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 It's a way of thinking” 

 
Carl Sagan 



 

 

 

Resumo 
 

Castro, É. mTORC2 em adipócitos é essencial para o aumento da capacidade 
termogênica induzida pelo frio e melhora da sensibilidade à insulina induzida 
pelo frio e ingestão de dieta rica em ácidos graxos ômega 3. [Tese (Fisiologia 
Humana)] São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 
2021. 
 
Rictor é um componente essencial do complexo 2 da mTOR (mTORC2) que controla 

o crescimento, a proliferação e o metabolismo celular. Quando ativado por insulina, 

Rictor/mTORC2 promove, principalmente via fosforilação e ativação da Akt, a 

captação de glicose e a lipogênese de novo em adipócitos. Neste estudo, nós 

investigamos o envolvimento de mTORC2 em adipócitos como possível mediador do 

aumento da capacidade termogênica, captação de glicose no tecido adiposo e 

melhora na homeostase da glicose induzidos pela aclimatação ao frio por 14 dias 

(Capítulo II), tratamento com o agonista de PPARγ pioglitazona (Capítulo III), e 

ingestão de dieta hiperlipídica rica em ácidos graxos ômega 3 (Capítulo IV). Para 

atingir estes objetivos camundongos com deleção de Rictor exclusivamente em 

adipócitos (ARicKO, Rictor flox/flox adiponectina Cre+) e irmãos controles (ARicWT, 

Rictor flox/flox) foram ou mantidos à 30°C ou 10°C por 14 dias (Capítulo II); ou 

alimentados com dieta hiperlipídica (60% de lipídeos) suplementada ou não com o 

agonista de PPARγ pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg massa corporal/ dia) por 8 semanas 

a 23°C (Capítulo III); ou alimentados com dietas hiperlipídicas isocalóricas (60% de 

lipídeos) produzidas usando como fonte de gordura a banha de porco (HFD) ou óleo 

de peixe (HFn3) por 8 semanas a 23°C (Capítulo IV). Foram avaliados a massa 

corporal, gasto energético por calorimetria indireta, metabólitos séricos, consumo de 

oxigênio tecidual, homeostase da glicose e o metabolismo glicídico e lipídico. Nossos 

principais achados foram que camundongos ARicKO aclimatados a 10°C são 

resistentes à insulina, apresentam redução da massa do tecido adiposo marrom 

(TAM), do browning do tecido adiposo branco (TAB) inguinal, do conteúdo total da 

proteína desacopladora UCP-1 e da capacidade termogênica avaliada com agonista 

do receptor β3-adrenérgico. Deficiência de Rictor em adipócitos, entretanto, não 

interferiu com o aumento da captação de glicose no TAM e TAB inguinal induzidos 

pela aclimatação ao frio. ARicKO alimentados com HFD apresentam resistência à 

insulina e esteatose hepática, apesar do menor ganho de massa corporal e redução 

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



 

 

 

ganho de massa corporal, mas melhora a sensibilidade à insulina e exacerba a 

esteatose hepática em ARicKO. ARicKO alimentados com HFn3 têm maior ganho de 

massa corporal, redução do browning e do consumo de oxigênio no TAB inguinal, 

também apresentam resistência à insulina, mas são protegidos do desenvolvimento 

de esteatose hepática. Em conjunto, nossos resultados demonstram que 

Rictor/mTORC2 em adipócitos é um importante mediador da expansão da massa do 

TAM e do browning do TAB inguinal induzidos pela aclimatação ao frio, o que resulta 

em reduzida capacidade termogênica. mTORC2 é também um importante mediador 

da expansão do TAB induzida pela ingestão de dieta hiperlipídica HFD e da melhora 

da sensibilidade à insulina induzida pela dieta hiperlipídica rica em ácidos graxos 

ômega 3, mas não participa da melhora da sensibilidade à insulina induzida pelo 

tratamento com pioglitazona. Nossos dados também indicam que Rictor/mTORC2 em 

adipócitos participa de um eixo de comunicação com o fígado de controle da 

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

 
Palavras-chave: Rictor, mTORC2, tecido adiposo, browning, termogênese, 
pioglitazona, ácidos graxos ômega 3, UCP-1, resistência à insulina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Abstract 
 

Castro, É. 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)] 
São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 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 PPARγ 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 β3-

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/mTORC2 is 

also an important mediator of iWAT 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, mTORC2, adipose tissue, browning, thermogenesis, pioglitazone, 
omega−3 fatty acid, UCP-1, insulin resistance 
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Preâmbulo 
 

Nesta tese, investigamos o envolvimento de mTORC2 em adipócitos como 

possível mediador do aumento da captação de glicose no tecido adiposo e melhora 

na homeostase da glicose induzidos pela aclimatação ao frio por 14 dias (Capítulo II), 

tratamento com o agonista de PPARg pioglitazona (Capítulo III), e ingestão de dieta 

hiperlipídica rica em ácidos graxos ômega 3 (Capítulo IV). Abaixo detalho a 

organização desta tese: 

 

Capítulo I. Introdução à biologia de mTOR e do tecido adiposo;  

Capítulo II. A deficiência específica de mTORC2 em adipócitos reduz a 

capacidade termogênica do tecido adiposo marrom e branco inguinal sem 

afetar a captação de glicose e o gasto energético de camundongos aclimatados 

ao frio; 

Capítulo III. mTORC2 em adipócitos é um importante mediador da expansão 

de massa do tecido adiposo marrom, mas não da melhora na sensibilidade à 

insulina induzida pela ativação farmacológica de PPARg com pioglitazona;  

Capítulo IV. A deficiência de Rictor/mTORC2 em adipócitos prejudica a 

melhora na sensibilidade à insulina induzida por uma dieta hiperlipídica rica em 

ácidos graxos ω-3; 

Capítulo V. Conclusão.   
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Capítulo I 

 
Introdução à biologia de mTOR e do tecido adiposo  

 
 

 
 
Parte do rationale deste capítulo foi publicado em: 
 
Castro É, 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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Introdução  

 

É trivial a observação de que todos os organismos vivos crescem (aumento da 

massa) apenas quando há disponibilidade de nutrientes. No livro “A História dos 

Animais” (350 a.C.), o filósofo Aristóteles discorre: 

 

“A vida dos animais, então, pode ser dividida em dois atos: procriação e 
alimentação; pois nesses dois atos todos os seus interesses e vida se 
concentram. Seu alimento depende principalmente da substância da qual são 
constituídos separadamente; pois a fonte de seu crescimento em todos os 
casos será esta substância. E tudo o que está em conformidade com a natureza 
é agradável, e todos os animais buscam o prazer de acordo com sua natureza.” 
[2].  

 
 

Entretanto, os mecanismos moleculares de detecção de nutrientes do meio que 

desencadeiam e permitem respostas de crescimento e proliferação celular 

começaram apenas recentemente a serem descobertos. A proteína alvo mecanístico 

da rapamicina (mTOR, mechanistic target of rapamycin) foi identificada nas últimas 

décadas como um importante regulador molecular do metabolismo, crescimento e 

consequentemente da função celular. A história da descoberta da proteína mTOR é 

um dos capítulos fascinantes não-lineares da ciência e será brevemente abordada a 

seguir.   

Em 1964, sob o perigo eminente da construção de um aeroporto na Ilha de 

Páscoa (Rapa Nui, no idioma dos nativos rapanui) no Oceano Pacífico, pesquisadores 

canadenses realizaram uma missão de identificação e coleta de materiais biológicos 

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 farmacêutica 

canadense Ayerst (essa farmacêutica foi posteriormente adquirida pela farmacêutica 

Pfizer, umas das líderes da produção de vacinas contra a pandemia do SARS-CoV-

2) na esperança de descobrir novos antibióticos, analisou as amostras de solo da Ilha 

de Páscoa coletadas alguns anos antes e identificou uma biomolécula com 

propriedades antifúngicas 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 agência de regulamentação dos Estados Unidos, a 

FDA (Food and Drug Administration) para esse uso e também para o tratamento de 

doenças autoimunes [5]. Hoje, a rapamicina rende bilhões de dólares devido as suas 

aplicações na prevenção de rejeição de órgãos transplantados e do uso promissor no 

tratamento de tumores sólidos [6]. Há atualmente na plataforma ClinicalTrials.gov 239 

testes clínicos que visam utilizar a rapamicina no tratamento das mais diversas 

doenças, como doença de Crohn, vários tipos de câncer, doenças vasculares e 

neurológicas, doenças metabólicas e até mesmo aplicações que visam o aumento da 

longevidade  [7].  Fica assim evidente o imenso potencial econômico da rapamicina.  

Apenas no início dos anos 90 os mecanismos de ação da rapamicina 

começaram 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 proteína da família das imunofilinas (proteínas que se ligam a 

imunossupressores), inibe vias de crescimento e proliferação celular [8]. Utilizando 

abordagens genéticas e bioquímicas, grupos independentes descobriram em um 

período de dois anos a proteína alvo da ação rapamicina: a mTOR. Inicialmente 

Michael Hall e George P. Livi descobriram dois genes com mutações em leveduras 

que conferiram resistência à ação da rapamicina, que então denominaram de genes 

TOR1 e TOR2 (target of rapamycin, alvo da rapamicina) [9]. Posteriormente, foi 

identificado uma proteína em células de mamíferos que se liga ao complexo FKBP12-

rapamicina. Essa proteína foi purificada, sequenciada  e clonada por David Sabatini, 

Stuart Schreiber e Robert T. Abraham [3,10]. Este último denominou essa proteína de 

TOR de mamíferos (mTOR, mammalian TOR) visto a homologia com a TOR de 

leveduras. Após uma revisão de nomenclatura, o acrônimo mTOR passou a ser 

definido como mechanistic Target Of Rapamycin, ou alvo mecanístico da rapamicina 

[3,11].  

Estudos iniciais já haviam demonstrado que a rapamicina inibe a síntese 

proteica e o crescimento celular por mecanismos envolvidos com a fosforilação da 

proteína ligante do fator de iniciação eucariótico 4E (4E-BP1, eukaryotic translation 

initiation factor 4E-binding protein 1) e da proteína ribossomal S6 quinase (S6K) 

[12,13]. Posteriormente, após 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 síntese proteica e o crescimento celular [14]. Entretanto, 
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como será abordado nos tópicos e capítulos a seguir, a via de sinalização da mTOR 

é envolvida no controle de diversos processos celulares além da síntese proteica. 

mTOR 

 A proteína mTOR (289 kDa) é uma serina/treonina quinase altamente 

conservada pertencente à família das “proteínas relacionadas às fosfatidilinositol 3-

quinases” (família PIKK). Diferentemente de leveduras, os eucariotos superiores têm 

apenas um gene MTOR [15–17]. mTOR é o centro catalítico de dois complexos 

multiproteicos denominados de complexos 1 (mTORC1) e 2 (mTORC2) da mTOR que 

são diferentes em composição, estrutura, ativação, função e sensibilidade à 

rapamicina [18]. Em suma, a ativação de mTOR promove o crescimento e proliferação 

celular [15,19,20], salvo poucas exceções [21]. Esses processos celulares demandam 

energia, lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos que são necessários para a síntese de 

novas células e organelas, e, portanto, a ativação de mTOR promove essencialmente 

processos anabólicos, e paralelamente, inibe processos catabólicos, como a autofagia 

e a lipólise (Fig. 1a). 

 

 Composição estrutural de mTORC1 e mTORC2 
 
 Além da quinase mTOR, mTORC1 é composto pela proteína reguladora 

associada com mTOR (RAPTOR, regulatory protein associated with mTOR), proteína 

letal de mamíferos 8 com Sec13 (mLST8, mammalian lethal with Sec13 protein 8) 

e Tti1/Tel2, além de duas subunidades inibitórias acessórias: o substrato da Akt rico 

em prolina de 40 kDa (PRAS40, proline-rich Akt substrate of 40 kDa) e a proteína de 

interação com mTOR que contém o domínio DEP (DEPTOR, DEP domain containing 

mTOR interacting protein). RAPTOR é essencial para a formação estrutural, 

direcionamento, localização subcelular e atividade de mTORC1. Raptor direciona 

mTORC1 ao lisossomo e interage com motivos TOR de alvos de mTORC1 recrutando 

esses substratos ao centro catalítico do complexo [22]. A deleção genética de 

RAPTOR abole a atividade de mTORC1 em diversos tipos celulares [23–25]. Em 

contraste a RAPTOR, mLST8 estabiliza o domínio quinase da mTORC1, mas não é 

essencial à atividade do complexo [26]. Ttil/Tel2 participam na montagem (assembly) 

e estabilização de mTORC1 e mTORC2. PRAS40 inibe RAPTOR, enquanto que 

DEPTOR inibe diretamente a proteína mTOR [27]. O complexo rapamicina-FKBP12 
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inibe parcialmente a atividade de mTORC1 ao ligar-se no domínio de ligação de 

FKBP12 na proteína mTOR [27]. Estudos estruturais demonstraram que mTORC1 e 

mTORC2 existem na forma de homodímeros com duas subunidades por complexo 

adotando um estrutura similar a um romboide (losango) [27] (Figura 1). 

 O núcleo de mTORC2, assim como o de mTORC1, também é formado por 

mTOR, mLST8 e Tti1/Tel2, e por duas proteínas específicas desse complexo, o 

componente proteico de mTOR insensível à rapamicina (RICTOR, rapamycin-

insensitive companion of mTOR) e a proteína de interação com a proteína quinase de 

mamíferos ativada por estresse (mSIN1, mammalian stress-activated Map kinase-

interacting). As proteínas associadas a RICTOR 1 e 2 (PROTOR1 e PROTOR2, 

protein observed with RICTOR 1/2) também fazem parte de mTORC2, mas não são 

essenciais à atividade do complexo (Figura 1). Diferentemente de mTORC1, mLST8 

é essencial à atividade de mTORC2 [26]. RICTOR é um proteína de arcabouço 

(scaffolding) que se liga a mSIN. Por causa da ligação de mTOR com RICTOR e 

mSIN, o sítio de ligação do complexo rapamicina-FKBP12 na proteína mTOR fica 

inacessível pela rapamicina. Portanto, mTORC2 é insensível ao tratamento agudo 

com rapamicina. Surpreendentemente, o tratamento prolongado com rapamicina inibe 

mTORC2, por um mecanismo que envolve o sequestro de proteínas mTOR recém-

sintetizadas antes da formação de mTORC2 [19,28]. O efeito inibitório da rapamicina 

em mTORC2 depende da dose, duração do tratamento e tipo celular envolvido. 

Embora ambos os complexos controlam o metabolismo, crescimento e proliferação 

celular, mTORC2 tem recebido menor atenção e assim aspectos importantes sobre a 

estrutura, regulação e função deste complexo ainda são 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. Composição estrutural e principais funções de mTORC1 e mTORC2. 
Imagem adaptada de [27] 

 
Substratos e ações biológicas de mTORC1  

 
Como mencionado anteriormente, mTORC1 promove a síntese proteica via 

fosforilação de S6K-1 em Tr389 e de 4E-BP1 em diversos resíduos, especialmente 

Tr37/46.  Na ausência de fosforilação, a proteína 4E-BP1 inibe o fator de iniciação da 

tradução (eIF4E). Quando mTORC1 fosforila 4E-BP1, este dissocia-se de eIF4E, 

permitindo o início da tradução do RNAm. Após o início da tradução, ocorre um 

processo de elongação, no qual a S6K1 fosforila e inibe a quinase de eEF2K, que por 

sua vez, deixa de inibir o fator de elongação eEF2 (fator eucariótico de elongação 2) 

[29]. Além disso, mTORC1 também promove a síntese de nucleotídeos necessários 

para a replicação do DNA por ativar vias de síntese de novo de purinas pela ativação 

do fator de transcrição ATF4 e de síntese de pirimidinas dependente de S6K1 [27,30]. 
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S6K1 também promove a síntese de RNA ribossomal ao fosforilar as proteínas UBF 

(upstream binding factor), o fator de iniciação da transcrição 1A (TIF-1A) e o repressor 

da transcrição da polimerase III de RNA MAF-1, que em conjunto, aumentam a 

atividade da polimerase de RNA I e III, e portanto, ativam a transcrição de RNA 

ribossomal [18,27,29] 

Ainda, mTORC1 promove a síntese de novo de ácidos graxos necessária para 

a biogênese de novas membranas, bem como a síntese de triacilglicerol e 

fosfolipídeos, regulando a atividade de dois fatores de transcrição centrais do 

metabolismo lipídico, a proteína 1 de ligação ao elemento regulador de esterol 

(SREBP1, sterol responsive elemento binding protein 1), e o receptor ativador da 

proliferação peroxissomal gama (PPARg) [31]. mTORC1 promove tanto o 

processamento no retículo endoplasmático quanto a translocação ao núcleo de 

SREBPs, aumentando a expressão gênica das enzimas da lipogênese de novo ATP-

citrato liase (ACLY), acetil-CoA carboxilase (ACC) e ácido graxo sintase (FAS). A 

ativação de mTORC1 aumenta também a expressão de genes envolvidos na captação 

e esterificação de ácidos graxos a triacilglicerol por mecanismo que envolve aumento 

na atividade transcricional de PPARg [32]. Os processos moleculares pelos quais 

mTOR controla PPARg são desconhecidos, mas parecem envolver o aumento do 

conteúdo do co-regulador de PPARg C/EBPa [33]. 

Além da síntese de lipídeos, em células em proliferação, mTORC1 aumenta 

também o fluxo de carbono na via glicolítica aumentando assim a disponibilidade de 

precursores para a síntese de fosfolipídeos, nucleotídeos e proteínas. Isso acontece 

pelo aumento da expressão do fator induzível por hipóxia 1a (HIF1a), que por sua 

vez, aumenta a expressão de genes de diversas enzimas da via glicolítica. Ainda, 

mTORC1 estimula a biogênese e respiração mitocondrial por um mecanismo que 

envolve 4E-BP1 e a ativação do complexo de transcrição yin-yang 1 (YY1) associado 

com o co-ativador 1a de PPARg (PGC1-a) [27,34,35]. Por fim, mTORC1 inibe a 

autofagia, um dos principais processos catabólicos celulares, via fosforilação e 

inibição da ULK-1/2 e do fator de transcrição TFEB [30] (Tabela 1). 
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Tabela 1. Substratos de mTORC1 e mTORC2 

Complexo Substrato Funções 

mTORC1 

4E-BP1 
Síntese de proteínas, nucleotídeos e RNA ribossomal 

S6K1 
Lipina-1 Controla a síntese de TAG via SREBP-1 
ULK1 Controle da autofagia 

Grb10 Regulador do feedback negativo no receptor de insulina e 
IGF1 

mTORC2 

PKC Organização do citoesqueleto 
SGK1 Transporte de íons 

AKT/PKB Crescimento, proliferação e sobrevivência celular e 
metabolismo 

ACLY Controle da lipogênese de novo 
 
 

Substratos e ações biológicas de mTORC2 
 

mTORC2 controla, principalmente, a proliferação e sobrevivência celular, por 

fosforilar em motivos hidrofóbicos (HM) e de curvatura (turns) as proteínas da família 

das quinases AGC: a proteína quinase B (Akt ou PKB), quinase regulada por soro e 

glicocorticoide (SGK1) e a proteína quinase C (PKC) [36]. Além da família das ACG, 

mTORC2 fosforila proteínas diretamente envolvidas no metabolismo, dentre elas a 

proteína da lipogênese de novo ACLY que é fosforilada em Ser455 [37] (Tabela 1).  

O primeiro substrato de mTORC2 identificado foi a PKC, que controla o 

remodelamento do citoesqueleto de actina e migração celular [18]. Enquanto que a 

SGK1 ativada por mTORC2 regula o transporte de íons, o volume celular, a absorção 

intestinal de glicose, bem como a proliferação 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 proteínas celulares. Os principais alvos 

downstream da Akt são a proteína do complexo da esclerose tuberosa (TSC2) que 

em conjunto com TSC1 atua como um inibidor endógeno de mTORC1; proteínas de 

sobrevivência celular (FoxO1, Bim, Bax), de proliferação celular (p27 Kip, p21), do 

metabolismo (GSK3, AS160, PFKB2), entre outras [9] (Figura 2). Uma das ações 

principais da Akt é o controle da captação de glicose pela translocação do 

transportador de glicose 4 (GLUT-4, glucose transporter) à membrana plasmática 

induzida por insulina via mTORC2-Akt em adipócitos e miócitos [38–40]. 



 

 

38 

Mecanisticamente, mTORC2 fosforila Akt no motivo hidrofóbico no resíduo 

Ser473 [41] e no motivo de curvatura resíduo Thr450 [27]. A fosforilação de Akt em 

Thr450 parece ser importante na determinação da estabilidade do polipeptídeo 

nascente da Akt [27]. A Akt também é fosforilada em Thr308 pela quinase dependente 

de fosfoinositídeo 1 (PDK1, phosphoinositide-dependent protein kinase-1). Fatores de 

crescimento como a insulina e o fator de crescimento semelhante à insulina-I (IGF-1) 

estimulam o recrutamento de PDK1 e mTORC2 à membrana plasmática aumentando 

o conteúdo na membrana de fosfatidilinositol 3,4,5 fosfato (PIP3) que interage com o 

domínio homólogo à pleckstrina (um domínio de ligação com lipídeos) presente na 

proteína mSIN que compõe mTORC2. Esse recrutamento facilita a fosforilação da Akt 

na membrana plasmática. Hipóteses divergem sobre os mecanismos e passos iniciais 

da ativação da Akt por mTORC2 e PDK1 [36,42]. Juntas, as fosforilações em Thr308 

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

 

 
Figura 2. Efetores e funções de mTORC2. Figura adaptada de [27]. 
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Mecanismos de controle de mTORC2 
 
 Ativação 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 ativação desta via envolve a ativação de receptores com atividade tirosina 

quinase intrínseca, que catalisam a fosforilação do substrato do receptor da insulina 

(IRS) em resíduos de tirosina promovendo a ativação alostérica da fosfatidil-inositol 

3-quinase (PI3K) [19,30]. Esta enzima catalisa a conversão de fosfatidil-inositol 4,5-

bifosfato (PIP2) em fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) na membrana plasmática 

promovendo o recrutamento e fosforilação da Akt pela PDK1 e mTORC2. A Akt então 

ativa mTORC1 pela fosforilação e inibição do complexo TSC1/TSC2, promovendo 

assim acúmulo de Rheb associado ao GTP na membrana lisossomal, que ativa 

mTORC1 alostericamente [19,30]. mTORC1 também pode ser ativada por 

aminoácidos e diidroxiacetona-3-fosfato em situações de disponibilidade energética 

[15,30]. 
Devido a sua importante participação no controle de processos como a 

proliferação e a sobrevivência celular, autofagia, metabolismo, apoptose e função 

mitocondrial, a atividade inadequada na via PI3K-mTORC2-Akt está associada ao 

desenvolvimento de um grande espectro de doenças neurodegenerativas, 

metabólicas, cânceres e no processo de envelhecimento [27,43].  

Diversos mecanismos operam com o objetivo de manter a sinalização na via 

PI3K-mTORC2-Akt-mTORC1 dentro de níveis adequados ao bom funcionamento 

celular. Dentre eles, o supressor tumoral PTEN (Phosphatase and tensin homolog) 

exerce um papel primordial. PTEN é uma fosfatase de lipídeos e proteínas que atua 

em oposição à PI3K catalisando a conversão de PIP3 a PIP2, reduzindo assim a 

atividade na via (Figura 3). Interessantemente, mutações ou modificações 

epigenéticas que reduzem a atividade de PTEN e assim promovem a ativação 

constitutiva da via PI3K-mTORC2-Akt-mTORC1 são comumente encontradas em 

60% dos tumores [44]. 

Um outro importante mecanismo de controle da sinalização na via PI3K-

mTORC2-Akt-mTORC1 envolve uma alça de retroalimentação negativa catalisada 

pelos substratos de mTORC1 S6K-1 e a proteína 10 de ligação ao receptor da insulina 
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(Grb10). Quando ativada por fatores de crescimento e/ou aminoácidos, mTORC1 

fosforila e ativa S6K-1 que então fosforila em resíduos de serina e inibe IRS 

bloqueando sua interação com a PI3K ou promovendo sua degradação (Figura 3) [27]. 

Já a Grb10 fosforilada inibe a PI3K por mecanismo que envolve sua ligação com 

resíduos de tirosina fosforilada devido a presença de domínios SH2 (Src Homology 2) 

em sua estrutura [45,46]. 

 

 

Figura 3. Representação esquemática da via da insulina-PI3K-mTORC2-Akt-
mTORC1. Imagem autoral criada na plataforma Biorender. 
 

 Ativação de mTORC2 independentemente de fatores de 
crescimento 

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

adrenérgicos em adipócitos marrons e brancos, principalmente após estímulo agudo 

[47–49]. Esta via parece envolver a ativação de receptores β-adrenérgicos, a 

formação de AMPc via adenilato ciclase, e a ativação da proteína quinase A (PKA) 

que fosforila a proteína mTOR em Ser2481 no complexo 2 da mTOR [47,50]. Alguns 

estudos sugerem que mTORC2 pode estar envolvida na translocação do 
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transportador de glicose GLUT-1 e aumento da captação de glicose induzida por 

estímulo adrenérgico em adipócitos marrons [42,49,51,52]. Esta hipótese, entretanto, 

não foi confirmada em outros estudos, inclusive do mesmo grupo de pesquisa [48,53]. 

Desta forma, estudos adicionais são necessários para a determinação do 

envolvimento de mTORC2 como mediador das ações de agonistas β-adrenérgicos 

em adipócitos marrons e brancos. 

Outras moléculas como o ácido fosfatídico, citocinas pró- e anti-inflamatórias 

(TNFa, IL1 β , IL-4, IL-13, etc), padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) 

como o lipopolissacarídeo (LPS), entre outras, também ativam mTORC2 por 

mecanismos distintos ainda pouco caracterizados [36,54–57]. Finalmente, a proteína 

quinase ativada por AMP (AMPK), que atua como sensor celular de energia, também 

ativa mTORC2 [58]. A AMPK é ativada em situações de demanda energética (redução 

no conteúdo de ATP e aumento no conteúdo de ADP e AMP) e promove processos 

catabólicos, além de inibir processos anabólicos. AMPK ativa mTORC2 por dois 

mecanismos: 1. Inibindo mTORC1 e assim reduzindo o feedback negativo de 

mTORC1-S6K1/Grb10 na via da PI3K-mTORC2; 2. Fosforilando diretamente Rictor e 

mTOR durante o estresse energético [36,58]. Acredita-se que a ativação de mTORC2 

pela AMPK seja uma estratégia de aumento da captação de glicose em situações de 

demanda energética [58]. Entretanto, ainda não se sabe se este mecanismo é ubíquo 

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 função metabólica e endócrina do tecido adiposo por 

mecanismos que podem envolver ou não mTORC2. Nos tópicos abaixo, após uma 

breve introdução à biologia do tecido adiposo, abordaremos os estudos que avaliaram 

o envolvimento de mTORC2 no controle da função deste tecido, bem como seu 

envolvimento no desenvolvimento de doenças metabólicas como a obesidade e a 

resistência à insulina.  

Biologia do tecido adiposo 

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

mas apenas os vertebrados tem células especializadas em armazenar lipídeos: os 
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adipócitos [59]. Humanos adultos podem armazenar de 130 mil a 1 milhão de kcal de 

energia na forma de triacilglicerol nos adipócitos, que são as células principais que 

determinam as funções do tecido adiposo [60]. A visão 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 visão mudou 

com a descoberta de que esse tecido secreta proteínas com função endócrina que 

controlam o metabolismo [62]. Hoje, sabemos que o tecido adiposo além de estocar 

energia, também é altamente sensível à insulina e secreta lipídeos [63], exossomos 

[64], citocinas inflamatórias [65–68], hormônios peptídeos [69–72] e miRNA [73–75] 

que atuam de forma autócrina, parácrina e endócrina. O tecido adiposo desempenha 

uma pletora de funções e hoje é reconhecido como um tecido central na determinação 

da homeostase energética e metabólica do organismo, e por consequência, a 

disfunção em algumas de suas funções principais (armazenamento, secreção de 

adipocinas e sensibilidade à insulina) contribui ao desenvolvimento de doenças 

metabólicas como a obesidade e a resistência à insulina [76]. 

O tecido adiposo é um tecido conjuntivo frouxo que pode ser dividido em dois 

tipos principais: o tecido adiposo branco (TAB) e o marrom (TAM). TAB e TAM são 

organizados em vários depósitos pelo corpo todo. O TAB pode ser classificado 

dependendo de sua localização em TAB subcutâneo, quando está presente abaixo da 

pele, e TAB visceral quando está localizado dentro da cavidade peritoneal ao redor 

das vísceras. O padrão de distribuição do TAB subcutâneo e visceral no organismo 

depende de fatores genéticos, hormonais, ambientais, e nutricionais [77]. Evidências 

obtidas nas últimas décadas indicam que a disfunção do TAB visceral está 

diretamente associada com o desenvolvimento de doenças metabólicas [78,79]. Em 

humanos, o acúmulo excessivo de lipídeos no TAB visceral, definido como obesidade 

visceral, é fator de risco para doenças cardiovasculares e mortalidade [80,81]. Os TAB 

e TAM são constituídos de diversos tipos celulares que inclui os adipócitos, células 

endoteliais, células do sistema imune (neutrófilos, macrófagos, linfócitos, entre outras) 

e células-tronco mesenquimais. Em conjunto, essas células determinam o 

funcionamento do tecido adiposo [82]. 
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Adipócitos 
 

Até recentemente, acreditava-se que mamíferos possuíam apenas dois tipos 

de adipócitos: os brancos, componentes principais do TAB que têm como funções 

principais armazenar energia na forma de triacilglicerol e secretar adipocinas que 

regulam diversos processos no organismo; e os adipócitos marrons, componentes do 

TAM, cuja principal função é produzir e liberar na forma de calor a energia obtida da 

oxidação de lipídeos e carboidratos, um processo denominado como termogênese 

independente de tremor muscular [83].  

 O processo de formação de adipócitos maduros a partir de células 

mesenquimais multipotentes é denominado de adipogênese. E acontece por três 

principais etapas, o comprometimento da linhagem (commitment), expansão clonal e 

diferenciação terminal [80,82]. A diferenciação terminal de adipócitos é controlada 

pelo receptor ativador da proliferação peroxissomal g (PPARg) e pela proteína de 

ligação ao enhancer CCAAT (C/EBPα, CCAAT/enhancer binding protein), ambos são 

fatores de transcrição que regulam a expressão de genes envolvidos na captação e 

estoque de lipídeos [84]. Deleção ou mutações que inativam PPARg impedem a 

formação de novos adipócitos e induz a morte de adipócitos maduros, conduzindo a 

um quadro de lipodistrofia severa [85]. Os adipócitos se diferenciam a partir de 

diversas células precursoras que estão sendo identificadas por abordagens de 

rastreamento de linhagem. O que sabemos atualmente, é que os adipócitos tem uma 

grande heterogeneidade de precursores, e que a maioria dos adipócitos marrons são 

provenientes de células progenitoras positivas para o fator miogênico 5 (Myf5+), e que 

a maioria dos adipócitos brancos são provenientes de progenitores positivos para a 

proteína fator de crescimento derivado de plaquetas α (PDGFRα+)[77,81]. 

Geralmente, o adipócito branco apresenta diâmetro de 20 a 240 μm, uma única 

gotícula de gordura (unilocular) que desloca o núcleo e outras organelas para a 

periferia da célula e uma baixa densidade mitocondrial, que em conjunto, conferem a 

esse adipócito uma grande capacidade de armazenamento de energia [80,82] e 

reduzida capacidade oxidativa [86,87] (Figura 4). O adipócito marrom, em contraste, 

é pequeno (15-50 μm), tem formato elíptico, apresenta várias gotículas de gordura 

(multilocular), núcleo relativamente centralizado e é rico em mitocôndrias. O adipócito 

marrom, diferentemente do branco, é termogênico. A capacidade termogênica deste 

adipócito é conferida pela presença da proteína desacopladora 1 (UCP-1, uncoupling 
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protein -1) na membrana interna mitocondrial que gera calor ao desviar o gradiente 

prótons que seria usado na síntese de adenosina trifosfato (ATP) pela ATP-sintase 

(Figura 4). Esse processo será descrito com mais detalhes a seguir. 

Nas últimas décadas também foi identificado e caracterizado um terceiro tipo 

de adipócito em mamíferos denominado adipócito bege ou brite (brown-like in white) 

[88,89]. O adipócito bege é encontrado principalmente em depósitos subcutâneos de 

gordura branca misturados com os adipócitos brancos. O adipócito bege, dependendo 

da condição vigente, pode ser unilocular ou multilocular e expressar ou não UCP-1 

(Figura 4) [1]. O processo de recrutamento e aumento do número de adipócitos beges 

ricos em mitocôndrias e UCP-1 nos depósitos de TAB é denominado de browning 

[1,90]. Adipócitos beges podem ser formados a partir de adipócitos brancos maduros 

por um processo denominado de transdiferenciação [91–93] ou pela diferenciação a 

partir de um grupo específico de células mesenquimais progenitoras [94]. É importante 

ressaltar que nos adipócitos beges, diferentemente dos marrons, a maquinaria 

termogênica somente é expressa sob determinados estímulos, sendo os mais comuns 

e estudados a exposição crônica ao frio e os tratamentos com agonistas β-

adrenérgicos ou ligantes de PPARg [1,90] (Figura 4). Recentemente, publicamos uma 

revisão sobre fatores que induzem o browning do tecido adiposo branco e o potencial 

de geração de calor pelos adipócitos beges [1].  

Por fim, em 2014 foi identificado em camundongos fêmeas durante a gravidez 

e lactação um quarto tipo de adipócito denominado de adipócito rosa. Estudos indicam 

que esse adipócito surge na glândula mamária por um processo de transdiferenciação 

de adipócitos brancos maduros. Diferentemente do formato esférico dos adipócitos 

brancos, os adipócitos rosas apresentam projeções do citoplasma que lhe conferem 

características de células epiteliais. Além de várias gotículas de gordura, o adipócito 

rosa também tem a capacidade de produzir e secretar leite. Após o fim da lactação, o 

adipócito rosa se transdiferencia novamente a adipócitos brancos maduros [93,95]. 



 

 

45 

 
Figura 4.  Tipos principais de adipócitos e tecidos adiposos em mamíferos. LD: lipid 

droplet/gotícula de gordura, N: núcleo, M: mitocôndria. Imagem autoral criada na 

plataforma Biorender. 
 

 

Metabolismo de lipídeos em adipócitos 
 

Os ácidos graxos são armazenados em gotículas de gordura nos adipócitos 

brancos, marrons e beges na forma de triacilglicerol (TAG). O TAG é um éster neutro 

que consiste de uma molécula de glicerol esterificada com três moléculas de ácidos 

graxos. Os ácidos graxos armazenados nos adipócitos são em sua maioria 

provenientes da dieta, mas os adipócitos também podem produzir ácidos graxos pelo 
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processo de lipogênese de novo usando como substratos principais a glicose e 

aminoácidos [96]. 

Resumidamente, a síntese de ácidos graxos a partir da glicose envolve a 

conversão desta hexose em piruvato, pela via glicolítica, o qual por sua vez, é 

direcionado à mitocôndria 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, é 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 ácido graxo de 16 carbonos (C:16). O palmitato 

pode ser elongado e dessaturado formando uma série de lipídeos. A insulina é a 

principal ativadora da lipogênese de novo em adipócitos por mecanismos que 

envolvem: 1- aumento da captação de glicose nos adipócitos e assim oferta de 

carbonos para a síntese de ácidos graxos; e 2. aumento da expressão e atividade das 

enzimas chaves da lipogênese, via ativação dos fatores de transcrição SREBP-1 e  

proteína de ligação ao elemento responsivo a carboidratos (ChREBP, carbohydrate 

responsive element binding protein) [97,98]. 

Os TAGs são sintetizados a partir do glicerol 3-fosfato (G3P) e ácidos graxos. 

Além dos ácidos graxos produzidos pela lipogênese de novo, adipócitos obtém ácidos 

graxos da circulação na forma livre associados a albumina ou a partir da hidrólise no 

endotélio de TAG carreado por quilomícrons ou lipoproteínas de muito baixa 

densidade (VLDL, very low density lipoprotein) pela enzima lipase lipoproteica (LPL, 

lipoprotein lipase). Os ácidos graxos entram nos adipócitos por difusão ou transporte 

mediado por proteínas como CD36, FATP, FABP e caveolina [99]. No interior dos 

adipócitos, os ácidos graxos são convertidos a acil-CoA pela acil-CoA sintetase (ACS) 

e direcionados à síntese de TAG, fosfolipídeos ou outros lipídeos ou à oxidação 

mitocondrial ou peroxissomal. Já o G3P necessário para a síntese de TAG e 

fosfolipídeos são provenientes da glicólise curta [100], gliceroneogênese [101] e pela 

fosforilação direta do glicerol [102]. Na glicólise curta, a G3P-desidrogenase converte 

a diidroxiacetona-3-fosfato a G3P. Na gliceroneogênese, metabólitos de 3 carbonos 

como aminoácidos glicogênicos e lactato são convertidos a piruvato, que é convertido 

na mitocôndria a oxalacetato pela enzima piruvato carboxilase. O oxalacetato então é 

convertido em malato, deixa a mitocôndria e no citosol é convertido a 

fosfoenolpiruvato, que pela reversão parcial da via glicolítica é convertido a G3P. A 

enzima chave da gliceroneogênese é a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). 



 

 

47 

Por fim, outra fonte de geração de G3P é pela gliceroquinase (Gyk) que fosforila o 

glicerol captado da circulação ou reciclado da hidrólise de TAG [103].  

A síntese de TAG inicia-se com a acilação dos carbonos 1 e 2 do G3P pelas 

enzimas glicerol 3-fosfato aciltransferase (GPAT) e 1-acilglicerol 3-fosfato 

aciltransferase (AGPAT), respectivamente, formando o ácido fosfatídico. Na 

sequência, a fosfatase do ácido fosfatídico (PAP1), uma enzima também conhecida 

como lipina, retira o grupamento fosfato do carbono 3 do ácido fosfatídico formando o 

diacilglicerol. Por fim, o diacilglicerol é acilado no carbono 3 pela diacilglicerol 

aciltransferase (DGAT) formando TAG [104,105]. 

Em situações de demanda energética, como no jejum, exercício e exposição 

ao frio [106], o TAG estocado nos adipócitos pode ser hidrolisado a ácidos graxos e 

glicerol, e então liberados para a circulação para servirem como substratos para 

outros tecidos. A hidrólise de TAG em glicerol e ácidos graxos acontece por reações 

enzimáticas sequenciais denominadas em conjunto de lipólise. Inicialmente, o TAG é 

hidrolisado a DAG pela lipase de triacilglicerol do adipócito (ATGL, adipose triglyceride 

lipase), liberando o primeiro ácido graxo e formando diacilglicerol, que é hidrolisado a 

monoacilglicerol (MAG) pela lipase sensível a hormônio (HSL, hormone-sensitive 

lipase), liberando outro ácido graxo e formando monoacilglicerol que é hidrolisado pela 

lipase de monoacilglicerol (MGL) liberando glicerol e o último ácido graxo. Os ácidos 

graxos e glicerol provenientes da lipólise podem ser reesterificados em TAG ou 

liberados para a circulação. A lipólise é estimulada por uma série de hormônios, como 

catecolaminas, peptídeo atrial natriurético e hormônio do crescimento [107,108]. No 

jejum, por exemplo, catecolaminas ativam a lipólise via PKA que então fosforila a HSL 

e a perilipina, uma proteína da membrana das gotículas de gordura, que em conjunto 

aceleram e permitem a hidrólise enzimática de TAG. Em contrapartida, a insulina é o 

principal inibidor da lipólise. A insulina tem ações antilipolíticas ao ativar a 

fosfodiesterase 3B, que por sua vez, reduz a atividade de PKA por reduzir o conteúdo 

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

Após a alimentação há o aumento da glicemia que consequentemente estimula 

a secreção de insulina pelo pâncreas. A insulina aumenta de 2 a 10 vezes a captação 

de glicose em adipócitos pela ativação da translocação para a membrana do GLUT-4 

via PI3K-mTORC2-Akt. No estado basal, aproximadamente 99% do GLUT-4 está 

armazenado em vesículas, e após o estímulo pela insulina, o GLUT-4 é translocado à 

membrana plasmática, estimulando a captação de glicose [109]. A insulina também 

estimula a transcrição de RNAm de GLUTs [110]. Após o fim do estímulo pela insulina, 

os GLUTs são rapidamente internalizados, reduzindo assim a captação de glicose 

[111]. Os destinos metabólicos da glicose no adipócito estimulado pela insulina são a 

conversão a glicerol 3P, a via glicolítica com a geração de piruvato e lactato, a síntese 

de ácidos graxos e total oxidação a CO2, ou até mesmo a conversão a glicogênio [99]. 

Aproximadamente 20% da glicose pós-prandial é captada pelos tecidos adiposos, 

desse total, apenas 5% da glicose captada por adipócitos é armazenada como 

glicogênio, enquanto que 50% é armazenada como TAG [112]. Portanto, o tecido 

adiposo tem uma importante participação na manutenção da glicemia que pode ser 

evidenciada em estudos envolvendo a deleção de GLUT-4 [111] ou Rictor/mTORC2 

[113,114] especificamente em adipócitos. Nesses estudos, foi encontrado prejuízo na 

homeostase da glicose, hiperinsulinemia e resistência à insulina no fígado, sugerindo 

uma importante comunicação entre tecido adiposo, fígado e pâncreas. 

 

Termogênese independente de tremor muscular 
 

Mamíferos euterianos (mamíferos placentários) produzem calor quando 

expostos a temperaturas abaixo da termoneutralidade pelos processos de tremor 

muscular (shivering, pequenas contrações musculares descoordenadas, rápidas e 

repetidas) e termogênese independente de tremor muscular nos adipócitos marrons 

e beges. A ativação destes processos está associada ao aumento do gasto energético 

e da demanda energética (alimentação e/ou oxidação de substratos estocados) 

[115,116]. 

Mecanisticamente, a termogênese independente de tremor muscular é 

estimulada principalmente pelo sistema nervoso simpático via inervação direta do 

TAM e TAB [117]. A norepinefrina liberada por neurônios simpáticos ativa o receptor 

β3-adrenérgico (β3-AR) acoplado à proteína Gs estimulatória, conduzindo ao aumento 
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de AMPc e ativação da PKA. A PKA fosforila uma série de proteínas como a HSL e a 

perilipina, promovendo a lipólise. Os ácidos graxos produzidos pela lipólise ativam a 

UCP-1 na mitocôndria que dissipa o gradiente de prótons liberando energia na forma 

de calor. Além da HSL, a PKA também fosforila a p38-MAPK (p38 mitogen-activated 

protein kinase) e proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) 

aumentando a transcrição gênica de UCP-1 [97,116,118]. Concomitantemente com a 

ativação da produção de calor pelo TAM, a ativação adrenérgica também promove um 

aumento na captação e oxidação de glicose e ácidos graxos pelos adipócitos marrons 

e beges (Figura 5).  

 

Figura 5. Via canônica de ativação da termogênese independente de tremor muscular 
em adipócitos marrons e beges. Imagem autoral criada na plataforma Biorender. 

 

A oxidação de glicose e ácidos graxos gera as coenzimas reduzidas flavina 

adenina dinucleotídeo (FADH2) e nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) que 

carregam elétrons que são utilizados pelos complexos mitocondriais para bombear 

prótons da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas, criando assim, um 

gradiente de prótons. Este gradiente de prótons mitocondrial, na maioria das células, 

é usado como força motriz para a geração de ATP pela proteína ATP sintase [119]. 

Nos adipócitos marrons e beges, a UCP-1 ativada promove, por mecanismos ainda 



 

 

50 

em debate, o transporte de prótons do espaço intermembranas para a matriz 

mitocondrial. A energia potencial do gradiente de prótons nesse caso é dissipada na 

forma de calor pelo transporte de prótons pela UCP-1, sem a geração de ATP. 

Dizemos, portanto, que a ativação da UCP-1 promove o desacoplamento do gradiente 

de prótons da geração de ATP [116,120,121] (Figura 6). Estudos recentes, indicam 

que na ausência de lipólise intracelular nos adipócitos marrons e beges, a lipólise nos 

adipócitos brancos pode, por mecanismo compensatório gerar os ácidos graxos livres 

que serão captados pelos adipócitos marrons ou beges e então ativar a termogênese 

mediada pela UCP-1 [122,123]. Curiosamente, camundongos com deleção de UCP-

1 conseguem sobreviver ao frio [119], sugerindo a existência de mecanismos 

alternativos não canônicos de geração de calor, como o ciclo fútil de creatina [124], e 

o ciclo de cálcio dependente de ATP mediado pela mediado pela Ca2+-ATPase do 

retículo sarcoplasmático (SERCA)[125,126]. 

 

 
Figura 6. Representação de dissipação do gradiente de prótons (H+) pela UCP-1 em 
adipócitos marrons e beges com geração de calor. Imagem autoral criada na 
plataforma Biorender. 
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Metabolismo do TAM ativado 

 
O TAM quando ativo pode aumentar a taxa metabólica 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 metabólica basal pela termogênese do TAM é sustentado pelo maior aporte de 

ácidos graxos para o tecido via aumento do clearence de lipídeos circulantes 

transportados por lipoproteínas catalisado pela enzima LPL, bem como, pelo aumento 

do transporte de ácidos graxos via CD36 e FATP1 (Figura 5) [116]. Em paralelo ao 

maior aporte de ácidos graxos circulantes, ocorre também no TAM estimulado o 

aumento da lipogênese de novo. Além dos ácidos graxos, a captação de glicose 

também está substancialmente aumentada no TAM ativado [116]. Durante o frio, há 

aumento do conteúdo dos transportadores de GLUT-1 e GLUT-4 na membrana 

celular. Um estudo prévio sugere que mTORC2 promove a captação de glicose 

induzida por estímulos adrenérgicos por induzir a translocação de GLUT-1 à 

membrana plasmática de adipócitos marrons (Figura 5) [49]. Todos os possíveis 

destinos metabólicos da glicose que incluem a conversão a lactato, oxidação a CO2, 

síntese de glicerol 3-fosfato e ácidos graxos e a formação de agentes redutores 

(NADPH) pela via das pentoses estão aumentados no TAM de animais expostos ao 

frio [47,116]. O aumento de todas essas vias metabólicas sustenta a geração do 

gradiente de prótons mitocondrial necessário na geração de calor pela UCP-1 (Figura 

5-6). 

Em 2009, foi identificado pela técnica de tomografia computadorizada de 

emissão de pósitrons (PET) com fluoro-deoxiglicose associado à tomografia 

computadorizada que humanos adultos saudáveis tem TAM ativo [128], e que a 

massa do TAM em adultos é inversamente relacionada com doenças metabólicas 

[129]. Esses achados quebraram o paradigma de que apenas humanos neonatos tem 

TAM [119]. Visto a capacidade do TAM ativado de utilizar ácidos graxos e glicose, 

diversos estudos [128–133] têm sugerido uma possível utilização da termogênese 

adaptativa como forma de atenuar o ganho de massa corporal, mas também reduzir 

a hipertrigliceridemia e hiperglicemia, sendo essas duas últimas, características de 

dislipidemias e do diabetes, respectivamente. Estes estudos renovaram o interesse 

no estudo do TAM, e sua possível implicação no tratamento de doenças metabólicas.  
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Plasticidade e disfunção do tecido adiposo 
 

Os tecidos adiposos são extremamente plásticos alterando sua massa de 

acordo com o balanço energético do organismo [82,93]. Períodos de balanço 

energético negativo como jejum e a restrição calórica reduzem, enquanto períodos de 

balanço energético positivo aumentam a adiposidade. Estas alterações de 

adiposidade ocorrem como resultado de mudanças no diâmetro (hipotrofia/hipertrofia) 

e número de adipócitos (hipoplasia/hiperplasia) do tecido adiposo [82]. Aumento 

excessivo da adiposidade corporal pode levar ao desenvolvimento da obesidade. 

  

A obesidade é uma doença metabólica decorrente do acúmulo exacerbado de 

gordura nos tecidos adiposos. A obesidade é uma doença em crescente expansão 

independente da população, idade, sexo ou classe social [134]. No Brasil, 

aproximadamente 60% da população adulta apresenta sobrepeso (índice de massa 

corpórea [IMC] ≥ 25 kg/m2) e 20% obesidade (IMC ≥ 30 kg/m2). A obesidade, 

principalmente a visceral, está associada com o desenvolvimento de diversas doenças 

altamente prevalentes como a resistência à insulina e diabetes tipo 2, esteatose 

hepática, doenças cardiovasculares e alguns tipos de câncer.  

Apesar da divergência sobre a contribuição da deriva genética [135] ou da 

seleção de genes econômicos [136] como possíveis fatores genéticos determinantes 

da predisposição à obesidade, há consenso de que fatores ambientais recentes da 

história humana, como as mudanças no padrão de vida pós-revolução industrial foram 

importantes na aceleração da expansão da obesidade. Basicamente, os fatores 

comportamentais da sociedade moderna que promovem a obesidade são a redução 

do gasto energético decorrentes da migração da vida no campo para a cidade 

associada com trabalhos que demandam pouca atividade, bem como o aumento da 

inatividade física e a maior ingestão de alimentos energicamente densos e altamente 

palatáveis [60,134].  

O gasto energético e o consumo energético são componentes do balanço 

energético. O balanço energético segue as leis da termodinâmica, em que a energia 

não pode ser criada nem destruída, mas pode mudar de uma forma à outra. O balanço 

energético é categorizado em 1. Positivo: em que a ingestão energética é maior que 

o 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 é maior que a ingestão energética e, portanto, ocorre redução 

da massa corporal; e 3. Balanço energético estacionário: em que o gasto e ingestão 

energéticos são iguais, e, portanto, a massa corporal mantém-se inalterada ao longo 

do tempo [137,138]. Assim, a obesidade, claramente, como mencionado 

anteriormente, é o resultado de períodos crônicos de balanço energético positivo, que 

conduz ao acúmulo de energia na forma de triacilglicerol majoritariamente no tecido 

adiposo. Em paralelo ao aumento da massa corporal, indivíduos portadores de 

obesidade, curiosamente, também tem em média maior gasto energético do que 

pessoas magras, sugerindo que a ingestão energética é o principal componente do 

balanço energético no desenvolvimento da obesidade [137].  

Além da obesidade há outras patologias do tecido adiposo não diretamente 

associadas ao balanço energético, como é o caso da lipodistrofia, em que há a perda 

e/ou distribuição anormal dos tecidos adiposos, e que é majoritariamente de etiologia 

genética ou farmacológica [139]. Na lipodistrofia, a ineficiência de armazenamento de 

energia nos tecidos adiposos conduz, paradoxalmente, a distúrbios metabólicos como 

resistência insulínica, diabetes e inflamação assim como os encontrados na 

obesidade [140].  

 
 

Participação de mTORC2 na biologia do tecido adiposo 

Diversos estudos avaliaram o envolvimento de mTORC2 no controle do 

metabolismo e atividade secretória do TAM e TAB, principalmente por meio de 

deleção de Rictor em adipócitos via sistema Cre-loxP. Os dois primeiros estudos 

realizaram a deleção de Rictor em adipócitos utilizando aP2/FABP4-Cre em dois 

diferentes backgrounds genéticos. Esses estudos encontraram que camundongos 

com deleção de Rictor apresentavam esteatose hepática e aumento da massa dos 

tecidos magros (fígado, músculos, rins e pâncreas), efeitos que foram creditados ao 

aumento circulante de IGF-1 [114,141]. Diferenças importantes, entretanto, foram 

reportadas pelos grupos em relação ao impacto da deleção de Rictor via aP2/FABP4-

Cre na homeostase da glicose. Enquanto o grupo do Professor Michael Hall encontrou 

que deleção de Rictor aumenta a sensibilidade à insulina e a tolerância à glicose sem 

alterar a captação de glicose basal e estimulada por insulina em adipócitos [113], o 
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grupo do Professor Thurl Harris encontrou que a deleção de Rictor promove 

intolerância à glicose, redução da captação de glicose basal e estimulada por insulina, 

e redução do efeito inibitório da insulina sobre a lipólise no TAB [142]. Importante 

ressaltar que quando estes estudos foram realizados acreditava-se que o promotor 

aP2/FABP4 promovia a expressão de Cre recombinase especificamente em 

adipócitos, o que foi refutado posteriormente por diversos estudos que mostraram que 

esse promotor é ativo em vários tipos celulares como neurônios, células endoteliais, 

miócitos, entre outros [143–145].   

 Utilizando o promotor da adiponectina para expressar a Cre recombinase, que 

é específico de adipócitos, o grupo do Professor Guertin demonstrou que 

camundongos com deleção de Rictor nessas células alimentados com dieta padrão 

(chow) são hiperinsulinêmicos e resistentes à insulina, mas não apresentam 

alterações de adiposidade apesar de reduzida lipogênese de novo no TAB [146]. 

Também demonstraram que adipócitos brancos primários com deleção de Rictor tem 

menor captação de glicose basal e estimulada por insulina, o que in vivo é associada 

a menor conteúdo de RNAm de GLUT-4 no TAB, além de maior lipólise basal, mas 

sem alteração na lipólise estimulada por isoproterenol [146]. Nesse mesmo estudo, os 

camundongos foram desafiados com dieta rica em gordura. A deleção de Rictor em 

adipócitos reduziu os ganhos de massa corporal e adiposa, mas exacerbou a 

resistência à insulina induzida pela dieta [146]. Em outro estudo do mesmo 

grupo, camundongos com deleção de Rictor em adipócitos foram infectados com M. 

tuberculosis, o agente causador da tuberculose. Nesse estudo, foi encontrado que a 

deleção de Rictor em adipócitos reduz a inflamação e conteúdo de macrófagos, 

monócitos, células dendríticas e células T no TAB, além de reduzir a expressão de 

RNAm fator de necrose tumoral α (TNF-α). Em oposição a estes achados, o grupo do 

Professor Michael Hall demonstrou que camundongos com deleção de Rictor em 

adipócitos também via adiponectina-Cre apresentam elevada inflamação do tecido 

adiposo epididimal caracterizada pelo acúmulo de macrófagos pró-inflamatórios M1 e 

aumento de TNF-α após ingestão de dieta rica em gordura [65]. Estudo do nosso 

grupo usando os mesmos camundongos alimentados com dieta hiperlipídica, 

entretanto, não confirmou estes achados [147]. 

Alguns estudos também investigaram a participação de Rictor no tecido 

adiposo marrom e termogênese. Camundongos com deleção de Rictor em células 

que expressam Myf5+ (miócitos e adipócitos marrons, principalmente) tem redução da 
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massa do TAM e aumento da expressão de UCP-1 e da capacidade oxidativa, 

sugerindo que a inibição de mTORC2 estimula a termogênese do TAM após 

exposição ao frio [148]. Posteriormente, foi demonstrado que a deleção de  

Rictor/mTORC2 em células que expressam UCP-1 (UCP-1-Cre) aumenta  a 

expressão de UCP-1, a termogênese e o catabolismo lipídico por mecanismos 

independentes da Akt, envolvendo o eixo SIRT6-FoxO1 [53]. Em oposição a estes 

dados, camundongos com deleção de Rictor via aP2-Cre, apresentaram hipotermia 

severa e reduzida captação de glicose no TAM após exposição aguda ao frio, efeitos 

que foram atribuídos à reduzida atividade da Akt e hexoquinase 2 [40].  

Como pode ser evidenciado pelos estudos detalhados acima existem diversas 

controvérsias sobre o verdadeiro papel biológico de mTORC2 no controle do 

metabolismo, captação de glicose e função dos adipócitos brancos, marrons e beges. 

Desta forma, na presente tese de doutorado, utilizando o modelo de deleção de Rictor 

via adiponectina-Cre, nós investigamos o envolvimento de mTORC2 em adipócitos 

como possível mediador do aumento na capacidade termogênica, captação de glicose 

no tecido adiposo e melhora na homeostase da glicose induzidos pela aclimatação ao 

frio por 14 dias (Capítulo II), tratamento com o agonista de PPARg pioglitazona 

(Capítulo III), e ingestão de dieta hiperlipídica rica em ácidos graxos ômega 3 (Capítulo 

IV).  
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Capítulo II 

 
A deficiência específica de mTORC2 em adipócitos reduz a capacidade termogênica 

do tecido adiposo marrom e branco inguinal sem afetar a captação de glicose e o 

gasto energético de camundongos aclimatados ao frio 
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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 β-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 β-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 mTORC1, 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 mTORC2 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 mTORC2 deficiency exclusively in adipocytes (adiponectin-Cre) were 

acclimated to cold (10ºC, 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 mTOR (Rictor) deletion in adipocytes (A-RicKO) and control littermates (A-RicWT) 

were produced as previously described using RictorLox/Lox (rictortm1.1Klg/SjmJ) and 

adiponectin-cre mice (B6;FVB-Tg(Adipoq-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 ± 1ºC) for 14 days and either euthanized 

or acclimated to cold (10 ± 1ºC) 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 (VO2), 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 10ºC, mice were anesthetized with 

isoflurane and placed on heat pad warmed at 37ºC 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 30ºC, and subsequently transferred to 10ºC 

for 7 days. For the evaluation of thermogenic capacity, mice were transferred to 30ºC 

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 (τ =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 KH2PO4, 1.2 MgSO4, 25 NaHCO3, 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 

μM 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 μm), deparaffinized and stained with hematoxylin-eosin. BAT was 

evaluated by number of nuclei per field and iWAT was evaluated by adipocyte diameter 

using ImageJ (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–HCl, 500 μM oxaloacetate, 

200 μM 5,5′-dithiobis(2- nitrobenzoic acid) (DTNB), 100 μM 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 μCi [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 
a-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 
pSer473 Akt 9271 Cell Signaling 
pSer240/244 S6 5364 Cell Signaling 
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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-ΔΔCT 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 mTORC2 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-RicKO, 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. 7I-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 mRNA levels of the proliferation markers Ki67 and cyclin 

D1 (CCND1) in A-RicWT mice (Fig. 7O-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 iWAT 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 iWAT mass is mainly due to 

a reduction in adipocyte diameter. 



 

 

66 

 

 
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 ± 1ºC) or acclimated to cold (10 ± 1ºC) 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 (I), 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)Id 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 g (PPARg) 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 iWAT. 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 iWAT 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, PPARg2, 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. 8O-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 iWAT.  

 
Figura 8. Adipocyte mTORC2 deficiency attenuates cold-induced increased in mRNA 
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 ± 1ºC) or acclimated to cold (10 ± 1ºC) 
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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PPARg2 (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), PPARg2 (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 ± 1ºC) or acclimated to cold (10 ± 1ºC) 
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 
(iWAT) in vivo glucose uptake expressed per total tissue (F) or per mg of protein (G), 
and GLUT-1 (I) 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 III (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. 10I). No changes were seen in BAT protein content 

of respiratory complexes I (NDUFB8) and II (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). 

 
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 ± 1ºC) or acclimated to cold (10 ± 1ºC) 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 I, II, III 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. 11I 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). 

 
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 ± 1ºC) or acclimated to cold (10 ± 1ºC) for 14 days and 
evaluated for inguinal white adipose tissue (iWAT) content of uncoupling protein 1 
(UCP-1, A and B), mRNA levI 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 30ºC. 

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 (10ºC) 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 ± 1ºC) and evaluated 
for body temperature in response to an intraperitoneal injection of CL-316,243 (1 mg/ 
kg) at 30ºC (A), total brown adipose tissue and inguinal white adipose tissue UCP-1 
content (B), and scapular muscle electromyography (EMG, I and J). Male A-RicKO 
and A-RicWT mice kept at thermoneutrality (30 ± 1ºC) or acclimated to cold (10 ± 1ºC) 
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 ± 1ºC) 
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 

mTORC2 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 mTORC2, while chronic cold exposure activates mTORC1 [153] and 

either does not affect  [153] or reduces [53] mTORC2 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 PI3K-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 mTORC2 activity as acute adrenergic activation does [40,48], and that mTORC2 

does not seem to act as an upstream regulator of mTORC1 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 mTORC2 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 

β-adrenergic receptor activation increases mTORC1 activity via Raptor and mTOR 

phosphorylation by protein kinase A [154].  

Along with signaling, adipocyte mTORC2 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 iWAT 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 mTORC2 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 PPARg [169] and SREBP and 
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ChREBP [170], respectively. Probably as a consequence of PPARg 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 

mTORC2, does not affect β-adrenergic receptor ligand-stimulated glucose uptake and 

GLUT-1 synthesis and translocation in brown adipocytes in vitro. Furthermore, β-

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 β-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 iWAT 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 iWAT 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, II, III 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 PPARg, 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 iWAT 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 PPARg 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, mTORC2 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 mTORC2 in brown and beige adipocytes.  
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Capítulo III 

 

mTORC2 em adipócitos é um importante mediador da 
expansão de massa do tecido adiposo marrom, mas não da 
melhora na sensibilidade à insulina induzida pela ativação 

farmacológica de PPARg com pioglitazona 
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Introdução 

Os receptores ativadores da proliferação peroxissomal (PPARs) são uma 

família de fatores de transcrição nuclear da qual fazem parte PPARα, PPARδ e 

PPARg, e que controlam a expressão de genes do metabolismo celular e diferenciação 

de adipócitos [180]. PPARg existe em duas isoformas devido ao splicing alternativo do 

RNAm: PPARg1 e PPARg2 [181,182]. PPARg1 está presente em diversos tipos 

celulares, enquanto que PPARg2 é expresso principalmente em adipócitos [182–185]. 

Estruturalmente, os PPARs têm domínios conservados de ligação ao DNA (DBD, 

DNA-binding domain) e de ligação de ligantes (LDB, ligand-binding domain) (Figura 

13). A atividade transcricional dos PPARs é dependente de ligantes e da ligação do 

DBD à região de elementos responsivos ao PPAR (PPRE) na região promotora dos 

genes alvos, iniciando assim, a transcrição gênica [186]. 

Assim como mTOR, PPARg também é um sensor de nutrientes, mais 

especificamente, um sensor de lipídeos. Várias moléculas podem atuar como ligantes 

naturais de PPARg, como ácidos graxos insaturados e poli-insaturados e seus 

metabólitos, bem como prostaglandinas (15-∆PGJ2) e ácidos graxos oxidados (9-

HODE) [187]. Além dos ligantes naturais, PPARg é ativado pelas tiazolidinedionas 

(TZDs),  que são uma classe de ligantes sintéticos que compreende a rosiglitazona 

(RSG) e a pioglitazona (Pio), entre outras, usados no tratamento de pacientes com 

resistência à insulina e diabetes tipo 2 [188].  

Em 1999, a RSG e Pio foram aprovadas pelo FDA como tratamento de segunda 

linha para pacientes com resistência à insulina, diabetes tipo 2 ou pré-diabetes em 

associação ou não à metformina (um potente inibidor da gliconeogênese). 

Posteriormente, a comercialização de RSG foi descontinuada, por causa dos efeitos 

colaterais como a retenção de água, edema e insuficiência cardíaca, efeitos estes que 

não são apresentados pela Pio [188].  

Em relação ao mecanismo de ação, após a ativação por seus ligantes e 

heterodimerização obrigatória com os receptores do ácido retinoico (RXR), os PPARg 

ligam-se a PPRE no DNA pelo seu domínio DBD, e modulam a expressão de genes 

envolvidos, em relação ao tecido adiposo, com o metabolismo de glicose (Glut4, PI3K, 

IRS-1), de lipídeos (aP2, LPL, CD36, PEPCK, GyK) e da adipogênese (C/EBPa, 

STAT) [189].  
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PPARg é um importante controlador da adipogênese, bem como da função e 

sobrevivência de adipócitos. Deficiência total ou mutações que inativam PPARg 

impedem a formação de novos adipócitos e promovem a morte de adipócitos 

maduros, induzindo um quadro de lipodistrofia severa, com ausência completa de 

TAM e TAB [85,190]. Em contrapartida, a ativação farmacológica de PPARγ promove 

redistribuição de gordura do TAB visceral para o TAB subcutâneo, o que confere um 

quadro metabólico saudável com melhora na sensibilidade à insulina [191]. Essa 

redistribuição dos TABs acontece pelo favorecimento do estoque de lipídeos 

principalmente no TA subcutâneo, devido ao aumento neste tecido da atividade da 

LPL, captação de ácidos graxos, geração de glicerol 3-fosfato via glicerol quinase e 

gliceroneogênese, que em conjunto promovem maior síntese de TAG [191,192]. 

Além da redistribuição de tecido adiposo, as TZDs melhoram a sensibilidade à 

insulina em modelos animais e humanos com diabetes tipo 2 ao modular a produção 

e secreção de adipocinas [193]. PPARg é um potente estimulador da secreção da 

adiponectina, uma importante adipocina que aumenta a sensibilidade à insulina 

[159,161,194,195]. PPARg também é expresso em macrófagos, e quando ativado, 

PPARγ promove a ativação alternativa de macrófagos, induzindo um fenótipo M2 anti-

inflamatório, efeito este que contribui na melhora da sensibilidade à insulina [195].  

 
Figura 13. Mecanismo de ação dos PPARγ. Ácidos graxos captados da circulação ou 
da produção endógena e agonistas sintéticos ligam-se pelo domínio LDB em PPARγ. 
PPARγ então liga-se em um processo de heterodimerização obrigatória com RXR, 
permitindo, assim, o início da transcrição gênica. 
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 A ativação de PPARg também melhora a sensibilidade à insulina por reduzir os 

ácidos graxos livres circulantes e a lipotoxicidade [186,196]. Em excesso, ácidos 

graxos livres promovem resistência à insulina por diversos mecanismos que incluem 

a maior formação de diacilglicerol e ativação da proteína PKCθ [197]; aumento da 

sinalização na via Toll-like receptor -4 e -2 e NFkB; aumento da produção de 

ceramidas; aumento da produção de espécies reativas de oxigênio, entre outros [198]. 

As TZDs reduzem a concentração sérica de ácidos graxos livres por mecanismos que 

envolvem aumento da captação e uso dos ácidos graxos para a síntese de TAG via 

aumento da atividade de LPL e CD36; e o aumento do efeito inibitório da insulina na 

lipólise do TAB [158,191,193]. Interessantemente, a RSG aumenta a expressão das 

lipases ATGL, HSL e MGL e assim a lipólise basal e estimulada pela noradrenalina no 

TAB [158]. Entretanto, como a RSG reduz a atividade simpática para o TAB e aumenta 

o efeito inibitório da insulina na lipólise, ocorre uma redução da liberação de ácidos 

graxos para a circulação pelo TAB in vivo [161]. 

 O agonismo de PPARg também recruta o TAM, aumenta o conteúdo de UCP-

1, aumenta a capacidade termogênica e induz browning do TAB [159,199,200]. 

Diferentemente da ativação simpática, o aumento da massa do TAM pelas TZDs 

acontece principalmente pelo aumento da deposição de lipídeos nesse tecido, e 

secundariamente pela proliferação e diferenciação [180]. Mas, importante ressaltar 

que o recrutamento do TAM (massa e UCP-1) induzido pela ativação farmacológica 

de PPARg ocorre simultaneamente com redução da atividade simpática para o TAM 

e TAB e da produção local do hormônio tireoidiano T3 pela enzima deiodinase 2 [201]. 

Desta forma, diferentemente do simpático, a ativação de PPARg aumenta a 

capacidade termogênica do TAM e TAB sem o aumento concomitante da 

termogênese adaptativa [201]. 

Comunicação entre PPARg e a via de sinalização da insulina 

 A ativação farmacológica de PPARg com as TZDs afeta vários passos da via 

de sinalização intracelular da insulina no tecido adiposo, inclusive a atividade de 

mTORC2 e mTORC1 [197]. Em modelos murinos de DM2, as TZDs impedem a 

fosforilação inibitória do IRS-1 em serina induzida pela PKCθ, mas também estimulam 

a fosforilação estimulatória do IRS-1 em tirosina [197,202], e ainda estimulam a 

fosforilação de Akt em Ser473 e T308 no TAB visceral epididimal [202]. Em humanos 
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resistentes à insulina não-diabéticos, a Pio melhora a sensibilidade à insulina e 

aumenta o conteúdo de Akt fosforilada em Ser473 no TAB subcutâneo [203]. Em 

contrapartida, em ratos saudáveis (não diabéticos e não resistentes à insulina), a RSG 

não afeta o conteúdo de Akt fosforilada em Ser473 no TAB, apesar de reduzir os níveis 

séricos de insulina [31]. Em um estudo foi avaliado a ativação de PPARg pela 

expressão de um transgene de PPARg especificamente em adipócitos bem como a 

ativação farmacológica com RSG, e ambos, independentemente ou associados, 

aumentam a fosforilação de Akt em Ser473 no TAB, e melhoram a sensibilidade à 

insulina, além de reduzirem a insulinemia [204]. Esses dados em conjunto sugerem 

que a ativação de PPARg aumenta a sensibilidade à insulina e a sinalização da via 

IRS1-PI3K-mTORC2-Akt nos TABs.  

Diversos estudos têm encontrado que a via de sinalização da insulina também 

controla a atividade transcricional de PPARg. Camundongos com deleção do receptor 

de insulina em adipócitos utilizando aP2-Cre apresentam reduzida adiposidade, 

prejuízos na captação de glicose e inibição da lipólise estimuladas por insulina no 

TAB, e surpreendentemente são protegidos do desenvolvimento de intolerância à 

glicose e resistência à insulina [205], efeitos estes, que contribuem para o aumento 

da longevidade desses camundongos [206]. Em contrapartida, camundongos com a 

deleção do receptor de insulina em adipócitos utilizando a adiponectina-Cre 

apresentam uma severa redução das massas dos TAB, a qual conduz à lipodistrofia 

[207]. Ainda, esses camundongos tem redução da expressão de RNAm de C/EBPa, 

PPARg e GLUT-4 no TAB epididimal, bem como redução de adiponectina e leptina 

circulantes [207]. Esses camundongos são resistentes à insulina, a qual é revertida 

pelo tratamento com leptina  [207]. Além disso camundongos com a deleção da 

subunidade p110alfa de PI3K em adipócitos (aP2-Cre) também desenvolvem 

intolerância à glicose e têm reduzida expressão de PPARg no TAM [208].  

A ativação constitutiva da sinalização da via da insulina em adipócitos de 

camundongos devido a deleção de PTEN (adiponectina-Cre), promove um aumento 

substancial da sensibilidade à insulina e melhora da tolerância à glicose, bem como 

aumento da inibição da lipólise estimulada por agonistas de receptores β-3 

adrenérgicos, além de aumentar a adiposidade [209]. Em um outro estudo, a deleção 

de PTEN em adipócitos utilizando um promotor homólogo ao gene da adiponectina 

(Acdc-Cre, adipocyte C1q and collagen domain-containing) também aumentou a 
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sensibilidade à insulina e tolerância à glicose, além de aumentar o conteúdo de RNAm 

de PPARg e GLUT-4 no TAB e TAM [210]. Ainda, a deleção de mTOR em adipócitos 

(adiponectina-Cre) também reduz a adiposidade, aumenta a massa hepática, e induz 

resistência insulínica e intolerância à glicose [211]. Esses camundongos também têm 

reduzido conteúdo de PPARg, C/EBPa e FABP4 no TAM [211]. E curiosamente, a 

deleção de mTOR impede o aumento da expressão de Fabp4, adiponectina e UCP-1 

induzida pelo tratamento com RSG em adipócitos marrons [211].  

Como mencionado anteriormente, a deleção de Rictor/mTORC2 em adipócitos 

reduz a adiposidade e conduz à esteatose hepática e resistência insulínica, bem como 

redução do conteúdo de RNAm de PPARg e seus alvos nos tecidos adiposos 

[146,148,169]. Em especial, um trabalho recente, demonstrou que a ativação de 

Rictor/mTORC2 em cultura primária de adipócitos é essencial para a atividade 

transcricional total de PPARg [169]. Nesse mesmo estudo, a deleção de Rictor 

especificamente em células precursoras de adipócitos do tecido adiposo subcutâneo 

(Prx1-Cre) reduziu a massa do TAB inguinal, bem como o conteúdo de RNAm dos 

alvos de PPARg: Chrebp, GLUT-4, CD36, LPL, FABP4, HSL e adiponectina [169]. 

Curiosamente, embora esse estudo tenha deletado Rictor/mTORC2 em adipócitos, há 

também uma importante redução de S6K1 fosforilada, que é um alvo de mTORC1 

[169], e, portanto, não é possível concluir que os efeitos na redução de genes alvos 

de PPARg são decorrentes da atividade de mTORC2 ou mTORC1. Por fim, esse 

estudo também demonstrou que camundongos com deleção de Rictor em adipócitos 

(adiponectina-Cre) tem redução da massa do iTAB inguinal e da expressão de CD36, 

LPL e Dgat2 após a realimentação ou após 12 semanas de alimentação com dieta 

hiperlipídica [169].  

Embora encontramos que mTORC2 não controla a captação de glicose no 

tecido adiposo em situações de ativação adrenérgica (Capítulo II), há uma vasta 

literatura demonstrando que a captação de glicose induzida pela insulina é mediada 

pela ativação da via da PI3K-mTORC2-Akt e consequente translocação do 

transportador de glicose GLUT-4 em adipócitos [38,212–215]. Um trabalho 

demonstrou que a ativação de PPARg por RSG aumenta a captação de glicose 

induzida pela insulina no TAB subcutâneo [192]. Entretanto, a participação de 

mTORC2 na captação de glicose no tecido adiposo induzida pela ativação 
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farmacológica de PPARg é desconhecida, bem como os mecanismos pelos quais 

mTORC2 reduz a expressão e a atividade transcricional de PPARg.  

Em conjunto os trabalhos supracitados sugerem que a ativação da sinalização 

de insulina-PI3K-mTORC2 estimula a atividade transcricional de PPARg. E de fato, 

essa ideia é suportada por experimentos em que a estimulação de adipócitos com 

insulina conduz a um rápido aumento da expressão de PPARg [216]. Entretanto, essa 

comunicação da via da insulina-IR-PI3K-mTORC2-Akt com PPARg foi pouco 

explorada. 

Considerando o intenso cross-talk entre PPARg e mTORC2 caracterizado por 

ativação mútua, no presente trabalho nós investigamos o envolvimento de mTORC2 

como um possível mediador das ações da TZD Pio no balanço energético, 

adiposidade e homeostase da glicose. Para isto, camundongos com deleção de Rictor 

em adipócitos e controles alimentados com dieta hiperlipídica foram tratados ou não 

com a TZD Pio por 8 semanas. 

 

Hipótese 

Rictor/mTORC2 em adipócitos é um importante mediador da melhora da 

homeostase da glicose induzida pela ativação farmacológica de PPARg com Pio. 

 

Objetivo 

Investigar o envolvimento de Rictor/mTORC2 em adipócitos como mediador 

das alterações de metabólicas do TAM e TAB e da melhora da homeostase da glicose 

induzidos pela ativação farmacológica de PPARg com Pio. 

 

Material e Métodos 
Camundongos  

 
Todos os procedimentos envolvendo animais foram previamente aprovados 

pelo Comitê de Ética de Uso de Animais do Instituto de Ciências Biomédicas (CEUA-

ICB #115/2016). Camundongos com deleção de Rictor em adipócitos (ARicKO) e 
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controles (ARicWT) foram produzidos utilizando o sistema Cre-loxP. Nesse sistema, 

a enzima Cre recombinase promove a recombinação do DNA deletando regiões 

específicas do genoma que estejam flanqueadas por sequências loxP 

(ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT). Aqui, utilizamos camundongos 

que tem o transgene BAC Adiponectin-Cre inserido no genoma. O promotor 

adiponectina-Cre promove a deleção apenas em células que expressam a 

adiponectina, que nesse caso, são os adipócitos brancos, marrons e beges 

[21,85,147,217].  

Em suma, camundongos contendo o exon 11 do gene do Rictor flanqueado por 

sequências LoxP nas duas fitas do DNA (Rictorf/f; Rictor tm1.1Klg/SjmJ) foram cruzados 

com camundongos adiponectina-cre-/+ (B6;FVB-Tg(Adipoq-cre)1Evdr/J) para obter a 

geração F1 de Rictor f/wt; adiponectina-cre+/-. A geração F1 foi cruzada com Rictorf/f 
produzindo a geração F2: Rictorf/f; adiponectina-cre+/-. F2 foi cruzada com Rictor 

Rictorf/f a fim de produzir camundongos Rictorf/f;adiponectina-cre-/- (aqui denominados 

de ARicWT) e Rictorf/f;adiponectina-cre+/- (denominados de ARicKO) (Figura 14).  

 

 
Figura 14. Esquema dos cruzamentos para obtenção de camundongos controles e 
com deleção de Rictor em adipócitos. 
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Genotipagem  
 
 Para a verificação e validação dos cruzamentos e dos camundongos 

experimentais, foi realizada a genotipagem de Rictorf/f e de adiponectina-cre. Os 

animais foram anestesiados com isoflurano e 0,2 cm da cauda foi seccionada para a 

extração do DNA. A extração foi realizada por digestão em NaOH 50 mM por 12 min 

a 95ºC, seguido de neutralização com Tris-HCl 1M (pH 6,8) e centrifugação por 15 

min a 13000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para a reação de PCR (reação em 

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

EUA). Foram utilizados primers para Rictorf/f e adiponectina-cre (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Primers utilizados na genotipagem de camundongos controle e 

experimentais. 

 

 

 

 

 

 

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

produtos de PCR. Camundongos homozigotos para Rictor floxeado apresentam uma 

única 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).  

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

adiponectina-cre Sequência 5’- 3’ 
Controle interno sense CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT 
Controle interno antisense GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 
Mutante sense CGAACGCACTGATTTCGACC 
Mutante antisense AACCAGGCGTTTTCGTTCTGC 
Rictorf/f  
Sense ACTGAATATGTTCATGGTTGTG 
Antisense GAAGTTATTCAGATGGCCCAGC 
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Desenho experimental 
 
 Camundongos machos ARicWT e ARicKO de 8 semanas de idade foram 

alimentados por 8 semanas com uma dieta hiperlipídica (HFD, 60% das calorias 

provenientes da banha de porco) suplementada ou não com 30 mg/ kg/ dia de 

pioglitazona (Stanglitâ, Libbs, São Paulo, Brasil) (Figura 16) e mantidos a 23 ± 2°C 

em ciclo claro/escuro de 12 h/12 h (ciclo claro com início às 07:00h) com acesso ad 

libitum à água e dieta (Tabela 4). Após jejum overnight (12 h), os camundongos foram 

injetados ou não i.p. com 0,75 U/ kg de insulina e após 15 min foram anestesiados 

com isoflurano (Isoforineâ, Cristália, São Paulo, Brasil), seguido de eutanásia por 

exsanguinação e coleta de soro, tecidos adiposos marrom (TAM) e brancos inguinal 

(iTAB), epididimal (eTAB) e retroperitoneal (rTAB), fígado, pâncreas e músculo 

gastrocnêmio.  

 

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

Ingrediente g/kg 
Caseína 258,4 
L-cistina 3,9 

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

Óleo de soja 32,3 
Banha de porco 316,6 
Óleo de peixe 0 

Mix mineral AIN93M 47,9 
Mix vitamínico 13,7 

Bitartarato de colina 2,6 
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Figura 16. Esquema representativo do desenho experimental do Capítulo III. 

 
Composição corporal 

 
A porcentagem de massa magra e gorda foi avaliada por ressonância 

magnética no equipamento Bruker Minispec LF50.  

 

 Homeostase da glicose 
 

Teste de tolerância à glicose intraperitoneal (ipGTT): o ipGTT foi avaliado 

como a área sob a curva (AUC) da glicemia após a administração de glicose (2 g/ kg 

de massa corporal) em função do tempo (min). Para isso, após 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 após a administração intraperitoneal de 

glicose. A glicemia caudal foi mensurada com glicosímetro One Touch Select Plus 

Flex (Johnson & Johnson, Brasil). 

 Teste de tolerância à insulina intraperitoneal (ipITT): o ipITT foi avaliado 

como a taxa de decaimento da glicemia (kITT, %/ min) após a administração de 

insulina (0,75 U/ kg de massa corporal). Após 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 após a administração intraperitoneal de insulina. A glicemia 

caudal foi mensurada com glicosímetro One Touch Select Plus Flex (Johnson & 

Johnson, Brasil). 

 Insulina sérica: a insulina sérica foi avaliada por ensaio de ELISA (Millipore, 

MA, EUA). Glicose plasmática foi avaliada com kit colorimétrico (Labtest, Minas 

Gerais, Brasil).  

O índice de resistência à insulina (HOMA-IR) foi avaliado pela equação: 

HOMA-IR: (glicemia de  jejum (mmol/L) x insulina de jejum (µU/mL))/22,5 [196]. 
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Ensaio de lipólise em fragmentos de tecido 
 
 Fragmentos de TAM foram pré-incubados por 10 min em tubos de ensaio com 

tampão Krebs-Ringer-Bicarbonate (pH 7,4) contendo 5,5 mM glicose e 2% BSA livre 

de ácido graxo. Posteriormente, foram transferidos para um novo tubo contendo o 

mesmo tampão e incubados a 37°C por 1 hora [21]. A solução do ensaio foi então 

coletada e quantificada para glicerol livre (Free Glycerol Kit, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA). Os valores foram expressos como liberação de glicerol (µmol/ h/ mg de 

proteína). 

 

Captação de glicose 
Fragmentos de TAM e iTAB foram incubados por 2 h a 37 °C sob agitação em 

tampão Krebs-Ringer-Bicarbonate (pH 7,4) com 2% BSA livre de ácidos graxos 

contendo 5,5 mM glicose e 0,2 μCi/ mL [U-3H]2-deoxi-D-glucose (PerkinElmer, MA, 

EUA). Após a incubação, os tecidos foram lavados com PBS, digeridos com 1 M NaOH 

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

 

Análise histológica  
 
 Os tecidos adiposos inguinal e marrom foram fixados em paraformaldeído 4% 

por 24h e posteriormente transferidos a etanol 70% até inclusão em parafina. Os 

blocos foram seccionados (5 µm) e montados em lâminas histológicas. Após a retirada 

da parafina, os cortes foram corados com hematoxilina/eosina (H&E) ou com ácido 

periódico mais reativo de Schiff (PAS). Imagens digitais foram obtidas em microscópio 

óptico (Zeiss, Brasil). 

 

Western Blot 
 
 O TAM ou fígado foram homogeneizados em tampão contendo em mM: 50 

HEPES, 40 NaCl, 50 NaF, 2 EDTA, 10 pirofosfato de sódio, 10 glicerofosfato de sódio, 

2 ortavanadato de sódio, 1% Triton-X 100 e inibidor de protease livre de EDTA (Roche 

Life Science, Pleasanton, CA, EUA) [21]. As amostras foram centrifugadas a 11000 

rpm por 10 min a 4°C e a concentração de proteínas quantificada pelo método de 

Bradford (Bio-Rad, Califórnia, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. 20 μg 

de proteína foram separados em gel de acrilamida 10%. Após transferência para 
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membrana de PVDF, esta foi bloqueada por 1 h em solução salina tamponada com 

Tris e 0,1 % Tween (TBS-T) com 5% leite desnatado e incubada overnight com o 

anticorpo primário de interesse (diluição 1:1000) em TBS-T 5% leite. Os seguintes 

anticorpos primários foram utilizados: AKT (#9685s), FAS (#3190S), S6 (#2217S), 

pAKT Ser473 (#4060S), pS6 Ser240/244 (#5364S), SCD1 (#2438S) e UCP-1 

(#14670) (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA), α-Tubulina (#SC5286) e ERK/12 

(#SC292838) (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA). Após lavagem, a membrana foi 

incubada com anticorpo secundário conjugado à peroxidase (diluição 1:5000) em 

TBS-T 5% leite por 1 h. A membrana foi novamente lavada e então revelada com 

Substrato Clarity ECL Western Blotting (Bio-Rad, Califórnia, EUA). A densitometria 

das bandas foi obtida pelo software ImageJ (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 fígado). 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 mitocôndrias do fígado 
 

Após a eutanásia, o fígado foi coletado e cortado em pequenos pedaços com 

auxílio de uma tesoura e lavados 3 vezes em tampão de isolamento contendo 

sacarose 250 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7,2 (K+) a 4°C e homogeneizados 

com auxílio de um homogeneizador manual do tipo potter. A suspensão 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 tampão de isolamento e em seguida, foi 

adicionado 50 mL do mesmo tampão e centrifugado novamente por 10 min a 10000g 

4°C [218]. O sedimento resultante foi ressuspenso em 200 μL de tampão contendo 75 

mM de d-manitol, 25 mM de sacarose, 5 mM de KH2PO3, 20 mM de Tris-HCl, 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 

proteínas mitocondriais extraídas foram quantificadas por Bradford [220]. 

 

Consumo de oxigênio de mitocôndrias isoladas do fígado 
 

O consumo de oxigênio foi monitorado com 125 μg/mL de suspensão de 

mitocôndrias isoladas em tampão contendo 120 mM sacarose, 65 mM KCl, 10 
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mM HEPES, 2 mM MgCl2, 1 mM KH2PO4, 1 mM EGTA e 0,1% BSA, pH 7,4 (K+) 

em um respirômetro de alta resolução Oroboros O2K (Innsbruck, Áustria). Inicialmente 

foi adicionado rotenona 1 μM (inibidor do complexo I) e succinato 5 mM (substrato do 

completo II) e em seguida, o estado mitocondrial 3 (respiração 

dependente de ADP) foi avaliado pela adição de ADP 1 mM e o estado 

mitocondrial 4 (vazamento de prótons) foi induzida pela adição de oligomicina 1 

μg/mL. As velocidades de consumo máximo de oxigênio foram obtidas pela 

adição sequencial de 1-2 μM de carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona (CCCP). A 

razão do controle respiratório (RCR) foi calculada pela razão entre o estado 3 e 4. 

[221].  

 

Análise Estatística 
 

Os dados gerados estão armazenados em planilhas do Excel (Microsoft, EUA). 

Foi realizado teste-T não pareado para avaliar possíveis diferenças entre dois grupos 

com distribuição normal. Quando da presença de dois fatores (genótipo versus 

dieta/tratamento), foi utilizado ANOVA two-way para verificar possíveis diferenças 

entre os grupos, seguido de teste post-hoc de Tukey para identificar as diferenças 

pontuais. A significância foi fixada em valor de p<0,05. Os dados foram expressos 

como média ± erro padrão da média (EPM). As análises estatísticas e gráficos 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 conteúdo proteico 

de Akt fosforilada em Ser473. Como esperado, a deleção de Rictor (ARicKO) reduz o 

conteúdo 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 conteúdo de p-Akt em ARicWT, aumento este, que é totalmente abolido pela 

deleção de Rictor em adipócitos (Fig. 17). A insulina, assim como a Pio, aumenta a 

fosforilação da Akt (4,1x) em ARicWT, mas não em ARicKO. A administração de 

insulina em associação com Pio tem efeito sinérgico na fosforilação de Akt, com o 

aumento substancial de mais de 25x em ARicWT (Fig. 17). Esses resultados sugerem 

que o agonismo de PPARg com Pio ativa mTORC2 no TAM, efeito este que é 

potencializado pela insulina.  

 

 
Figura 17. Conteúdo proteico de Akt total e fosforilada em Ser473 estimulada ou não 
com insulina no TAM de camundongos controles (ARicWT) e com deleção de Rictor em 
adipócitos (ARicKO) alimentados por oito semanas com dieta hiperlipídica (HFD) 
suplementada ou não com pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =4-6 camundongos por 
grupo. Dados representados como média±EPM; letras diferentes acima das barras 
representam diferença estatística, p < 0,05. 
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Deficiência de mTORC2 em adipócitos 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 após a alimentação por oito semanas com HFD (Fig. 18ac). A 

Pio não altera o ganho de massa corporal em ambos ARicWT e ARicKO (Fig. 18bc). 

O consumo alimentar não é influenciado pelo tratamento ou genótipo (Fig. 18d). 

Análise da composição corporal por ressonância magnética revelou que os 

camundongos ARicKO tem menor massa gorda e maior massa magra 

independentemente do tratamento com Pio (Fig. 18f). A deleção de Rictor em 

adipócitos 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) são menores em ARicKO na HFD (Fig. 18h). A Pio não altera 

significativamente as massas de eTAB e iTAB, mas reduz a massa do rTAB em 

camundongos ARicWT (Fig. 18h). A massa do músculo gastrocnêmio não é alterada 

pelo genótipo ou tratamento (Fig. 18j). Em contrapartida, a massa do fígado é 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) razão do TAB inguinal em relação a soma 
dos eTAB e rTAB, massas do (j) músculo gastrocnêmio e do (k) fígado  de 
camundongos controles (ARicWT) e com deleção de Rictor em adipócitos (ARicKO) 
alimentados por oito semanas com dieta hiperlipídica (HFD) suplementada ou não com 
pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =4-12 camundongos por grupo. Dados representados 
como média±EPM; letras diferentes acima das barras representam diferença estatística, 
p < 0,05. 
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Pio abole a resistência à insulina e hiperinsulinemia induzida 
pela deficiência de Rictor em adipócitos 
 
 Avaliamos a participação de Rictor em adipócitos nas alterações da 

homeostase da glicose induzidas pela HFD combinada ou não ao tratamento com Pio. 

A deleção de Rictor em adipócitos não interfere com a tolerância à glicose em 

camundongos alimentados com HFD (Fig. 19ac). Apesar da ausência de efeitos em 

camundongos ARicWT, o tratamento com a Pio melhorou a tolerância à glicose em 

camundongos ARicKO, como observado pela menor área sob a curva após a 

sobrecarga com glicose (Fig. 19bc). Em contraste ao GTT, camundongos ARicKO 

alimentados com HFD apresentaram importante resistência à insulina (Fig. 19df). O 

tratamento com Pio não só melhorou a tolerância à insulina em camundongos ARicWT 

(Fig. 19ef), como também reverteu totalmente a resistência à insulina em 

camundongos ARicKO, como evidenciado pela similar velocidade de decaimento de 

glicose após injeção de insulina em ambos ARicWT e ARicKO após tratamento com 

a Pio (Fig. 19def). Avaliamos se esses efeitos na homeostase da glicose são 

dependentes da adiponectina secretada pelos tecidos adiposos. A Pio aumentou a 

adiponectina sérica igualmente em camundongos ARicWT e ARicKO (Fig. 19g). Não 

houve diferenças significativas na glicemia de jejum entre camundongos ARicWT e 

ARicKO e ARicWT tratados com Pio (Fig. 19h). A Pio, entretanto, reduziu a glicemia 

de jejum em camundongos ARicKO (Fig. 19h). Os camundongos ARicKO 

apresentaram também elevada concentração sérica de insulina em jejum, maior índice 

de resistência à insulina (HOMA-IR), maior massa pancreática e maior área das 

ilhotas de Langherans (Fig. 19i-o). Tratamento com Pio abole completamente o 

aumento nessas variáveis em camundongos ARicKO (Fig. 19i-o).  
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Figura 19. (a, b) Curva glicêmica e (c) área sob a curva de teste de tolerância à glicose  
(GTT), (d,e) curva glicêmica e, (f)  taxa de decaimento da glicemia de teste de 
tolerância à insulina (ITT), (g) concentração sérica de adiponectina, (h) glicemia de 
jejum, (i) insulinemia de jejum, (j) índice de resistência à insulina HOMA-IR, (k) massa 
do pâncreas, (l) fotomicrografia representativa de secções do pâncreas corado com 
H&E, (m, n) curva de distribuição das áreas das ilhotas pancreáticas e (o) área média 
das ilhotas pancreáticas de camundongos controles (ARicWT) e com deleção de 
Rictor em adipócitos (ARicKO) alimentados por oito semanas com dieta hiperlipídica 
(HFD) suplementada ou não com pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =3-12 
camundongos por grupo. Dados representados como média±EPM; letras diferentes 
acima das barras representam diferença estatística, p < 0,05. 
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Deficiência de Rictor/mTORC2 atenua o aumento no conteúdo 
de UCP-1 no TAM induzido pela Pio 
 

Ao avaliar a morfologia do TAM, encontramos que as gotículas de gordura são 

menores em camundongos ARicKO em comparação aos ARicWT (Fig. 20a). O 

tratamento com Pio aumenta substancialmente o acúmulo de lipídeos no TAM dos 

camundongos ARicWT, reduzindo o caráter multilocular deste tecido (Fig. 20a). 

Embora a Pio também aumente o acúmulo de lipídeos nos adipócitos do TAM de 

camundongos ARicKO, este efeito foi de menor magnitude quando comparado aos 

camundongos ARicWT (Fig. 20a). Em associação a essas alterações, encontramos 

que o conteúdo de proteína por miligrama de tecido está elevado em camundongos 

ARicKO (Fig. 20b). A Pio reduz o conteúdo proteico por mg de tecido em ambos 

ARicWT e ARicKO, embora este conteúdo ainda é maior nos ARicKO (Fig. 20b). Não 

encontramos diferenças significativas no conteúdo total de proteína do TAM entre 

ARicWT e ARicKO (Fig. 20c). Por fim, a Pio aumenta o conteúdo total de proteínas 

em ARicWT, mas não em ARicKO (Fig. 20c). Também realizamos ensaios de 

captação de glicose in vitro com fragmentos de tecido adiposo, e encontramos, que 

em uma situação basal (sem insulina no meio) não há diferença na captação de 

glicose entre ARicWT e ARicKO (Fig. 20d). Já o tratamento com Pio aumenta a 

captação de glicose por miligrama de proteína em ARicWT, mas não em ARicKO (Fig. 

20d). Ao normalizarmos a captação de glicose pela massa total do TAM, encontramos 

que ARicKO tem menor captação de glicose, e que a Pio aumenta a captação em 

ARicWT, mas não em ARicKO (Fig. 20e). Também avaliamos a lipólise in vitro pelo 

ensaio de liberação de glicerol por fragmentos do TAM e TAB inguinal. Encontramos 

que a lipólise está elevada no TAM de ARicKO tratados com Pio (Fig. 20f). A deleção 

de Rictor em adipócitos aumenta a lipólise no iTAB independentemente do tratamento 

com Pio (Fig. 20 g). Não há diferenças entre ARicWT e ARicKO no conteúdo de UCP-

1 no TAM, mas o tratamento com Pio aumenta o conteúdo dessa proteína em ARicWT 

e em menor intensidade em ARicKO (Fig. 20hjk). O conteúdo das enzimas FAS e 

SCD1 está reduzido em ARicKO (Fig. 20hjk). A Pio reduz o conteúdo dessas proteínas 

em ARicWT, redução esta, que é exacerbada pela deleção de Rictor (Fig. 20hjk).  
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Figura 20. (a) Fotomicrografia representativa de secções do TAM corado com H&E, 
conteúdo de proteínas totais normalizado por (b) miligrama e por (c) massa total do TAM, 
ensaio de captação de glicose in vitro normalizado por (d) miligrama de proteínas e por 
(e) massa total do TAM, ensaio de liberação de glicerol por miligrama de proteína no TAM 
(f) e no iTAB (g), (h-k) conteúdo proteico de UCP-1, FAS e SCD1 no TAM de 
camundongos controles (ARicWT) e com deleção de Rictor em adipócitos (ARicKO) 
alimentados por oito semanas com dieta hiperlipídica (HFD) suplementada ou não com 
pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =3-6 camundongos por análise. Dados representados 
como média±EPM; letras diferentes acima das barras representam diferença estatística, 
p < 0,05. 
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Pio exacerba a esteatose hepática em camundongos ARicKO 
 
 O TAG sérico está reduzido nos camundongos ARicKO independentemente do 

tratamento, sem qualquer efeito da Pio (Fig. 21a). Os ácidos graxos livres séricos 

também estão reduzidos em camundongos ARicKO alimentados com HFD (Fig. 21b). 

O tratamento com a Pio reduz os ácidos graxos livres nos ARicWT, e em maior 

magnitude nos ARicKO (Fig. 21b). Encontramos que a lipólise está aumentada no 

TAM e iTAB de ARicKO tratados com Pio (Fig. 20fg), mas isso não reflete em aumento 

de ácidos graxos livre séricos (Fig. 21), o que sugere utilização destes por outros 

tecidos. Um possível destino dos ácidos graxos livres é o fígado, onde estes podem 

ser estocados ou oxidados para a produção de energia ou corpos cetônicos. 

Interessantemente, camundongos ARicKO alimentados com a HFD apresentaram 

esteatose hepática moderada, avaliada pela análise histológica da deposição de 

gordura no fígado (Fig. 21c). Apesar de não afetar a deposição de gordura no fígado 

de camundongos ARicWT, a Pio exacerbou a acúmulo de gordura e esteatose 

hepática em camundongos ARicKO (Fig. 21c). Não encontramos diferenças 

significativas no conteúdo de glicogênio no fígado de ARicWT e ARicKO avaliada pela 

coloração com PAS (Fig. 21c). Avaliamos também a função das mitocôndrias do 

fígado de camundongos ARicWT e ARicKO na presença do substrato succinato. Não 

encontramos alterações significativas na atividade da cadeia respiratória mitocondrial, 

como avaliado pelo Estado-3 mitocondrial induzido pelo ADP, pelo Estado-4 induzido 

pela inibição da ATP-sintase com oligomicina e pela respiração máxima do Estado-3u 

induzido pelo desacoplador CCCP entre os genótipos e tratamentos (Fig. 21d). Ainda, 

a razão do controle respiratório (RCR), que representa o acoplamento da cadeia 

respiratória, também não difere entre os grupos (Fig. 21e).  
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Figura 21. (a) Triacilglicerol e (b) ácido graxo livre circulantes, (c) fotomicrografia 
representativa de secções do TAM corado com H&E e PAS, (d) taxa de consumo de 
oxigênio e (e) razão do controle respiratório de mitocôndrias isoladas do fígado de 
camundongos controles (ARicWT) e com deleção de Rictor em adipócitos (ARicKO) 
alimentados por oito semanas com dieta hiperlipídica (HFD) suplementada ou não com 
pioglitazona (Pio, 30 mg/ kg/ dia). n =3-14 camundongos por grupo. Dados representados 
como média±EPM; letras diferentes acima das barras representam diferença estatística, 
p < 0,05. 
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Discussão 
 mTORC2 é ativada por fatores de crescimento e regula a proliferação, 

sobrevivência e o metabolismo celular [27]. Estudos anteriores demonstraram que a 

deleção de Rictor em adipócitos induz resistência à insulina e impede a expansão do 

tecido adiposo [65,146]. Neste estudo, nós produzimos camundongos com deleção 

de Rictor especificamente em adipócitos e desafiamos esses animais e seus controles 

com uma dieta hiperlipídica suplementada ou não com Pio. Em suma, a deficiência de 

Rictor/mTORC2 em adipócitos reduz o ganho de peso e adiposidade, promove 

resistência à insulina e hipersinulinemia. Por outro lado, o tratamento com Pio abole a 

resistência à insulina e a hipersinulinemia em camundongos com deficiência de Rictor 

em adipócitos, efeitos que foram associados a um aumento significativo da esteatose 

hepática. Ou seja, enquanto a Pio melhora a homeostase da glicose em camundongos 

controles promovendo redistribuição de gordura do tecido adiposo visceral para o TAM 

principalmente, em camundongos com deficiência de Rictor em adipócitos, a Pio 

melhora a homeostase da glicose promovendo maior deposição de lipídeos no fígado 

como resultado do bloqueio da expansão do TAM devido a deficiência de mTORC2.  

 A Pio e a insulina aumentam, independentemente, a fosforilação da Akt em 

Ser473 no TAM de camundongos alimentados com HFD. Surpreendentemente, 

encontramos que a Pio e a insulina têm efeito sinérgico no aumento da fosforilação 

da Akt no TAM, o que pode, portanto, amplificar os efeitos da via de sinalização da 

PI3k-mTORC2-Akt. Como esperado, a deficiência de Rictor/mTORC2 em adipócitos 

reduz ou abole totalmente o aumento do conteúdo de Akt fosforilada em Ser473 

induzida por insulina, Pio ou sua combinação.  

Por meio do uso de diferentes modelos genéticos de deleção de Rictor em 

adipócitos, estudos demonstraram que Rictor/mTORC2 é essencial na manutenção 

da massa do TAM e necessário para a expansão da massa dos TABs induzida por 

dietas hiperlipídicas [113,146,148]. Corroborando estes estudos, encontramos que a 

deleção de Rictor em adipócitos não só 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 número de 

adipócitos uniloculares e redução no conteúdo relativo de proteína por miligrama de 

tecido, bem como, hiperplasia dos adipócitos, evidenciado pelo aumento no conteúdo 
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total de proteína do TAM. Interessantemente, deficiência de Rictor em adipócitos 

reduz todas essas ações da Pio, sugerindo que mTORC2 é um mediador importante 

tanto do acúmulo de lipídeos que determina a hipertrofia quanto do aumento do 

número de células do TAM induzidos pela ativação farmacológica da PPARg. 

Estudos prévios demonstraram que a ativação farmacológica de PPARg 

promove hipertrofia dos adipócitos marrons devido ao aumento da capacidade do 

TAM de captar e estocar lipídeos circulantes via aumento da atividade da LPL, e 

enzimas envolvidas na geração de glicerol 3-fosfato e síntese de TAG [31,159,180]. 

Nossos achados sugerem então que mTORC2 pode ser um mediador importante 

dessas ações da Pio, hipótese esta que será investigada em estudos futuros. Nossos 

dados indicam também que o processo de lipogênese de novo parece não participar 

da deposição de lipídeos nos adipócitos marrons induzida pela Pio, como evidenciado 

pela importante redução no conteúdo da FAS e SCD-1 no TAM após tratamento com 

este ligante.         

Além da deposição de lipídeos, o aumento de massa do TAM induzido pela Pio 

pode envolver também um possível aumento no número de adipócitos marrons, como 

pode ser evidenciado pelo aumento no conteúdo total de proteínas deste tecido. 

Interessantemente, a deficiência de Rictor em adipócitos aboliu este aumento no 

conteúdo de proteínas totais do TAM, sugerindo que mTORC2 é um importante 

mediador dessas ações da Pio. Aumento no número de células de determinado tecido 

resulta de maior proliferação celular e/ou menor apoptose, processos que foram 

mostrados em estudos prévios sofrerem regulação por mTORC2 [27,222,223]. 

Importante ressaltar que a deficiência de mTORC2 em adipócitos também reduziu o 

aumento do conteúdo de células do TAM em camundongos aclimatados ao frio 

(Capítulo II), sugerindo que a participação de mTORC2 neste processo independe do 

estímulo desencadeador: ativação adrenérgica no frio ou ativação farmacológica de 

PPARg com Pio. Em conjunto, esses resultados sugerem que mTORC2 é um 

importante mediador da expansão do TAM. 

Um outro achado importante de nosso estudo foi que a Pio melhora a 

sensibilidade à insulina em camundongos com deficiência de Rictor em adipócitos como 

evidenciado pelo aumento da sensibilidade à insulina e bloqueio completo do aumento 

na insulina sérica de jejum. Os mecanismos pelos quais a deleção de Rictor em 

adipócitos promove resistência à insulina são ainda desconhecidos. Considerando 
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que mTORC2 é um importante ativador da Akt e captação de glicose mediada por 

GLUT-4 em adipócitos [141,146,224], podemos sugerir que a resistência à insulina 

apresentada por camundongos ARicKO resulta da inabilidade da insulina de estimular 

a captação de glicose em adipócitos. Assumindo que este mecanismo seja verdadeiro, 

a reduzida captação de glicose pelo TAB resultaria em hiperglicemia, que promoveria 

uma hiperinsulinemia compensatória e assim resistência à insulina. A ausência de 

alterações significativas na glicemia de jejum e na tolerância à glicose entre 

camundongos ARicWT e ARicKO, entretanto, sugerem o envolvimento de outros 

mecanismos. Uma outra possibilidade ainda não explorada é que a hiperinsulinemia, 

mas não a hiperglicemia é o evento primário no desenvolvimento da resistência à 

insulina em camundongos ARicKO. Assim, a deficiência de mTORC2 em adipócitos, 

por mecanismos desconhecidos que podem envolver a liberação de metabólitos ou a 

função endócrina do tecido adiposo, promoveria um aumento na secreção (aumento 

na massa das ilhotas pancreáticas) e/ou redução da degradação da insulina 

resultando em hiperinsulinemia e resistência à insulina. Estas hipóteses serão 

testadas em estudos futuros. Importante ressaltar que nossos resultados de 

hiperinsulinemia e aumento da massa das ilhotas estão em pleno acordo com os 

dados prévios de Cybulski [141] e Kumar [114] obtidos em camundongos com deleção 

de Rictor utilizando a enzima Cre sob controle do promotor do aP2/Fabp4. 

Interessantemente, a Pio melhorou a sensibilidade à insulina, reduziu a insulina sérica 

de jejum e a área das ilhotas pancreáticas em camundongos com deficiência de Rictor 

em adipócitos, apesar de promover maior deposição de lipídeos no fígado. Essa 

esteatose hepática provavelmente resulta da incapacidade da Pio de promover a 

deposição de lipídeos e expansão do TAM devido a deficiência de mTORC2 em 

adipócitos, bem como, da ativação de PPARg em hepatócitos, resultando no 

direcionamento e otimização do estoque de ácidos graxos no fígado. Estudos prévios 

demonstraram que a esteatose hepática está associada com um aumento na 

expressão de PPARg em hepatócitos [225,226], um fator de transcrição que promove 

a expressão de diversas enzimas envolvidas no transporte de ácidos graxos e síntese 

de triacilglicerol potencializando a deposição de lipídeos nestas células. O impacto 

dessa potencialização da esteatose induzida pela Pio na função hepática precisa ser 

melhor avaliada.  

Uma das perguntas que surgiram a partir dos resultados obtidos neste trabalho 
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é: Como que Rictor/mTORC2 em adipócitos modula a atividade de PPARg no TAM? 

Um dos possíveis mecanismos pode envolver FoxO1, um fator de transcrição que 

modula a atividade transcricional de PPARg [227,228]. Mecanisticamente, a ativação 

da Akt pela via da insulina/PI3K/mTORC2 leva à fosforilação de FoxO1, impedindo 

sua entrada no núcleo. Na ausência dessa fosforilação, FoxO1 é direcionada ao 

núcleo onde promove atraso no ciclo celular, resistência ao estresse e apoptose [27]. 

Estudos prévios mostraram que a ativação de FoxO1 inibe a adipogênese [229], a 

expressão de PPARg, bem como a ligação de PPARg no DNA por um mecanismo de 

interação proteína-proteína, impedindo assim, a heterodimerização de PPARg com 

RXR [229,230]. De fato, um estudo recente demonstrou que a inibição de FoxO1 

aumenta a massa do TAM, que antes estava reduzida em camundongos com deleção 

de Rictor em células que expressam UCP-1 [231]. Estudos adicionais são necessários 

para investigar o envolvimento de FoxO1 como mediador da inibição de PPARg 

associada à deficiência de mTORC2. 

Conclusão 
mTORC2 em adipócitos é um importante mediador da expansão de massa do 

TAM, mas não da melhora na sensibilidade à insulina induzida pela ativação 

farmacológica de PPARg com Pio. Surpreendentemente, bloqueio da expansão do 

TAM induzido pela Pio resultou na maior deposição de lipídeos no fígado. Estudos 

adicionais serão necessários para investigar os mecanismos que determinam a 

comunicação entre tecido adiposo e fígado.   
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Capítulo IV 

 

A deficiência de Rictor/mTORC2 em adipócitos prejudica a 
melhora na sensibilidade à insulina induzida por uma dieta 

hiperlipídica rica em ácidos graxos ω-3 
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Introdução 

Uma das hipóteses sugeridas para explicar o aumento da prevalência do 

sobrepeso e/ou obesidade em humanos observado nas últimas décadas é o aumento 

da ingestão de ácidos graxos saturados e poli-insaturados (PUFA, polyunsaturated 

fatty acids) ômega-6 (ω-6) em detrimento de PUFA ômega-3 (ω-3)  [232–234]. 

Durante a maior parte da evolução humana a ingestão de PUFAs seguiu a razão de 

ω-6/ω-3 de 1:1, mas nas últimas décadas houve uma inflexão positiva no consumo de 

ω-6, e atualmente a razão ω-6/ω-3 ultrapassa 20:1 [233]. Ao contrário dos ácidos 

graxos saturados e ω-6, os ácidos graxos ω-3 reduzem a hipertrigliceridemia e 

hipercolesterolemia, aumentam a sensibilidade à insulina, reduzem a inflamação, 

aumentam a capacidade respiratória e a oxidação mitocondrial de ácidos graxos no 

tecido adiposo, entre outros efeitos benefícios [235–238]. Estudos indicam que os ω-

3 podem ou não melhorar a resistência insulínica em humanos a depender da dose, 

tempo e da presença de síndrome metabólica [239]. Os mecanismos de ação dos ω-

3 nos tecidos adiposos, na homeostase da glicose e no ganho de massa corporal 

ainda não foram completamente elucidados. 

Ácidos graxos poli-insaturados ω-3 são naturalmente encontrados em peixes 

marinhos que se alimentam de fitoplâncton que sintetizam os ω-3 [239]. Embora não 

sejam sintetizados por mamíferos, os ω-3 são obtidos pela alimentação ou pela 

suplementação, principalmente, na forma de óleo de peixe [239]. Os ω-3 são os ácidos 

linolênico (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 ácidos graxos ω-3, os 

mais estudados são o EPA e DHA [240].  

A obesidade visceral é caracterizada por um quadro de inflamação crônica de 

baixa intensidade que afeta principalmente o tecido adiposo, mas também o intestino, 

pâncreas, entre outros tecidos [67]. Diversos sinais participam no desenvolvimento da 

inflamação associada à obesidade, como por exemplo, a maior absorção intestinal de 

lipopolissacarídeo (LPS) oriundo de bactérias Gram negativas, estresse mecânico, 

hipóxia tecidual e morte de adipócitos devido a hipertrofia exagerada, bem como a 

ativação de vias de sinalização pró-inflamatórias, como as do receptor Toll-like 4 e 2 

e do inflamassoma por ácidos graxos saturados [78,241]. Enquanto que uma dieta 

rica em ácidos graxos saturados promove resistência insulínica e inflamação, em 

contrapartida, um dieta enriquecida com ácidos graxos ω-3 exerce potentes efeitos 
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anti-inflamatórios [236,239,242,243]. Entre os mecanismos propostos de redução da 

inflamação pelos ácido graxos ω-3 estão a ativação do receptor de lipídeos GPR120 

[244] e/ou do fator de transcrição PPARg [245], bem como a produção de mediadores 

lipídicos anti-inflamatórios como as resolvinas, protectinas e maresinas, a inibição da 

síntese de eicosanoides, entre outros [239,246].   

Como mencionado no capítulo anterior, PUFAs (EPA e DHA) são ligantes 

endógenos de PPARs, e muitas das funções dos ácidos graxos ω-3 nos tecidos 

adiposos é creditada à ação de PPARg. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa 

demonstrou que a inibição farmacológica de PPARg em camundongos transgênicos 

Fat-1 (camundongos que expressam uma dessaturase que converte ω-6 em ω-3) 

impede a melhora na tolerância à glicose induzida pelos ácidos graxos ω-3 [245]. 

Como mencionado anteriormente, PPARg é expresso principalmente e participa 

ativamente no controle da função de adipócitos. Um dos mecanismos pelos quais 

ácidos graxos ω-3 melhoram a homeostase da glicose envolve a maior secreção de 

adiponectina pelos adipócitos por um mecanismo dependente de PPARg [246]. A 

adiponectina é um hormônio que aumenta a sensibilidade à insulina e reduz a 

inflamação tecidual, melhorando a homeostase da glicose [247–249].  

Além da homeostase da glicose, a ingestão de dieta rica em ácidos graxos ω-

3 reduz o ganho de peso e adiposidade e, portanto, protege camundongos do 

desenvolvimento da obesidade induzida pela ingestão de dieta hiperlipídica. 

Interessantemente, a ingestão de dieta rica em ácidos graxos ω-3 protege contra o 

ganho de peso sem alterar a ingestão e absorção calóricas, o que indica um aumento 

de gasto energético como mecanismo responsável [236,250]. Diversos estudos 

encontraram que enriquecimento da dieta com ácidos graxos ω-3 aumenta a 

expressão de UCP-1 e de marcadores termogênicos no TAB e TAM, sugerindo o 

envolvimento da termogênese independente do tremor muscular no aumento de gasto 

energético induzido por estes ácidos graxos [251–253]. Com o objetivo de testar esta 

hipótese, nosso laboratório alimentou camundongos controles e com deficiência de 

UCP-1 com dieta rica em ácidos graxos ω-3. Interessantemente, a deficiência de 

UCP-1 não impediu a redução no ganho de massa corporal, melhora a homeostase 

da glicose (GTT e ITT) e aumento do gasto energético de camundongos induzidos 

pela ingestão de dieta rica em ácidos graxos ω-3 [250]. Em conjunto, estes dados 

sugerem que os efeitos benéficos dos ácidos graxos ω-3 protegendo contra a 
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obesidade e melhorando a homeostase da glicose ou não envolvem UCP-1 ou na 

ausência desta proteína mecanismos compensatórios são recrutados.  

mTOR e ω-3 

Um estudo recente demonstrou que a via PI3K-mTORC2-Akt está aumentada 

e participa nas ações 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 oxidação de EPA pela 12-LOX é secretada por adipócitos marrons sob 

estímulo adrenérgico e estimula a captação de glicose no TAM e músculo esquelético 

in vivo, e em adipócitos brancos in vitro, mas não no iTAB in vivo [63]. Nesse mesmo 

estudo, foi encontrado in vitro que 12-HEPE aumenta a atividade de mTORC2 e 

promove a captação de glicose em adipócitos marrons por um mecanismo 

dependente de PI3K [63]. Um estudo do grupo do professor Jerrold Olefsky descobriu 

que o receptor acoplado à proteína G GPR120 é um receptor de ácidos graxos poli-

insaturados de cadeia longa que medeia os efeitos anti-inflamatórios dos PUFAs 

[244]. Ainda, demonstrou que a ativação de GPR120 por ω-3 estimula a fosforilação 

de Akt em Ser473 via PI3K, aumenta a captação de glicose e translocação de GLUT-

4 em adipócitos, além de inibir a inflamação tecidual induzida por macrófagos [244]. 

Curiosamente, a ativação de PI3K mediada por GRP120 acontece via proteína Gq/11 

e não por IRS-1, funcionalmente, isso é traduzido pela ausência de efeito aditivo de 

insulina com ω-3 na captação de glicose e fosforilação de Akt em Ser473 em 

adipócitos [244]. Em conjunto estes estudos sugerem que ácidos graxos ω-3 podem 

exercer seus efeitos benéficos na homeostase da glicose promovendo a ativação de 

mTORC2 e Akt.   

 

Hipótese  

A ingestão de dieta hiperlipídica enriquecida com ácidos graxos ω-3 reduz o 

ganho de peso corporal e adiposidade e melhora a homeostase da glicose por 

mecanismos dependentes de mTORC2 em adipócitos. 
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Objetivo 

Investigar o envolvimento de mTORC2 de adipócitos como um possível 

mediador da proteção contra o ganho de peso e melhora na homeostase da glicose 

induzida pela ingestão de dieta rica em ácidos graxos ω-3.   

Material e métodos 

 Desenho experimental 
 

Camundongos ARicWT e ARicKO machos de 8 semanas de idade foram 

alimentados ad libitum com dieta hiperlipídica contendo 60% das calorias 

provenientes da banha de porco (HFD) ou dieta hiperlipídica com 60% das calorias 

provenientes do óleo de peixe (HFn3) por 8 semanas e mantidos a 23 ± 2°C em ciclo 

claro/escuro de 12 h/12 h (ciclo claro com início às 07h00) (Figura 22). Ambas dietas 

são compostas por 20% de carboidratos, 20% de proteínas e 60% de gorduras, em 

kcal. As composições da HFD e HFn-3 estão descritas na Tabela 5. As amostras de 

tecidos adiposos, fígado, músculo gastrocnêmio e soro foram obtidas após 12 h de 

restrição alimentar overnight, anestesia com isoflurano e eutanásia por 

exsanguinação. 

 

 
Figura 22. Desenho experimental do Capítulo IV. 

 

 

 

 

 



 

 

112 

Tabela 5. Composição da HFD e HFn3  
  HFD HFn3 

Ingrediente g/kg g/kg 

Caseína  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 

Óleo de soja 32,3 32,3 

Banha de porco 316,6 0 

Óleo de peixe 0 316,6 

Mix mineral AIN93M 47,9 47,9 

Mix vitamínico 13,7 13,7 

Bitartarato de colina 2,6 2,6 

Total (g) 1000 1000 

kcal 5231 5231 

Carboidratos (% de kcal) 20 20 

Lipídeos (% de kcal) 60 60 

Proteínas (% de kcal) 20 20 

 
Cromatografia gasosa 

 
Aproximadamente 10 mg das diferentes rações foram analisadas para o perfil 

de ácidos graxos por reação de transesterificação para CG/FAME como previamente 

descrito [255]. Brevemente, lipídeos das dietas foram extraídos com 

clorofórmio:metanol (2:1). Posteriormente a fração clorofórmio foi misturada com 

metanol (1,76 mL), ácido margárico 1 mg/mL (50 μL), cloreto de acetila (100 μL) e 

aquecido a 100ºC por 60 min. Após 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 orgânica superior foi coletada e evaporada sob nitrogênio líquido e o resíduo foi 

dissolvido em 40 μL de hexano. 1 μL das amostras foi injetado individualmente em um 

cromatógrafo a gás (Trace 1310 – Thermo Scientific) com detector de ionização em 

chama, usando uma coluna capilar (DB-FFAP, 15 m × 0.1 mm id × 0.1 um, Agilent 

Technologies). Éster metílico de ácidos graxos (FAME) foi identificado pela 

comparação direta com FAME standard mix (Supelco 37 Component FAME Mix; 

Sigma-Aldrich), individualmente os picos foram integrados e normalizados pelo 
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padrão interno. A porcentagem de FAME individual foi calculada em relação à área 

total dos picos Tabela 6. 

Tabela 6. Composição de ácidos graxos da HFD e HFn3 (mg/g) 
Ácido 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 

Somatório saturados     120,6 
(36%) 106,3 (36%) 

Somatório monoinsaturados     143,4 
(43%) 82,1 (28%) 

Somatório poli-insaturadors ω-6     66,7 (20%) 25,3 (9%) 
Somatório poli-insaturadors ω-3 3,8 (1%) 80,6 (27,3%) 

Razão  ω-6/ ω-3     17,5 0,31 
 

Consumo de oxigênio tecidual 
 

Tecido adiposo inguinal ou marrom, ~10 ou ~3 mg respectivamente, foram 

avaliados para consumo de oxigênio basal durante 10 min em respirômetro de alta 

resolução Oxygraph-2K (Oroboros, Áustria) em meio DMEM contendo 25 mM glicose 

e 4% BSA aquecido a 37°C [21]. A taxa de consumo de oxigênio foi calculada pela 

velocidade de decaimento da concentração de oxigênio em função 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 Capítulo III. 

Teste de tolerância ao piruvato intraperitoneal (ipPTT): o ipPTT foi avaliado 

como a área sob a curva (AUC) da glicemia após a administração de piruvato (2 g/ kg 

de massa corporal) em função do tempo (min). Para isso, após 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 após a administração intraperitoneal de 

piruvato. A glicemia caudal foi mensurada com glicosímetro One Touch Select Plus 

Flex (Johnson & Johnson, Brasil). 

 
Western blotting, histologia, medida de TAG e glicerol circulantes e análise estatística 

foram realizados essencialmente como descrito na seção “Material e métodos” do 

Capítulo III. 

 

 

Resultados 

Dieta HFn3 aumenta a atividade de mTORC2 no iTAB, mas não 
no TAM 
 
 Iniciamos este estudo avaliando a atividade de mTORC2 nos TAM e TAB 

inguinal de camundongos controles (ARicWT) e com deleção de Rictor 

especificamente em adipócitos (ARicKO) alimentados por 8 semanas com uma dieta 

rica em lipídeos proveniente da banha de porco (HFD) ou do óleo de peixe (HFn3). 

Ao fim da intervenção dietética encontramos, como esperado, que a deleção de Rictor 

em adipócitos reduz o conteúdo dessa proteína no TAM de ARicKO alimentados tanto 

com HFD quanto com HFn3 (Fig. 23AB). Importante ressaltar que o conteúdo residual 

da proteína Rictor observado no TAM em ARicKO pode ser em decorrência de 

macrófagos e outras células que compõe este tecido, que não os adipócitos maduros. 

Como esperado devido a deleção de Rictor, o conteúdo de Akt fosforilada em Ser473 

é reduzido no TAM de camundongos ARicKO independentemente da dieta (Fig. 

23AB). A ingestão de dieta rica em óleo de peixe não alterou o conteúdo 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 conteúdo 

reduzido de Akt fosforilada em Ser473 no TAB inguinal independentemente da dieta. 

Em contraste ao TAM, entretanto, a ingestão de dieta HFn3 aumentou a atividade de 

mTORC2 avaliada pelo conteúdo de Akt fosforilada em Ser473 no TAB inguinal de 

ARicWT, aumento este, que é totalmente abolido pela deleção de Rictor em adipócitos 

(Fig. 23CD). 

 

 
Figura 23. Conteúdo proteico de Rictor, Akt fosforilada em Ser473 e Akt Total no (A) 
TAM e (B) iTAB de camundongos controles (ARicWT) e com deleção de Rictor em 
adipócitos (ARicKO) alimentados por oito semanas com HFD ou HFn3. n=5-6 
camundongos por grupo. Dados representados como média±EPM; letras diferentes 
acima das barras representam diferença estatística, p < 0,05. 

 

 

Deleção de Rictor em adipócitos reverte parcialmente a 
redução de ganho de peso induzida pela ingestão de dieta HFn3 
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(Fig. 24G). Curiosamente, a dieta HFn3 aumenta a massa do fígado em camundongos 

ARicWT, mas não ARicKO (Fig. 24G). A massa do músculo gastrocnêmio não é 

alterada pelo genótipo ou dieta (Fig. 24H). Análise histológica revelou que os 

adipócitos marrons de ARicWT e ARicKO na HFD preservam o caráter multilocular, 

embora os adipócitos marrons de ARicKO tenham menor deposição de gordura (Fig. 

24I). A dieta rica em óleo de peixe reduz drasticamente a deposição de lipídeos e 

tamanho das gotículas de gordura dos adipócitos marrons de camundongos ARicWT 

e ARicKO (Fig. 24I). Os adipócitos do TAB inguinal são menores em ARicKO 

alimentados com HFD em comparação com ARicWT (Fig. 24J). A dieta HFn3 reduz o 

tamanho dos adipócitos em ARicWT e ARicKO (Fig. 24J). Encontramos adipócitos 

multiloculares (beige-like, parecidos com bege) no TAB inguinal de camundongos 

ARicWT, mas não em ARicKO (Fig. 24J). O padrão de distribuição desses adipócitos 

multiloculares no iTAB era setorizado, não uniforme em toda a lâmina e foi encontrado 

em 75% (3/4) dos cortes histológicos, enquanto que encontramos 0% (0/4) nos outros 

grupos experimentais (Fig. 24J). Por fim, avaliamos a taxa de consumo de oxigênio 

(OCR) em pequenos fragmentos de iTAB e TAM na presença de glicose. Na HFD, o 

OCR não difere entre ARicWT e ARicKO, enquanto que a dieta HFn3 aumenta o OCR 

em ambos os genótipos (Fig. 24K). Diferentemente do TAM, o TAB inguinal de 

ARicKO tem reduzido OCR em relação a ARicWT na HFD (Fig. 24L). A dieta HFn3 

também aumenta o consumo de oxigênio no iTAB de camundongos ARicWT, mas 

não em ARicKO (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) 
fígado e (H) músculo gastrocnêmio, fotomicrografias de secções coradas com 
hematoxilina e eosina do (I) TAM e (J) iTAB, e consumo de oxigênio de fragmentos 
de tecido adiposo (K) branco inguinal e (L) marrom)  de camundongos controles 
(ARicWT) e com deleção de Rictor em adipócitos (ARicKO) alimentados por oito 
semanas com HFD ou HFn3. n=5-6 camundongos por grupo. Dados representados como 
média±EPM; letras diferentes acima das barras representam diferença estatística, p < 
0,05. 
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Dieta rica em óleo de peixe melhora a resistência à insulina por 
mecanismos parcialmente dependentes de mTORC2 em adipócitos 
 

Como ilustrado na Figura 25, camundongos ARicWT e ARicKO alimentados 

com HFD apresentam similar tolerância à glicose (Fig. 25AC). Ainda, a dieta HFn3 

aumenta a tolerância à glicose em ambos os genótipos, como avaliado pela menor 

área sob a curva do GTT (Fig. 25BC). No ITT, encontramos que camundongos 

ARicKO são resistentes à insulina na HFD (Fig. 25DF). A ingestão de dieta HFn3 

aumenta a sensibilidade à insulina em camundongos ARicWT, efeito este, que foi de 

menor magnitude em ARicKO (Fig. 25EF). Ainda, a gliconeogênese, avaliada pela 

área sob a curva no teste de tolerância ao piruvato, não difere entre ARicWT e ARicKO 

alimentados com HFn3 (Fig. 25GH). A glicemia de jejum dos camundongos ARicKO 

é maior do que nos ARicWT tanto na HFD quanto na HFn3 (Fig. 25I). Após duas horas 

de acesso livre à comida, a glicemia de ARicKO não difere de ARicWT na HFD (Fig. 

25I). Na HFn3, a glicemia de ARicKO após a realimentação é maior do que a aferida 

em ARicWT (Fig. 25I). A concentração sérica de insulina é maior em ARicKO na HFD 

em relação a ARicWT (Fig. 25J). A dieta HFn3 reduz a insulina circulante de ARicWT 

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 tolerância à glicose, (C) área sob a curva do GTT, 
(D,E) teste de tolerância à insulina, (F) taxa de decaimento da glicemia por min  do 
ensaio de ITT, (G) teste de tolerância ao piruvato, (H) área sob a curva do PTT, (I) 
glicemia de jejum e realimentado e (J) insulinemia de camundongos controles 
(ARicWT) e com deleção de Rictor em adipócitos (ARicKO) alimentados por oito 
semanas com HFD ou HFn3. n=5-6 camundongos por grupo. Dados representados como 
média±EPM; letras diferentes acima das barras representam diferença estatística, p < 
0,05. 
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Rictor/mTORC2 em adipócitos não é necessário para a redução 
de citocinas pró-inflamatórias induzidas pela dieta rica em óleo de 
peixe 
  

Camundongos com deleção de Rictor em adipócitos alimentados com HFD têm 

menor conteúdo das citocinas TNFa, IL-1b, IL-6 e 1L-10 no TAB epididimal (Fig. 26A-

D). A dieta HFn3 reduz o conteúdo dessas citocinas no eTAB de camundongos 

ARicWT, sem diferenças com ARicKO (Fig. 26A-D). 

 
Figura 26. Conteúdo em micrograma de (A) TNFa, IL-1b, (C) IL-6 e (D) 1L-10 por 
miligrama de proteína de homogenato de TAB epididimal de camundongos controles 
(ARicWT) e com deleção de Rictor em adipócitos (ARicKO) alimentados por oito 
semanas com HFD ou HFn3. n=5-6 camundongos por grupo. Dados representados como 
média±EPM; letras diferentes acima das barras representam diferença estatística, p < 
0,05. 

 

Dieta rica em óleo de peixe protege camundongos ARicKO da 
esteatose hepática por mecanismo dependente de mTORC2, mas 
não de mTORC1 
 

Na HFD, camundongos com deleção de Rictor em adipócitos apresentam 
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244/246 e da enzima FAS (Fig. 27D-G). A dieta HFn3 reduz o conteúdo dessas 

proteínas no fígado de camundongos ARicWT e ARicKO, com exceção da S6 

fosforilada que se mantem elevada (Fig. 27D-G). Esses resultados sugerem que a 

ativação da sinalização mediada por mTORC2 e 1 conduz à esteatose hepática pela 

ativação da via da lipogênese de novo no fígado de camundongos ARicKO e que a 

dieta HFn3 reverte este quadro via inibição de mTORC2, e não mTORC1.  

 
Figura 27. (A) TAG  e (B) ácido graxo livre circulante, (C) fotomicrografia do fígado 
corado com hematoxilina e eosina (escala da barra = 50 μm), (D) conteúdo proteico 
de proteínas da sinalização de mTOR e da lipogênese de novo no fígado de 
camundongos controles (ARicWT) e com deleção de Rictor em adipócitos (ARicKO) 
alimentados por oito semanas com HFD ou HFn3. n =5-6 camundongos por grupo. Dados 
representados como média±EPM; letras diferentes acima das barras representam 
diferença estatística, p < 0,05. 
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Discussão 
Exploramos a participação de mTORC2 em adipócitos nas ações benéficas 

associadas à ingestão de uma dieta enriquecida com ácidos graxos poli-insaturados 

ω-3. Demonstramos que no tecido adiposo subcutâneo, os ácidos graxos ω-3 

estimulam a fosforilação da Akt em Ser473. mTORC2, como discutido anteriormente, 

juntamente com PDK1, fosforila a Akt, permitindo sua atividade máxima [30]. Alguns 

estudos corroboram nossos achados de que ácidos graxos podem ativar a via da 

PI3K-mTORC2-AKT [249,254], entretanto em alguns tipos celulares, como em 

linhagens de câncer de próstata, a fosforilação de Akt em T308 por PDK1 é inibida 

por EPA/DHA, mas a fosforilação em Ser473 não é alterada [256]. Nesse sentido, 

também encontramos que a fosforilação de Akt no TAM não é influenciada pela dieta 

HFn3 nos camundongos controles, embora a deleção de Rictor reduza a fosforilação 

em ambas as dietas. Esses resultados indicam que a ativação de mTORC2-Akt por 

ácidos graxos ω-3 é tecido e contexto-dependente. Outro ponto é como que ácidos 

graxos ω-3 podem ativar a via de sinalização da Akt no iTAB. Um estudo demonstrou 

que a ativação do receptor de ácidos graxos GPR120, independente da ativação do 

receptor da insulina, ativa a via da PI3K-mTORC2-Akt in vitro por um mecanismo 

dependente de proteínas Gq/11 [244].  

 Encontramos efeitos antagônicos das dietas HFD e HFn3 no ganho de massa 

corporal em ARicKO. Enquanto camundongos ARicKO são 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, não encontramos alteração 

no consumo alimentar entre camundongos ARicWT e ARicKO em nenhum dos 

protocolos realizados. Essas discrepâncias no consumo alimentar entre os dois 

estudos podem ser decorrentes de diferenças na composição da microbiota intestinal, 

temperatura, bem como diferenças genéticas/epigenéticas entre as colônias de 

camundongos. Os mecanismos pelos quais a deleção de Rictor em adipócitos tem 

maior ganho de massa corporal na HFn3 são desconhecidos, mas podem estar 

associados à redução do gasto energético. Nesse sentido, encontramos que 

camundongos ARicKO tem menor consumo de oxigênio no iTAB, e que o aumento de 

consumo de oxigênio neste tecido induzido por HFn3 é totalmente bloqueado pela 
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deleção de Rictor. Ainda, a deleção de Rictor impede o browning do iTAB induzido por 

HFn3. Se o reduzido browning e consumo de oxigênio em ARicKO na HFn3 é um dos 

mecanismos envolvidos no maior ganho de massa corporal em ARicKO precisa ser 

investigado. Entretanto, o potencial de geração de calor e de aumento do gasto 

energético pelo browning do TAB é reduzido [1], e portanto, outros mecanismos 

podem ser determinantes da massa corporal. Recentemente, nosso grupo de 

pesquisa demonstrou que a proteína UCP-1 não é necessária para a redução de 

massa corporal induzida pela dieta HFn3 [250], suportando a ideia de que a deleção 

de Rictor possa controlar o ganho de massa corporal independentemente do browning 

do iTAB. 

Considerando que a via PI3K-mTORC2-AKT tem um papel essencial na 

captação de glicose pela translocação de GLUT-4 sensível à insulina [38], é possível 

que essa via seja essencial nas ações dos ácidos graxos ω-3 na sensibilidade à 

insulina. Aqui, demonstramos que a deleção de Rictor em adipócitos impede 

parcialmente a melhora na sensibilidade à insulina induzida pelos ácidos graxos ω-3. 

Nosso laboratório demonstrou que a inibição de PPARg bloqueia a ação de ácidos 

graxos ω-3 na tolerância à glicose [236]. No Capítulo III, demonstramos que a deleção 

de mTORC2 reduz as ações do ligante de PPARg Pio nos tecidos adiposos. Portanto, 

um dos mecanismos pelo qual mTORC2 controla a sensibilidade à insulina pode estar 

envolvido com a atividade transcricional de PPARg. 

Ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 também inibem a inflamação por 

mecanismos que envolvem mudanças na composição de membranas celulares, bem 

como, conversão de ômega-3 em oxilipinas via ação de ciclooxigenases, 

lipoxigenases e enzimas do citocromo P450 [257]. Essas oxilipinas promovem efeitos 

autócrinos e parácrinos que resolvem a inflamação [257]. Aqui, encontramos que a 

dieta HFn3 reduz tanto citocinas pró-inflamatórias (TNFα, IL-6 e IL-1β) quanto a anti-

inflamatória IL-10 em ARicWT, sem diferença quando comparados a ARicKO. 

Portanto, mTORC2 em adipócitos não é necessário para os efeitos dos ácidos graxos 

poli-insaturados ω-3 na inflamação do tecido adiposo. Três estudos utilizando 

camundongos com deleção de Rictor em adipócitos encontraram resultados 

controversos sobre a participação de Rictor no processo inflamatório. O primeiro 

estudo argumenta que camundongos ARicKO tem aumento do conteúdo de TNFα e 

de macrófagos no tecido adiposo epididimal após 11 semanas de alimentação com 
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dieta hiperlipídica causando inflamação desse tecido que, de acordo com os autores, 

precede e é a causa da resistência insulínica desses camundongos [65]. Nesse 

sentido, um estudo recente demonstrou que a deleção de Rictor impede a melhora da 

inflamação induzida pelo fator de crescimento de fibroblastos 1 (FGF-1) por 

mecanismo dependente da citocina CCL2 [258]. Em oposição a esses dois estudos, 

um trabalho demonstrou que a deleção de Rictor em adipócitos impede o processo 

inflamatório no tecido adiposo induzido pelo agente causador da tuberculose [259]. 

Nossos dados sugerem, assim como em [259], que ARicKO são protegidos da 

inflamação no TAB epididimal induzidos por uma dieta HFD, e que os efeitos dos 

ácidos graxos ω-3 na melhora da sensibilidade à insulina não envolvem o processo 

inflamatório. 

A deleção de Rictor em adipócitos reduz TAG e ácidos graxos livres circulantes 

na HFD, pois estes, são provavelmente direcionados ao fígado onde são estocados 

promovendo esteatose hepática (Capítulo III). Aqui, encontramos que a dieta HFn3 

reverte o quadro de esteatose, reduzindo a deposição lipídica nos hepatócitos. Ácidos 

graxos ômega-3 são potentes inibidores da lipogênese de novo, por inibirem a 

atividade e expressão das enzimas ACC, FAS e SCD1 [160,260,261]. Entretanto, os 

mecanismos de controle da lipogênese de novo induzidos por esses ácidos graxos é 

desconhecido. Um dos mecanismos, não descrito na literatura, pode ser via mTOR. 

mTORC1 e mTORC2 promovem a síntese lipídica por mecanismos que envolvem o 

controle de SREBP1 e lipina por mTORC1, e SREBP1 e ChREBP1 por mTORC2 

[20,27,262]. No fígado de camundongos ARicKO alimentados com HFD há o aumento 

do conteúdo de Akt fosforilada em Ser473 e de S6 fosforilada em Ser240/244, 

mediado por mTORC2 e mTORC1, respectivamente. A dieta HFn3 reduz em ARicKO 

o conteúdo de FAS e Akt fosforilada em Ser473, mas não altera o conteúdo de S6 

fosforilada. Esses dados sugerem que a melhora na esteatose hepática induzida por 

ácidos graxos ômega-3 são dependentes da inibição de mTORC2 e não de mTORC1.  

Em suma, esses resultados indicam que Rictor é fundamental para a melhora 

na sensibilidade à insulina tanto no tecido adiposo quanto no fígado. Os mecanismos 

envolvidos nessas respostas ainda são desconhecidos. 

 

 

 

 



 

 

125 

Conclusão 
 Nesse estudo, demonstramos a participação de Rictor em adipócitos na 

melhora da homeostase da glicose induzida pelos ácidos graxos ômega-3. De forma 

complementar, a deficiência de Rictor prejudica a melhora na sensibilidade à insulina 

por mecanismos independentes da inflamação. Ainda, os ácidos graxos ômega-3 

revertem a esteatose hepática mesmo com um quadro de resistência insulínica. Por 

fim, demonstramos que camundongos ARicKO tem maior ganho de massa corporal 

em uma dieta enriquecida com ω-3, provavelmente, por mecanismos de redução de 

gasto de energia, dentre eles, a redução do consumo de oxigênio no iTAB.  
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Capítulo V  
Considerações Finais 
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Nesta tese estudamos a participação de Rictor/mTORC2 em adipócitos na 

termogênese adaptativa, obesidade induzida por dieta e nas ações da pioglitazona e 

óleo de peixe, com o objetivo de avaliar o metabolismo energético, glicídico e lipídico. 

Em conjunto, nossos dados expandem o conhecimento da participação de mTORC2 

no controle do metabolismo e demonstram a importância desse complexo na 

expansão dos tecidos adiposos e na sensibilidade à insulina. 

 

 

Conclusões 
 

- Camundongos com deleção de Rictor em adipócitos tem reduzido conteúdo 
total de UCP-1 no tecido adiposo marrom e inguinal, o que conduz à redução 
da capacidade termogênica e aumento compensatório de tremor muscular 
após aclimatação ao frio; 
 

- Rictor/mTORC2 em adipócitos é necessário para a captação de glicose no 
tecido adiposo marrom estimulada pela pioglitazona, mas não pelo frio; 
 

- Camundongos com deleção de Rictor em adipócitos são resistentes à insulina 
quando aclimatados ao frio ou alimentados com dieta hiperlipídica rica em 
ácidos graxos provenientes da banha de porco ou do óleo de peixe, mas são 
tolerantes à glicose; 
 

- Camundongos com deleção de Rictor em adipócitos são parcialmente 
protegidos do ganho de massa corporal e apresentam redução da adiposidade 
quando alimentados com dieta hiperlipídica rica em ácidos graxos provenientes 
da banha de porco; 
 

- Rictor/mTORC2 em adipócitos é essencial para a expansão do tecido adiposo 
marrom induzida pelo frio, dieta hiperlipídica e pioglitazona, por diferentes 
mecanismos que envolvem a proliferação celular, menor lipogênese de novo e 
maior lipólise; 
 

- Camundongos com deleção de Rictor em adipócitos desenvolvem esteatose 
hepática, a qual é exacerbada pela pioglitazona, mas inibida pela dieta 
hiperlipídica rica em óleo de peixe. 
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