptor agonist. Adipocyte Rictor deficiency, however, did not affect the
increase in BAT and iWAT glucose uptake induced by cold acclimation. Furthermore,
ARicKO fed with a high-fat diet displayed insulin resistance and hepatic steatosis,
despite the lower body weight gain and reduced adiposity. Treatment with Pio did not
affect body weight, but improved insulin sensitivity in ARicKO, despite exacerbating
hepatic steatosis. ARicKO fed with HFn3 are insulin resistant, display higher body
weight gain, and reduced iWAT browning and oxygen consumption than ARicWT and
reduced hepatic steatosis when compared to HFD-fed ARicKO. In conclusion, our

findings indicate that adipocyte Rictor/mTORC2 is an important mediator of BAT



expansion and iWAT browning induced by cold acclimation, which results in an
impaired total UCP-1 content and mediated thermogenic capacity. Rictor/mTORC?2 is
also an important mediator of iIWAT expansion induced by intake of HFD, and mediate
the improvement in insulin sensitivity induced by HFn3, but not by Pio. Our findings
also indicate that adipocyte Rictor/mTORC2 is involved in adipose tissue-liver

communication axis, through unknown molecular mechanisms.

Keywords: Rictor, mMTORC2, adipose tissue, browning, thermogenesis, pioglitazone,
omega-3 fatty acid, UCP-1, insulin resistance
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Preambulo

Nesta tese, investigamos o envolvimento de mTORC2 em adipdcitos como
possivel mediador do aumento da captagédo de glicose no tecido adiposo e melhora
na homeostase da glicose induzidos pela aclimatagéo ao frio por 14 dias (Capitulo 1),
tratamento com o agonista de PPARYy pioglitazona (Capitulo Ill), e ingestao de dieta
hiperlipidica rica em acidos graxos émega 3 (Capitulo IV). Abaixo detalho a

organizacéao desta tese:

Capitulo I. Introducédo a biologia de mTOR e do tecido adiposo;

Capitulo Il. A deficiéncia especifica de mTORC2 em adipdcitos reduz a
capacidade termogénica do tecido adiposo marrom e branco inguinal sem
afetar a captacao de glicose e o gasto energético de camundongos aclimatados
ao frio;

Capitulo Ill. nMTORC2 em adipdcitos € um importante mediador da expansao
de massa do tecido adiposo marrom, mas ndo da melhora na sensibilidade a
insulina induzida pela ativagao farmacolégica de PPARy com pioglitazona;
Capitulo IV. A deficiéncia de Rictor/mTORC2 em adipdcitos prejudica a
melhora na sensibilidade a insulina induzida por uma dieta hiperlipidica rica em
acidos graxos w-3;

Capitulo V. Conclusao.
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Capitulo |

Introducao a biologia de mTOR e do tecido adiposo

Parte do rationale deste capitulo foi publicado em:

Castro E, Silva TEO, Festuccia WT. (2017). Critical review of beige adipocyte
thermogenic activation and contribution to whole-body energy expenditure. HMBCI.31,
(2):1-9 [1]
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Introducgao

E trivial a observacéo de que todos os organismos vivos crescem (aumento da
massa) apenas quando ha disponibilidade de nutrientes. No livro “A Histéria dos

Animais” (350 a.C.), o filésofo Aristoteles discorre:

“A vida dos animais, entdo, pode ser dividida em dois atos: procriacdo e
alimentagao; pois nesses dois atos todos os seus interesses e vida se
concentram. Seu alimento depende principalmente da substancia da qual sédo
constituidos separadamente; pois a fonte de seu crescimento em todos os
casos sera esta substancia. E tudo o que estda em conformidade com a natureza
€ agradavel, e todos os animais buscam o prazer de acordo com sua natureza.”
[2].

Entretanto, os mecanismos moleculares de deteccao de nutrientes do meio que
desencadeiam e permitem respostas de crescimento e proliferacdo celular
comecgaram apenas recentemente a serem descobertos. A proteina alvo mecanistico
da rapamicina (mTOR, mechanistic target of rapamycin) foi identificada nas ultimas
décadas como um importante regulador molecular do metabolismo, crescimento e
consequentemente da funcao celular. A histéria da descoberta da proteina mTOR é
um dos capitulos fascinantes nao-lineares da ciéncia e sera brevemente abordada a
sequir.

Em 1964, sob o perigo eminente da construgdo de um aeroporto na llha de
Pascoa (Rapa Nui, no idioma dos nativos rapanui) no Oceano Pacifico, pesquisadores
canadenses realizaram uma missao de identificagdo e coleta de materiais bioldgicos
desconhecidos, como plantas e amostras de solo, com o objetivo de identificar
compostos que protegem os rapanui de contrair tétano [3,4]. Em 1972, o grupo de
Surendra (Suren) Nath Sehgal, um pesquisador indiano contratado pela farmacéutica
canadense Ayerst (essa farmacéutica foi posteriormente adquirida pela farmacéutica
Pfizer, umas das lideres da producao de vacinas contra a pandemia do SARS-CoV-
2) na esperanga de descobrir novos antibiéticos, analisou as amostras de solo da llha
de Pascoa coletadas alguns anos antes e identificou uma biomolécula com
propriedades antifungicas produzida pela bactéria Streptomyces hygroscopicus, que
denominaram de rapamicina [4,5]. O grupo liderado por Suren também iniciou os

estudos que identificaram a rapamicina como um potente imunossupressor, que
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posteriormente foi aprovado pela agéncia de regulamentacéo dos Estados Unidos, a
FDA (Food and Drug Administration) para esse uso e também para o tratamento de
doencas autoimunes [5]. Hoje, a rapamicina rende bilhdes de ddélares devido as suas
aplicagdes na prevengao de rejeicdo de 6rgaos transplantados e do uso promissor no
tratamento de tumores sélidos [6]. Ha atualmente na plataforma ClinicalTrials.gov 239
testes clinicos que visam utilizar a rapamicina no tratamento das mais diversas
doencas, como doenga de Crohn, varios tipos de cancer, doencas vasculares e
neuroldgicas, doengas metabdlicas e até mesmo aplicagbes que visam o aumento da
longevidade [7]. Fica assim evidente o imenso potencial econdmico da rapamicina.

Apenas no inicio dos anos 90 os mecanismos de ag¢ao da rapamicina
comecaram a ser revelados pelo grupo do professor Stuart L. Schreiber, que
demonstrou inicialmente que a rapamicina ao se ligar e formar um complexo com
FKBP12, uma proteina da familia das imunofilinas (proteinas que se ligam a
imunossupressores), inibe vias de crescimento e proliferagéo celular [8]. Utilizando
abordagens genéticas e bioquimicas, grupos independentes descobriram em um
periodo de dois anos a proteina alvo da acido rapamicina: a mTOR. Inicialmente
Michael Hall e George P. Livi descobriram dois genes com muta¢cdées em leveduras
que conferiram resisténcia a acdo da rapamicina, que entdo denominaram de genes
TOR1 e TORZ2 (target of rapamycin, alvo da rapamicina) [9]. Posteriormente, foi
identificado uma proteina em células de mamiferos que se liga ao complexo FKBP12-
rapamicina. Essa proteina foi purificada, sequenciada e clonada por David Sabatini,
Stuart Schreiber e Robert T. Abraham [3,10]. Este ultimo denominou essa proteina de
TOR de mamiferos (mMTOR, mammalian TOR) visto a homologia com a TOR de
leveduras. Apds uma revisdo de nomenclatura, o acrbnimo mTOR passou a ser
definido como mechanistic Target Of Rapamycin, ou alvo mecanistico da rapamicina
[3,11].

Estudos iniciais ja haviam demonstrado que a rapamicina inibe a sintese
proteica e o crescimento celular por mecanismos envolvidos com a fosforilacdo da
proteina ligante do fator de iniciagdo eucariético 4E (4E-BP1, eukaryotic translation
initiation factor 4E-binding protein 1) e da proteina ribossomal S6 quinase (S6K)
[12,13]. Posteriormente, apds a descoberta de mTOR, estudos confirmaram que a
mTOR é uma serina-treonina quinase que fosforila 4E-BP1 e S6K-1, entre outros

alvos, e assim promove a sintese proteica e o crescimento celular [14]. Entretanto,
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como sera abordado nos topicos e capitulos a seguir, a via de sinalizagédo da mTOR

€ envolvida no controle de diversos processos celulares além da sintese proteica.

mTOR

A proteina mTOR (289 kDa) é uma serina/treonina quinase altamente
conservada pertencente a familia das “proteinas relacionadas as fosfatidilinositol 3-
quinases” (familia PIKK). Diferentemente de leveduras, os eucariotos superiores tém
apenas um gene MTOR [15-17]. mTOR é o centro catalitico de dois complexos
multiproteicos denominados de complexos 1 (ImMTORC1) e 2 (mTORC2) da mTOR que
sao diferentes em composig¢ao, estrutura, ativacdo, funcdo e sensibilidade a
rapamicina [18]. Em suma, a ativacdo de mTOR promove o crescimento e proliferacao
celular [15,19,20], salvo poucas excecodes [21]. Esses processos celulares demandam
energia, lipideos, proteinas e acidos nucleicos que sdo necessarios para a sintese de
novas células e organelas, e, portanto, a ativagdo de mTOR promove essencialmente
processos anabdlicos, e paralelamente, inibe processos catabdlicos, como a autofagia

e a lipdlise (Fig. 1a).

Composicao estrutural de mTORC1 e mTORC2

Além da quinase mTOR, mTORC1 é composto pela proteina reguladora
associada com mTOR (RAPTOR, regulatory protein associated with mTOR), proteina
letal de mamiferos 8 com Sec13 (mLST8, mammalian lethal with Sec13 protein 8)
e Tti1/Tel2, além de duas subunidades inibitorias acessérias: o substrato da Akt rico
em prolina de 40 kDa (PRASA40, proline-rich Akt substrate of 40 kDa) e a proteina de
interagdo com mTOR que contém o dominio DEP (DEPTOR, DEP domain containing
mTOR interacting protein). RAPTOR ¢é essencial para a formagédo estrutural,
direcionamento, localizacdo subcelular e atividade de mTORC1. Raptor direciona
mTORC1 ao lisossomo e interage com motivos TOR de alvos de mTORC1 recrutando
esses substratos ao centro catalitico do complexo [22]. A delegdo genética de
RAPTOR abole a atividade de mTORC1 em diversos tipos celulares [23—-25]. Em
contraste a RAPTOR, mLST8 estabiliza o dominio quinase da mTORC1, mas nao é
essencial a atividade do complexo [26]. Ttil/Tel2 participam na montagem (assembly)
e estabilizacdo de mTORC1 e mTORC2. PRAS40 inibe RAPTOR, enquanto que
DEPTOR inibe diretamente a proteina mTOR [27]. O complexo rapamicina-FKBP12
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inibe parcialmente a atividade de mTORC1 ao ligar-se no dominio de ligagdo de
FKBP12 na proteina mTOR [27]. Estudos estruturais demonstraram que mTORC1 e
MTORC2 existem na forma de homodimeros com duas subunidades por complexo
adotando um estrutura similar a um romboide (losango) [27] (Figura 1).

O nucleo de mTORC2, assim como o de mTORC1, também ¢é formado por
mMTOR, mLST8 e Tti1/Tel2, e por duas proteinas especificas desse complexo, o
componente proteico de mTOR insensivel a rapamicina (RICTOR, rapamycin-
insensitive companion of mTOR) e a proteina de interagdo com a proteina quinase de
mamiferos ativada por estresse (mSIN1, mammalian stress-activated Map kinase-
interacting). As proteinas associadas a RICTOR 1 e 2 (PROTOR1 e PROTOR2,
protein observed with RICTOR 1/2) também fazem parte de mTORC2, mas n&o séo
essenciais a atividade do complexo (Figura 1). Diferentemente de mTORC1, mLST8
€ essencial a atividade de mTORC2 [26]. RICTOR é um proteina de arcabouco
(scaffolding) que se liga a mSIN. Por causa da ligagdo de mTOR com RICTOR e
mSIN, o sitio de ligacdo do complexo rapamicina-FKBP12 na proteina mTOR fica
inacessivel pela rapamicina. Portanto, mTORC2 ¢ insensivel ao tratamento agudo
com rapamicina. Surpreendentemente, o tratamento prolongado com rapamicina inibe
MmTORC2, por um mecanismo que envolve o sequestro de proteinas mTOR recém-
sintetizadas antes da formagao de mTORC2 [19,28]. O efeito inibitério da rapamicina
em mTORC2 depende da dose, duracdo do tratamento e tipo celular envolvido.
Embora ambos os complexos controlam o metabolismo, crescimento e proliferacao
celular, mTORC2 tem recebido menor atencao e assim aspectos importantes sobre a
estrutura, regulagdo e funcéo deste complexo ainda sdo desconhecidos. Em uma
busca na base de dados Pubmed, em maio de 2021, encontramos aproximadamente
8000 trabalhos abordando mTORC1, e 2500 abordando mTORC2.
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Figura 1. Composigédo estrutural e principais fungdes de mTORC1 e mTORC2.
Imagem adaptada de [27]

Substratos e agoes biolégicas de mTORC1

Como mencionado anteriormente, mTORC1 promove a sintese proteica via
fosforilagdo de S6K-1 em Tr389 e de 4E-BP1 em diversos residuos, especialmente
Tr37/46. Na auséncia de fosforilacédo, a proteina 4E-BP1 inibe o fator de iniciacéo da
traducdo (elF4E). Quando mTORC1 fosforila 4E-BP1, este dissocia-se de elF4E,
permitindo o inicio da tradugdo do RNAm. Apds o inicio da tradugdo, ocorre um
processo de elongacgao, no qual a S6K1 fosforila e inibe a quinase de eEF2K, que por
sua vez, deixa de inibir o fator de elongagao eEF2 (fator eucariético de elongagao 2)
[29]. Além disso, mTORC1 também promove a sintese de nucleotideos necessarios
para a replicacédo do DNA por ativar vias de sintese de novo de purinas pela ativagao

do fator de transcricdo ATF4 e de sintese de pirimidinas dependente de S6K1 [27,30].
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S6K1 também promove a sintese de RNA ribossomal ao fosforilar as proteinas UBF
(upstream binding factor), o fator de iniciagao da transcrigao 1A (TIF-1A) e o repressor
da transcricdo da polimerase Il de RNA MAF-1, que em conjunto, aumentam a
atividade da polimerase de RNA | e lll, e portanto, ativam a transcricdo de RNA
ribossomal [18,27,29]

Ainda, mTORC1 promove a sintese de novo de acidos graxos necessaria para
a biogénese de novas membranas, bem como a sintese de triacilglicerol e
fosfolipideos, regulando a atividade de dois fatores de transcricdo centrais do
metabolismo lipidico, a proteina 1 de ligagcdo ao elemento regulador de esterol
(SREBP1, sterol responsive elemento binding protein 1), e o receptor ativador da
proliferagcdo peroxissomal gama (PPARy) [31]. mTORC1 promove tanto o
processamento no reticulo endoplasmatico quanto a translocagao ao nucleo de
SREBPs, aumentando a expressao génica das enzimas da lipogénese de novo ATP-
citrato liase (ACLY), acetil-CoA carboxilase (ACC) e acido graxo sintase (FAS). A
ativagdo de mTORC1 aumenta também a expressao de genes envolvidos na captagao
e esterificacdo de acidos graxos a triacilglicerol por mecanismo que envolve aumento
na atividade transcricional de PPARYy [32]. Os processos moleculares pelos quais
mTOR controla PPARy sdao desconhecidos, mas parecem envolver o aumento do
conteudo do co-regulador de PPARy C/EBPa. [33].

Além da sintese de lipideos, em células em proliferacdo, mTORC1 aumenta
também o fluxo de carbono na via glicolitica aumentando assim a disponibilidade de
precursores para a sintese de fosfolipideos, nucleotideos e proteinas. Isso acontece
pelo aumento da expressao do fator induzivel por hipdxia 1a (HIF1a), que por sua
vez, aumenta a expressado de genes de diversas enzimas da via glicolitica. Ainda,
MmTORC1 estimula a biogénese e respiragdo mitocondrial por um mecanismo que
envolve 4E-BP1 e a ativagao do complexo de transcri¢gao yin-yang 1 (YY1) associado
com o co-ativador 1a de PPARy (PGC1-a) [27,34,35]. Por fim, mTORC1 inibe a
autofagia, um dos principais processos catabdlicos celulares, via fosforilagdo e
inibicdo da ULK-1/2 e do fator de transcricdo TFEB [30] (Tabela 1).
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Tabela 1. Substratos de mMTORC1 e mTORC2

Complexo Substrato Func¢oes

4E-BP1 ) ] . _
S6K Sintese de proteinas, nucleotideos e RNA ribossomal
mTORC1 Lipina-1 Controla a sintese de TAG via SREBP-1
ULK1 Controle da autofagia
Regulador do feedback negativo no receptor de insulina e
Grb10
IGF1
PKC Organizacgéao do citoesqueleto
SGK1 Transporte de ions
mTORC2 i - 5 ivénci
AKT/PKB CreSC|m.ento, proliferagdo e sobrevivéncia celular e
metabolismo
ACLY Controle da lipogénese de novo

Substratos e agoes biolégicas de mTORC2

mTORC2 controla, principalmente, a proliferacdo e sobrevivéncia celular, por
fosforilar em motivos hidrofébicos (HM) e de curvatura (turns) as proteinas da familia
das quinases AGC: a proteina quinase B (Akt ou PKB), quinase regulada por soro e
glicocorticoide (SGK1) e a proteina quinase C (PKC) [36]. Além da familia das ACG,
mTORC?2 fosforila proteinas diretamente envolvidas no metabolismo, dentre elas a
proteina da lipogénese de novo ACLY que é fosforilada em Ser455 [37] (Tabela 1).

O primeiro substrato de mTORC?2 identificado foi a PKC, que controla o
remodelamento do citoesqueleto de actina e migragao celular [18]. Enquanto que a
SGK1 ativada por mTORC2 regula o transporte de ions, o volume celular, a absorgao
intestinal de glicose, bem como a proliferagao celular e apoptose [18,27] (Figura 2).

O alvo mais estudado de mTORC2 é a Akt, que devido a sua atividade
serina/treonina quinase, fosforila diversas proteinas celulares. Os principais alvos
downstream da Akt sdo a proteina do complexo da esclerose tuberosa (TSC2) que
em conjunto com TSC1 atua como um inibidor endégeno de mTORC1; proteinas de
sobrevivéncia celular (FoxO1, Bim, Bax), de proliferagao celular (p27 Kip, p21), do
metabolismo (GSK3, AS160, PFKB2), entre outras [9] (Figura 2). Uma das acdes
principais da Akt € o controle da captagdo de glicose pela translocagdo do
transportador de glicose 4 (GLUT-4, glucose transporter) a membrana plasmatica

induzida por insulina via mTORC2-Akt em adipdcitos e midcitos [38—40].
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Mecanisticamente, mTORC2 fosforila Akt no motivo hidrofébico no residuo
Serd473 [41] e no motivo de curvatura residuo Thr450 [27]. A fosforilagdo de Akt em
Thr450 parece ser importante na determinagcdo da estabilidade do polipeptideo
nascente da Akt [27]. A Akt também é fosforilada em Thr308 pela quinase dependente
de fosfoinositideo 1 (PDK1, phosphoinositide-dependent protein kinase-1). Fatores de
crescimento como a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina-l (IGF-1)
estimulam o recrutamento de PDK1 e mTORC2 a membrana plasmatica aumentando
o conteudo na membrana de fosfatidilinositol 3,4,5 fosfato (PIP3) que interage com o
dominio homdélogo a pleckstrina (um dominio de ligagdo com lipideos) presente na
proteina mSIN que compde mTORC2. Esse recrutamento facilita a fosforilagao da Akt
na membrana plasmatica. Hipoteses divergem sobre os mecanismos e passos iniciais
da ativagao da Akt por mTORC2 e PDK1 [36,42]. Juntas, as fosforilagdes em Thr308

e Ser473, promovem a atividade maxima da Akt [16].

u
mTORC2

(

PKC D —

Y

4

[Tra nsporte

citoesqueleto

de ions

Organizagao do
da glicose

Homeostase ]

«

[ Metabolismo ] \

anabdlico Apoptose

Figura 2. Efetores e fungdes de mTORC2. Figura adaptada de [27].
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Mecanismos de controle de mTORC2

Ativacao por fatores de crescimento

Diferentemente de mTORC1 que pode ser ativada por nutrientes, mTORC2 é
ativada principalmente em resposta a fatores de crescimento como a insulina e o IGF-
1. A ativacdo desta via envolve a ativagao de receptores com atividade tirosina
quinase intrinseca, que catalisam a fosforilacdo do substrato do receptor da insulina
(IRS) em residuos de tirosina promovendo a ativagcéo alostérica da fosfatidil-inositol
3-quinase (PI3K) [19,30]. Esta enzima catalisa a conversao de fosfatidil-inositol 4,5-
bifosfato (PIP2) em fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) na membrana plasmatica
promovendo o recrutamento e fosforilacdo da Akt pela PDK1 e mTORC2. A Akt entao
ativa mTORCH1 pela fosforilacdo e inibicdo do complexo TSC1/TSC2, promovendo
assim acumulo de Rheb associado ao GTP na membrana lisossomal, que ativa
MTORC1 alostericamente [19,30]. mTORC1 também pode ser ativada por
aminoacidos e diidroxiacetona-3-fosfato em situagdes de disponibilidade energética
[15,30].

Devido a sua importante participagdo no controle de processos como a
proliferagcdo e a sobrevivéncia celular, autofagia, metabolismo, apoptose e fungao
mitocondrial, a atividade inadequada na via PISBK-mTORC2-Akt esta associada ao
desenvolvimento de um grande espectro de doengas neurodegenerativas,
metabdlicas, canceres e no processo de envelhecimento [27,43].

Diversos mecanismos operam com o objetivo de manter a sinalizagao na via
PI3BK-mTORC2-Akt-mTORC1 dentro de niveis adequados ao bom funcionamento
celular. Dentre eles, o supressor tumoral PTEN (Phosphatase and tensin homolog)
exerce um papel primordial. PTEN é uma fosfatase de lipideos e proteinas que atua
em oposigcdo a PI3K catalisando a conversao de PIP3 a PIP2, reduzindo assim a
atividade na via (Figura 3). Interessantemente, mutagdes ou modificagbes
epigenéticas que reduzem a atividade de PTEN e assim promovem a ativagao
constitutiva da via PI3BK-mTORC2-Akt-mTORC1 sdo comumente encontradas em
60% dos tumores [44].

Um outro importante mecanismo de controle da sinalizagdo na via PI3K-
mTORC2-Akt-mTORC1 envolve uma alga de retroalimentagdo negativa catalisada

pelos substratos de mMTORC1 S6K-1 e a proteina 10 de ligag&o ao receptor da insulina
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(Grb10). Quando ativada por fatores de crescimento e/ou aminoacidos, mTORC1
fosforila e ativa S6K-1 que entdo fosforila em residuos de serina e inibe IRS
bloqueando sua interagao com a PI3K ou promovendo sua degradacgao (Figura 3) [27].
Ja a Grb10 fosforilada inibe a PI3K por mecanismo que envolve sua ligagdo com
residuos de tirosina fosforilada devido a presencga de dominios SH2 (Src Homology 2)

em sua estrutura [45,46].
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Figura 3. Representagdo esquematica da via da insulina-PI3K-mTORC2-Akt-
mTORC1. Imagem autoral criada na plataforma Biorender.

Ativacao de mTORC2 independentemente de fatores de

crescimento
Além da insulina e IGF-1, mTORC2 também pode ser ativada por agonistas

adrenérgicos em adipdcitos marrons e brancos, principalmente apés estimulo agudo
[47-49]. Esta via parece envolver a ativagdo de receptores B-adrenérgicos, a
formagdo de AMPc via adenilato ciclase, e a ativagao da proteina quinase A (PKA)
que fosforila a proteina mTOR em Ser2481 no complexo 2 da mTOR [47,50]. Alguns

estudos sugerem que mMTORC2 pode estar envolvida na translocacdo do
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transportador de glicose GLUT-1 e aumento da captagdo de glicose induzida por
estimulo adrenérgico em adipdcitos marrons [42,49,51,52]. Esta hipétese, entretanto,
nao foi confirmada em outros estudos, inclusive do mesmo grupo de pesquisa [48,53].
Desta forma, estudos adicionais sdo necessarios para a determinacdo do
envolvimento de mTORC2 como mediador das ag¢des de agonistas B-adrenérgicos
em adipdcitos marrons e brancos.

Outras moléculas como o acido fosfatidico, citocinas pro- e anti-inflamatdérias
(TNFa, IL1 B, IL-4, IL-13, etc), padrbes moleculares associados a patogenos (PAMPs)
como o lipopolissacarideo (LPS), entre outras, também ativam mTORC2 por
mecanismos distintos ainda pouco caracterizados [36,54-57]. Finalmente, a proteina
quinase ativada por AMP (AMPK), que atua como sensor celular de energia, também
ativa mTORC2 [58]. A AMPK ¢ ativada em situagées de demanda energética (redugao
no conteudo de ATP e aumento no conteudo de ADP e AMP) e promove processos
catabdlicos, além de inibir processos anabdlicos. AMPK ativa mTORC2 por dois
mecanismos: 1. Inibindo mTORC1 e assim reduzindo o feedback negativo de
MTORC1-S6K1/Grb10 na via da PI3BK-mTORC2; 2. Fosforilando diretamente Rictor e
MTOR durante o estresse energético [36,58]. Acredita-se que a ativagdo de mTORC2
pela AMPK seja uma estratégia de aumento da captagéo de glicose em situagdes de
demanda energética [58]. Entretanto, ainda ndo se sabe se este mecanismo é ubiquo

a todas as células do organismo.

MTOR e Tecido Adiposo

Fatores de crescimento como a insulina e IGF-1 desempenham papel
importante no controle da fungdo metabdlica e enddcrina do tecido adiposo por
mecanismos que podem envolver ou ndo mTORC2. Nos topicos abaixo, apés uma
breve introducéo a biologia do tecido adiposo, abordaremos os estudos que avaliaram
o envolvimento de mTORC2 no controle da fungcdo deste tecido, bem como seu
envolvimento no desenvolvimento de doengas metabdlicas como a obesidade e a

resisténcia a insulina.

Biologia do tecido adiposo

Virtualmente, todos os seres vivos armazenam energia na forma de lipideos,

mas apenas os vertebrados tem células especializadas em armazenar lipideos: os
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adipocitos [59]. Humanos adultos podem armazenar de 130 mil a 1 milhao de kcal de
energia na forma de triacilglicerol nos adipdcitos, que séo as células principais que
determinam as funcdes do tecido adiposo [60]. A visdo simplista de que o tecido
adiposo apenas estoca energia prevaleceu por muito tempo. Embora o primeiro artigo
sobre o tecido adiposo data de 1837 [61], somente em 1994 que essa visao mudou
com a descoberta de que esse tecido secreta proteinas com fungao enddcrina que
controlam o metabolismo [62]. Hoje, sabemos que o tecido adiposo além de estocar
energia, também é altamente sensivel a insulina e secreta lipideos [63], exossomos
[64], citocinas inflamatérias [65—68], hormbnios peptideos [69-72] e miIRNA [73-75]
que atuam de forma autdcrina, paracrina e endocrina. O tecido adiposo desempenha
uma pletora de fungdes e hoje é reconhecido como um tecido central na determinagao
da homeostase energética e metabdlica do organismo, e por consequéncia, a
disfungdo em algumas de suas fungdes principais (armazenamento, secreg¢do de
adipocinas e sensibilidade a insulina) contribui ao desenvolvimento de doengas
metabdlicas como a obesidade e a resisténcia a insulina [76].

O tecido adiposo € um tecido conjuntivo frouxo que pode ser dividido em dois
tipos principais: o tecido adiposo branco (TAB) e o marrom (TAM). TAB e TAM séao
organizados em varios depésitos pelo corpo todo. O TAB pode ser classificado
dependendo de sua localizacdo em TAB subcutaneo, quando esta presente abaixo da
pele, e TAB visceral quando esta localizado dentro da cavidade peritoneal ao redor
das visceras. O padrao de distribuicdo do TAB subcutaneo e visceral no organismo
depende de fatores genéticos, hormonais, ambientais, e nutricionais [77]. Evidéncias
obtidas nas Ultimas décadas indicam que a disfungdo do TAB visceral esta
diretamente associada com o desenvolvimento de doengas metabdlicas [78,79]. Em
humanos, o acumulo excessivo de lipideos no TAB visceral, definido como obesidade
visceral, é fator de risco para doencgas cardiovasculares e mortalidade [80,81]. Os TAB
e TAM sao constituidos de diversos tipos celulares que inclui os adipocitos, células
endoteliais, células do sistema imune (neutréfilos, macréfagos, linfocitos, entre outras)
e células-tronco mesenquimais. Em conjunto, essas células determinam o

funcionamento do tecido adiposo [82].
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Adipécitos

Até recentemente, acreditava-se que mamiferos possuiam apenas dois tipos
de adipdcitos: os brancos, componentes principais do TAB que tém como funcgdes
principais armazenar energia na forma de triacilglicerol e secretar adipocinas que
regulam diversos processos no organismo; e os adipocitos marrons, componentes do
TAM, cuja principal fungéo é produzir e liberar na forma de calor a energia obtida da
oxidagao de lipideos e carboidratos, um processo denominado como termogénese
independente de tremor muscular [83].

O processo de formacado de adipocitos maduros a partir de células
mesenquimais multipotentes é denominado de adipogénese. E acontece por trés
principais etapas, o comprometimento da linhagem (commitment), expansao clonal e
diferenciacao terminal [80,82]. A diferenciacdo terminal de adipdcitos € controlada
pelo receptor ativador da proliferacdo peroxissomal y (PPARy) e pela proteina de
ligacao ao enhancer CCAAT (C/EBPa, CCAAT/enhancer binding protein), ambos sao
fatores de transcricdo que regulam a expressao de genes envolvidos na captagao e
estoque de lipideos [84]. Delecdo ou mutagdes que inativam PPARy impedem a
formacao de novos adipdcitos e induz a morte de adipocitos maduros, conduzindo a
um quadro de lipodistrofia severa [85]. Os adipdcitos se diferenciam a partir de
diversas células precursoras que estdo sendo identificadas por abordagens de
rastreamento de linhagem. O que sabemos atualmente, é que os adipdcitos tem uma
grande heterogeneidade de precursores, e que a maioria dos adipocitos marrons sao
provenientes de células progenitoras positivas para o fator miogénico 5 (Myf5+), e que
a maioria dos adipécitos brancos sao provenientes de progenitores positivos para a
proteina fator de crescimento derivado de plaquetas a (PDGFRa+)[77,81].

Geralmente, o adipécito branco apresenta didmetro de 20 a 240 um, uma Unica
goticula de gordura (unilocular) que desloca o nucleo e outras organelas para a
periferia da célula e uma baixa densidade mitocondrial, que em conjunto, conferem a
esse adipécito uma grande capacidade de armazenamento de energia [80,82] e
reduzida capacidade oxidativa [86,87] (Figura 4). O adipécito marrom, em contraste,
€ pequeno (15-50 pm), tem formato eliptico, apresenta varias goticulas de gordura
(multilocular), nucleo relativamente centralizado e é rico em mitocéndrias. O adipdcito
marrom, diferentemente do branco, é termogénico. A capacidade termogénica deste

adipdcito é conferida pela presenga da proteina desacopladora 1 (UCP-1, uncoupling
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protein -1) na membrana interna mitocondrial que gera calor ao desviar o gradiente
prétons que seria usado na sintese de adenosina trifosfato (ATP) pela ATP-sintase
(Figura 4). Esse processo sera descrito com mais detalhes a seguir.

Nas ultimas décadas também foi identificado e caracterizado um terceiro tipo
de adipécito em mamiferos denominado adipocito bege ou brite (brown-like in white)
[88,89]. O adipécito bege € encontrado principalmente em depdsitos subcutaneos de
gordura branca misturados com os adipécitos brancos. O adipécito bege, dependendo
da condigao vigente, pode ser unilocular ou multilocular e expressar ou ndo UCP-1
(Figura 4) [1]. O processo de recrutamento e aumento do numero de adipdcitos beges
ricos em mitocdndrias e UCP-1 nos depdsitos de TAB é denominado de browning
[1,90]. Adipdcitos beges podem ser formados a partir de adipdcitos brancos maduros
por um processo denominado de transdiferenciacdo [91-93] ou pela diferenciacéo a
partir de um grupo especifico de células mesenquimais progenitoras [94]. E importante
ressaltar que nos adipécitos beges, diferentemente dos marrons, a maquinaria
termogénica somente € expressa sob determinados estimulos, sendo os mais comuns
e estudados a exposi¢cdo crbnica ao frio e os tratamentos com agonistas [3-
adrenérgicos ou ligantes de PPARYy [1,90] (Figura 4). Recentemente, publicamos uma
revisao sobre fatores que induzem o browning do tecido adiposo branco e o potencial
de geracgéao de calor pelos adipdcitos beges [1].

Por fim, em 2014 foi identificado em camundongos fémeas durante a gravidez
e lactagao um quarto tipo de adipécito denominado de adipdcito rosa. Estudos indicam
que esse adipdcito surge na glandula mamaria por um processo de transdiferenciagao
de adipdcitos brancos maduros. Diferentemente do formato esférico dos adipdcitos
brancos, os adipdcitos rosas apresentam projec¢des do citoplasma que Ihe conferem
caracteristicas de células epiteliais. Além de varias goticulas de gordura, o adipdcito
rosa também tem a capacidade de produzir e secretar leite. Apds o fim da lactagao, o

adipdcito rosa se transdiferencia novamente a adipdcitos brancos maduros [93,95].
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Figura 4. Tipos principais de adipécitos e tecidos adiposos em mamiferos. LD: lipid
droplet/goticula de gordura, N: nucleo, M: mitocdndria. Imagem autoral criada na

plataforma Biorender.

Metabolismo de lipideos em adipécitos

Os acidos graxos sdo armazenados em goticulas de gordura nos adipécitos
brancos, marrons e beges na forma de triacilglicerol (TAG). O TAG é um éster neutro
que consiste de uma molécula de glicerol esterificada com trés moléculas de acidos
graxos. Os 4&cidos graxos armazenados nos adipocitos sdao em sua maioria

provenientes da dieta, mas os adipécitos também podem produzir acidos graxos pelo
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processo de lipogénese de novo usando como substratos principais a glicose e
aminoacidos [96].

Resumidamente, a sintese de acidos graxos a partir da glicose envolve a
conversdo desta hexose em piruvato, pela via glicolitica, o qual por sua vez, é
direcionado a mitocdndria onde é convertido pela piruvato desidrogenase a acetil-
coenzima A (acetil-CoA). O acetil-CoA é condensado com oxaloacetato formando
citrato, que quando em excesso, € exportado ao citosol, onde é clivado a acetil-CoA
pela ACLY, e carboxilado a malonil-CoA pela ACC. Em seguida o malonil-CoA é
convertido pela FAS a palmitato, um acido graxo de 16 carbonos (C:16). O palmitato
pode ser elongado e dessaturado formando uma série de lipideos. A insulina é a
principal ativadora da lipogénese de novo em adipdcitos por mecanismos que
envolvem: 1- aumento da captagcdo de glicose nos adipdcitos e assim oferta de
carbonos para a sintese de acidos graxos; e 2. aumento da expressao e atividade das
enzimas chaves da lipogénese, via ativagéo dos fatores de transcricdo SREBP-1 e
proteina de ligagao ao elemento responsivo a carboidratos (ChREBP, carbohydrate
responsive element binding protein) [97,98].

Os TAGs sao sintetizados a partir do glicerol 3-fosfato (G3P) e acidos graxos.
Além dos acidos graxos produzidos pela lipogénese de novo, adipdcitos obtém acidos
graxos da circulagdo na forma livre associados a albumina ou a partir da hidrélise no
endotélio de TAG carreado por quilomicrons ou lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL, very low density lipoprotein) pela enzima lipase lipoproteica (LPL,
lipoprotein lipase). Os acidos graxos entram nos adipécitos por difusdo ou transporte
mediado por proteinas como CD36, FATP, FABP e caveolina [99]. No interior dos
adipdcitos, os acidos graxos sao convertidos a acil-CoA pela acil-CoA sintetase (ACS)
e direcionados a sintese de TAG, fosfolipideos ou outros lipideos ou a oxidacao
mitocondrial ou peroxissomal. Ja o G3P necessario para a sintese de TAG e
fosfolipideos séo provenientes da glicélise curta [100], gliceroneogénese [101] e pela
fosforilagao direta do glicerol [102]. Na glicdlise curta, a G3P-desidrogenase converte
a diidroxiacetona-3-fosfato a G3P. Na gliceroneogénese, metabdlitos de 3 carbonos
como aminoacidos glicogénicos e lactato sdo convertidos a piruvato, que é convertido
na mitocéndria a oxalacetato pela enzima piruvato carboxilase. O oxalacetato entao é
convertido em malato, deixa a mitocondria e no citosol é convertido a
fosfoenolpiruvato, que pela reverséo parcial da via glicolitica € convertido a G3P. A

enzima chave da gliceroneogénese é a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK).
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Por fim, outra fonte de geracdo de G3P é pela gliceroquinase (Gyk) que fosforila o
glicerol captado da circulagao ou reciclado da hidrolise de TAG [103].

A sintese de TAG inicia-se com a acilagao dos carbonos 1 e 2 do G3P pelas
enzimas glicerol 3-fosfato aciltransferase (GPAT) e 1-acilglicerol 3-fosfato
aciltransferase (AGPAT), respectivamente, formando o 4&cido fosfatidico. Na
sequéncia, a fosfatase do acido fosfatidico (PAP1), uma enzima também conhecida
como lipina, retira o grupamento fosfato do carbono 3 do acido fosfatidico formando o
diacilglicerol. Por fim, o diacilglicerol é acilado no carbono 3 pela diacilglicerol
aciltransferase (DGAT) formando TAG [104,105].

Em situagbes de demanda energética, como no jejum, exercicio e exposi¢cao
ao frio [106], o TAG estocado nos adipécitos pode ser hidrolisado a acidos graxos e
glicerol, e entdo liberados para a circulagdo para servirem como substratos para
outros tecidos. A hidrélise de TAG em glicerol e acidos graxos acontece por reagdes
enzimaticas sequenciais denominadas em conjunto de lipdlise. Inicialmente, o TAG é
hidrolisado a DAG pela lipase de triacilglicerol do adipécito (ATGL, adipose triglyceride
lipase), liberando o primeiro acido graxo e formando diacilglicerol, que é hidrolisado a
monoacilglicerol (MAG) pela lipase sensivel a horménio (HSL, hormone-sensitive
lipase), liberando outro acido graxo e formando monoacilglicerol que € hidrolisado pela
lipase de monoacilglicerol (MGL) liberando glicerol e o ultimo acido graxo. Os acidos
graxos e glicerol provenientes da lipolise podem ser reesterificados em TAG ou
liberados para a circulagao. A lipélise é estimulada por uma série de hormdnios, como
catecolaminas, peptideo atrial natriurético e hormdnio do crescimento [107,108]. No
jejum, por exemplo, catecolaminas ativam a lipdlise via PKA que entao fosforila a HSL
e a perilipina, uma proteina da membrana das goticulas de gordura, que em conjunto
aceleram e permitem a hidrélise enzimatica de TAG. Em contrapartida, a insulina é o
principal inibidor da lipdlise. A insulina tem ag¢des antilipoliticas ao ativar a
fosfodiesterase 3B, que por sua vez, reduz a atividade de PKA por reduzir o conteudo

intracelular de 3’,5’-adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc) [104,108].
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Metabolismo da glicose em adipécitos

Apos a alimentacdo ha o aumento da glicemia que consequentemente estimula
a secrecgao de insulina pelo pancreas. A insulina aumenta de 2 a 10 vezes a captacao
de glicose em adipdcitos pela ativagdo da translocagéo para a membrana do GLUT-4
via PIBK-mTORC2-Akt. No estado basal, aproximadamente 99% do GLUT-4 esta
armazenado em vesiculas, e apos o estimulo pela insulina, o GLUT-4 é translocado a
membrana plasmatica, estimulando a captagéo de glicose [109]. A insulina também
estimula a transcricdo de RNAmM de GLUTs [110]. Apds o fim do estimulo pela insulina,
os GLUTs sao rapidamente internalizados, reduzindo assim a captacao de glicose
[111]. Os destinos metabdlicos da glicose no adipdcito estimulado pela insulina sdo a
converséo a glicerol 3P, a via glicolitica com a geragéo de piruvato e lactato, a sintese
de acidos graxos e total oxidagao a CO2, ou até mesmo a conversao a glicogénio [99].
Aproximadamente 20% da glicose pos-prandial € captada pelos tecidos adiposos,
desse total, apenas 5% da glicose captada por adipdcitos € armazenada como
glicogénio, enquanto que 50% é armazenada como TAG [112]. Portanto, o tecido
adiposo tem uma importante participagdo na manutengao da glicemia que pode ser
evidenciada em estudos envolvendo a delecdo de GLUT-4 [111] ou Rictor/mTORC2
[113,114] especificamente em adipécitos. Nesses estudos, foi encontrado prejuizo na
homeostase da glicose, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina no figado, sugerindo

uma importante comunicagao entre tecido adiposo, figado e pancreas.

Termogénese independente de tremor muscular

Mamiferos euterianos (mamiferos placentarios) produzem calor quando
expostos a temperaturas abaixo da termoneutralidade pelos processos de tremor
muscular (shivering, pequenas contra¢gdes musculares descoordenadas, rapidas e
repetidas) e termogénese independente de tremor muscular nos adipécitos marrons
e beges. A ativagao destes processos esta associada ao aumento do gasto energético
e da demanda energética (alimentagédo e/ou oxidagao de substratos estocados)
[115,116].

Mecanisticamente, a termogénese independente de tremor muscular é
estimulada principalmente pelo sistema nervoso simpatico via inervacao direta do
TAM e TAB [117]. A norepinefrina liberada por neurdnios simpaticos ativa o receptor

B3-adrenérgico (B3-AR) acoplado a proteina Gs estimulatéria, conduzindo ao aumento
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de AMPc e ativagao da PKA. A PKA fosforila uma série de proteinas como a HSL e a
perilipina, promovendo a lipdlise. Os acidos graxos produzidos pela lipdlise ativam a
UCP-1 na mitocdndria que dissipa o gradiente de prétons liberando energia na forma
de calor. Além da HSL, a PKA também fosforila a p38-MAPK (p38 mitogen-activated
protein kinase) e proteina de ligagao ao elemento de resposta ao AMPc (CREB)
aumentando a transcri¢ao génica de UCP-1[97,116,118]. Concomitantemente com a
ativagao da producéo de calor pelo TAM, a ativagdo adrenérgica também promove um
aumento na captacgao e oxidagao de glicose e acidos graxos pelos adipdcitos marrons

e beges (Figura 5).
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Figura 5. Via candnica de ativagao da termogénese independente de tremor muscular
em adipdcitos marrons e beges. Imagem autoral criada na plataforma Biorender.

A oxidagao de glicose e acidos graxos gera as coenzimas reduzidas flavina
adenina dinucleotideo (FADH2) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) que
carregam elétrons que séo utilizados pelos complexos mitocondriais para bombear
préotons da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas, criando assim, um
gradiente de protons. Este gradiente de prétons mitocondrial, na maioria das células,
€ usado como forga motriz para a geragdo de ATP pela proteina ATP sintase [119].

Nos adipécitos marrons e beges, a UCP-1 ativada promove, por mecanismos ainda
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em debate, o transporte de protons do espacgo intermembranas para a matriz
mitocondrial. A energia potencial do gradiente de protons nesse caso é dissipada na
forma de calor pelo transporte de prétons pela UCP-1, sem a geragdo de ATP.
Dizemos, portanto, que a ativagao da UCP-1 promove o desacoplamento do gradiente
de protons da geragao de ATP [116,120,121] (Figura 6). Estudos recentes, indicam
que na auséncia de lipdlise intracelular nos adipdcitos marrons e beges, a lipdlise nos
adipdcitos brancos pode, por mecanismo compensatorio gerar os acidos graxos livres
que serao captados pelos adipécitos marrons ou beges e entdo ativar a termogénese
mediada pela UCP-1 [122,123]. Curiosamente, camundongos com delecao de UCP-
1 conseguem sobreviver ao frio [119], sugerindo a existéncia de mecanismos
alternativos ndo candnicos de geragao de calor, como o ciclo futil de creatina [124], e
o ciclo de calcio dependente de ATP mediado pela mediado pela Ca?*-ATPase do
reticulo sarcoplasmatico (SERCA)[125,126].
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Figura 6. Representacao de dissipacao do gradiente de prétons (H*) pela UCP-1 em
adipdcitos marrons e beges com geragdo de calor. Imagem autoral criada na
plataforma Biorender.
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Metabolismo do TAM ativado

O TAM quando ativo pode aumentar a taxa metabdlica basal em
aproximadamente 60% em ratos [127] e até 5% em humanos, o que pode promover
em um ano a perda de mais de 4 kg de gordura [80]. Esse aumento substancial da
taxa metabdlica basal pela termogénese do TAM é sustentado pelo maior aporte de
acidos graxos para o tecido via aumento do clearence de lipideos circulantes
transportados por lipoproteinas catalisado pela enzima LPL, bem como, pelo aumento
do transporte de acidos graxos via CD36 e FATP1 (Figura 5) [116]. Em paralelo ao
maior aporte de acidos graxos circulantes, ocorre também no TAM estimulado o
aumento da lipogénese de novo. Além dos acidos graxos, a captagdo de glicose
também esta substancialmente aumentada no TAM ativado [116]. Durante o frio, ha
aumento do conteudo dos transportadores de GLUT-1 e GLUT-4 na membrana
celular. Um estudo prévio sugere que mTORC2 promove a captagdo de glicose
induzida por estimulos adrenérgicos por induzir a translocagdo de GLUT-1 a
membrana plasmatica de adipdcitos marrons (Figura 5) [49]. Todos os possiveis
destinos metabdlicos da glicose que incluem a conversao a lactato, oxidagao a COo,
sintese de glicerol 3-fosfato e acidos graxos e a formacédo de agentes redutores
(NADPH) pela via das pentoses estdo aumentados no TAM de animais expostos ao
frio [47,116]. O aumento de todas essas vias metabdlicas sustenta a geracédo do
gradiente de protons mitocondrial necessario na geragao de calor pela UCP-1 (Figura
5-6).

Em 2009, foi identificado pela técnica de tomografia computadorizada de
emissdo de positrons (PET) com fluoro-deoxiglicose associado a tomografia
computadorizada que humanos adultos saudaveis tem TAM ativo [128], e que a
massa do TAM em adultos € inversamente relacionada com doencgas metabdlicas
[129]. Esses achados quebraram o paradigma de que apenas humanos neonatos tem
TAM [119]. Visto a capacidade do TAM ativado de utilizar acidos graxos e glicose,
diversos estudos [128-133] tém sugerido uma possivel utilizagdo da termogénese
adaptativa como forma de atenuar o ganho de massa corporal, mas também reduzir
a hipertrigliceridemia e hiperglicemia, sendo essas duas ultimas, caracteristicas de
dislipidemias e do diabetes, respectivamente. Estes estudos renovaram o interesse

no estudo do TAM, e sua possivel implicagao no tratamento de doencas metabdlicas.
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Plasticidade e disfuncao do tecido adiposo

Os tecidos adiposos sdo extremamente plasticos alterando sua massa de
acordo com o balango energético do organismo [82,93]. Periodos de balango
energético negativo como jejum e a restricdo caldrica reduzem, enquanto periodos de
balango energético positivo aumentam a adiposidade. Estas alteragbes de
adiposidade ocorrem como resultado de mudancgas no didmetro (hipotrofia/hipertrofia)
e numero de adipdcitos (hipoplasia/hiperplasia) do tecido adiposo [82]. Aumento

excessivo da adiposidade corporal pode levar ao desenvolvimento da obesidade.

A obesidade é uma doenca metabdlica decorrente do acumulo exacerbado de
gordura nos tecidos adiposos. A obesidade € uma doenga em crescente expansao
independente da populacdo, idade, sexo ou classe social [134]. No Brasil,
aproximadamente 60% da populagao adulta apresenta sobrepeso (indice de massa
corpérea [IMC] = 25 kg/m?) e 20% obesidade (IMC = 30 kg/m?). A obesidade,
principalmente a visceral, esta associada com o desenvolvimento de diversas doengas
altamente prevalentes como a resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, esteatose
hepatica, doengas cardiovasculares e alguns tipos de cancer.

Apesar da divergéncia sobre a contribuicdo da deriva genética [135] ou da
selecdo de genes econdmicos [136] como possiveis fatores genéticos determinantes
da predisposi¢ao a obesidade, ha consenso de que fatores ambientais recentes da
historia humana, como as mudancas no padrao de vida pos-revolug¢ao industrial foram
importantes na aceleracdo da expansao da obesidade. Basicamente, os fatores
comportamentais da sociedade moderna que promovem a obesidade sao a redugéao
do gasto energético decorrentes da migragdo da vida no campo para a cidade
associada com trabalhos que demandam pouca atividade, bem como o aumento da
inatividade fisica e a maior ingestao de alimentos energicamente densos e altamente
palataveis [60,134].

O gasto energético e o consumo energético sdo componentes do balango
energético. O balango energético segue as leis da termodinamica, em que a energia
nao pode ser criada nem destruida, mas pode mudar de uma forma a outra. O balanco
energético é categorizado em 1. Positivo: em que a ingestao energética é maior que

0 gasto energético, e, portanto, a energia ingerida em excesso é armazenada no
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organismo, com consequentemente aumentando a massa corporal; 2. Negativo: em
que o gasto energético € maior que a ingestao energética e, portanto, ocorre redugao
da massa corporal; e 3. Balango energético estacionario: em que o gasto e ingestao
energéticos sao iguais, e, portanto, a massa corporal mantém-se inalterada ao longo
do tempo [137,138]. Assim, a obesidade, claramente, como mencionado
anteriormente, € o resultado de periodos crénicos de balango energético positivo, que
conduz ao acumulo de energia na forma de triacilglicerol majoritariamente no tecido
adiposo. Em paralelo ao aumento da massa corporal, individuos portadores de
obesidade, curiosamente, também tem em média maior gasto energético do que
pessoas magras, sugerindo que a ingestdo energética € o principal componente do
balango energético no desenvolvimento da obesidade [137].

Além da obesidade ha outras patologias do tecido adiposo nao diretamente
associadas ao balango energético, como é o caso da lipodistrofia, em que ha a perda
e/ou distribuicdo anormal dos tecidos adiposos, e que € majoritariamente de etiologia
genética ou farmacoldgica [139]. Na lipodistrofia, a ineficiéncia de armazenamento de
energia nos tecidos adiposos conduz, paradoxalmente, a disturbios metabdlicos como
resisténcia insulinica, diabetes e inflamacdo assim como os encontrados na
obesidade [140].

Participagcao de mTORC2 na biologia do tecido adiposo

Diversos estudos avaliaram o envolvimento de mTORC2 no controle do
metabolismo e atividade secretéria do TAM e TAB, principalmente por meio de
delecao de Rictor em adipdcitos via sistema Cre-loxP. Os dois primeiros estudos
realizaram a delecdo de Rictor em adipdcitos utilizando aP2/FABP4-Cre em dois
diferentes backgrounds genéticos. Esses estudos encontraram que camundongos
com delecao de Rictor apresentavam esteatose hepatica e aumento da massa dos
tecidos magros (figado, musculos, rins e pancreas), efeitos que foram creditados ao
aumento circulante de IGF-1 [114,141]. Diferencas importantes, entretanto, foram
reportadas pelos grupos em relagéo ao impacto da delecéo de Rictor via aP2/FABP4-
Cre na homeostase da glicose. Enquanto o grupo do Professor Michael Hall encontrou
que delecao de Rictor aumenta a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose sem

alterar a captagao de glicose basal e estimulada por insulina em adipdcitos [113], o
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grupo do Professor Thurl Harris encontrou que a delegcdo de Rictor promove
intolerancia a glicose, redugéo da captacao de glicose basal e estimulada por insulina,
e reducao do efeito inibitério da insulina sobre a lipdlise no TAB [142]. Importante
ressaltar que quando estes estudos foram realizados acreditava-se que o promotor
aP2/FABP4 promovia a expressao de Cre recombinase especificamente em
adipaocitos, o que foi refutado posteriormente por diversos estudos que mostraram que
esse promotor € ativo em varios tipos celulares como neurénios, células endoteliais,
midcitos, entre outros [143-145].

Utilizando o promotor da adiponectina para expressar a Cre recombinase, que
€ especifico de adipécitos, o grupo do Professor Guertin demonstrou que
camundongos com delec¢ao de Rictor nessas células alimentados com dieta padrao
(chow) sao hiperinsulinémicos e resistentes a insulina, mas n&o apresentam
alteracdes de adiposidade apesar de reduzida lipogénese de novo no TAB [146].
Também demonstraram que adipécitos brancos primarios com delecédo de Rictor tem
menor captagao de glicose basal e estimulada por insulina, o que in vivo é associada
a menor conteudo de RNAm de GLUT-4 no TAB, além de maior lipdlise basal, mas
sem alteracao na lipdlise estimulada por isoproterenol [146]. Nesse mesmo estudo, os
camundongos foram desafiados com dieta rica em gordura. A delecao de Rictor em
adipdcitos reduziu os ganhos de massa corporal e adiposa, mas exacerbou a
resisténcia a insulina induzida pela dieta [146]. Em outro estudo do mesmo
grupo, camundongos com delegao de Rictor em adipécitos foram infectados com M.
tuberculosis, o agente causador da tuberculose. Nesse estudo, foi encontrado que a
delecéo de Rictor em adipécitos reduz a inflamacéo e conteudo de macréfagos,
mondcitos, células dendriticas e células T no TAB, além de reduzir a expressao de
RNAm fator de necrose tumoral a (TNF-a). Em oposigao a estes achados, o grupo do
Professor Michael Hall demonstrou que camundongos com delegdo de Rictor em
adipocitos também via adiponectina-Cre apresentam elevada inflamacao do tecido
adiposo epididimal caracterizada pelo acumulo de macréfagos pré-inflamatérios M1 e
aumento de TNF-a apéds ingestdo de dieta rica em gordura [65]. Estudo do nosso
grupo usando os mesmos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica,
entretanto, ndo confirmou estes achados [147].

Alguns estudos também investigaram a participagdo de Rictor no tecido
adiposo marrom e termogénese. Camundongos com delegdo de Rictor em células

que expressam Myf5* (midcitos e adipdcitos marrons, principalmente) tem reducéo da
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massa do TAM e aumento da expressao de UCP-1 e da capacidade oxidativa,
sugerindo que a inibicdo de mTORC2 estimula a termogénese do TAM apds
exposicao ao frio [148]. Posteriormente, foi demonstrado que a delegdo de
Rictor/mTORC2 em células que expressam UCP-1 (UCP-1-Cre) aumenta a
expressdo de UCP-1, a termogénese e o catabolismo lipidico por mecanismos
independentes da Akt, envolvendo o eixo SIRT6-FoxO1 [53]. Em oposicdo a estes
dados, camundongos com delecao de Rictor via aP2-Cre, apresentaram hipotermia
severa e reduzida captacao de glicose no TAM apds exposi¢ao aguda ao frio, efeitos
que foram atribuidos a reduzida atividade da Akt e hexoquinase 2 [40].

Como pode ser evidenciado pelos estudos detalhados acima existem diversas
controvérsias sobre o verdadeiro papel biolégico de mTORC2 no controle do
metabolismo, captagéo de glicose e fungédo dos adipécitos brancos, marrons e beges.
Desta forma, na presente tese de doutorado, utilizando o modelo de delecéo de Rictor
via adiponectina-Cre, nos investigamos o envolvimento de mTORC2 em adipdcitos
como possivel mediador do aumento na capacidade termogénica, captagao de glicose
no tecido adiposo e melhora na homeostase da glicose induzidos pela aclimatagao ao
frio por 14 dias (Capitulo Il), tratamento com o agonista de PPARy pioglitazona
(Capitulo Il), e ingestao de dieta hiperlipidica rica em acidos graxos 6mega 3 (Capitulo
V).
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Capitulo Il

A deficiéncia especifica de mMTORC2 em adipécitos reduz a capacidade termogénica
do tecido adiposo marrom e branco inguinal sem afetar a captacéo de glicose e o

gasto energético de camundongos aclimatados ao frio

Esse capitulo esta em processo de revisdo por pares:

Adipocyte-specific mTORC2 deficiency impairs BAT and iWAT thermogenic capacity
without affecting glucose uptake and energy expenditure in cold-acclimated mice.
Erique Castro, Thayna Vieira, Tiago Oliveira, Milene Ortiz-Silva, Maynara Andrade,
Caroline Tomazelli, Albert Peixoto, Cleyton Sobrinho, Mayara Moreno, Gustavo Gilio,
Rafael Junges Moreira, Raphael Guimarées, Luiz Perandini, Patricia Chimin, Patricia
Reckziegel, Eduardo Moretti, Alexandre Steiner, Mathieu Laplante e William
Festuccia. American Journal of Physiology — Endocrinology and Metabolism. 2021.
Em reviséo.
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sulfur subunit; SIRT-6, NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-6; SREBP, Sterol
regulatory element-binding proteins; UCP-1, uncoupling protein 1; UQCRC2, ubiquinol-
cytochrome C reductase core protein.
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INTRODUCTION

Mammals exposed to temperatures below thermoneutrality maintain their body
temperature constant (homeothermy) by activating heat-generating shivering and
nonshivering thermogenesis, as well as by reducing heat dissipation to the
environment through peripheral vasoconstriction and postural changes. Brown
adipose tissue (BAT), the major site for nonshivering thermogenesis in mammals,
generates heat through the uncoupling and dissipation of proton gradient at the inner
mitochondrial membrane mediated by the uncoupling protein 1 (UCP-1). In addition to
BAT, UCP-1 expressing adipocytes denominated as beige or brite (brown in white) are
found embedded in white adipose tissue (WAT) of mammals especially in
subcutaneous fat depots. These cells have a different origin than brown adipocytes,
show important thermogenic activity in vitro, but their contribution to homeothermy and
whole-body energy expenditure in vivo is still a matter of debate [1,149-152].

UCP-1-mediated thermogenesis is mainly activated by norepinephrine released
from tissue sympathetic innervation through a cascade of events involving activation
of B-adrenergic receptors, protein kinase A and lipolysis [116]. Lipolysis-derived fatty
acids directly activate UCP-1 and act as the main metabolic substrate oxidized for heat
production in brown and beige adipocytes [116]. Along with thermogenesis,
sympathetic activation increases BAT glucose uptake mainly through glucose
transporter 1 (GLUT-1), fuelling carbons to processes required for proper
thermogenesis such as glycolysis, glycerol 3-phosphate and fatty acid synthesis, and
the pentose phosphate pathway [116].

In addition to heat production, sympathetic innervation also regulates BAT and
beige adipocyte thermogenic capacity. Indeed, chronic periods of sympathetic
activation, as seen in mice acclimated to cold, for instance, increase brown and beige
adipocytes number, mitochondrial mass and contents of UCP-1 and other important
thermogenic proteins. The intracellular signaling events triggering this process known
as recruitment are not completely defined yet. Previous studies have shown that the
growth factor and nutrient sensor mechanistic target of rapamycin complex 1
(mTORC1) is an important mediator of sympathetically-induced brown and beige
adipocyte recruitment [153—-155]. mTORC1 is a multiprotein complex containing the
serine/threonine kinase mTOR as the catalytic center that promotes anabolic

processes such as protein, lipid and nucleotide syntheses and inhibits autophagy.
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Indeed, mTORC1 not only is activated in brown and beige adipocytes of mice treated
with B-3 adrenergic receptor ligand and exposed to cold either acutely (24 h) or
chronically (14 days), but also mediates the brown and beige adipocyte recruitment
(increase in cell number, mitochondrial mass, UCP-1 content and thermogenic
machinery) induced in these conditions [153—-155].

In contrast to mMTORC1, few studies have evaluated whether mTORC2 is
involved in brown and beige adipocytes recruitment and thermogenesis. mTORC2 is
mainly activated by growth factors via phosphoinositide 3-kinase (PI3K) and exerts its
anabolic actions through the phosphorylation of Akt at Ser473, among other
substrates. mTORC2 is activated in brown and beige adipocytes upon norepinephrine
treatment and acute, but not chronic cold exposure [40,153]. Interestingly, mice with
deletion of mMTORC2 essential component rapamycin insensitive companion of mTOR
(Rictor) induced by a Cre recombinase under the control of aP2/FABP4 promoter
displayed impaired thermoregulation, BAT glucose uptake and glycolysis upon acute
cold exposure [40]. Such impaired thermoregulation upon acute cold, though, was not
seen in mice bearing Rictor deletion in brown and beige adipocytes induced by a Cre
recombinase under the control of UCP-1 promoter [53,144], indicating that it may be
due to the broad, non-adipocyte specific aP2/FABP4 promoter activity [53,144,145].
Indeed, the aP2/FABP4 promoter was shown to drive Cre activity in ganglia of the
peripheral nervous system, in adrenal medulla and in neurons throughout the central
nervous system, among other tissues and cell types [144,145].

To further expand knowledge on mTORC2 involvement in brown and beige
adipocyte signaling, metabolism and thermogenesis, mice with Rictor deletion and
therefore mMTORC2 deficiency exclusively in adipocytes (adiponectin-Cre) were
acclimated to cold (10°C, 14 days) and evaluated for BAT and inguinal white adipose
tissue (IWAT) recruitment, glucose uptake and thermogenesis and whole-body energy
expenditure. Our main findings indicate that mTORC2 is required for the recruitment
and full expansion of BAT and iWAT UCP-1 content and thermogenic capacity induced

by cold acclimation.
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MATERIAL AND METHODS

Mice

Animal experimental procedures were approved by the Animal Care Comittee of the
Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo (#098/2010 and 115/2016).
All mice were on a C57BL/6J background. Mice with rapamycin insensitive companion
of mMTOR (Rictor) deletion in adipocytes (A-RicKO) and control littermates (A-RicWT)
were produced as previously described using Rictortotox (rictor™!-1Kig/SimJ) gnd
adiponectin-cre mice (B6;FVB-Tg(Adipog-cre)1Evdr/J) [147]. Mice genotypes were
determined by PCR analysis of tail genomic DNA. Male 8-weeks old A-RicKO and A-
RicWT mice were kept at thermoneutrality (30 + 1°C) for 14 days and either euthanized
or acclimated to cold (10 £ 1°C) for 14 days in an environmental chamber (NQ1 model,
Environmental Growth Chamber, Chagrin Falls, OH) on a 12:12 h light-dark cycle with
food and water ad libitum. After this period, mice were anesthetized with isoflurane and
euthanized (13:00 h) by exsanguination after 5 h of food deprivation. Body weight and
food intake were measured weekly. Mice lean mass was evaluated by nuclear

magnetic resonance in a Bruker minispec LF.

Whole-body indirect calorimetry and thermometry

Indirect calorimetry was performed after either 24 h or 9-11 days of acclimation at 30°C
and 10°C. Mice were adapted the day before indirect calorimetry in metabolic cages
housed inside an environmental chamber (NQ1 model, Environmental Growth
Chamber, Chagrin Falls, OH) and evaluated for oxygen consumption (VO.), carbon
dioxide production (CO2), and respiratory exchange ratio (RER, VCO2/ VO2 ratio)
during 24 h by flow-through respirometry (Sable Systems, Las Vegas, NV) as
described [156]. Rectal temperature was measured in awake mice using a

thermocouple (Sable Systems, Las Vegas, NV).

Thermogenic capacity

After 14 days of cold acclimation at 10°C, mice were anesthetized with
isoflurane and placed on heat pad warmed at 37°C for the insertion of a temperature
transmitter (model TA-F10; Data Sciences International, MN, USA) in the peritoneal
cavity. Abdominal wall was sutured and the skin closed with surgical glue (Dermabond

Topical Skin Adhesive; Johnson & Johnson, Sao Paulo, Brazil). After surgery, mice
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were treated with antibiotic (enrofloxacin 5 mg/ kg, s.c.) and anagelsic (Ketoprofen 5
mg/ kg, s.c.), allowed to recover for 24 h at 30°C, and subsequently transferred to 10°C
for 7 days. For the evaluation of thermogenic capacity, mice were transferred to 30°C
at 09:00 h and food restricted. After 3 h (12:00 h), mice were intraperitoneally injected
with the beta-3 adrenergic agonist CL-316,243 (1 mg/ kg) and evaluated for body
temperature. Data were acquired in the Dataquest ART software and core

temperature was recorded every 10s.

Electromyogram (EMG)

After 14 days of cold acclimation at 10°C, mice were briefly anesthetized with
isoflurane for insertion of coated fine stainless steel wires electrodes transcutaneously
to acquire EMG signal from the scapular muscle as previously described [40]. After
recovery from anesthesia, mice returned to environmental chamber at 10°C, and the
EMG was recorded for 20 min. The signal was processed (30- to 300-Hz band-pass
filter) and digitalized by Power lab system (ADInstrument) using the Labchart
software. Data were exported and analyzed offline by Spike2 version 7 software where
the integrated activity was obtained after rectification and smoothing (1 =0.01 s) of the
original signal. The analysis of the EMG data was performed in continuous segments

of 30 s in the absence of locomotor activity.

Insulin tolerance test (ITT)

Mice deprived of food for 5 h were intraperitoneally injected with insulin (0.5 U/ kg of
body weight). Tail blood glycemia was determined before and 5, 10, 15, 20 and 30 min
after insulin injection using an automated glucometer (OneTouch Select Plus Johnson
& Johnson). Blood glucose disappearance rate (kITT, % glucose/ min) was calculated
as described [157].

Pyruvate tolerance test (PTT)

Mice deprived of food for 5 h were intraperitoneally injected with sodium pyruvate (2 g/
kg body weight). Tail blood glycemia was determined before and 15, 30, 45, 60 and 90
min after pyruvate injection using an automated glucometer (OneTouch Select Plus

Johnson & Johnson). Area under (AUC) was calculated as glucose mg/dL x 90 min.
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Serum parameters

Serum insulin, adiponectin and fibroblast growth factor 21 (FGF-21) were measured
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits following manufacturer’s
instructions (Millipore, MA, USA). Serum glycerol (Sigma), nonesterifed fatty acids
(NEFA, WAKO) and creatine kinase (Labtest, Brazil) were measured using colorimetric
kits.

Lipolysis

Lipolysis was evaluated in BAT and inguinal white adipose tissue (iWAT) explants as
previously described [158]. Briefly, BAT and iWAT explants were excised and washed
at 37°C for 10 min in Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRB in mM): 118 NaCl, 4.8 KCl,
1.25 CaCl2, 1.2 KH2POs4, 1.2 MgSO4, 25 NaHCOs3, and 5.5 glucose supplemented with
2% fatty acid-free bovine serum albumin, pH 7.4. After this period, explants were
transferred to a new tube with fresh KRB buffer for 1 h at 37°C under continuous
shaking. Lipolysis was evaluated at either basal conditions or upon the presence of 5
MM norepinephrine. Medium glycerol was measured with free glycerol colorimetric kit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Lipolysis is presented as rates of glycerol release per

mg of protein per hour.

Histological analysis

BAT and iWAT were fixed in 4% formaldehyde and embedded in paraffin, cross-
sectioned (5 um), deparaffinized and stained with hematoxylin-eosin. BAT was
evaluated by number of nuclei per field and iWAT was evaluated by adipocyte diameter
using Imaged (NIH, USA) and percentage of multilocular adipocytes by counting the

number of multilocular adipocytes per field.

Electronic microscopy

BAT pieces were fixed with 2% glutaraldehyde for 2 h, transferred to 1% osmium
tetroxide for 2 h and to 0.5% uranyl acetate overnight. After dehydration and resin
embedding, ultra-thin sections (90 nm) were stained and analyzed in JEOL 1010

transmission electron microscope.

Citrate synthase activity
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IWAT was homogenized in 50 mM phosphate buffer and centrifuged at 13,000 rpm for
10 min. The supernatant was incubated with 0.1 M Tris—HCI, 500 uM oxaloacetate,
200 pM 5,5'-dithiobis(2- nitrobenzoic acid) (DTNB), 100 yM acetyl-CoA and 0.1%
Triton-X for 5 min at 30°C. DTNB reduction was followed at 412 nm.

In vivo glucose uptake

BAT and iWAT glucose uptake were measured as previously described (10). Briefly,
A-RicWT and A-RicKO mice were food deprived for 5 h and intraperitoneally injected
with 3 uCi [U-3H]2-deoxy-D-glucose (PerkinElmer, MA, USA) in phosphate-buffered
saline. After 1 h, mice were anesthetized with isoflurane and killed for BAT and iWAT
harvesting. BAT and iWAT were processed for measurement of labeled 2-deoxy-D-

glucose uptake as described [159].

Western blotting

IWAT and BAT were homogenized and analyzed for protein content as previously
described [21]. Primary antibodies detailed in Table 2 were diluted 1:1000 in Tris
Buffered Saline with Tween 20 and 5% milk. Membranes were incubated with
peroxidase-conjugated secondary antibody (1:5000) and developed with ECL
enhanced chemiluminescence substrate (GE Healthcare). Total BAT and iWAT UCP-
1 content were evaluated in cold-acclimated mice by running samples from both
tissues in the same gel and correcting the densitometry values to total tissue protein
concentration. Because of its higher UCP-1 content, BAT samples were loaded in a

lower protein concentration than iWAT to avoid saturation of the densitometry signal.

Table 2. Primary antibodies used in Western Blotting

Primary antibody Catalog number Manufacturer
o-Tubulin 2125 Cell Signaling
Akt 4685 Cell Signaling
DRP-1 AB184247 Abcam
GLUT-1 07-1401 Millipore
GLUT-4 07-1404 Millipore
OPA-1 ab119685 Abcam
OXPHOS cocktail ab110413 Abcam
PARKIN 4211 Cell Signaling
pSerd73 Akt 9271 Cell Signaling

pSer240/244 S6 5364 Cell Signaling



64

Rictor 2114 Cell Signaling
S6 2217 Cell Signaling
UCP-1 14670 Cell Signaling

RNA extraction and quantitative PCR analysis

RNA extraction was performed as described previously (31). Analysis of real-time PCR
data was performed using the 2"22¢T method. Data are expressed as the ratio between
the expression of the target gene and the housekeeping gene 36B4, the expression of
which was not significantly affected by treatments. Primers used and annealing

temperatures were previously described [21,160].

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM. Student’s t test or Two-way ANOVA followed by
Tukey post-hoc test were performed to analyze the independent and interactive effects
of Rictor deletion with two levels (A-RicWT, A-RicKO) and cold acclimation with two
levels (thermoneutrality, cold) using GraphPad Prism version 8.0.0 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, California USA). The significance level was set at P
<0.05.

RESULTS

As illustrated in Figure 7, Rictor deletion in adipocytes (A-RicKO) resulted in a
marked reduction in mTORC2 catalyzed Akt phosphorylation at Ser473 in both BAT
and iWAT (Fig. 7A-B and D-E). Interestingly, cold acclimation also reduced Akt
phosphorylation in A-RicWT BAT and iWAT to levels that were still higher than those
found in A-RicKO mice. In addition, cold acclimation similarly increased the content of
phosphorylated (S240/244) S6 in BAT (Fig. 7A and C) of both A-RicWT and A-RicKO
mice, indicating that mTORC?2 is not required for cold-induced mTORC1 activation in
this tissue. Because cold acclimation increased iWAT total S6 content in A-RicWT, but
not A-RicKO mice, iWAT phosphorylated S6 content is presented as a ratio to total S6.
Indeed, cold acclimation increased phosphorylated to total S6 ratio in A-RickKO, but not
A-RicWT mice (Fig. 7D and F), suggesting that cold increases iWAT mTORC1 activity
only in the absence of Rictor/mTORC2. Noteworthy, with exception of IWAT
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phosphorylated S6, expressing phosphorylated protein content as a ratio to total
protein does not alter the interpretation of findings and conclusions. No changes in
body weight and food intake were seen between A-RicWT and A-RicKO mice at either
thermoneutral conditions or upon cold acclimation (Fig. 7G and H). Despite the
unaltered body weight, cold acclimation did not affect BAT, reduced iWAT and
increased liver and lean masses in A-RicWT mice (Fig. 71-L). A-RicKO mice, on the
other hand, displayed reduced iWAT, but no changes in BAT, liver and lean masses
at thermoneutral conditions. Upon cold acclimation, A-RicKO mice featured reduced
BAT, unaltered iWAT, increased liver and unchanged lean masses (Fig. 7I-L).
Histological analysis of BAT indicated that cold acclimation increased the number of
nuclei per field in A-RicWT mice, which is indicative of reduced brown adipocyte lipid
deposition and diameter (Fig. 7M-N). Along with morphological changes, cold
acclimation significantly increased BAT relative (per mg of tissue) and total (per tissue)
protein contents, as well as mMRNA levels of the proliferation markers Ki67 and cyclin
D1 (CCND1) in A-RicWT mice (Fig. 70-R). Interestingly, at thermoneutral conditions,
adipocyte Rictor deletion increased BAT number of nuclei per field, without affecting
relative and total protein contents and Ki67 and CCND1 mRNA levels (Fig. 7M-R).
Upon cold acclimation, however, adipocyte Rictor deletion further increased BAT
number of nuclei per field and relative protein content, but markedly attenuated the
increases in total protein content and Ki67 and CCND1 mRNA levels (Fig. 7M-R).
Similarly to BAT, cold acclimation and Rictor deletion independently reduced iWAT
adipocyte diameter, without, however, additive effects between them (Fig. 7S and U).
Despite the similar reduction in mass, cold acclimated A-RicKO mice displayed a
reduced iIWAT number of multilocular adipocytes in comparison to A-RicWT (Fig. 7V),
as can be seen in tissue H/E staining (Fig. 7S) and electronic microscopy (Fig. 7T).
Along with morphological changes, cold acclimation significantly increased iWAT
relative and total protein contents in A-RicWT mice, such effects that were attenuated
by adipocyte Rictor deletion (Fig. 7W and X). Adipocyte Rictor deletion did not affect
IWAT relative and total protein contents at thermoneutral conditions. Furthermore,
IWAT Ki67 and CCND1 mRNA levels were not modulated by cold acclimation and/or
Rictor deletion (Fig. 7Y and Z). Altogether these findings indicate that the reduced BAT
mass found in cold acclimated A-RicKO mice results from a reduction in brown
adipocyte lipid storage and number, while the reduction in iIWAT mass is mainly due to

a reduction in adipocyte diameter.
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Figura 7. Adipocyte mTORC2 deficiency reduces BAT mass and total protein content
in cold acclimated mice. Male A-RicKO and A-RicWT mice were either kept at
thermoneutrality (30 £ 1°C) or acclimated to cold (10 + 1°C) for 14 days and evaluated
for brown adipose tissue (BAT, A-C) and inguinal white adipose tissue (iWAT, D-F)
signaling, body weight (G), food intake (H), BAT (1), iWAT (J), liver (K) and lean (L)
masses and BAT H/E staining (M), nuclei per field (N), relative (O) and total (P) protein
contents and Ki67 (Q)ld CCND1 (R) mRNA levels and iWAT H/E staining (S),
electronic microscopy (T), mean adipocyte area (U), multilocular adipocytes (V),
relative (W) and total (X) protein contents and Ki67 (Y) and CCND1 (Z) mRNA levels.
Values are expressed as mean + SEM. Numbers inside or above bars represent mice
number per group. Means not sharing a common superscript are significantly different
from each other, p < 0.05.
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Next, we searched for metabolic processes that may underlie those changes in
BAT and iWAT morphology. As illustrated in Figure 8A and B, cold acclimation
significantly increased serum levels of glycerol and NEFA in A-RicWT, but not A-RicKO
mice. Conversely, cold acclimation similarly increased basal and norepinephrine-
stimulated lipolysis in BAT of both A-RicWT and A-RicKO mice (Fig. 8C). Importantly,
confirming previous studies [103,161-163], cold acclimation increased BAT mRNA
levels of glycerol kinase (GyK, Fig. 8D), an enzyme that phosphorylates glycerol to
glycerol-3P recycling it for triacylglycerol synthesis. This increase in BAT GyK mRNA
levels, which was of higher magnitude in A-RicKO than A-RicWT (Fig. 8D), may lead
to an underestimation of lipolysis rates in cold-acclimated mice. Interestingly, an
identical pattern of modulation, i.e., an increase of higher magnitude in cold acclimated
A-RicKO than A-RicWT, was found for type 2 iodothyronine deiodinase (D2) (Fig. 8E)
that catalyzes the local deiodination of T4 to T3. This similar response pattern may be
due the fact that both D2 and GyK are mainly regulated in BAT by the sympathetic
nervous system (6,11, 20). In addition to lipolysis, we also evaluated the expression of
genes involved in BAT fatty acid uptake and de novo synthesis. As illustrated in Figure
8F-H, cold acclimation significantly increased BAT mRNA levels of the chylomicron
and VLDL-triacylglycerol lipase lipoprotein lipase (LPL), the membrane fatty acid
transporter CD36, and the master regulator of adipogenesis and lipid storage in
adipocytes peroxisome proliferator activated receptor y (PPARY) in both A-RicWT and
A-RicKO mice. Specifically, for LPL and CD36, this cold-induced upregulation was of
higher magnitude in A-RicKO than A-RicWT (Fig. 8F and G). Cold acclimation also
upregulated BAT mRNA levels of enzymes involved in de novo fatty acid synthesis
ATP citrate lyase (ACLY), acetyl CoA carboxylase (ACC) and fatty acid synthase in A-
RicWT mice (Fig. 8I-K). Adipocyte Rictor deletion attenuated the increase in ACLY,
abolished the upregulation of ACC, but did not affect the increase in FAS induced by
cold acclimation. The same variables were also evaluated in iIWAT. As illustrated in
Fig. 8L, cold acclimation did not affect basal, but significantly increased
norepinephrine-stimulated lipolysis in iWAT, such an effect that was of higher
magnitude in A-RicKO than A-RicWT mice. In contrast to lipolysis, cold acclimation
similarly increased iIWAT GyK and D2 mRNA levels in both A-RicWT and A-RicKO
mice (Fig. 8M and N). A different pattern of modulation, though, was seen for genes
related to fatty acid uptake and de novo synthesis. Indeed, cold acclimation
significantly increased iWAT mRNA levels of LPL, CD36, PPARy2, ACLY, ACC and
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FAS in A-RicWT mice, such effects that were either markedly attenuated or abolished
in A-RicKO mice (Fig. 80-T). Similarly to genes related to fatty acid storage and
synthesis, serum levels of adiponectin were significantly increased by cold acclimation
in A-RicWT, but not A-RicKO mice (Fig. 8U). Altogether, these findings indicate that
adipocyte Rictor deletion impairs cold-induced expression of genes involved in de novo
fatty acid synthesis in BAT, while it exacerbates adrenergic-stimulated lipolysis and
impairs cold-induced expression of genes related to fatty acid uptake and de novo
synthesis in iIWAT.

[ ] A-RicWT Il A-RickO
(o BAT D BAT E BAT
Serum cherol Serum NEFA Glycerol release GyK mRNA D2 mRNA
(mg/ mL (mEg/L) 12 (umol/ h/ mg protem) 30
b a2 2 c
8
D D b
i i i i ooﬁ i I Ii ]
J -
°° 30°C 10°C °° T°C TG O Dl Bl N Gre DG oo L 00
30°C 10° C
F BAT | J  BAT K

BAT BAT
LPLmRNA o CD36 mRNA PPAR(Z mRNA ACLY m?NA ACC mRNA - FAS mRNA

ﬁi Lﬁ ﬁi Ci

a
o

C
I | I

30°C 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C
L iWAT M wat N iWAT ) iWAT P jwat
Glycerol release GyK mRNA D2 mRNA LPL mRNA CD36 mRNA
129 (umol/ h/ mg protein) 80 600 8 8
c b 5 b
8
5 b © e
6 . ° °
: ii ii Ii i
m iﬁ etz Jae iqﬁs e
_Basal Basal NE 30°C 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C
30°C 10°C

Q iWAT R iWAT S iWAT T  iWAT U
PPAR~{2 mRNA  ACLY mRNA ACC mRNA FAS mRNA Serum adiponectin

4 40 b 20 b 40 30 (ug/ mL)
o b b
ac
30" 10°C 0°C 10°C 30°C 10°C 30°C 10° 30°C 10°

Figura 8. Adipocyte mTORC2 deficiency attenuates cold-induced increased in mMRNA
levels of proteins involved in de novo fatty acid synthesis in BAT and iWAT and
exacerbates adrenergically-stimulated lipolysis in iWAT. Male A-RicKO and A-RicWT
mice were either kept at thermoneutrality (30 + 1°C) or acclimated to cold (10 + 1°C)
for 14 days and evaluated serum glycerol (A) and NEFA (B) levels, brown adipose
tissue (BAT) lipolysis (C) and mRNA levels GyK (D), D2 (E), LPL (F), CD36 (G),
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PPARy2 (H), ACLY (I), ACC (J) and FAS (K) and inguinal white adipose tissue (iWAT)
lipolysis (L), and mRNA levels GyK (M), D2 (N), LPL (O), CD36 (P), PPARy2 (Q), ACLY
(R), ACC (S) and FAS (T) and serum adiponectin levels (U). Values are expressed as
mean + SEM. Numbers inside or above bars represent mice number per group. Means
not sharing a common superscript are significantly different from each other, p < 0.05.

Next, we investigated whether adipocyte Rictor deletion affects glucose
homeostasis. As depicted in Figure 9, cold acclimation similarly increased in both A-
RicWT and A-RicKO BAT in vivo glucose uptake expressed either per tissue (Fig. 9A),
to reflect whole-organ contribution to glucose homeostasis, or per mg of protein, (Fig.
9B) to exclude the influence of changes in tissue mass. Importantly, this cold-induced
increase in BAT glucose uptake rates was associated with a marked upregulation in
the protein content of glucose transporter (GLUT)-1 and GLUT-4 in both A-RicWT and
A-RicKO mice (Fig. 9C-E). In iWAT, however, although cold acclimation also
significantly increased glucose uptake expressed either per tissue or per mg of protein
(Fig. 9F and G, respectively), this, in contrast to BAT, was not associated with changes
in GLUT-1 and GLUT-4 protein content in both A-RicWT and A-RicKO mice (Fig. 9H-
J). In spite of the similar rates of glucose uptake per tissue, fasting serum insulin levels
were reduced by cold acclimation in A-RicWT, but not A-RicKO mice (Fig. 9K). Also,
there were no differences in fasting insulinemia between A-RicWT and A-RicKO mice
at thermoneutral conditions. Along with the reduction in fasting insulin, cold acclimation
significantly increased insulin tolerance in A-RicWT, but not A-RicKO mice (Figure 9L
and M). Adipocyte Rictor deletion did not significantly affect insulin tolerance in mice
at thermoneutral conditions. We also indirectly evaluated the contribution of hepatic
glucose production via gluconeogenesis to glucose homeostasis by performing a
pyruvate tolerance test. As depicted in Figure 9N and O, A-RicKO mice at both
thermoneutral and cold conditions displayed increased glycemia in response to
pyruvate administration suggesting increased rates of hepatic glucose production
through gluconeogenesis. These findings indicate that mTORC2 is not a required
mediator of the cold-induced increase in BAT and iWAT glucose uptake. Furthermore,
the marked increase BAT and iWAT glucose uptake and clearance by cold acclimation

did not counteract the insulin intolerance induced by adipocyte mTORC2 deficiency.
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Figura 9. Adipocyte mTORC2 deficiency does not affect cold-induced increase in BAT
and iWAT glucose uptake, but impairs insulin tolerance. Male A-RicKO and A-RicWT
mice were either kept at thermoneutrality (30 + 1°C) or acclimated to cold (10 + 1°C)
for 14 days and evaluated for brown adipose tissue (BAT) in vivo glucose uptake
expressed per total tissue (A) or per mg of protein (B) and glucose transporter 1
(GLUT-1, C and D) and GLUT-4 (C and E) contents and inguinal white adipose tissue
(iIWAT) in vivo glucose uptake expressed per total tissue (F) or per mg of protein (G),
and GLUT-1 (l) and GLUT-4 (J) contents, fasting insulin levels (K), insulin tolerance
(ITT, L), KITT (M), pyruvate tolerance (PTT, N) and PTT area under the curve (AUC,
O). Values are expressed as mean + SEM. Numbers inside or above bars represent
mice number per group. Means not sharing a common superscript are significantly
different from each other, p < 0.05.
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We next evaluated whether adipocyte Rictor deletion affects BAT content of
mitochondrial proteins related to thermogenesis, respiration, fusion and fission. Cold
acclimation equally increased UCP-1 (Fig. 10A and B) and reduced mitochondrial
complexes Il (UQCRC2, Fig. 10E) and V (ATP5A, Fig. 10F), and long isoform of
dynamin-like 120 kDA protein (L-OPA-1, Fig. 10H) protein contents in BAT of both A-
RicWT and A-RicKO mice. Cold acclimation also reduced BAT protein content of
mitophagy related E3 ubiquitin ligase PARKIN in A-RicWT, an effect that was
abrogated in A-RicKO mice (Fig. 101). No changes were seen in BAT protein content
of respiratory complexes | (NDUFB8) and Il (SDHB) and dynamin-related protein-1
(DRP-1) involved in mitochondrial fission (Fig. 10C, D and G, respectively), as well as

in mitochondria morphology evaluated by electronic microscopy (Fig. 10J).
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Figura 10. Adipocyte mTORC2 deficiency does not affect cold induced increase in
BAT UCP-1 content. Male A-RicKO and A-RicWT mice were either kept at
thermoneutrality (30 £ 1°C) or acclimated to cold (10 + 1°C) for 14 days and evaluated
for brown adipose tissue (BAT) protein content of uncoupling protein 1 (UCP-1, A and
B), and content of respiratory complexes proteins NDUFB8 (A and C), SDHB (A and
D), UQCRC2 (A and E) and ATP5A (A and F), and mitochondrial fission DRP-1 (A and
G) and fusion L-OPA-1 (A and H) and mitophagy PARKIN (A and I) and mitochondria
morphology (J). Values are expressed as mean + SEM. Numbers inside or above bars
represent mice number per group. Means not sharing a common superscript are
significantly different from each other, p < 0.05.
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A similar analysis of mitochondria-related proteins was performed in iWAT
(Figure 11). Cold acclimation significantly increased iWAT protein contents of UCP-1,
mitochondrial complexes |, Il, Il and V and DRP-1 in association with mRNA levels of
PR-domain containing 16 (PRDM16) in A-RicWT, effects that were partially attenuated
by adipocyte Rictor deletion (Fig. 11A-H). Furthermore, cold acclimation reduced iWAT
content of L-OPA-1 and PARKIN in A-RicWT, effects that were attenuated by
adipocyte Rictor deletion (Fig. 111 and J). Contents of both L-OPA-1 and PARKIN were
increased by adipocyte Rictor deletion in mice kept at thermoneutrality. Finally, cold
acclimation significantly increased the surrogate marker of mitochondrial mass namely
citrate synthase activity in A-RicWT iWAT, such an effect that was partially attenuated
by adipocyte Rictor deletion (Fig. 11K).
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Figura 11. Adipocyte mTORC2 deficiency attenuates cold-induced iWAT browning
and increase in mitochondria mass. Male A-RicKO and A-RicWT mice were either kept
at thermoneutrality (30 + 1°C) or acclimated to cold (10 + 1°C) for 14 days and
evaluated for inguinal white adipose tissue (i\WAT) content of uncoupling protein 1
(UCP-1, A and B), mRNA levl of PRDM16 (C) and content of respiratory complexes
proteins NDUFB8 (A and D), SDHB (A and E), UQCRC2 (A and F) and ATP5A (A and
G), and mitochondrial fission DRP-1 (A and H) and fusion L-OPA-1 (A and I) and
mitophagy PARKIN (A and J), mitochondrial mass (citrate synthase, K). Values are
expressed as mean + SEM. Numbers inside or above bars represent mice number per
group. Means not sharing a common superscript are significantly different from each
other, p < 0.05.
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In an attempt to specifically test whether adipocyte Rictor deletion affects UCP-
1 mediated nonshivering thermogenesis, we evaluated the thermogenic capacity of
cold-acclimated A-RicWT and A-RicKO by measuring body temperature in response
to a single injection of the beta-3 adrenergic receptor agonist CL-316,243 (CL) at 30°C.
As depicted in Figure 12A, CL administration markedly increased A-RicWT, but not A-
RicKO body temperature at thermoneutral conditions. Along with impaired response to
CL, cold acclimated A-RicKO mice also featured reduced BAT and iWAT total UCP-1
content and therefore thermogenic capacity when compared to A-RicWT mice (Fig.
12B). Next we investigated the impact of the reduced BAT and iWAT thermogenic
capacities displayed by cold-acclimated A-RicKO on mice energy expenditure. As
illustrated in Figure 12C-E, there were no significant differences in the rates of oxygen
consumption or respiratory exchange rate (RER) or rectal temperature between A-
RicWT and A-RicKO kept at thermoneutrality or acclimated to cold for 14 days.
Subsequently, we tested the possibility that, in contrast to cold acclimation, adipocyte
Rictor deletion may impact mice energy expenditure upon acute periods of cold
exposure. As illustrated in Figure 12F and G, A-RicWT and A-RicKO food deprived
and exposed to cold (10°C) for 5 h displayed similar rates of oxygen consumption and
rectal temperature. Finally, we tested whether skeletal muscle shivering was
compensating for the reduced UCP-1-mediated nonshivering thermogenesis in cold
acclimated A-RicKO mice. As depicted in Figure 12H-K, cold acclimated A-RicKO mice
displayed increased serum levels of creatine kinase, enhanced scapular muscle
electromyographic (EMG) activity and increased serum levels of fibroblast growth

factor 21 (FGF-21), all indicatives of a compensatory activation of muscle shivering.
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Figura 12. Adipocyte mTORC2 deficiency impairs cold-induced BAT and iWAT total
UCP-1 content and thermogenic capacity and promotes scapular muscle shivering.
Male A-RicKO and A-RicWT mice were acclimated to cold (10 + 1°C) and evaluated
for body temperature in response to an intraperitoneal injection of CL-316,243 (1 mg/
kg) at 30°C (A), total brown adipose tissue and inguinal white adipose tissue UCP-1
content (B), and scapular muscle electromyography (EMG, | and J). Male A-RicKO
and A-RicWT mice kept at thermoneutrality (30 + 1°C) or acclimated to cold (10 + 1°C)
were evaluated for whole-body oxygen consumption (C), respiratory exchange rates
(RER, D), rectal temperature (E), serum creatine kinase activity (H) and serum FGF-
21 levels (K). Panels D and E are rates of oxygen consumption and rectal temperature
from male A-RicKO and A-RicWT mice food deprived and exposed to cold (10 £ 1°C)
for 5 h. Values are expressed as mean * SEM. Means not sharing a common
superscript are significantly different from each other, p < 0.05. *p < 0.05 versus cold-
acclimated A-RicKO mice.
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DISCUSSION
We investigated herein whether Rictor deletion and therefore mTORC2
deficiency in adipocytes affects BAT and iWAT morphology, metabolism and
thermogenesis in cold-acclimated mice. Our main findings indicate that although
mTORC?2 is inhibited by cold acclimation in BAT and iWAT, its residual activity is still
required for the cold-induced increases in BAT adipocyte number, total UCP-1 content,
thermogenic capacity and mRNA levels of proliferation markers Ki67 and CCND1 and
de novo lipogenesis enzymes ACLY and ACC. In iWAT, mTORC2 residual activity is
partially required for the cold-induced increases in multilocular adipocytes,
mitochondrial mass, UCP-1 content and mRNA levels of enzymes involved in fatty acid
uptake and synthesis. BAT mTORC1 activity and BAT and iWAT glucose uptake, on
the other hand, were increased by cold acclimation independently of mTORC2.
Interestingly, the reduced BAT and iWAT thermogenic capacity induced by adipocyte
mTORC2 deficiency had no major impact on mice whole-body energy expenditure
upon cold acclimation due to a compensatory activation of muscle shivering.
Previous studies have shown that acute cold exposure activates both
MTORC1 and mTORCZ2, while chronic cold exposure activates mTORC1 [153] and
either does not affect [153] or reduces [53] mMTORC2 activity in BAT and iWAT.
Supporting this divergent effect of chronic cold upon mTOR complexes, 14 days of
cold acclimation reduced BAT and iWAT mTORC2 activity as evaluated by Akt
phosphorylation at Ser473, and increased mTORC1 activity as evaluated by S6
phosphorylation. The mechanisms underlying this cold-induced impairment in
mTORC2 activity are unknown, but they may involve the cold-induced reduction in
serum insulin [150,153,164], a major activator of PISK-mTORC2-Akt signaling in
adipocytes [39,165] and/or a negative feedback catalyzed by mTORC1 targets S6
kinase 1 (S6K-1) and growth factor receptor-bound protein 10 (GRB10) on IRS function
and therefore PI3K-mTORC2 signaling [46,166]. Notably, these results also indicate
that sustained adrenergic signaling in cold-acclimated mice does not activate BAT and
IWAT mTORC?2 activity as acute adrenergic activation does [40,48], and that mMTORC2
does not seem to act as an upstream regulator of mMTORC1 in BAT upon cold
acclimation. Indeed, cold acclimation was equally effective in increasing mTORC1
activity (S6 phosphorylation) in BAT of both A-RicWT and A-RicKO and iWAT of A-
RicKO, despite the reduced or absent mMTORC2 activity, respectively. These findings

suggest that cold acclimation promotes mTORC1 activity in brown and beige
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adipocytes independently of mTORC2. In this sense, a previous study has shown that
B-adrenergic receptor activation increases mTORC1 activity via Raptor and mTOR
phosphorylation by protein kinase A [154].

Along with signaling, adipocyte mTORC?2 deficiency markedly decreased BAT
mass in cold-acclimated mice, an effect that may be attributed to decreases in brown
adipocyte number, evidenced by the reduced BAT total protein content, and lipid
storage, evidenced by the higher number of nuclei per field and relative protein content
per mg of tissue. Cold acclimation enhances BAT thermogenic capacity mainly by
increasing UCP-1 content per cell and brown adipocyte number as the result of the
enhanced proliferation of BAT stem cells and brown adipogenesis and impaired
apoptosis of brown adipocytes [167]. Our findings that adipocyte mTORC2 deficiency
abolished the cold-induced increase in BAT mRNA levels of proliferation markers Ki67
and CCND1 strongly suggest that mTORC2 activity is required for cold-induced
proliferation of BAT stem cells. Whether mTORC2 also affects brown adipocyte
apoptosis in cold-acclimated mice will be investigated in future studies. Regarding
brown adipocyte lipid storage, the absence of changes in basal and norepinephrine-
stimulated lipolysis and the impaired induction of ACLY and ACC mRNA levels in BAT
of cold acclimated A-RicKO mice suggest a likely reduction in de novo fatty acid
synthesis as a possible underlying mechanism. Evaluation of de novo lipogenesis in
vivo will be required to test this hypothesis. Noteworthy, the genuine contribution of
lipolysis to the reduction BAT mass may be underestimated in A-RicKO mice due to
the higher GyK expression and glycerol recycling.

In iIWAT of cold-acclimated mice, adipocyte mTORC2 deficiency reduced not
only adipocyte diameter, as the result of reduced lipid storage, but also the number of
multilocular beige adipocytes, which indicates impaired browning. Mechanistically, this
reduced lipid storage seems to be due to a combination of enhanced adrenergically-
stimulated lipolysis and impaired fatty acid uptake and de novo synthesis, as
suggested by impaired mRNA content of proteins involved in these processes. These
phenotypes are somehow expected considering that mMTORC2 was shown to: 1- inhibit
lipolysis through the canonical activation of Akt [168] and non-canonical reduction in
forkhead box protein O1 (FoxO1) deacetylation catalyzed by NAD-dependent protein
deacetylase sirtuin-6 (SIRT-6) [53]; and 2- to positively regulate the expression of
proteins involved in fatty acid uptake (LPL an CD36) and de novo synthesis (ACLY,
ACC and FAS) via activation of the transcription factors PPARYy [169] and SREBP and
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ChREBP [170], respectively. Probably as a consequence of PPARy inhibition,
adipocyte mTORC2 deficiency abolished the cold-induced increase in serum levels of
adiponectin, an adipokine whose secretion is regulated by this nuclear receptor
[171,172]. Considering that adiponectin was recently shown to promote LPL activity
and lipid storage in WAT [173], this reduction in serum adiponectin may contribute to
the impaired LPL mRNA levels and reduced lipid storage in iWAT of cold-acclimated
A-RicKO mice. Interestingly, despite the higher rates of adrenergically-stimulated
lipolysis in iWAT, cold-acclimated A-RicKO mice displayed reduced serum glycerol and
NEFA levels, indicating an enhanced utilization of these metabolites. Processes that
are enhanced and may respond for the higher NEFA utilization in cold acclimated A-
RicKO mice are BAT nonshivering and muscle shivering thermogenesis [174], while
glycerol may be preferentially consumed as a precursor for hepatic gluconeogenesis
[175,176]. Such enhanced BAT NEFA usage is supported by the increased mRNA
levels of fatty acid uptake-related proteins LPL and CD36, which are perhaps elicited
as a compensation for the reduction in ACLY and ACC mRNA levels and,
consequently, de novo fatty acid synthesis.

Another interesting finding of our study was the lack of adipocyte mTORC2
involvement in the cold-induced increases in BAT and iWAT glucose uptake and BAT
GLUT-1 and GLUT-4 contents, strongly indicating that mTORC2 is not required for the
cold-induced increase in BAT and iWAT glucose uptake. Supporting this notion are the
recent findings that pharmacological inhibition of PI3K, an upstream activator of
MmTORC2, does not affect B-adrenergic receptor ligand-stimulated glucose uptake and
GLUT-1 synthesis and translocation in brown adipocytes in vitro. Furthermore, B-
adrenergic receptor-mediated glucose clearance in vivo does not require insulin or
PI3K-Akt signaling [48]. Contradictorily to these findings, however, a previous study
found that mTORC2-Akt are activated via B-adrenergic receptors upon acute cold
exposure (2-8 h) and promotes glucose uptake in BAT through a mechanism that
involves hexokinase activity [40]. They also showed that mice with mTORC2 deficiency
produced using the non-adipocyte specific aP2-Cre were hypothermic when acutely
exposed to cold due to impaired BAT glucose uptake and metabolism [40]. As further
discussed below, we did not find any signs of hypothermy in A-RicKO mice acutely or
chronically exposed to cold. In our opinion, the major reason underlying these

discrepancies is the use of different promoters to drive Cre recombinase expression
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and therefore Rictor deletion, namely the adipocyte specific adiponectin Cre used here
versus the broad non-adipocyte specific aP2-Cre used before [40].

In contrast to brown adipocytes, cold-induced increase in iIWAT glucose uptake
was associated with unaltered GLUT-1 and a trend for an increase in GLUT-4 protein
content in A-RicWT and A-RicKO mice. The mechanisms by which cold acclimation
increases glucose uptake in beige adipocytes are still unknown. Although we did not
find major changes in GLUT-1 in iWAT, one should not exclude its participation in cold-
induced increase in iIWAT glucose uptake considering that this transporter may be
regulated at the level of translocation and activity. Interestingly, in spite of the similar
increase in BAT and iWAT glucose uptake upon cold acclimation, A-RicKO mice
showed higher serum fasting insulin levels and impaired insulin tolerance when
compared to A-RicWT mice, indicating the activation of a counter-regulatory process
that counteracts BAT and iWAT glucose clearance. Indeed, as found in a pyruvate
tolerance test, A-RicKO mice kept at either thermoneutrality or acclimated to cold
displayed increased hepatic glucose production via gluconeogenesis. These findings
corroborate and extend those of a previous study in which adipocyte mTORC2
deficiency was associated with increased hepatic insulin resistance and
gluconeogenesis in mice kept at 23°C [146]. The mechanisms by which adipocyte
Rictor deletion enhances hepatic gluconeogenesis, though, are still unknown.

Despite the impaired cold-induced recruitment of brown fat cells, adipocyte
MTORC2 deficiency did not affect the increase in BAT relative UCP-1 content per
adipocyte (per mg of protein) induced by cold acclimation. In iWAT, on the other hand,
along with reduced number of multilocular adipocytes, adipocyte mTORC2 deficiency
attenuated the cold-induced increases in UCP-1, PRDM16 mRNA levels, content of
respiratory complexes |, I, Il and V and mitochondrial mass (citrate synthase activity).
The mechanisms by which adipocyte mTORC2 deficiency attenuated iWAT browning
are unknown, but they may involve an inhibition of PPARYy, a nuclear receptor that
regulates adipocyte UCP-1 expression and whose pharmacological activation
promotes browning and mitochondriogenesis in WAT [177,178]. Notably, A-RicKO
mice impaired cold-induced iIWAT browning and mitochondriogenesis was associated
with complete abrogation of the upregulation of the mitochondrial fission marker DRP-
1, which was previously shown to be required for the iWAT browning and

mitochondriogenesis induced by pharmacological PPARYy activation [179].
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By performing a functional evaluation of BAT and iWAT UCP-1-mediated
thermogenic capacities through the administration of CL, we confirmed the impairment
in this process induced by adipocyte mTORC2 deficiency in cold-acclimated mice.
Indeed, CL administration increased body temperature in cold-acclimated A-RicWT,
but not A-RicKO at thermoneutral conditions, supporting the impaired thermogenic
capacity of the latter. Furthermore, considering its much higher UCP-1 content and
thermogenic capacity, the impairment in BAT recruitment is likely more relevant to
whole-body energy expenditure than the impairment in iWAT browning induced by
adipocyte mTORC2 deficiency. Interestingly, despite the impaired BAT and iWAT total
UCP-1 content and thermogenic capacities, adipocyte mTORC2 deficiency had no
impact whatsoever in whole-body energy expenditure, rectal temperature and
metabolic substrate preference in mice acclimated or acutely exposed to cold,
suggesting the recruitment of alternative UCP-1-independent thermogenic processes.
According to this notion, A-RicKO mice displayed increased serum creatine kinase
activity, scapular muscle electromyographic activity, and serum levels of FGF-21 upon
cold acclimation, all supporting a compensatory activation of skeletal muscle shivering.

This study has several limitations. Due to the impossibility of maintaining mice
at thermoneutrality and cold simultaneously, to perform experiments with littermates in
all four groups, mice were first acclimated at thermoneutral conditions during 14 days
and were either euthanized or subsequently acclimated to cold for additional 14 days.
Therefore, mice at thermoneutrality were euthanized 14 days younger than the cold-
acclimated. Other important limitations are that absence of in vivo evaluation of de
novo fatty acid synthesis to test whether the observed alterations in gene expression
profile are translated in changes in their respective metabolic processes, as well as the
evaluation of total, instead of membrane-associate GLUT content, which would be
more informative regarding a possible modulation of transporter translocation.

In conclusion, mTORC?2 is inhibited in BAT and iWAT by cold acclimation, but
its residual activity is required, through different mechanisms, to the cold-induced
recruitment of total UCP-1 content and thermogenic capacity in these tissues. Future
studies will be required to discriminate the mechanisms underlying these divergent

actions of mMTORC2 in brown and beige adipocytes.
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Introducgao

Os receptores ativadores da proliferagdo peroxissomal (PPARs) sdo uma
familia de fatores de transcricdo nuclear da qual fazem parte PPARa, PPARD e
PPARY, e que controlam a expressao de genes do metabolismo celular e diferenciagao
de adipécitos [180]. PPARYy existe em duas isoformas devido ao splicing alternativo do
RNAm: PPARy1 e PPARy2 [181,182]. PPARy1 estd presente em diversos tipos
celulares, enquanto que PPARY2 é expresso principalmente em adipécitos [182—-185].
Estruturalmente, os PPARs tém dominios conservados de ligacdo ao DNA (DBD,
DNA-binding domain) e de ligacao de ligantes (LDB, ligand-binding domain) (Figura
13). A atividade transcricional dos PPARs é dependente de ligantes e da ligagdo do
DBD a regiao de elementos responsivos ao PPAR (PPRE) na regidao promotora dos
genes alvos, iniciando assim, a transcrigdo génica [186].

Assim como mTOR, PPARy também é um sensor de nutrientes, mais
especificamente, um sensor de lipideos. Varias moléculas podem atuar como ligantes
naturais de PPARy, como acidos graxos insaturados e poli-insaturados e seus
metabdlitos, bem como prostaglandinas (15-APGJ2) e acidos graxos oxidados (9-
HODE) [187]. Além dos ligantes naturais, PPARy é ativado pelas tiazolidinedionas
(TZDs), que sao uma classe de ligantes sintéticos que compreende a rosiglitazona
(RSG) e a pioglitazona (Pio), entre outras, usados no tratamento de pacientes com
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 [188].

Em 1999, a RSG e Pio foram aprovadas pelo FDA como tratamento de segunda
linha para pacientes com resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 ou pré-diabetes em
associagdo ou ndo a metformina (um potente inibidor da gliconeogénese).
Posteriormente, a comercializagao de RSG foi descontinuada, por causa dos efeitos
colaterais como a retengao de agua, edema e insuficiéncia cardiaca, efeitos estes que
nao sao apresentados pela Pio [188].

Em relacdo ao mecanismo de agado, apds a ativagao por seus ligantes e
heterodimerizacao obrigatéria com os receptores do acido retinoico (RXR), os PPARy
ligam-se a PPRE no DNA pelo seu dominio DBD, e modulam a expressao de genes
envolvidos, em relagéo ao tecido adiposo, com o metabolismo de glicose (Glut4, PI3K,
IRS-1), de lipideos (aP2, LPL, CD36, PEPCK, GyK) e da adipogénese (C/EBPa,
STAT) [189].
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PPARy é um importante controlador da adipogénese, bem como da fungéo e
sobrevivéncia de adipdcitos. Deficiéncia total ou mutagbes que inativam PPARYy
impedem a formacdo de novos adipécitos e promovem a morte de adipécitos
maduros, induzindo um quadro de lipodistrofia severa, com auséncia completa de
TAM e TAB [85,190]. Em contrapartida, a ativagao farmacoldgica de PPARy promove
redistribuicdo de gordura do TAB visceral para o TAB subcutadneo, o que confere um
quadro metabdlico saudavel com melhora na sensibilidade a insulina [191]. Essa
redistribuicio dos TABs acontece pelo favorecimento do estoque de lipideos
principalmente no TA subcuténeo, devido ao aumento neste tecido da atividade da
LPL, captacao de acidos graxos, geragao de glicerol 3-fosfato via glicerol quinase e
gliceroneogénese, que em conjunto promovem maior sintese de TAG [191,192].

Além da redistribuicdo de tecido adiposo, as TZDs melhoram a sensibilidade a
insulina em modelos animais € humanos com diabetes tipo 2 ao modular a producao
e secregao de adipocinas [193]. PPARy é um potente estimulador da secregédo da
adiponectina, uma importante adipocina que aumenta a sensibilidade a insulina
[159,161,194,195]. PPARy também é expresso em macréfagos, e quando ativado,
PPARYy promove a ativagao alternativa de macroéfagos, induzindo um fenétipo M2 anti-

inflamatdrio, efeito este que contribui na melhora da sensibilidade a insulina [195].
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Figura 13. Mecanismo de acéo dos PPARYy. Acidos graxos captados da circulagéo ou
da produgdo enddgena e agonistas sintéticos ligam-se pelo dominio LDB em PPARYy.
PPARYy entéo liga-se em um processo de heterodimerizagdo obrigatéria com RXR,
permitindo, assim, o inicio da transcricdo génica.
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A ativacédo de PPARy também melhora a sensibilidade a insulina por reduzir os
acidos graxos livres circulantes e a lipotoxicidade [186,196]. Em excesso, acidos
graxos livres promovem resisténcia a insulina por diversos mecanismos que incluem
a maior formacgao de diacilglicerol e ativagédo da proteina PKC8 [197]; aumento da
sinalizagdo na via Toll-like receptor -4 e -2 e NFxB; aumento da produgao de
ceramidas; aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio, entre outros [198].
As TZDs reduzem a concentragao sérica de acidos graxos livres por mecanismos que
envolvem aumento da captacdo e uso dos acidos graxos para a sintese de TAG via
aumento da atividade de LPL e CD36; e o aumento do efeito inibitdrio da insulina na
lipdlise do TAB [158,191,193]. Interessantemente, a RSG aumenta a expressao das
lipases ATGL, HSL e MGL e assim a lipdlise basal e estimulada pela noradrenalina no
TAB [158]. Entretanto, como a RSG reduz a atividade simpatica para o TAB e aumenta
o efeito inibitério da insulina na lipdlise, ocorre uma redugao da liberacdo de acidos
graxos para a circulagao pelo TAB in vivo [161].

O agonismo de PPARy também recruta o TAM, aumenta o conteudo de UCP-
1, aumenta a capacidade termogénica e induz browning do TAB [159,199,200].
Diferentemente da ativacdo simpatica, o aumento da massa do TAM pelas TZDs
acontece principalmente pelo aumento da deposicdo de lipideos nesse tecido, e
secundariamente pela proliferacdo e diferenciacdo [180]. Mas, importante ressaltar
que o recrutamento do TAM (massa e UCP-1) induzido pela ativagdo farmacoldgica
de PPARYy ocorre simultaneamente com redugao da atividade simpatica para o TAM
e TAB e da producgao local do horménio tireoidiano T3 pela enzima deiodinase 2 [201].
Desta forma, diferentemente do simpatico, a ativacdo de PPARy aumenta a
capacidade termogénica do TAM e TAB sem o aumento concomitante da

termogénese adaptativa [201].

Comunicacéo entre PPARY e a via de sinalizacéo da insulina

A ativagao farmacoldgica de PPARy com as TZDs afeta varios passos da via
de sinalizacao intracelular da insulina no tecido adiposo, inclusive a atividade de
MTORC2 e mTORC1 [197]. Em modelos murinos de DM2, as TZDs impedem a
fosforilagao inibitoria do IRS-1 em serina induzida pela PKCB, mas também estimulam
a fosforilacdo estimulatoria do IRS-1 em tirosina [197,202], e ainda estimulam a

fosforilagao de Akt em Ser473 e T308 no TAB visceral epididimal [202]. Em humanos
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resistentes a insulina nao-diabéticos, a Pio melhora a sensibilidade a insulina e
aumenta o conteudo de Akt fosforilada em Serd473 no TAB subcutaneo [203]. Em
contrapartida, em ratos saudaveis (ndo diabéticos e nado resistentes a insulina), a RSG
nao afeta o conteudo de Akt fosforilada em Ser473 no TAB, apesar de reduzir os niveis
séricos de insulina [31]. Em um estudo foi avaliado a ativagdo de PPARy pela
expressao de um transgene de PPARYy especificamente em adipdcitos bem como a
ativagdo farmacolégica com RSG, e ambos, independentemente ou associados,
aumentam a fosforilagdo de Akt em Ser4d73 no TAB, e melhoram a sensibilidade a
insulina, além de reduzirem a insulinemia [204]. Esses dados em conjunto sugerem
que a ativagdo de PPARy aumenta a sensibilidade a insulina e a sinalizagado da via
IRS1-PIBK-mTORC2-Akt nos TABs.

Diversos estudos tém encontrado que a via de sinalizacdo da insulina também
controla a atividade transcricional de PPARy. Camundongos com delec&o do receptor
de insulina em adipdcitos utilizando aP2-Cre apresentam reduzida adiposidade,
prejuizos na captacdo de glicose e inibicdo da lipdlise estimuladas por insulina no
TAB, e surpreendentemente sédo protegidos do desenvolvimento de intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina [205], efeitos estes, que contribuem para o aumento
da longevidade desses camundongos [206]. Em contrapartida, camundongos com a
delecédo do receptor de insulina em adipdcitos utilizando a adiponectina-Cre
apresentam uma severa redug¢ao das massas dos TAB, a qual conduz a lipodistrofia
[207]. Ainda, esses camundongos tem redugao da expressdo de RNAm de C/EBPa,
PPARy e GLUT-4 no TAB epididimal, bem como redugédo de adiponectina e leptina
circulantes [207]. Esses camundongos sao resistentes a insulina, a qual é revertida
pelo tratamento com leptina [207]. Além disso camundongos com a delegcédo da
subunidade p110alfa de PI3K em adipdcitos (aP2-Cre) também desenvolvem
intolerancia a glicose e tém reduzida expressao de PPARy no TAM [208].

A ativacdo constitutiva da sinalizagdo da via da insulina em adipécitos de
camundongos devido a delegdo de PTEN (adiponectina-Cre), promove um aumento
substancial da sensibilidade a insulina e melhora da tolerancia a glicose, bem como
aumento da inibicdo da lipdlise estimulada por agonistas de receptores (-3
adrenérgicos, além de aumentar a adiposidade [209]. Em um outro estudo, a delegao
de PTEN em adipdcitos utilizando um promotor homélogo ao gene da adiponectina

(Acdc-Cre, adipocyte C1q and collagen domain-containing) também aumentou a
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sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose, além de aumentar o conteudo de RNAm
de PPARy e GLUT-4 no TAB e TAM [210]. Ainda, a delegdo de mTOR em adipécitos
(adiponectina-Cre) também reduz a adiposidade, aumenta a massa hepatica, e induz
resisténcia insulinica e intolerancia a glicose [211]. Esses camundongos também tém
reduzido conteudo de PPARy, C/EBPa e FABP4 no TAM [211]. E curiosamente, a
delecao de mTOR impede o aumento da expressao de Fabp4, adiponectina e UCP-1
induzida pelo tratamento com RSG em adipécitos marrons [211].

Como mencionado anteriormente, a delecado de Rictor/mTORC2 em adipdcitos
reduz a adiposidade e conduz a esteatose hepatica e resisténcia insulinica, bem como
reducdo do conteudo de RNAm de PPARy e seus alvos nos tecidos adiposos
[146,148,169]. Em especial, um trabalho recente, demonstrou que a ativacido de
Rictor/mTORC2 em cultura primaria de adipdcitos é essencial para a atividade
transcricional total de PPARy [169]. Nesse mesmo estudo, a delegdo de Rictor
especificamente em células precursoras de adipocitos do tecido adiposo subcutaneo
(Prx1-Cre) reduziu a massa do TAB inguinal, bem como o conteudo de RNAm dos
alvos de PPARYy: Chrebp, GLUT-4, CD36, LPL, FABP4, HSL e adiponectina [169].
Curiosamente, embora esse estudo tenha deletado Rictor/mTORC2 em adipdcitos, ha
também uma importante reducdo de S6K1 fosforilada, que € um alvo de mTORCA1
[169], e, portanto, ndo é possivel concluir que os efeitos na redugdo de genes alvos
de PPARy sédo decorrentes da atividade de mTORC2 ou mTORCH1. Por fim, esse
estudo também demonstrou que camundongos com delegéo de Rictor em adipdcitos
(adiponectina-Cre) tem redugédo da massa do iTAB inguinal e da expressao de CD36,
LPL e Dgat2 apds a realimentagdo ou apds 12 semanas de alimentagdo com dieta
hiperlipidica [169].

Embora encontramos que mTORC2 nao controla a captagdo de glicose no
tecido adiposo em situagdes de ativacdo adrenérgica (Capitulo Il), ha uma vasta
literatura demonstrando que a captacgéo de glicose induzida pela insulina € mediada
pela ativagcdo da via da PI3SK-mTORC2-Akt e consequente translocagdo do
transportador de glicose GLUT-4 em adipdcitos [38,212-215]. Um trabalho
demonstrou que a ativagdo de PPARy por RSG aumenta a captacdo de glicose
induzida pela insulina no TAB subcutadneo [192]. Entretanto, a participagcdo de

MTORC2 na captagdo de glicose no tecido adiposo induzida pela ativagao
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farmacolégica de PPARy € desconhecida, bem como os mecanismos pelos quais
MTORC2 reduz a expressao e a atividade transcricional de PPARy.

Em conjunto os trabalhos supracitados sugerem que a ativagao da sinalizagao
de insulina-PI3BK-mTORC2 estimula a atividade transcricional de PPARy. E de fato,
essa ideia é suportada por experimentos em que a estimulagcdo de adipécitos com
insulina conduz a um rapido aumento da expressao de PPARYy [216]. Entretanto, essa
comunicagdo da via da insulina-IR-PI3K-mTORC2-Akt com PPARy foi pouco
explorada.

Considerando o intenso cross-talk entre PPARy e mTORC2 caracterizado por
ativagdo mutua, no presente trabalho nés investigamos o envolvimento de mTORC2
como um possivel mediador das agdes da TZD Pio no balango energético,
adiposidade e homeostase da glicose. Para isto, camundongos com delec¢ao de Rictor
em adipocitos e controles alimentados com dieta hiperlipidica foram tratados ou nao

com a TZD Pio por 8 semanas.

Hipotese

Rictor/mTORC2 em adipdcitos € um importante mediador da melhora da

homeostase da glicose induzida pela ativagdo farmacolégica de PPARy com Pio.

Objetivo

Investigar o envolvimento de Rictor/mTORC2 em adipdcitos como mediador
das alteragdes de metabdlicas do TAM e TAB e da melhora da homeostase da glicose

induzidos pela ativagao farmacologica de PPARy com Pio.

Material e Métodos

Camundongos

Todos os procedimentos envolvendo animais foram previamente aprovados
pelo Comité de Etica de Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas (CEUA-
ICB #115/2016). Camundongos com dele¢ado de Rictor em adipdcitos (ARicKO) e
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controles (ARicWT) foram produzidos utilizando o sistema Cre-loxP. Nesse sistema,
a enzima Cre recombinase promove a recombinacdo do DNA deletando regides
especificas do genoma que estejam flanqueadas por sequéncias IoxP
(ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT). Aqui, utilizamos camundongos
que tem o transgene BAC Adiponectin-Cre inserido no genoma. O promotor
adiponectina-Cre promove a delegcdo apenas em células que expressam a
adiponectina, que nesse caso, sao os adipdcitos brancos, marrons e beges
[21,85,147,217].

Em suma, camundongos contendo o exon 11 do gene do Rictor flanqueado por
sequéncias LoxP nas duas fitas do DNA (Rictor”; Rictor ™'-1Ki9/SjmJ) foram cruzados
com camundongos adiponectina-cre”* (B6;FVB-Tg(Adipog-cre)1Evdr/J) para obter a
geracgdo F1 de Rictor ", adiponectina-cre*-. A geragédo F1 foi cruzada com Rictor”
produzindo a geragédo F2: Rictor”; adiponectina-cre*-. F2 foi cruzada com Rictor
Rictor’ a fim de produzir camundongos Rictor”;adiponectina-cre” (aqui denominados
de ARIicWT) e Rictor”;adiponectina-cre* (denominados de ARicKO) (Figura 14).
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Figura 14. Esquema dos cruzamentos para obtengdo de camundongos controles e
com delegao de Rictor em adipécitos.
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Genotipagem

Para a verificagdo e validagdo dos cruzamentos e dos camundongos
experimentais, foi realizada a genotipagem de Rictor” e de adiponectina-cre. Os
animais foram anestesiados com isoflurano e 0,2 cm da cauda foi seccionada para a
extragdo do DNA. A extracao foi realizada por digestdo em NaOH 50 mM por 12 min
a 95°C, seguido de neutralizagdo com Tris-HCI 1M (pH 6,8) e centrifugacdo por 15
min a 13000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para a reagdo de PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) com o kit Platinum Tag DNA Polymerase (Life Technologies,

EUA). Foram utilizados primers para Rictor” e adiponectina-cre (Tabela 3).

Tabela 3. Primers utilizados na genotipagem de camundongos controle e

experimentais.

adiponectina-cre Sequéncia 5’- 3

Controle interno sense CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
Controle interno antisense GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
Mutante sense CGAACGCACTGATTTCGACC
Mutante antisense AACCAGGCGTTTTCGTTCTGC
Rictor”

Sense ACTGAATATGTTCATGGTTGTG
Antisense GAAGTTATTCAGATGGCCCAGC

As amostras foram corridas em gel de agarose 2% para a separagéo dos
produtos de PCR. Camundongos homozigotos para Rictor floxeado apresentam uma
unica banda de 554 pb (Figura 15A). Camundongos positivos para a enzima Cre
recombinase apresentam duas bandas, uma de 202 e outra de 324 pb, e os animais

negativos apenas uma banda de 324 pb (Figura 15B).

Rictor floxeado Enzima Cre recombinase
1500 pb- £ 3 500 ph-
1000 pb- ’Fj :600 Sﬁ
oS oo -554 pb flox/flox

S00pb- oS s ww © ™ 466 pb wi/wt 500 pb-

400 pb- =% 400 pb-

300 pb- = . 300 pb- -324 pb Controle Interno
200 pb- == 200 pb- -202 pb Adiponectin Cre

100 pb-

100 pb-

Figura 15. Gel representativo de agarose 2% da separagédo por eletroforese de
produtos da genotipagem de (A) Rictor floxeado e (B) adiponectina-Cre.
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Desenho experimental

Camundongos machos ARiCWT e ARicKO de 8 semanas de idade foram
alimentados por 8 semanas com uma dieta hiperlipidica (HFD, 60% das calorias
provenientes da banha de porco) suplementada ou ndo com 30 mg/ kg/ dia de
pioglitazona (Stanglit®, Libbs, S&do Paulo, Brasil) (Figura 16) e mantidos a 23 + 2°C
em ciclo claro/escuro de 12 h/12 h (ciclo claro com inicio as 07:00h) com acesso ad
libitum a agua e dieta (Tabela 4). Apds jejum overnight (12 h), os camundongos foram
injetados ou n&o i.p. com 0,75 U/ kg de insulina e apds 15 min foram anestesiados
com isoflurano (Isoforine®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), seguido de eutanasia por
exsanguinacgao e coleta de soro, tecidos adiposos marrom (TAM) e brancos inguinal
(iTAB), epididimal (eTAB) e retroperitoneal (rTAB), figado, pancreas e musculo

gastrocnémio.

Tabela 4. Composicédo da HFD (60% das calorias provenientes da banha de porco)

Ingrediente a/kg
Caseina 258,4
L-cistina 3,9

Maltodextrina 161,5
Sacarose 88,9
Celulose 74,1

Oleo de soja 32,3

Banha de porco 316,6
Oleo de peixe 0

Mix mineral AIN93M 47,9

Mix vitaminico 13,7

Bitartarato de colina 2,6
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Figura 16. Esquema representativo do desenho experimental do Capitulo 1.

Composicao corporal

A porcentagem de massa magra e gorda foi avaliada por ressonancia

magnética no equipamento Bruker Minispec LF50.

Homeostase da glicose

Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT): o ipGTT foi avaliado
como a area sob a curva (AUC) da glicemia apos a administracéo de glicose (2 g/ kg
de massa corporal) em fungdo do tempo (min). Para isso, apdés 6 semanas de
tratamento, camundongos foram privados de alimento por 6h e a glicemia foi
mensurada antes e 15, 30, 45, 60 e 90 min apds a administracao intraperitoneal de
glicose. A glicemia caudal foi mensurada com glicosimetro One Touch Select Plus
Flex (Johnson & Johnson, Brasil).

Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT): o ipITT foi avaliado
como a taxa de decaimento da glicemia (KITT, %/ min) apés a administragdo de
insulina (0,75 U/ kg de massa corporal). Apos 6,5 semanas de tratamento,
camundongos foram privados de alimento por 4h e a glicemia foi mensurada antes e
5, 10, 15, 20 e 30 min apds a administragéo intraperitoneal de insulina. A glicemia
caudal foi mensurada com glicosimetro One Touch Select Plus Flex (Johnson &
Johnson, Brasil).

Insulina sérica: a insulina sérica foi avaliada por ensaio de ELISA (Millipore,
MA, EUA). Glicose plasmatica foi avaliada com kit colorimétrico (Labtest, Minas
Gerais, Brasil).

O indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) foi avaliado pela equacgéao:

HOMA-IR: (glicemia de jejum (mmol/L) x insulina de jejum (uU/mL))/22,5 [196].
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Ensaio de lipdlise em fragmentos de tecido

Fragmentos de TAM foram pré-incubados por 10 min em tubos de ensaio com
tampao Krebs-Ringer-Bicarbonate (pH 7,4) contendo 5,5 mM glicose e 2% BSA livre
de acido graxo. Posteriormente, foram transferidos para um novo tubo contendo o
mesmo tampao e incubados a 37°C por 1 hora [21]. A solugdo do ensaio foi entao
coletada e quantificada para glicerol livre (Free Glycerol Kit, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). Os valores foram expressos como liberagao de glicerol (umol/ h/ mg de

proteina).

Captacao de glicose

Fragmentos de TAM e iTAB foram incubados por 2 h a 37 °C sob agitagdo em
tampao Krebs-Ringer-Bicarbonate (pH 7,4) com 2% BSA livre de acidos graxos
contendo 5,5 mM glicose e 0,2 uCi/ mL [U-3H]2-deoxi-D-glucose (PerkinElmer, MA,
EUA). Apéds aincubacgao, os tecidos foram lavados com PBS, digeridos com 1 M NaOH

a 60 °C e destinados a contagem de radioatividade [21].

Analise histologica

Os tecidos adiposos inguinal € marrom foram fixados em paraformaldeido 4%
por 24h e posteriormente transferidos a etanol 70% até inclusdo em parafina. Os
blocos foram seccionados (5 um) e montados em laminas histolégicas. Apds a retirada
da parafina, os cortes foram corados com hematoxilina/eosina (H&E) ou com acido
periddico mais reativo de Schiff (PAS). Imagens digitais foram obtidas em microscopio

optico (Zeiss, Brasil).

Western Blot

O TAM ou figado foram homogeneizados em tamp&o contendo em mM: 50
HEPES, 40 NaCl, 50 NaF, 2 EDTA, 10 pirofosfato de sédio, 10 glicerofosfato de sddio,
2 ortavanadato de sodio, 1% Triton-X 100 e inibidor de protease livre de EDTA (Roche
Life Science, Pleasanton, CA, EUA) [21]. As amostras foram centrifugadas a 11000
rom por 10 min a 4°C e a concentragao de proteinas quantificada pelo método de
Bradford (Bio-Rad, Califérnia, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. 20 ug

de proteina foram separados em gel de acrilamida 10%. Apds transferéncia para
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membrana de PVDF, esta foi bloqueada por 1 h em solugao salina tamponada com
Tris e 0,1 % Tween (TBS-T) com 5% leite desnatado e incubada overnight com o
anticorpo primario de interesse (diluigdo 1:1000) em TBS-T 5% leite. Os seguintes
anticorpos primarios foram utilizados: AKT (#9685s), FAS (#3190S), S6 (#2217S),
pAKT Serd473 (#4060S), pS6 Ser240/244 (#5364S), SCD1 (#2438S) e UCP-1
(#14670) (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA), a-Tubulina (#SC5286) e ERK/12
(#SC292838) (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA). Apds lavagem, a membrana foi
incubada com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo 1:5000) em
TBS-T 5% leite por 1 h. A membrana foi novamente lavada e entdo revelada com
Substrato Clarity ECL Western Blotting (Bio-Rad, Califérnia, EUA). A densitometria
das bandas foi obtida pelo software ImagedJ (NIH, EUA). Os valores de densitometria
de cada amostra foram normalizados pelos valores de intensidade do constitutivo
(Erk1/2 para o TAM e Akt para o figado). Os valores foram expressos como unidade
relativa (UR), e para isso foi calculada a média do grupo controle, e em seguida todas

as amostras foram divididas por esta média.

Isolamento de mitocéndrias do figado

Apods a eutanasia, o figado foi coletado e cortado em pequenos pedagos com
auxilio de uma tesoura e lavados 3 vezes em tampao de isolamento contendo
sacarose 250 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7,2 (K+) a 4°C e homogeneizados
com auxilio de um homogeneizador manual do tipo potter. A suspensao obtida (~50
mL) foi centrifugada por 10 min a 800g a 4°C e o sobrenadante resultante foi
centrifugado por 10 min a 12000g a 4°C. O sedimento resultante foi ressuspendido
gentilmente com um pincel em 1 mL de tampao de isolamento e em seguida, foi
adicionado 50 mL do mesmo tampéo e centrifugado novamente por 10 min a 10000g
4°C [218]. O sedimento resultante foi ressuspenso em 200 uL de tampao contendo 75
mM de d-manitol, 25 mM de sacarose, 5 mM de KH2PQO3, 20 mM de Tris-HCI, 100
mM de KCl e 0,1% de BSA, 1 mM de EGTA e 0,5 mM de EDTA, pH 7,4 (K+) [219]. As

proteinas mitocondriais extraidas foram quantificadas por Bradford [220].

Consumo de oxigénio de mitocéndrias isoladas do figado

O consumo de oxigénio foi monitorado com 125 ug/mL de suspensao de

mitocondrias isoladas em tamp&o contendo 120 mM sacarose, 65 mM KCI, 10
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mM HEPES, 2 mM MgCI2, 1 mM KH2PO4, 1 mM EGTA e 0,1% BSA, pH 7,4 (K+)
em um respirémetro de alta resolucéo Oroboros O2K (Innsbruck, Austria). Inicialmente
foi adicionado rotenona 1 M (inibidor do complexo 1) e succinato 5 mM (substrato do
completo Il) e em seguida, o estado mitocondrial 3 (respiragao
dependente de ADP) foi avaliado pela adicdo de ADP 1 mM e o estado
mitocondrial 4 (vazamento de prétons) foi induzida pela adicdo de oligomicina 1
Mg/mL. As velocidades de consumo maximo de oxigénio foram obtidas pela
adicao sequencial de 1-2 uM de carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona (CCCP). A
razao do controle respiratério (RCR) foi calculada pela razdo entre o estado 3 e 4.
[221].

Analise Estatistica

Os dados gerados estado armazenados em planilhas do Excel (Microsoft, EUA).
Foi realizado teste-T ndo pareado para avaliar possiveis diferengas entre dois grupos
com distribuicdo normal. Quando da presenca de dois fatores (gendtipo versus
dieta/tratamento), foi utilizado ANOVA two-way para verificar possiveis diferengas
entre os grupos, seguido de teste post-hoc de Tukey para identificar as diferengas
pontuais. A significancia foi fixada em valor de p<0,05. Os dados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). As analises estatisticas e graficos foram
realizados no software Graph Prism 9.0° (GraphPad Software Inc, San Diego, CA,
EUA).
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Resultados

Pioglitazona aumenta atividade de mTORC2

Avaliamos a atividade de mTORC2 no TAM pela medida do conteudo proteico
de Akt fosforilada em Ser473. Como esperado, a delegéo de Rictor (ARicKO) reduz o
conteudo de Akt fosforilada em Ser473 (p-Akt) no TAM quando comparado com
ARIcWT (Fig. 17). O tratamento com Pio, por sua vez, aumenta em aproximadamente
4,5x o conteudo de p-Akt em ARicWT, aumento este, que é totalmente abolido pela
delecdo de Rictor em adipdcitos (Fig. 17). A insulina, assim como a Pio, aumenta a
fosforilagdo da Akt (4,1x) em ARicWT, mas ndo em ARicKO. A administracédo de
insulina em associagdo com Pio tem efeito sinérgico na fosforilagdo de Akt, com o
aumento substancial de mais de 25x em ARicWT (Fig. 17). Esses resultados sugerem
que o agonismo de PPARy com Pio ativa mTORC2 no TAM, efeito este que é

potencializado pela insulina.
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Figura 17. Conteudo proteico de Akt total e fosforilada em Serd73 estimulada ou ndo
com insulina no TAM de camundongos controles (ARicWT) e com delegéo de Rictor em
adipdcitos (ARicKO) alimentados por oito semanas com dieta hiperlipidica (HFD)
suplementada ou ndo com pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =4-6 camundongos por
grupo. Dados representados como médiatEPM; letras diferentes acima das barras
representam diferenca estatistica, p < 0,05.
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Deficiéncia de mTORC2 em adipécitos reduz o ganho de massa
corporal e adiposidade e bloqueia parcialmente o aumento de massa
do TAM induzido pela Pio

Camundongos ARicKO apresentam menor ganho de massa corporal quando
comparados a ARicWT apds a alimentagao por oito semanas com HFD (Fig. 18ac). A
Pio ndo altera o ganho de massa corporal em ambos ARicWT e ARicKO (Fig. 18bc).
O consumo alimentar ndo é influenciado pelo tratamento ou gendtipo (Fig. 18d).
Andlise da composicdo corporal por ressonancia magnética revelou que os
camundongos ARicKO tem menor massa gorda e maior massa magra
independentemente do tratamento com Pio (Fig. 18f). A delegdo de Rictor em
adipocitos reduz a massa do TAM na HFD e bloqueia parcialmente o seu aumento
induzido pela Pio (Fig. 18g). As massas dos TAB epididimal (eTAB), inguinal (iTAB) e
retroperitoneal (rTAB) sdo menores em ARicKO na HFD (Fig. 18h). A Pio ndo altera
significativamente as massas de eTAB e iTAB, mas reduz a massa do rTAB em
camundongos ARicWT (Fig. 18h). A massa do musculo gastrocnémio ndo é alterada
pelo gendtipo ou tratamento (Fig. 18j). Em contrapartida, a massa do figado € maior

em ARicKO na HFD, e este aumento é exacerbado pela Pio (Fig. 18k).
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Figura 18. (ab) Curva de ganho de massa, (c) ganho de massa corporal, consumo
alimentar (d) acumulado e (e) total, (f) porcentagem de massa gorda e magra, massas
do TAM (g) e dos (h) eTAB, iTAB e rTAB, (i) razdo do TAB inguinal em relagdo a soma
dos eTAB e rTAB, massas do (j) musculo gastrocnémio e do (k) figado de
camundongos controles (ARiCWT) e com delegdo de Rictor em adipécitos (ARicKO)
alimentados por oito semanas com dieta hiperlipidica (HFD) suplementada ou ndo com
pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =4-12 camundongos por grupo. Dados representados
como médiatEPM; letras diferentes acima das barras representam diferenca estatistica,
p < 0,05.
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Pio abole a resisténcia a insulina e hiperinsulinemia induzida
pela deficiéncia de Rictor em adipécitos

Avaliamos a participacdo de Rictor em adipdcitos nas alteragcbes da
homeostase da glicose induzidas pela HFD combinada ou n&o ao tratamento com Pio.
A delecdo de Rictor em adipdcitos nao interfere com a tolerancia a glicose em
camundongos alimentados com HFD (Fig. 19ac). Apesar da auséncia de efeitos em
camundongos ARicWT, o tratamento com a Pio melhorou a tolerancia a glicose em
camundongos ARicKO, como observado pela menor area sob a curva apos a
sobrecarga com glicose (Fig. 19bc). Em contraste ao GTT, camundongos ARicKO
alimentados com HFD apresentaram importante resisténcia a insulina (Fig. 19df). O
tratamento com Pio ndo s6 melhorou a tolerancia a insulina em camundongos ARicWT
(Fig. 19ef), como também reverteu totalmente a resisténcia a insulina em
camundongos ARicKO, como evidenciado pela similar velocidade de decaimento de
glicose apos injecéo de insulina em ambos ARicWT e ARicKO apds tratamento com
a Pio (Fig. 19def). Avaliamos se esses efeitos na homeostase da glicose sao
dependentes da adiponectina secretada pelos tecidos adiposos. A Pio aumentou a
adiponectina sérica igualmente em camundongos ARicWT e ARicKO (Fig. 19g). Nao
houve diferencas significativas na glicemia de jejum entre camundongos ARICWT e
ARIicKO e ARiIcWT tratados com Pio (Fig. 19h). A Pio, entretanto, reduziu a glicemia
de jejum em camundongos ARiIcKO (Fig. 19h). Os camundongos ARicKO
apresentaram também elevada concentracéo sérica de insulina em jejum, maior indice
de resisténcia a insulina (HOMA-IR), maior massa pancreatica e maior area das
ilhotas de Langherans (Fig. 19i-0). Tratamento com Pio abole completamente o

aumento nessas variaveis em camundongos ARicKO (Fig. 19i-0).
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Figura 19. (a, b) Curva glicémica e (c) area sob a curva de teste de tolerancia a glicose
(GTT), (d,e) curva glicémica e, (f) taxa de decaimento da glicemia de teste de
tolerancia a insulina (ITT), (g) concentragédo sérica de adiponectina, (h) glicemia de
jejum, (i) insulinemia de jejum, (j) indice de resisténcia a insulina HOMA-IR, (k) massa
do pancreas, (l) fotomicrografia representativa de sec¢gdes do pancreas corado com
H&E, (m, n) curva de distribuicdo das areas das ilhotas pancreaticas e (0) area média
das ilhotas pancreaticas de camundongos controles (ARicWT) e com delegdo de
Rictor em adipdcitos (ARicKO) alimentados por oito semanas com dieta hiperlipidica
(HFD) suplementada ou ndao com pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =3-12
camundongos por grupo. Dados representados como médiatEPM; letras diferentes
acima das barras representam diferenca estatistica, p < 0,05.
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Deficiéncia de RictorrmTORC2 atenua o aumento no conteudo
de UCP-1 no TAM induzido pela Pio

Ao avaliar a morfologia do TAM, encontramos que as goticulas de gordura sao
menores em camundongos ARicKO em comparagdo aos ARicWT (Fig. 20a). O
tratamento com Pio aumenta substancialmente o acumulo de lipideos no TAM dos
camundongos ARIicWT, reduzindo o carater multilocular deste tecido (Fig. 20a).
Embora a Pio também aumente o acumulo de lipideos nos adipécitos do TAM de
camundongos ARicKO, este efeito foi de menor magnitude quando comparado aos
camundongos ARIicWT (Fig. 20a). Em associagédo a essas alteragdes, encontramos
que o conteudo de proteina por miligrama de tecido esta elevado em camundongos
ARicKO (Fig. 20b). A Pio reduz o conteudo proteico por mg de tecido em ambos
ARiIcWT e ARicKO, embora este conteudo ainda € maior nos ARicKO (Fig. 20b). Nao
encontramos diferengas significativas no conteudo total de proteina do TAM entre
ARiIcWT e ARIicKO (Fig. 20c). Por fim, a Pio aumenta o conteudo total de proteinas
em ARIcCWT, mas ndo em ARicKO (Fig. 20c). Também realizamos ensaios de
captacéao de glicose in vitro com fragmentos de tecido adiposo, e encontramos, que
em uma situagdo basal (sem insulina no meio) ndo ha diferenga na captacao de
glicose entre ARicCWT e ARIicKO (Fig. 20d). Ja o tratamento com Pio aumenta a
captacéo de glicose por miligrama de proteina em ARicWT, mas ndo em ARicKO (Fig.
20d). Ao normalizarmos a captacgéao de glicose pela massa total do TAM, encontramos
que ARIicKO tem menor captagao de glicose, e que a Pio aumenta a captagdo em
ARiIcWT, mas ndo em ARicKO (Fig. 20e). Também avaliamos a lipdlise in vitro pelo
ensaio de liberagao de glicerol por fragmentos do TAM e TAB inguinal. Encontramos
que a lipdlise esta elevada no TAM de ARIicKO tratados com Pio (Fig. 20f). A delegao
de Rictor em adipdcitos aumenta a lipélise no iTAB independentemente do tratamento
com Pio (Fig. 20 g). Nao ha diferencas entre ARicWT e ARicKO no conteudo de UCP-
1 no TAM, mas o tratamento com Pio aumenta o conteudo dessa proteina em ARIicWT
e em menor intensidade em ARicKO (Fig. 20hjk). O conteudo das enzimas FAS e
SCD1 esta reduzido em ARicKO (Fig. 20hjk). A Pio reduz o conteudo dessas proteinas
em ARIicWT, reducao esta, que é exacerbada pela delegdo de Rictor (Fig. 20hjk).
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Figura 20. (a) Fotomicrografia representativa de sec¢des do TAM corado com H&E,
conteudo de proteinas totais normalizado por (b) miligrama e por (c) massa total do TAM,
ensaio de captagao de glicose in vitro normalizado por (d) miligrama de proteinas e por
(e) massa total do TAM, ensaio de liberagao de glicerol por miligrama de proteina no TAM
(f) e no iTAB (g), (h-k) conteudo proteico de UCP-1, FAS e SCD1 no TAM de
camundongos controles (ARiCWT) e com delegdo de Rictor em adipécitos (ARicKO)
alimentados por oito semanas com dieta hiperlipidica (HFD) suplementada ou ndo com
pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =3-6 camundongos por andlise. Dados representados
como médiatEPM; letras diferentes acima das barras representam diferenca estatistica,
p < 0,05.
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Pio exacerba a esteatose hepatica em camundongos ARicKO

O TAG sérico esta reduzido nos camundongos ARicKO independentemente do
tratamento, sem qualquer efeito da Pio (Fig. 21a). Os acidos graxos livres séricos
também estdo reduzidos em camundongos ARicKO alimentados com HFD (Fig. 21b).
O tratamento com a Pio reduz os acidos graxos livres nos ARiCWT, e em maior
magnitude nos ARicKO (Fig. 21b). Encontramos que a lipdlise esta aumentada no
TAM e iTAB de ARicKO tratados com Pio (Fig. 20fg), mas isso nao reflete em aumento
de acidos graxos livre séricos (Fig. 21), o que sugere utilizagdo destes por outros
tecidos. Um possivel destino dos acidos graxos livres é o figado, onde estes podem
ser estocados ou oxidados para a produgcdo de energia ou corpos cetdnicos.
Interessantemente, camundongos ARicKO alimentados com a HFD apresentaram
esteatose hepatica moderada, avaliada pela analise histolégica da deposi¢cédo de
gordura no figado (Fig. 21c). Apesar de nao afetar a deposi¢cado de gordura no figado
de camundongos ARIicWT, a Pio exacerbou a acumulo de gordura e esteatose
hepatica em camundongos ARicKO (Fig. 21c). Nao encontramos diferencas
significativas no conteudo de glicogénio no figado de ARicWT e ARicKO avaliada pela
coloragdo com PAS (Fig. 21c). Avaliamos também a funcdo das mitocéndrias do
figado de camundongos ARicWT e ARicKO na presenca do substrato succinato. Nao
encontramos alteragdes significativas na atividade da cadeia respiratdria mitocondrial,
como avaliado pelo Estado-3 mitocondrial induzido pelo ADP, pelo Estado-4 induzido
pela inibicdo da ATP-sintase com oligomicina e pela respiragcdo maxima do Estado-3u
induzido pelo desacoplador CCCP entre os gendtipos e tratamentos (Fig. 21d). Ainda,
a razao do controle respiratério (RCR), que representa o acoplamento da cadeia

respiratoria, também ndo difere entre os grupos (Fig. 21e).
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Figura 21. (a) Triacilglicerol e (b) acido graxo livre circulantes, (c) fotomicrografia
representativa de secgbes do TAM corado com H&E e PAS, (d) taxa de consumo de
oxigénio e (e) razdo do controle respiratério de mitocondrias isoladas do figado de
camundongos controles (ARiCWT) e com delegdo de Rictor em adipécitos (ARicKO)
alimentados por oito semanas com dieta hiperlipidica (HFD) suplementada ou ndo com
pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =3-14 camundongos por grupo. Dados representados
como médiatEPM,; letras diferentes acima das barras representam diferenca estatistica,
p <0,05.
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Discussao

mTORC2 ¢é ativada por fatores de crescimento e regula a proliferagéo,
sobrevivéncia e o metabolismo celular [27]. Estudos anteriores demonstraram que a
delecao de Rictor em adipécitos induz resisténcia a insulina e impede a expansao do
tecido adiposo [65,146]. Neste estudo, n6s produzimos camundongos com delegéo
de Rictor especificamente em adipdcitos e desafiamos esses animais e seus controles
com uma dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com Pio. Em suma, a deficiéncia de
Rictor/mTORC2 em adipdcitos reduz o ganho de peso e adiposidade, promove
resisténcia a insulina e hipersinulinemia. Por outro lado, o tratamento com Pio abole a
resisténcia a insulina e a hipersinulinemia em camundongos com deficiéncia de Rictor
em adipdcitos, efeitos que foram associados a um aumento significativo da esteatose
hepatica. Ou seja, enquanto a Pio melhora a homeostase da glicose em camundongos
controles promovendo redistribuicdo de gordura do tecido adiposo visceral para o TAM
principalmente, em camundongos com deficiéncia de Rictor em adipécitos, a Pio
melhora a homeostase da glicose promovendo maior deposi¢ao de lipideos no figado
como resultado do bloqueio da expansao do TAM devido a deficiéncia de mTORC2.

A Pio e a insulina aumentam, independentemente, a fosforilacdo da Akt em
Serd73 no TAM de camundongos alimentados com HFD. Surpreendentemente,
encontramos que a Pio e a insulina tém efeito sinérgico no aumento da fosforilagao
da Akt no TAM, o que pode, portanto, amplificar os efeitos da via de sinalizacado da
P13k-mTORC2-Akt. Como esperado, a deficiéncia de Rictor/mTORC2 em adipécitos
reduz ou abole totalmente o aumento do conteudo de Akt fosforilada em Ser473
induzida por insulina, Pio ou sua combinacéo.

Por meio do uso de diferentes modelos genéticos de delegdo de Rictor em
adipocitos, estudos demonstraram que Rictor/mTORC2 é essencial na manutencao
da massa do TAM e necessario para a expansido da massa dos TABs induzida por
dietas hiperlipidicas [113,146,148]. Corroborando estes estudos, encontramos que a
delecao de Rictor em adipdcitos ndo so reduz a massa do TAM e dos TAB inguinal,
epididimal e retroperitoneal, mas também atenua o aumento de massa do TAM
induzido pela Pio. Mecanisticamente, a Pio parece aumentar a massa do TAM
promovendo os processos de hipertrofia, evidenciado pelo aumento no numero de
adipdcitos uniloculares e redugao no conteudo relativo de proteina por miligrama de

tecido, bem como, hiperplasia dos adipdcitos, evidenciado pelo aumento no conteudo
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total de proteina do TAM. Interessantemente, deficiéncia de Rictor em adipdcitos
reduz todas essas agdes da Pio, sugerindo que mTORC2 é um mediador importante
tanto do acumulo de lipideos que determina a hipertrofia quanto do aumento do
numero de células do TAM induzidos pela ativagcao farmacoldgica da PPARY.

Estudos prévios demonstraram que a ativagao farmacologica de PPARy
promove hipertrofia dos adipdcitos marrons devido ao aumento da capacidade do
TAM de captar e estocar lipideos circulantes via aumento da atividade da LPL, e
enzimas envolvidas na geracgao de glicerol 3-fosfato e sintese de TAG [31,159,180].
Nossos achados sugerem entdo que mTORC2 pode ser um mediador importante
dessas agdes da Pio, hipotese esta que sera investigada em estudos futuros. Nossos
dados indicam também que o processo de lipogénese de novo parece nao participar
da deposicao de lipideos nos adipdcitos marrons induzida pela Pio, como evidenciado
pela importante reducéo no conteudo da FAS e SCD-1 no TAM apés tratamento com
este ligante.

Além da deposicao de lipideos, o aumento de massa do TAM induzido pela Pio
pode envolver também um possivel aumento no numero de adipdcitos marrons, como
pode ser evidenciado pelo aumento no conteudo total de proteinas deste tecido.
Interessantemente, a deficiéncia de Rictor em adipdcitos aboliu este aumento no
conteudo de proteinas totais do TAM, sugerindo que mTORC2 é um importante
mediador dessas acdes da Pio. Aumento no numero de células de determinado tecido
resulta de maior proliferacdo celular e/ou menor apoptose, processos que foram
mostrados em estudos prévios sofrerem regulacdo por mTORC2 [27,222,223].
Importante ressaltar que a deficiéncia de mTORC2 em adipdcitos também reduziu o
aumento do conteudo de células do TAM em camundongos aclimatados ao frio
(Capitulo I1), sugerindo que a participagao de mTORC2 neste processo independe do
estimulo desencadeador: ativagao adrenérgica no frio ou ativagdo farmacologica de
PPARy com Pio. Em conjunto, esses resultados sugerem que mTORC2 & um
importante mediador da expansao do TAM.

Um outro achado importante de nosso estudo foi que a Pio melhora a
sensibilidade a insulina em camundongos com deficiéncia de Rictor em adipécitos como
evidenciado pelo aumento da sensibilidade a insulina e bloqueio completo do aumento
na insulina sérica de jejum. Os mecanismos pelos quais a delegdo de Rictor em

adipocitos promove resisténcia a insulina sdo ainda desconhecidos. Considerando
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que mTORC2 é um importante ativador da Akt e captagdo de glicose mediada por
GLUT-4 em adipdcitos [141,146,224], podemos sugerir que a resisténcia a insulina
apresentada por camundongos ARicKO resulta da inabilidade da insulina de estimular
a captacgao de glicose em adipdcitos. Assumindo que este mecanismo seja verdadeiro,
a reduzida captagao de glicose pelo TAB resultaria em hiperglicemia, que promoveria
uma hiperinsulinemia compensatéria e assim resisténcia a insulina. A auséncia de
alteragdes significativas na glicemia de jejum e na tolerancia a glicose entre
camundongos ARicWT e ARIicKO, entretanto, sugerem o envolvimento de outros
mecanismos. Uma outra possibilidade ainda nao explorada é que a hiperinsulinemia,
mas n&o a hiperglicemia é o evento primario no desenvolvimento da resisténcia a
insulina em camundongos ARicKO. Assim, a deficiéncia de mTORC2 em adipdcitos,
por mecanismos desconhecidos que podem envolver a liberagdo de metabdlitos ou a
funcdo enddcrina do tecido adiposo, promoveria um aumento na secregao (aumento
na massa das ilhotas pancreaticas) e/ou reducdo da degradagdo da insulina
resultando em hiperinsulinemia e resisténcia a insulina. Estas hipoteses serao
testadas em estudos futuros. Importante ressaltar que nossos resultados de
hiperinsulinemia e aumento da massa das ilhotas estdo em pleno acordo com os
dados prévios de Cybulski[141] e Kumar [114] obtidos em camundongos com delegao
de Rictor utilizando a enzima Cre sob controle do promotor do aP2/Fabp4.
Interessantemente, a Pio melhorou a sensibilidade a insulina, reduziu a insulina sérica
de jejum e a area das ilhotas pancreaticas em camundongos com deficiéncia de Rictor
em adipdcitos, apesar de promover maior deposi¢ao de lipideos no figado. Essa
esteatose hepatica provavelmente resulta da incapacidade da Pio de promover a
deposicido de lipideos e expansao do TAM devido a deficiéncia de mTORC2 em
adipdcitos, bem como, da ativagcdo de PPARy em hepatdcitos, resultando no
direcionamento e otimizagéo do estoque de acidos graxos no figado. Estudos prévios
demonstraram que a esteatose hepatica estd associada com um aumento na
expressao de PPARy em hepatdcitos [225,226], um fator de transcricdo que promove
a expressao de diversas enzimas envolvidas no transporte de acidos graxos e sintese
de triacilglicerol potencializando a deposi¢ao de lipideos nestas células. O impacto
dessa potencializacado da esteatose induzida pela Pio na funcido hepatica precisa ser
melhor avaliada.

Uma das perguntas que surgiram a partir dos resultados obtidos neste trabalho
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€: Como que Rictor/mTORC2 em adipdcitos modula a atividade de PPARy no TAM?
Um dos possiveis mecanismos pode envolver FoxO1, um fator de transcricado que
modula a atividade transcricional de PPARYy [227,228]. Mecanisticamente, a ativagao
da Akt pela via da insulina/PI3K/mTORC2 leva a fosforilagdo de FoxO1, impedindo
sua entrada no nucleo. Na auséncia dessa fosforilagdo, FoxO1 é direcionada ao
nucleo onde promove atraso no ciclo celular, resisténcia ao estresse e apoptose [27].
Estudos prévios mostraram que a ativacédo de FoxO1 inibe a adipogénese [229], a
expressao de PPARy, bem como a ligagdo de PPARy no DNA por um mecanismo de
interacdo proteina-proteina, impedindo assim, a heterodimerizacdo de PPARy com
RXR [229,230]. De fato, um estudo recente demonstrou que a inibicdo de FoxO1
aumenta a massa do TAM, que antes estava reduzida em camundongos com delegao
de Rictor em células que expressam UCP-1 [231]. Estudos adicionais sdo necessarios
para investigar o envolvimento de FoxO1 como mediador da inibicdo de PPARy

associada a deficiéncia de mTORC2.

Conclusao

mTORC2 em adipdcitos € um importante mediador da expansao de massa do
TAM, mas nao da melhora na sensibilidade a insulina induzida pela ativacao
farmacolégica de PPARy com Pio. Surpreendentemente, bloqueio da expansao do
TAM induzido pela Pio resultou na maior deposi¢ao de lipideos no figado. Estudos
adicionais serdo necessarios para investigar os mecanismos que determinam a

comunicacao entre tecido adiposo e figado.
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Capitulo IV

A deficiéncia de Rictor/mTORC2 em adipdcitos prejudica a
melhora na sensibilidade a insulina induzida por uma dieta
hiperlipidica rica em acidos graxos w-3
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Introducao

Uma das hipoteses sugeridas para explicar o aumento da prevaléncia do
sobrepeso e/ou obesidade em humanos observado nas ultimas décadas é o aumento
da ingestdo de acidos graxos saturados e poli-insaturados (PUFA, polyunsaturated
fatty acids) émega-6 (w-6) em detrimento de PUFA 6mega-3 (w-3) [232-234].
Durante a maior parte da evolugdo humana a ingestdo de PUFAs seguiu a raz&o de
w-6/w-3 de 1:1, mas nas ultimas décadas houve uma inflexao positiva no consumo de
w-6, e atualmente a razdo w-6/w-3 ultrapassa 20:1 [233]. Ao contrario dos acidos
graxos saturados e w-6, os acidos graxos w-3 reduzem a hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia, aumentam a sensibilidade a insulina, reduzem a inflamacgéo,
aumentam a capacidade respiratoria e a oxidagao mitocondrial de acidos graxos no
tecido adiposo, entre outros efeitos beneficios [235-238]. Estudos indicam que os w-
3 podem ou nao melhorar a resisténcia insulinica em humanos a depender da dose,
tempo e da presencga de sindrome metabdlica [239]. Os mecanismos de agédo dos w-
3 nos tecidos adiposos, na homeostase da glicose e no ganho de massa corporal
ainda nao foram completamente elucidados.

Acidos graxos poli-insaturados w-3 s&o naturalmente encontrados em peixes
marinhos que se alimentam de fitoplancton que sintetizam os w-3 [239]. Embora nao
sejam sintetizados por mamiferos, os w-3 sédo obtidos pela alimentacdo ou pela
suplementacao, principalmente, na forma de 6leo de peixe [239]. Os w-3 sdo os acidos
linolénico (ALA, 18:3 n3), eicosapentaenoico (EPA, 20:5-n3), docosaexaenoico (DHA,
22:6 n-3) e o docosapentaenoico (DPA, 22:5 n-3). Entre estes acidos graxos w-3, 0s
mais estudados séo o EPA e DHA [240].

A obesidade visceral é caracterizada por um quadro de inflamacéao cronica de
baixa intensidade que afeta principalmente o tecido adiposo, mas também o intestino,
pancreas, entre outros tecidos [67]. Diversos sinais participam no desenvolvimento da
inflamacao associada a obesidade, como por exemplo, a maior absorcéao intestinal de
lipopolissacarideo (LPS) oriundo de bactérias Gram negativas, estresse mecanico,
hipoxia tecidual e morte de adipdcitos devido a hipertrofia exagerada, bem como a
ativacao de vias de sinalizacao pro-inflamatérias, como as do receptor Toll-like 4 e 2
e do inflamassoma por acidos graxos saturados [78,241]. Enquanto que uma dieta
rica em acidos graxos saturados promove resisténcia insulinica e inflamagéo, em

contrapartida, um dieta enriquecida com acidos graxos w-3 exerce potentes efeitos
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anti-inflamatorios [236,239,242,243]. Entre os mecanismos propostos de reducio da
inflamacéao pelos acido graxos w-3 estédo a ativagao do receptor de lipideos GPR120
[244] e/ou do fator de transcrigdo PPARYy [245], bem como a produg¢ao de mediadores
lipidicos anti-inflamatérios como as resolvinas, protectinas e maresinas, a inibicdo da
sintese de eicosanoides, entre outros [239,246].

Como mencionado no capitulo anterior, PUFAs (EPA e DHA) sao ligantes
endogenos de PPARs, e muitas das fungdes dos acidos graxos w-3 nos tecidos
adiposos é creditada a agcao de PPARy. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa
demonstrou que a inibicdo farmacolégica de PPARy em camundongos transgénicos
Fat-1 (camundongos que expressam uma dessaturase que converte w-6 em w-3)
impede a melhora na tolerancia a glicose induzida pelos acidos graxos w-3 [245].
Como mencionado anteriormente, PPARy é expresso principalmente e participa
ativamente no controle da funcdo de adipdcitos. Um dos mecanismos pelos quais
acidos graxos w-3 melhoram a homeostase da glicose envolve a maior secrecéo de
adiponectina pelos adipécitos por um mecanismo dependente de PPARy [246]. A
adiponectina € um horménio que aumenta a sensibilidade a insulina e reduz a
inflamacéo tecidual, melhorando a homeostase da glicose [247—-249].

Além da homeostase da glicose, a ingestdo de dieta rica em acidos graxos w-
3 reduz o ganho de peso e adiposidade e, portanto, protege camundongos do
desenvolvimento da obesidade induzida pela ingestdo de dieta hiperlipidica.
Interessantemente, a ingestdo de dieta rica em acidos graxos w-3 protege contra o
ganho de peso sem alterar a ingestao e absorgao caléricas, o que indica um aumento
de gasto energético como mecanismo responsavel [236,250]. Diversos estudos
encontraram que enriquecimento da dieta com acidos graxos w-3 aumenta a
expressdo de UCP-1 e de marcadores termogénicos no TAB e TAM, sugerindo o
envolvimento da termogénese independente do tremor muscular no aumento de gasto
energético induzido por estes acidos graxos [251-253]. Com o objetivo de testar esta
hipotese, nosso laboratério alimentou camundongos controles e com deficiéncia de
UCP-1 com dieta rica em acidos graxos w-3. Interessantemente, a deficiéncia de
UCP-1 ndo impediu a redugdo no ganho de massa corporal, melhora a homeostase
da glicose (GTT e ITT) e aumento do gasto energético de camundongos induzidos
pela ingestdo de dieta rica em acidos graxos w-3 [250]. Em conjunto, estes dados

sugerem que os efeitos benéficos dos acidos graxos w-3 protegendo contra a
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obesidade e melhorando a homeostase da glicose ou ndo envolvem UCP-1 ou na

auséncia desta proteina mecanismos compensatérios sao recrutados.

MTOR e w-3

Um estudo recente demonstrou que a via PIBK-mTORC2-Akt esta aumentada
e participa nas agdes de EPA e DHA no tecido adiposo de camundongos alimentados
com dieta rica em frutose [254]. Outro estudo demonstrou que a oxilipina 12-HEPE,
um produto da oxidacao de EPA pela 12-LOX é secretada por adipécitos marrons sob
estimulo adrenérgico e estimula a captagao de glicose no TAM e musculo esquelético
in vivo, e em adipdcitos brancos in vitro, mas ndo no iTAB in vivo [63]. Nesse mesmo
estudo, foi encontrado in vitro que 12-HEPE aumenta a atividade de mTORC2 e
promove a captagdo de glicose em adipdcitos marrons por um mecanismo
dependente de PI3K [63]. Um estudo do grupo do professor Jerrold Olefsky descobriu
que o receptor acoplado a proteina G GPR120 € um receptor de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa que medeia os efeitos anti-inflamatérios dos PUFAs
[244]. Ainda, demonstrou que a ativagdo de GPR120 por w-3 estimula a fosforilagao
de Akt em Ser473 via PI3K, aumenta a captagéo de glicose e translocagcéo de GLUT-
4 em adipdcitos, além de inibir a inflamacgao tecidual induzida por macréfagos [244].
Curiosamente, a ativagao de PI3K mediada por GRP120 acontece via proteina Gq/11
e nao por IRS-1, funcionalmente, isso € traduzido pela auséncia de efeito aditivo de
insulina com w-3 na captagdo de glicose e fosforilagdo de Akt em Ser4d73 em
adipdcitos [244]. Em conjunto estes estudos sugerem que acidos graxos w-3 podem
exercer seus efeitos benéficos na homeostase da glicose promovendo a ativagédo de
mTORC2 e Akt.

Hipotese

A ingestao de dieta hiperlipidica enriquecida com acidos graxos w-3 reduz o
ganho de peso corporal e adiposidade e melhora a homeostase da glicose por

mecanismos dependentes de mTORC2 em adipdcitos.
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Objetivo

Investigar o envolvimento de mTORC2 de adipdcitos como um possivel
mediador da protegdo contra o ganho de peso e melhora na homeostase da glicose

induzida pela ingestao de dieta rica em acidos graxos w-3.

Material e métodos

Desenho experimental

Camundongos ARicWT e ARicKO machos de 8 semanas de idade foram
alimentados ad libitum com dieta hiperlipidica contendo 60% das calorias
provenientes da banha de porco (HFD) ou dieta hiperlipidica com 60% das calorias
provenientes do 6leo de peixe (HFn3) por 8 semanas e mantidos a 23 + 2°C em ciclo
claro/escuro de 12 h/12 h (ciclo claro com inicio as 07h00) (Figura 22). Ambas dietas
sdo compostas por 20% de carboidratos, 20% de proteinas e 60% de gorduras, em
kcal. As composig¢des da HFD e HFn-3 estdo descritas na Tabela 5. As amostras de
tecidos adiposos, figado, musculo gastrocnémio e soro foram obtidas apos 12 h de
restricdo alimentar overnight, anestesia com isoflurano e eutanasia por

exsanguinagao.

R : Dieta banha de porco - HFD
Ou

Dieta 6leo de peixe - HFn3

Inicio GTTITT PTT Jejum

L-RicWT L-RickKO | 8 .s-ér-nanas

8 semanas de idade
Figura 22. Desenho experimental do Capitulo IV.
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Tabela 5. Composicdo da HFD e HFn3

HFD HFn3

Ingrediente a/kg a/kg

Caseina 258,4 258,4
L-cistina 3,9 3,9

Maltodextrina 161,5 161,5
Sacarose 88,9 88,9
Celulose 74,1 74,1

Oleo de soja 32,3 32,3

Banha de porco 316,6 0

Oleo de peixe 0 316,6
Mix mineral AIN93M 47,9 47,9
Mix vitaminico 13,7 13,7
Bitartarato de colina 2,6 2,6

Total (g) 1000 1000

kcal 5231 5231
Carboidratos (% de kcal) 20 20
Lipideos (% de kcal) 60 60
Proteinas (% de kcal) 20 20

Cromatografia gasosa

Aproximadamente 10 mg das diferentes ragdes foram analisadas para o perfil
de acidos graxos por reagao de transesterificagdo para CG/FAME como previamente
descrito [255]. Brevemente, lipideos das dietas foram extraidos com
cloroférmio:metanol (2:1). Posteriormente a fracdo cloroférmio foi misturada com
metanol (1,76 mL), acido margarico 1 mg/mL (50 pL), cloreto de acetila (100 pL) e
aquecido a 100°C por 60 min. Apés o resfriamento, foi adicionado hexano (1,5 mL) e
os tubos foram agitados vigorosamente e centrifugados a 1500 g por 2 min a 4°C. A
fase organica superior foi coletada e evaporada sob nitrogénio liquido e o residuo foi
dissolvido em 40 uL de hexano. 1 uL das amostras foi injetado individualmente em um
cromatégrafo a gas (Trace 1310 — Thermo Scientific) com detector de ionizagao em
chama, usando uma coluna capilar (DB-FFAP, 15 m x 0.1 mm id x 0.1 um, Agilent
Technologies). Ester metilico de &acidos graxos (FAME) foi identificado pela
comparagao direta com FAME standard mix (Supelco 37 Component FAME Mix;

Sigma-Aldrich), individualmente os picos foram integrados e normalizados pelo
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padrao interno. A porcentagem de FAME individual foi calculada em relagdo a area

total dos picos Tabela 6.

Tabela 6. Composicao de acidos graxos da HFD e HFn3 (mg/g)

Acido graxo HFD HFn3
C14:0 4 23
C14:1 nd nd
C16:0 73 60
C16:1 6 27
C17:1 nd 1
C18:0 37 12
C18:1 128 38
C18:2n-6 65 21
C18:3n-3 4 4
C20:0 1 1
C20:1n-9 3 4
C20:2n-6 2 1
C20:3n-6 nd 1
C20:4n-6 nd 3
C20:5n-3 nd 47
C22:0 nd 1
C22:1n-9 nd 2
C22:6n-3 nd 29
C24:1 nd nd
Somatdrio saturados 120,6 106,3 (36%)
(36%) '
Somatorio monoinsaturados ( 4131,2’)4 82,1 (28%)
Somatdrio poli-insaturadors w-6 66,7 (20%) 25,3 (9%)
Somatoério poli-insaturadors w-3 3,8 (1%) 80,6 (27,3%)
Razao w-6/ w-3 17,5 0,31

Consumo de oxigénio tecidual

Tecido adiposo inguinal ou marrom, ~10 ou ~3 mg respectivamente, foram
avaliados para consumo de oxigénio basal durante 10 min em respirémetro de alta
resolucdo Oxygraph-2K (Oroboros, Austria) em meio DMEM contendo 25 mM glicose
e 4% BSA aquecido a 37°C [21]. A taxa de consumo de oxigénio foi calculada pela
velocidade de decaimento da concentragao de oxigénio em fungédo do tempo (slope)

e expressos por miligrama de tecido (nmol/ min/ mg) e por massa total.
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Homeostase da glicose

Os testes de GTT e ITT e a insulinemia foram avaliados essencialmente como
descrito no Capitulo .

Teste de tolerancia ao piruvato intraperitoneal (ipPTT): 0 ipPTT foi avaliado
como a area sob a curva (AUC) da glicemia apds a administragédo de piruvato (2 g/ kg
de massa corporal) em fungdo do tempo (min). Para isso, apdés 7 semanas de
tratamento, camundongos foram privados de alimento por 16 h, a glicemia foi
mensurada antes e 15, 30, 45, 60 e 90 min apds a administracao intraperitoneal de
piruvato. A glicemia caudal foi mensurada com glicosimetro One Touch Select Plus

Flex (Johnson & Johnson, Brasil).

Western blotting, histologia, medida de TAG e glicerol circulantes e analise estatistica
foram realizados essencialmente como descrito na seg¢ao “Material e métodos” do

Capitulo III.

Resultados

Dieta HFn3 aumenta a atividade de mTORC2 no iTAB, mas nao
no TAM

Iniciamos este estudo avaliando a atividade de mTORC2 nos TAM e TAB
inguinal de camundongos controles (ARICWT) e com delecdo de Rictor
especificamente em adipdcitos (ARicKO) alimentados por 8 semanas com uma dieta
rica em lipideos proveniente da banha de porco (HFD) ou do éleo de peixe (HFn3).
Ao fim da intervencgao dietética encontramos, como esperado, que a delecéo de Rictor
em adipécitos reduz o conteudo dessa proteina no TAM de ARicKO alimentados tanto
com HFD quanto com HFn3 (Fig. 23AB). Importante ressaltar que o conteudo residual
da proteina Rictor observado no TAM em ARicKO pode ser em decorréncia de
macrofagos e outras células que compde este tecido, que n&o os adipdcitos maduros.
Como esperado devido a delecao de Rictor, o conteudo de Akt fosforilada em Ser473
€ reduzido no TAM de camundongos ARicKO independentemente da dieta (Fig.

23AB). A ingestao de dieta rica em 6leo de peixe ndo alterou o conteudo de Akt
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fosforilada e assim a atividade de mTORC2 no TAM de camundongos ARicWT (Fig.
23AB). Similarmente ao TAM, camundongos ARicKO apresentaram conteudo
reduzido de Akt fosforilada em Ser473 no TAB inguinal independentemente da dieta.
Em contraste ao TAM, entretanto, a ingestao de dieta HFn3 aumentou a atividade de
mTORC2 avaliada pelo conteudo de Akt fosforilada em Ser473 no TAB inguinal de
ARIicWT, aumento este, que é totalmente abolido pela delegcado de Rictor em adipocitos
(Fig. 23CD).
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Figura 23. Conteudo proteico de Rictor, Akt fosforilada em Ser473 e Akt Total no (A)
TAM e (B) iTAB de camundongos controles (ARicWT) e com delecédo de Rictor em
adipdcitos (ARicKO) alimentados por oito semanas com HFD ou HFn3. n=5-6
camundongos por grupo. Dados representados como médiatEPM); letras diferentes
acima das barras representam diferenca estatistica, p < 0,05.

Delecao de Rictor em adipécitos reverte parcialmente a
reducao de ganho de peso induzida pela ingestao de dieta HFn3

Como demonstrado anteriormente (Capitulo IlI), camundongos ARicKO sao
parcialmente resistentes ao ganho de massa corporal induzido por uma dieta
hiperlipidica produzida com banha de porco (Fig. 24AB). Camundongos ARICWT
praticamente ndo ganham massa corporal, enquanto camundongos ARicKO ganham
aproximadamente 2,86 g de massa corporal apds ingestdo da dieta HFn3 por 8
semanas (Fig. 24AB). Essas diferencas no ganho de massa corporal sao
independentes de quaisquer diferencas no consumo alimentar (Fig. 24CD).
Camundongos ARicKO tem menor massa de TAM, eTAB, iTAB e rTAB em
comparagao com ARicWT alimentados com HFD (Fig. 24EF). A dieta HFn3 reduz a
massa do TAM nos camundongos ARicWT, e as massas do eTAB, iTAB, rTAB em
ambos ARicWT e ARicKO (Fig. 24EF). A massa hepatica € maior em ARicKO na HFD
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(Fig. 24G). Curiosamente, a dieta HFn3 aumenta a massa do figado em camundongos
ARicWT, mas ndo ARicKO (Fig. 24G). A massa do musculo gastrocnémio nao é
alterada pelo gendtipo ou dieta (Fig. 24H). Analise histoldgica revelou que os
adipdcitos marrons de ARicWT e ARicKO na HFD preservam o carater multilocular,
embora os adipdcitos marrons de ARicKO tenham menor deposi¢céo de gordura (Fig.
241). A dieta rica em 0Oleo de peixe reduz drasticamente a deposi¢cédo de lipideos e
tamanho das goticulas de gordura dos adipdcitos marrons de camundongos ARIicWT
e ARicKO (Fig. 24l1). Os adipdcitos do TAB inguinal sdo menores em ARicKO
alimentados com HFD em comparagdo com ARicWT (Fig. 24J). A dieta HFn3 reduz o
tamanho dos adipdcitos em ARICWT e ARicKO (Fig. 24J). Encontramos adipdcitos
multiloculares (beige-like, parecidos com bege) no TAB inguinal de camundongos
ARiIcWT, mas ndo em ARIicKO (Fig. 24J). O padrao de distribuicdo desses adipdcitos
multiloculares no iTAB era setorizado, ndo uniforme em toda a lamina e foi encontrado
em 75% (3/4) dos cortes histologicos, enquanto que encontramos 0% (0/4) nos outros
grupos experimentais (Fig. 24J). Por fim, avaliamos a taxa de consumo de oxigénio
(OCR) em pequenos fragmentos de iTAB e TAM na presenga de glicose. Na HFD, o
OCR néao difere entre ARicWT e ARicKO, enquanto que a dieta HFn3 aumenta o OCR
em ambos os genotipos (Fig. 24K). Diferentemente do TAM, o TAB inguinal de
ARicKO tem reduzido OCR em relagédo a ARicWT na HFD (Fig. 24L). A dieta HFn3
também aumenta o consumo de oxigénio no iTAB de camundongos ARicWT, mas
nao em ARIicKO (Fig. 24L).
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Figura 24. (A) Curva de ganho de massa corporal, (B) ganho de massa corporal, (C)
curva de consumo alimentar, (D) consumo alimentar total, massas dos tecidos
adiposos (E) marrom, (F) brancos epididimal, inguinal e retroperitoneal, massa do (G)
figado e (H) musculo gastrocnémio, fotomicrografias de secgbes coradas com
hematoxilina e eosina do (I) TAM e (J) iTAB, e consumo de oxigénio de fragmentos
de tecido adiposo (K) branco inguinal e (L) marrom) de camundongos controles
(ARICWT) e com delegdo de Rictor em adipdcitos (ARicKO) alimentados por oito
semanas com HFD ou HFn3. n=5-6 camundongos por grupo. Dados representados como
médiatEPM; letras diferentes acima das barras representam diferenga estatistica, p <
0,05.
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Dieta rica em 6leo de peixe melhora a resisténcia a insulina por
mecanismos parcialmente dependentes de mTORC2 em adipécitos

Como ilustrado na Figura 25, camundongos ARicWT e ARicKO alimentados
com HFD apresentam similar tolerancia a glicose (Fig. 25AC). Ainda, a dieta HFn3
aumenta a tolerancia a glicose em ambos os gendtipos, como avaliado pela menor
area sob a curva do GTT (Fig. 25BC). No ITT, encontramos que camundongos
ARIicKO sao resistentes a insulina na HFD (Fig. 25DF). A ingestdo de dieta HFn3
aumenta a sensibilidade a insulina em camundongos ARicWT, efeito este, que foi de
menor magnitude em ARicKO (Fig. 25EF). Ainda, a gliconeogénese, avaliada pela
area sob a curva no teste de tolerancia ao piruvato, nao difere entre ARicWT e ARicKO
alimentados com HFn3 (Fig. 25GH). A glicemia de jejum dos camundongos ARicKO
€ maior do que nos ARicWT tanto na HFD quanto na HFn3 (Fig. 251). Apds duas horas
de acesso livre a comida, a glicemia de ARicKO nao difere de ARicWT na HFD (Fig.
25l). Na HFn3, a glicemia de ARicKO apés a realimentagédo € maior do que a aferida
em ARIcWT (Fig. 251). A concentragao sérica de insulina € maior em ARicKO na HFD
em relacdo a ARIicWT (Fig. 25J). A dieta HFn3 reduz a insulina circulante de ARicCWT
e ARicKO, embora a insulinemia de ARicKO ainda seja maior que a de ARicWT (Fig.
25J).
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Figura 25. (A, B) Curva do teste de tolerancia a glicose, (C) area sob a curva do GTT,
(D,E) teste de tolerancia a insulina, (F) taxa de decaimento da glicemia por min do
ensaio de ITT, (G) teste de tolerancia ao piruvato, (H) area sob a curva do PTT, (l)
glicemia de jejum e realimentado e (J) insulinemia de camundongos controles
(ARICWT) e com delegdo de Rictor em adipdcitos (ARicKO) alimentados por oito
semanas com HFD ou HFn3. n=5-6 camundongos por grupo. Dados representados como
meédiatEPM; letras diferentes acima das barras representam diferenca estatistica, p <

0,05.
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Rictor/mTORC2 em adipdcitos nao é necessario para a redugcao
de citocinas proé-inflamatérias induzidas pela dieta rica em éleo de
peixe

Camundongos com delegao de Rictor em adipécitos alimentados com HFD tém
menor conteudo das citocinas TNFa, IL-1p, IL-6 € 1L-10 no TAB epididimal (Fig. 26A-
D). A dieta HFn3 reduz o conteudo dessas citocinas no eTAB de camundongos

ARiIcWT, sem diferengcas com ARicKO (Fig. 26A-D).

= ARicWT [ ARickO

eTAB
A. B. C. D.
© 200+ TNFa © 2001 I|__1I3 © 40 IL-6 © 600 a IL-10
c a N= = = l
31504 L @ 1504 2 D 304 a o)
)
o b o] o © 400+
a b b a b a b a b b
o, 1004 o 1004y b o207 b 5 b
S £ € 200+
> 504 ~. 501 > 104 >
= g = =
0" "HFD HFn3 0= "HFD  HFn3 0= "HFD  HFn3 O~ "HFD  HFn3

Figura 26. Conteudo em micrograma de (A) TNFa, IL-1B, (C) IL-6 e (D) 1L-10 por
miligrama de proteina de homogenato de TAB epididimal de camundongos controles
(ARICWT) e com delegdo de Rictor em adipdcitos (ARicKO) alimentados por oito
semanas com HFD ou HFn3. n=5-6 camundongos por grupo. Dados representados como
meédiatEPM; letras diferentes acima das barras representam diferenca estatistica, p <
0,05.

Dieta rica em 6leo de peixe protege camundongos ARicKO da
esteatose hepatica por mecanismo dependente de mTORC2, mas
nao de mTORCA1

Na HFD, camundongos com delegdo de Rictor em adipdcitos apresentam
reduzida concentracéo sérica de TAG e acidos graxos livres (Fig. 27AB). A ingestao
de dieta HFn3 reduz TAG e acidos graxos livres em camundongos ARicWT, mas nao
em camundongos ARicKO (Fig. 27AB). A dieta HFD promove o desenvolvimento de
uma acentuada esteatose hepatica em camundongos ARicKO, efeito este, que é
revertido pela dieta HFn3 (Fig. 27C). Ainda, camundongos com delegao de Rictor em
adipocitos alimentados com HFD apresentam aumento no conteudo hepatico das

proteinas Rictor, Akt fosforilada em residuo de serina 473, S6 fosforilada em serina
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244/246 e da enzima FAS (Fig. 27D-G). A dieta HFn3 reduz o conteudo dessas
proteinas no figado de camundongos ARiICWT e ARiIcKO, com exceg¢do da S6
fosforilada que se mantem elevada (Fig. 27D-G). Esses resultados sugerem que a
ativagao da sinalizagédo mediada por mTORC2 e 1 conduz a esteatose hepatica pela
ativagado da via da lipogénese de novo no figado de camundongos ARicKO e que a

dieta HFn3 reverte este quadro via inibicdo de mTORC2, e ndo mTORCA1.
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Figura 27. (A) TAG e (B) acido graxo livre circulante, (C) fotomicrografia do figado
corado com hematoxilina e eosina (escala da barra = 50 ym), (D) conteudo proteico
de proteinas da sinalizacdo de mTOR e da lipogénese de novo no figado de
camundongos controles (ARiCWT) e com delegdo de Rictor em adipécitos (ARicKO)
alimentados por oito semanas com HFD ou HFn3. n =5-6 camundongos por grupo. Dados
representados como médiatEPM; letras diferentes acima das barras representam
diferenga estatistica, p < 0,05.
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Discussao

Exploramos a participagcdo de mTORC2 em adipdcitos nas agdes benéficas
associadas a ingestado de uma dieta enriquecida com acidos graxos poli-insaturados
w-3. Demonstramos que no tecido adiposo subcutédneo, os acidos graxos w-3
estimulam a fosforilacdo da Akt em Ser473. mTORC2, como discutido anteriormente,
juntamente com PDKH1, fosforila a Akt, permitindo sua atividade maxima [30]. Alguns
estudos corroboram nossos achados de que acidos graxos podem ativar a via da
PI3BK-mTORC2-AKT [249,254], entretanto em alguns tipos celulares, como em
linhagens de cancer de préstata, a fosforilagdo de Akt em T308 por PDK1 € inibida
por EPA/DHA, mas a fosforilagcdo em Ser473 nao é alterada [256]. Nesse sentido,
também encontramos que a fosforilacido de Akt no TAM nao é influenciada pela dieta
HFn3 nos camundongos controles, embora a delegao de Rictor reduza a fosforilagao
em ambas as dietas. Esses resultados indicam que a ativagcdo de mTORC2-Akt por
acidos graxos w-3 é tecido e contexto-dependente. Outro ponto € como que acidos
graxos w-3 podem ativar a via de sinalizagdo da Akt no iTAB. Um estudo demonstrou
que a ativagao do receptor de acidos graxos GPR120, independente da ativacdo do
receptor da insulina, ativa a via da PI3K-mTORC2-Akt in vitro por um mecanismo
dependente de proteinas Gq/11 [244].

Encontramos efeitos antagdnicos das dietas HFD e HFn3 no ganho de massa
corporal em ARicKO. Enquanto camundongos ARicKO sao protegidos do ganho de
massa corporal induzida por uma dieta HFD, na HFn3 os camundongos ARicKO tem
maior ganho de massa corporal. O grupo do Professor Guertin encontrou que
camundongos ARicKO alimentados com HFD tem reduzido ganho de massa corporal
decorrente de menor consumo alimentar [146]. Entretanto, ndo encontramos alteracao
no consumo alimentar entre camundongos ARICWT e ARicKO em nenhum dos
protocolos realizados. Essas discrepancias no consumo alimentar entre os dois
estudos podem ser decorrentes de diferencas na composi¢cao da microbiota intestinal,
temperatura, bem como diferengas genéticas/epigenéticas entre as colbnias de
camundongos. Os mecanismos pelos quais a dele¢cdo de Rictor em adipdcitos tem
maior ganho de massa corporal na HFn3 sdo desconhecidos, mas podem estar
associados a reducdo do gasto energético. Nesse sentido, encontramos que
camundongos ARicKO tem menor consumo de oxigénio no iTAB, e que o aumento de

consumo de oxigénio neste tecido induzido por HFn3 é totalmente bloqueado pela
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delegao de Rictor. Ainda, a deleg¢ao de Rictor impede o browning do iTAB induzido por
HFn3. Se o reduzido browning e consumo de oxigénio em ARicKO na HFn3 é um dos
mecanismos envolvidos no maior ganho de massa corporal em ARicKO precisa ser
investigado. Entretanto, o potencial de geracdo de calor e de aumento do gasto
energético pelo browning do TAB € reduzido [1], e portanto, outros mecanismos
podem ser determinantes da massa corporal. Recentemente, nosso grupo de
pesquisa demonstrou que a proteina UCP-1 ndo é necessaria para a redugao de
massa corporal induzida pela dieta HFn3 [250], suportando a ideia de que a delecao
de Rictor possa controlar o ganho de massa corporal independentemente do browning
do iTAB.

Considerando que a via PI3BK-mTORC2-AKT tem um papel essencial na
captacéao de glicose pela translocagdo de GLUT-4 sensivel a insulina [38], € possivel
que essa via seja essencial nas agdes dos acidos graxos w-3 na sensibilidade a
insulina. Aqui, demonstramos que a delecdo de Rictor em adipdcitos impede
parcialmente a melhora na sensibilidade a insulina induzida pelos acidos graxos w-3.
Nosso laboratorio demonstrou que a inibigdo de PPARy bloqueia a agao de acidos
graxos w-3 na tolerancia a glicose [236]. No Capitulo Ill, demonstramos que a dele¢ao
de mTORC2 reduz as a¢des do ligante de PPARYy Pio nos tecidos adiposos. Portanto,
um dos mecanismos pelo qual mMTORC2 controla a sensibilidade a insulina pode estar
envolvido com a atividade transcricional de PPARY.

Acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 também inibem a inflamacdo por
mecanismos que envolvem mudangas na composi¢cao de membranas celulares, bem
como, conversao de Omega-3 em oxilipinas via agdo de ciclooxigenases,
lipoxigenases e enzimas do citocromo P450 [257]. Essas oxilipinas promovem efeitos
autdécrinos e paracrinos que resolvem a inflamacgao [257]. Aqui, encontramos que a
dieta HFn3 reduz tanto citocinas proé-inflamatérias (TNFa, IL-6 e IL-1B) quanto a anti-
inflamatdria IL-10 em ARicWT, sem diferenca quando comparados a ARicKO.
Portanto, mMTORC2 em adipdcitos ndo € necessario para os efeitos dos acidos graxos
poli-insaturados w-3 na inflamagdo do tecido adiposo. Trés estudos utilizando
camundongos com delecdo de Rictor em adipdcitos encontraram resultados
controversos sobre a participacdo de Rictor no processo inflamatério. O primeiro
estudo argumenta que camundongos ARicKO tem aumento do conteudo de TNFa e

de macréfagos no tecido adiposo epididimal apés 11 semanas de alimentagdo com
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dieta hiperlipidica causando inflamacéo desse tecido que, de acordo com os autores,
precede e € a causa da resisténcia insulinica desses camundongos [65]. Nesse
sentido, um estudo recente demonstrou que a delecao de Rictor impede a melhora da
inflamacédo induzida pelo fator de crescimento de fibroblastos 1 (FGF-1) por
mecanismo dependente da citocina CCL2 [258]. Em oposi¢cdo a esses dois estudos,
um trabalho demonstrou que a delecao de Rictor em adipdcitos impede o processo
inflamatdrio no tecido adiposo induzido pelo agente causador da tuberculose [259].
Nossos dados sugerem, assim como em [259], que ARicKO sdo protegidos da
inflamacédo no TAB epididimal induzidos por uma dieta HFD, e que os efeitos dos
acidos graxos w-3 na melhora da sensibilidade a insulina ndo envolvem o processo
inflamatario.

A delecgéao de Rictor em adipécitos reduz TAG e acidos graxos livres circulantes
na HFD, pois estes, sdo provavelmente direcionados ao figado onde séo estocados
promovendo esteatose hepatica (Capitulo Ill). Aqui, encontramos que a dieta HFn3
reverte o quadro de esteatose, reduzindo a deposicao lipidica nos hepatdcitos. Acidos
graxos 6mega-3 sdo potentes inibidores da lipogénese de novo, por inibirem a
atividade e expressdo das enzimas ACC, FAS e SCD1 [160,260,261]. Entretanto, os
mecanismos de controle da lipogénese de novo induzidos por esses acidos graxos é
desconhecido. Um dos mecanismos, nao descrito na literatura, pode ser via mTOR.
MTORC1 e mTORC2 promovem a sintese lipidica por mecanismos que envolvem o
controle de SREBP1 e lipina por mTORC1, e SREBP1 e ChREBP1 por mTORC2
[20,27,262]. No figado de camundongos ARicKO alimentados com HFD ha o aumento
do conteudo de Akt fosforilada em Serd73 e de S6 fosforilada em Ser240/244,
mediado por mMTORC2 e mTORCH1, respectivamente. A dieta HFn3 reduz em ARicKO
o conteudo de FAS e Akt fosforilada em Ser473, mas n&o altera o conteudo de S6
fosforilada. Esses dados sugerem que a melhora na esteatose hepatica induzida por
acidos graxos 6mega-3 sao dependentes da inibicdo de mTORC2 e ndo de mTORCHA1.

Em suma, esses resultados indicam que Rictor é fundamental para a melhora
na sensibilidade a insulina tanto no tecido adiposo quanto no figado. Os mecanismos

envolvidos nessas respostas ainda sao desconhecidos.
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Conclusao

Nesse estudo, demonstramos a participacdo de Rictor em adipécitos na
melhora da homeostase da glicose induzida pelos acidos graxos 6mega-3. De forma
complementar, a deficiéncia de Rictor prejudica a melhora na sensibilidade a insulina
por mecanismos independentes da inflamagéo. Ainda, os acidos graxos émega-3
revertem a esteatose hepatica mesmo com um quadro de resisténcia insulinica. Por
fim, demonstramos que camundongos ARicKO tem maior ganho de massa corporal
em uma dieta enriquecida com w-3, provavelmente, por mecanismos de reducio de

gasto de energia, dentre eles, a redugado do consumo de oxigénio no iTAB.
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Capitulo V

Consideragdes Finais
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Nesta tese estudamos a participagcdo de Rictor/mTORC2 em adipécitos na
termogénese adaptativa, obesidade induzida por dieta e nas a¢des da pioglitazona e
Oleo de peixe, com o objetivo de avaliar o metabolismo energético, glicidico e lipidico.
Em conjunto, nossos dados expandem o conhecimento da participagdo de mTORC2
no controle do metabolismo e demonstram a importancia desse complexo na

expansao dos tecidos adiposos e na sensibilidade a insulina.

Conclusoes

- Camundongos com delecao de Rictor em adipdcitos tem reduzido conteudo
total de UCP-1 no tecido adiposo marrom e inguinal, o que conduz a redugao
da capacidade termogénica e aumento compensatorio de tremor muscular
apos aclimatacao ao frio;

- Rictor/mTORC2 em adipécitos € necessario para a captagado de glicose no
tecido adiposo marrom estimulada pela pioglitazona, mas nao pelo frio;

- Camundongos com delecgéo de Rictor em adipécitos séo resistentes a insulina
quando aclimatados ao frio ou alimentados com dieta hiperlipidica rica em
acidos graxos provenientes da banha de porco ou do 6leo de peixe, mas séo
tolerantes a glicose;

- Camundongos com delecdo de Rictor em adipocitos sdo parcialmente
protegidos do ganho de massa corporal e apresentam redugao da adiposidade
quando alimentados com dieta hiperlipidica rica em acidos graxos provenientes
da banha de porco;

- Rictor/mTORC2 em adipdcitos € essencial para a expansao do tecido adiposo
marrom induzida pelo frio, dieta hiperlipidica e pioglitazona, por diferentes
mecanismos que envolvem a proliferagao celular, menor lipogénese de novo e
maior lipdlise;

- Camundongos com delegédo de Rictor em adipécitos desenvolvem esteatose
hepatica, a qual é exacerbada pela pioglitazona, mas inibida pela dieta
hiperlipidica rica em 6leo de peixe.
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