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RESUMO

O estudo das vias de sinalizacdo envolvidas no metabolismo energético é de
grande relevancia fisiolégica, uma vez que um desequilibrio da homeostase energética
pode resultar em obesidade e/ou sindrome metabdlica e aumento da mortalidade por
doenca cardiovascular. Estudos recentes de nosso grupo em trés modelos experimentais
que exibem distintos tipos de dislipidemias revelaram alteragcbes significativas da
composicao corporal, gasto energético e padrao de ingestdo alimentar. Neste trabalho
estudamos a homeostase energética desses modelos dislipidémicos avaliando: (1) a
expressao e fosforilagdo da proteina quinase dependente de AMP (AMPK), um importante
regulador do metabolismo energético, bem como de seu alvo, a enzima acetil-CoA
carboxilase (ACC), em figado e musculo esquelético de camundongos
hipoalfalipoproteinémicos e hipercolesterolémicos e (2) o efeito da alimentagdo pareada
em animais hipertrigliceridémicos que apresentam alteragbes de comportamento
alimentar, metabolismo corporal e maior atividade do canal mitocondrial de potassio
sensivel ao ATP (mitoKATP).

Considerando os animais hipoalfalipoproteinémicos (transgénicos para CETP), os
quais apresentam aumento de gasto energético global, verificamos que estes apresentam
reducao da massa relativa dos depdésitos adiposos quando comparados os controles wild
type (WT). O estudo da ativacdo da AMPK e da ACC mostra que o estado energético dos
tecidos muscular e hepatico parece nao diferir nos animais CETP e WT. Tanto no figado
como no musculo dos animais CETP nao houve alteracdo da massa e do estado de
ativacao da AMPK e da ACC. Estes resultados sugerem que nao ocorrem variacdes
significativas na sintese, armazenamento e “exportagdo” de lipides no figado destes
animais. Em relagao ao musculo séleo, pode-se concluir que ndo ha alteragédo de sintese
e catabolismo lipidico nos animais CETP. De modo geral, podemos dizer que a
sinalizagdo da AMPK ndo esta ativada nestes tecidos e, portanto, que o maior
metabolismo corporal observado nestes animais deve estar sendo causado por outros
tecidos do organismo, por exemplo, o proprio tecido adiposo.

Em animais machos e fémeas hipercolesterolémicas (LDLRO) observamos
reducdo da massa corporal, porém sem alteracdo significativa da massa relativa dos
depdsitos adiposos quando comparados aos animais controles wild type. Os resultados
sobre ativagdo da AMPK e da ACC mostram que o estado energético em tecidos

periféricos é diferente nos animais LDLRO e controles (WT). No figado das fémeas



hipercolesterolémicas observamos aumento da ativagdo da AMPK sem alteracdo
significativa da fosforilagdo da ACC. Isso significa que ndo houve inibicado da lipogénese
ou ativagcao da beta-oxidacao no figado dos animais hipercolesterolémicos, embora possa
ter havido aumento de catabolismo de outros nutrientes. No musculo séleo das fémeas e
dos machos nao houve alteracao de fosforilacdo de ambas AMPK e ACC. Pode-se entao
concluir que nao ha deprivacao energética no musculo destes animais.

Considerando o estudo em animais hipertrigliceridémicos (HTG), quando
submetidos ao regime de paired feeding (PF) observamos uma reducdo de 17% no
consumo alimentar nas fémeas e nos machos HTG quando comparados aos HTG
alimentados ad libitum (ad lib). Isso levou a uma reducéao significativa do ganho de peso
dos HTG-PF comparados aos WT-ad lib, em ambos os sexos. Os animais HTG-PF
mantiveram a massa dos depdsitos adiposos da carcaga semelhantes aos WT-ad lib e
HTG-ad lib. No entanto, o depdsito adiposo visceral das fémeas HTG-ad lib € menor que
dos WT-ad lib, enquanto nos machos, os HGT-PF apresentaram maior adiposo visceral
que os HTG-ad lib. Quando comparados aos WT-ad lib, verificamos que as fémeas HTG-
PF mantiveram aumento significativo da atividade (abertura) do canal de potéssio
mitocondrial sensivel ao ATP (mitoKATP) e da produgéo corporal de CO,. No entanto, nos
machos HTG-PF houve fechamento dos mitoKATP, reducdo da produgdo de CO, e
manutencdo da massa corporal. Assim, pode-se inferir que o metabolismo corporal
(producao de CO,) reflete 0 aumento do metabolismo celular causado por aumento da
atividade do mitoKATP que desacopla levemente as mitocéndrias e que estas adaptacdes

sao revertidas pela restricdo alimentar nos machos, mas nao nas fémeas HTG.



ABSTRACT

An imbalance of energy homeostasis can result in obesity and/or metabolic
syndrome and increased mortality from cardiovascular disease. Recent studies by our
group in three experimental models that exhibit different types of dyslipidemia have shown
significant changes in body composition, energy expenditure and food intake. In this work
we studied the energy homeostasis in these models through: (1) quantifying the
expression and phosphorylation of AMP-dependent protein kinase (AMPK), a key
regulator of energy metabolism, as well as its target, the enzyme acetyl-CoA carboxylase
(ACC) in liver and skeletal muscle in hypoalphalipoproteinemic and hypercholesterolemic
mice and (2) the effect of paired feeding regimen on hypertriglyceridemic mice that present
increased food intake, body CO, production and increased activity of the mitochondrial
potassium channel sensitive to ATP (mitoKATP).

Considering the hypoalphalipoproteinemic mice (transgenic for CETP), which show
an increased overall energy expenditure, we found that these mice have reduced relative
fat depot mass when compared to wild type controls (WT). Western blot analyses showed
that, in both tissues, liver and muscle, there were no changes in mass and state of
activation of AMPK and ACC in CETP compared to WT mice. These results suggest that
no significant variations in the synthesis, storage and secretion of lipids in the liver of these
mice. Regarding the soleus muscle, these results suggest that there is no change in lipid
synthesis and catabolism in CETP mice. Overall we may say that AMPK signaling is not
activated in liver and muscle tissues and, therefore, that the increased body metabolism
observed in these CETP mice must be caused by other body tissues, for example, the
adipose tissue itself.

In hypercholesterolemic male and female mice (LDLRO) we observed a reduction in
body mass, but no significant change in the relative mass of fat depots when compared to
WT. The results on activation of AMPK and ACC show that the liver of LDLRO females had
increased activation of AMPK without significant change in the phosphorylation of ACC.
This means that there was no inhibition of lipogenesis and activation of 3-oxidation in the
liver of hypercholesterolemic mice, although there may have been increased catabolism of
other nutrients. In the soleus muscle of females and males there were no changes in the
phosphorylation state of both AMPK and ACC. Then, we can conclude that there is no
energy deprivation in the muscle of these LDLRO mice.



Considering the study with hypertriglyceridemic (HTG) mice, when subjected to the
paired feeding (PF) we observed a 17% reduction in food intake of females and males
when compared to HTG mice fed ad libitum (ad lib). This led to a significant reduction in
HTG-PF weight gain compared to WT-ad lib in both sexes. HTG-PF mice retained the
mass of carcass fat deposits similar to WT and HTG ad lib. Compared to WT-ad lib, HTG-
PF mice maintained significant increased activity (opening) of the mitoKATP and body CO,
production. These data showed that the regimen of paired feeding in which HTG mice
were submitted did not change the high rate body metabolism and mitochondrial resting
respiration observed in HTG-ad lib mice. These results suggest that the metabolic
adaptation of HTG (higher activity of mitoKATP) is not sensitive to changes in food
restriction and compromises the rate of body growth.
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INTRODUCAO

Metabolismo de lipoproteinas e aterosclerose

Os lipideos sédo encontrados em todas as células e sao importantes na secrecao
da bile, como precursores de hormonios e vitaminas e sao responsaveis pela producao e
armazenamento de energia. Os lipideos sdo transportados no plasma e na linfa na forma
de lipoproteinas (LP) e os principais encontrados no plasma sao: colesterol, triacilglicerol,
fosfolipides e acidos graxos nao esterificados.

As lipoproteinas sdo complexos macromoleculares compostos de um nucleo
lipidico hidrofébico (principalmente colesterol esterificado e triacilglicerol) e de uma
camada externa unica hidrofilica composta principalmente por fosfolipides, colesterol livre
e proteinas (apoproteinas- Apo).

As lipoproteinas podem ser classificadas conforme o tamanho da particula, a
composicao quimica, densidade e mobilidade eletroforética (Rifai et al, 1999). Estao
descritas seis lipoproteinas plasmaticas de acordo com a densidade e mobilidade
eletroforética. As principais classes sao: quilomicrons (QM, chylomicrons), lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL, very low density lipoprotein), lipoproteina de densidade
baixa (LDL, low density lipoprotein) e lipoproteina de densidade alta (HDL, high density
lipoprotein); e a lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) e a lipoproteina a [Lp(a)]
sdo classificadas como lipoproteinas “especiais”.

Os QM sao as maiores lipoproteinas plasmaticas presentes no estado pés-
prandial, produzidas pelo intestino, ricas em triacilglicerol (85/ 90%) porém pobres em
colesterol livre e fosfolipides. Contem aproximadamente 1/ 2% de proteinas sendo
composto por apo B-48, apo A (1, II, 1V), apo C (I, II, 1ll) e apo E. A interagdo dos QM com
a lipoproteina lipase (LPL, enzima presente no endotélio vascular) resulta nos
remanescentes de quilomicrons que sao particulas menores, depletadas de triacilglicerol
(Rifai et al., 1999). Esses remanescentes sao rapidamente eliminados do plasma pelo
figado através de receptores hepaticos chamados de LRP (LDL receptor related protein)
(Herz et al.,1988; Mahley et al.,1998).

As VLDL, menores que os quilomicrons, sdo compostas de aproximadamente 55%
de triacilglicerol, 20% de colesterol, 15% de fosfolipides e 10/ 15% de proteinas,
principalmente Apo B-100, Apo C e Apo E. Sua sintese ocorre no figado (Mahley et al.,
1998). Os triacilglicerdis da VLDL sao hidrolisados pela LPL e lipase hepética (LH),



tornando as particulas cada vez menores e mais ricas em colesterol. Essas particulas,
chamadas de IDL (lipoproteinas de densidade intermediaria) sdo, em grande parte,
rapidamente captadas via receptores hepaticos especificos (LRP) e o restante continua
circulando, perdendo mais triacilgliceréis, fosfolipidios e apoliporoteinas, transformando-
se entdo em LDL (Ginsberg et al, 2001). As IDLs perdem a maior parte das
apolipoproteinas C, no entanto, conservam as apo-B100 e apo-E, deste modo a captacao
de remanescentes de VLDL e IDL pelos hepatécitos € mediada pela apo-E, e a captacéao
de LDL pelo receptor de LDL é mediada pela apo-B100 (Mahley et al., 1999).

As LDL séao responsaveis por aproximadamente 50% da massa lipoprotéica total
do plasma humano. Seu diametro € bem menor que o QM e VLDL, sendo o colesterol
ester responsavel por cerca de 2/3 da massa de LDL e 25% de proteina, principalmente
de apo-B100. Grande parte de sua absorgéao tecidual (em torno de 75%) ocorre no figado.

As HDL podem ser sintetizadas pelo figado ou pelo intestino através da liberagcéao
de particulas contendo apo-A1 chamadas de precursoras de HDL ou HDL nascentes (pré
B HDL). Estas particulas sado ainda pobres em lipidios e recebem colesterol livre e
fosfolipides dos tecidos via interagdo com transportadores de membrana conhecidos
como ABCA1 (ATP-binding cassete A1) (Oram et al., 2000; Schmitz et al., 2009). A HDL
madura, constituida por 50% de proteina, 20% de colesterol na forma livre e esterificada,
30% de fosfolipides e somente tragos de triacilglicerol, adquire colesterol das células e o
transporta para o figado para ser excretado ou para outras células que necessitam de
colesterol (Mahley et al., 1999).

Uma vez dentro da célula, o colesterol derivado das LP exerce varias acdes
regulatérias, incluindo a repressdo da HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metil-glutaril
coenzima A redutase), enzima que catalisa a etapa limitante da biossintese do colesterol,
e da transcricao do gene do receptor da LDL. Desta forma, as células se protegem de um
aumento excessivo da concentracdo de colesterol. Por outro lado, na deprivacdo de
colesterol, as células aumentam a expressdao da HMG-CoA redutase, estimulando a
sintese de novo de colesterol, e aumentam também a expressao dos receptores de LDL,
promovendo captacao do colesterol exdgeno (Brown e Goldstein, 1986).

As alteragdes lipidicas decorrentes de disturbios em qualquer fase do metabolismo
lipidico (Rifai et al., 1999) como, elevacdo das concentra¢des de LDL e diminuicdo de
HDL séao fatores de risco primarios para o desenvolvimento da aterosclerose (NCEP,
2001).
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Define-se atualmente a aterosclerose coronariana como sendo o resultado da
interacao de multiplos processos associados a dislipidemia, injuria do endotélio e reposta
inflamatdria, fatores estes que levam a um conjunto de modificagcbes da camada intima
arterial (Schwartz et al.,, 1993). O dano ao endotélio constitui um evento fundamental na
fase inicial da aterosclerose. O aumento do tempo de permanéncia das lipoproteinas no
compartimento plasmatico, que ocorre nas hiperlipidemias, pode facilitar a oxidacao
dessas particulas.

A LDL penetra na parede vascular através do endotélio e pode sofrer alteracdes
quimicas como oxidacao e protedlise. A LDL pode ser modificada por espécies reativas
de oxigénio (EROS), oxigénio molecular, compostos quimicos endégenos ou exdgenos in
vitro e in vivo. Estudos demonstram que produtos de oxidagcao de colesterol, gerados
pela modificacdo oxidativa da LDL, os hidroperoxidos de colesterol, conferem
citotoxicidade a particula e sao relevantes para patogénese e progressao da
aterosclerose (Chilsom e Steinberg, 2000).

A LDL modificada estimula a expressao de moléculas de adesao na superficie de
células endoteliais que fardo com que células mononucleares infitrem no espago
subendotelial estimulando a infiliragdo de mondcitos e proliferacdo e migragao de células
musculares lisas (Chien et al., 2003). Estas células mononucleares irdo se transformar em
células espumosas (foam cells), pois apresentam receptores que reconhecem as LDL
modificadas (receptores scavenger), mas que nao sao regulados pela entrada de
colesterol na célula. Estas células (mondcitos) passam a secretar varias citocinas, como
por exemplo, os fatores de crescimento que levam a proliferacdo celular e producao da
matriz extracelular, formando a chamada fatty streak que representa o estagio inicial da
placa de ateroma, a qual evolui diminuindo a luz da artéria (Ross et al.,, 1993, Fan e
Watanabe 2003). A ruptura da placa aterosclerética, com consequliente instalacdo de um
trombo no local é a principal causa das sindromes coronarianas agudas (Libby et al.,
2011).
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Dislipidemias

As dislipidemias sao alteragoes lipidicas decorrentes de distirbios em qualquer
fase do metabolismo das lipoproteinas (Quintdo et al., 2011). As principais dislipidemias
podem ser classificadas em: hipercolesterolemia isolada (aumento sérico do colesterol
total e/ou do colesterol da LDL); hipertrigliceridemia isolada (aumento dos triacilglicerdis);
hiperlipidemia mista (aumento do colesterol e dos triacilglicerdis) e diminuigéo isolada do
colesterol de HDL (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001).

A hipercolesterolemia familiar humana (FH) é uma doenca autossémica
dominante, relativamente comum, causada por muta¢des no gene do receptor da LDL.
Essas mutacées resultam em mau funcionamento (afetam a capacidade do receptor para
ligar seus ligantes em lipoproteinas ou mutacdes em receptores que se ligam
normalmente, mas nao sao capazes de internalizar a lipoproteina) ou auséncia do
receptor, levando a elevacao das concentragdes plasmaticas de LDL e colesterol total.
Individuos heterozigotos para a FH ocorrem com uma freqiiéncia de cerca de 1 em 500
na populacdo e sdo encontrado em muitos grupos étnicos. Normalmente apresentam
concentracdes de colesterol plasmético que séo duas a trés vezes acima da média (maior
que 300 mg/dL) e concentragdes de LDL maiores que 250 mg/dL. Individuos homozigotos
para FH sdo raros, ocorrendo na freqiiéncia de cerca de 1 em 10° na populacio.
Apresentam concentra¢des de colesterol de trés a seis vezes acima da média (variagéo
de 600 a 1000 mg/dL) e de concentracdes de LDL-colesterol de 550 a 950 mg/dL (Hobbs
et al., 1992; Mahley et al., 1999, Quintao et al., 2011).

A hipertrigliceridemia €& caracterizada pelo aumento das concentragbes
plasmaticas VLDL, que causam elevagdes da concentracdo de triacilglicer6is totais
plasmaticos. A hipertigliceridemia parece ser causada pela superproducado de VLDL na
presenca de producdo, aparentemente normal, de apo-B, o que leva a secrecao de
grandes VLDL ricas em triacilglicerois. Disturbios secundarios (resisténcia a insulina, por
exemplo) que levam a producdo excessiva de VLDL podem exacerbar a sindrome
(Mahley et al., 1999, Quintao et al., 2011).

A hipoalfalipoproteinémia € uma desordem autossémica dominante e manifesta-se
por baixos niveis plasmaticos de HDL (menos de 40 mg/dL) e um risco aumentado para
doenca corondria prematura. Os defeitos genéticos e metabdlicos que levam a baixos
niveis de HDL no plasma sdao muito variados, como por exemplo, alteragcdes genéticas no
receptor ABCA1 e na ApoA1 (Mahley et al., 1999, Quintao et al., 2011).
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Diversos estudos demonstram que a obesidade estd relacionada com
hipertrigliceridemia, hipertensdo, reducdo de HDL-colesterol, intoleréncia a glicose e/ou
resisténcia a insulina (Ten et al., 2004, Alberti et al., 2009, Catenacci et al., 2009).

Sindrome Metabdlica: conceito e epidemiologia

A sindrome metabdlica (SM), antigamente conhecida como sindrome X, é a
combinacdo de anormalidades metabdlicas que sado fatores de risco para doencas
cardiovasculares. Diferentes definicdes foram propostas para a SM (Tabela 1). A primeira
delas em 1998, da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), considera a resisténcia
insulinica como fator indispensavel a seu diagndstico; a segunda defini¢cdo foi elaborada
posteriormente pelo National Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel IlI
(NCEP-ATP l1lI, 2001) e, por apresentar maior aplicabilidade clinica, € utilizada na maioria
dos estudos. Em 2004, essa mesma definicdo passou por uma revisdo gerando o NCEP-
R, e no ano seguinte, a Federacgao Internacional de Diabetes (IDF) propbs nova definigao,
na qual a presencga de gordura visceral torna-se o principal fator diagnéstico.

Tabela 1. Definigdes da sindrome metabdlica

OMS, 1998 1. Alteracao da homeostase da glicose (tolerancia alterada a glicose ou
(Alberti et al., 1998) | glicemia de jejum alterada) ou DM e/ou resisténcia a insulina

2. Duas ou mais das seguintes condi¢des:

a. pressao arterial = 160/90 mmHg

b. trigliceridemia = 150 mg/dL e/ou nivel de HDL < 35 mg/dL para homens
e < 39 mg/dL para mulheres

c. obesidade central (indice cintura/quadril > 90cm para homens e > 85cm
para mulheres) ou indice de massa corporal (IMC) > 30 kg/m?

d. microalbuminuria (taxa de excrecao urindria de albumina = 20 mcg/min
ou indice albumina/creatinina = 20 mg/g)

NCEP-ATPIII, 2001 | 1. Trés ou mais das seguintes condicoes:

(Expert Panel. a. obesidade central (circunferéncia abdominal > 102 cm para homens e
JAMA, 2001) > 88 cm para mulheres)

b. trigliceridemia = 150 mg/dL

c. niveis de HDL < 40 mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres
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NCEP-R, 2004
(Grundy et al.,
2004)

IDF, 2005 e 2006
(Alberti et al., 2005
e 2006)

d. presséao arterial = 130/85 mmHg

e. glicemia de jejum =2 110 mg/dL

1. Trés ou mais das seguintes condicdes:

a. obesidade central (circunferéncia abdominal > 102 cm para homens e
> 88 cm para mulheres)

b. trigliceridemia = 150 mg/dL ou tratamento especifico para essa
anormalidade lipidica

c. niveis de HDL < 40 mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres ou
tratamento especifico para essa anormalidade lipidica

d. presséo arterial = 130/85 mmHg ou tratamento especifico para
hipertensao previamente diagnosticada

e. glicemia de jejum = 100 mg/dL ou tratamento com drogas para aumento
de glicose.

1. Obesidade central (circunferéncia abdominal = 94 cm para homens
europeus ou = 88 cm para mulheres européias)

Valores especificos devem ser usados para outros grupos étnicos

2. Duas ou mais das seguintes condigées:

a. trigliceridemia = 150 mg/dL ou tratamento especifico para essa
anormalidade lipidica

b. niveis sangliineos de HDL < 40 mg/dL para homens ou < 50 mg/dL para
mulheres, ou tratamento especifico para essa anormalidade lipidica

C. pressao sistdlica 2 130 mmHg ou presséao diastdlica = 85 mmHg, ou
tratamento especifico para hipertensao previamente diagnosticada

d. glicemia de jejum = 100 mg/dL, ou diagndéstico prévio de DM tipo |l

OMS: Organizagao Mundial da Saude, NCEP-ATPIII: National Cholesterol Education Program- Adult Treatment Panel
Ill, NCEP-R: National Cholesterol Education Program- Adult Treatment Panel Il Revised, IDF: International Diabetes
Federation; DM: diabetes melito, HDL: High Density Lipoprotein. Outras referéncias: Steemburgo et al, 2007; Benetos
et al, 2008; Teixeira et al, 2007.

Dados epidemiol6gicos da SM sao geralmente de dificil obtengédo, uma vez que a

definicdo da sindrome é variavel. A prevaléncia pode variar de 10 a 22% conforme as

definicdes adotadas em uma mesma populacdo francesa (Benetos et al., 2008). Para

residentes norte-americanos, a prevaléncia de SM esta estimada em 47 milhdes de

individuos com uma distribuicdo ajustada pela idade de maneira semelhante entre

homens (24%) e mulheres (23%) (Bentley-Lewis et al., 2007). Ginter e colaboradores

estimam que, na populagao geral de paises desenvolvidos, a prevaléncia de SM chegue a
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40% da populagado adulta (Ginter et al., 2008). Segundo a IDF, a obesidade abdominal é
uma condi¢do obrigatéria da sindrome metabdlica. No caso da obesidade, dados sobre
sua prevaléncia sdao abundantes. A Organizacdo Mundial da Saude estima que mais de
1,7 bilhdes de pessoas ao redor do mundo apresentem sobrepeso e 310 milhées sejam
obesas (Bessesen, 2008). Nos Estados Unidos cerca de dois tercos dos adultos
encontram-se acima do peso e 28% dos homens e 34% das mulheres sdao obesos. No
Reino Unido, aproximadamente 45% das mulheres e 30% dos homens estdo acima do
peso e na Inglaterra cerca de um quarto sdo obesos (James, 2004 e Hession et al., 2008).
No Brasil, dados da pesquisa de Vigilancia de fatores de risco e protecao para doencas
cronicas por inquérito telefénico (Vigitel- Ministério da Saude, Brasil, 2010) indicam que na
populagdo adulta (= 18 anos) a prevaléncia de obesidade (IMC = 30 kg/m?) é de 14,4%
em homens e 15,5% em mulheres e o excesso de peso (IMC = 25 kg/m?) em homens é
de 52,1% e 44,3% em mulheres.

Controle do balanco energético

A obesidade é resultado de um desequilibrio da homeostase energética pela
diferenca entre a quantidade de energia obtida pelo individuo através dos alimentos e a
energia gasta para a manutengdo do seu metabolismo basal, realizacdo de atividades
fisicas e termogénese adaptativa (Speakman et al., 2004; Spiegelman et al., 2001). Nas
ultimas décadas, varias proteinas sistémicas e intracelulares, em diferentes 6rgaos, foram
apontadas como determinantes do controle do balanco energético, o qual pode ser
dividido em central e periférico.

O controle do balanco energético central envolve diversos neurohorménios
anorexigénicos e orexigénicos. Esses diversos e complexos sinais convergem nos
neurdnios da regido hipotaldmica do nucleo arqueado (AN, arcuated nucleus) e nucleo
paraventricular (PVN) (Folmes et al., 2007), de onde sao desencadeadas as sinalizagbes
para as repostas periféricas e comportamentais.

O controle periférico pode ser exercido por diversos horménios que ativam o
metabolismo (catecolaminas, horménios da tiredide, etc), bem como pela atividade de
proteinas intracelulares determinantes das vias de anabolismo e catabolismo. Com
relacdo a dissipacao de energia, merecem destaque as vias ativadas pelos receptores
adrenérgicos, as proteinas desacopladoras (UCPs) e proteinas reguladoras de enzimas
chaves das reagdes catabdlicas, como a proteina kinase ativada por AMP (AMPK).
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Via de sinalizacao da AMPK (proteina quinase ativada por AMP)

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) participa da regulagéo do suprimento
energético e vias de geragao de energia em resposta a necessidade metabolica da célula.
Foi descrita pela primeira vez em 1973, no entanto as pesquisas sobre ela tiveram maior
avangao em 1994, quando a subunidade catalitica de mamiferos foi clonada. Um
interesse maior surgiu quando os primeiros resultados indicaram que a AMPK pode
regular a expressao génica e ser um importante alvo terapéutico para o diabetes, cancer e
obesidade (Rutter et al., 2008, Mantovani et al., 2011).
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Figura 1. Cronologia do estudo da AMPK (retirado de Rutter et al., 2008).

AMPK é um complexo protéico heterotrimérico composto por uma subunidade a
(a1 e 02), uma subunidade B (B1 e B2) e uma subunidade y (y1, y2 e y3), cada uma
codificada por um gene diferente (Rutter et al., 2003; Sanders et al., 2007, Townley et al.,
2007, Canto et al., 2010; Gormand et al., 2011). A subunidade a é a subunidade catalitica
a qual contem o dominio quinase, e entre os diferentes sitios de fosforilagdo, a treonina
172 deve ser fosforilada para conferir a atividade da AMPK. A subunidade B serve
principalmente como o nucleo estrutural da proteina através de interagbes com as
subunidades a e y, além de possuir um dominio com afinidade para glicogénio. A
subunidade regulatéria y € o componente funcional central responsavel pela resposta ao
AMP, pois sua ligacdo ao dominio CBS (cystathionine B synthase) ativa alostericamente a
AMPK, tornando-a um melhor substrato para quinases do que para as fosfatases (Arad et
al., 2007, Hardie et al., 2007, Osler et al., 2008, Amadeo et al., 2007).
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Figura 2. Complexo enzimatico da AMPK. (A) Em condigdes em que ndo ha privagdo de
energia, a enzima esta inibida pelo ATP. (B) Em condicdes de estresse energético, o AMP,
abundante, se liga a subunidade y, gerando uma mudanca conformacional, permitindo que ocorra
a fosforilagdo da treonina 172 por quinases upstream, levando a ativagao da AMPK. KD: dominio
quinase. *: dominio de ligacao do glicogénio (retirado de Arad et al., 2007).

Foram identificadas trés quinases upstream que podem ativar a AMPK através da
fosforilagdo da Thr-172 na subunidade catalitica. A LKB1 (liver kinase B1) parece ser
crucial no controle da glicemia e no metabolismo de lipidios; a CaMKKB (Ca?®*/calmodulin-
dependent protein kinase kinase) é considerada uma quinase upstream alternativa e atua
em resposta ao aumento da concentracdo intracelular de Ca®"; e a terceira quinase
potencialmente ativadora da AMPK é TAK1 (transforming growth factor-b-activated kinase
1) que fosforila a AMPK em fibroblastos de ratos neonatos, mas sua real influéncia ainda
€ controversa (Long et al., 2006, Viollet et al., 2009; Rutter et al., 2008; Witczak et al.,
2008, Jansen et al., 2009).

Além da fosforilagdo, a AMPK é ativada alostericamente pelo AMP que se liga a
subunidade regulatéria y. Essa ligagao induz uma mudanga conformacional no dominio
quinase a qual protege a AMPK de desfosforilagdo na Thr-172, provavelmente, catalisada
por uma forma da proteina fosfatase 2A ou 2C (Viollet et al., 2009).
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Figura 3. Ativacdo da AMPK por diferentes mecanismos. Ativagdo por (setas verdes): (1)
regulacao alostérica por AMP; (2) fosforilacao por LKB1 (liver kinase B1) que junto com a MO25
(mouse protein 25) e a STRAD (Ste20-related adaptor protein) formam um complexo
heterotrimérico; (3) fosforilagdo por CaMKK (Ca*‘/calmodulin-dependent protein kinase kinase); e
(4) fosforilagdo por TAK1 (transforming growth factor-b-activated kinase 1) a qual forma um
complexo com a TAB1 (TAK binding protein-1) e TAB2 ou TAB3. A inativacao (seta vermelha)
ocorre através da desfosforilacdo pela proteina fosfatase 2A ou 2C (adaptado de Lage et al., 2008,
Rutter et al., 2008, Witczak et al., 2008, Kahn et al., 2005).

O sistema da AMPK é ativado por qualquer estresse que cause aumento na
relagéo intracelular AMP/ATP, tanto com a produgé&o quanto com consumo de ATP. Esses
estimulos sdo os mais diversos e podem ser fisioldgicos, tais como os estados de jejum,
exercicio fisico e contracdo muscular, ou patoldégicos, como a hipodxia, estresse oxidativo,
choque osmotico, choque térmico, envenenamento metabolico, isquemia, diminuicdo do
pH, inibicdo da glicolise e desacopladores da fosforilagdo oxidativa (Santomauro Janior et
al., 2008, Hardie et al., 2011).

Uma vez ativada, a AMPK altera o metabolismo celular, bloqueando vias de
anabolismo enquanto ativa o catabolismo, estimulando a captacdo e oxidacao de acidos
graxos, captagao de glicose e reducao da sintese protéica, a fim de restabelecer relacéo
intracelular AMP/ATP.
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Figura 4. Vias de atuagdo da AMPK fosforilada. Setas verdes indicam vias de catabolismo,
vias que sdo ativadas, e setas vermelhas indicam vias de anabolismo, vias inibidas pela

fosforilagao (ativacdo) da AMPK (Adaptado de Shimmack et al., 2004 e Hardie et al., 2008).

A AMPK coordena mudangas no metabolismo lipidico e, portanto, regula as vias
de oxidagao e sintese de &cidos graxos. A acetil-CoA carboxilase (ACC), principal enzima
na sintese de acidos graxos, foi um dos primeiros substratos a ser identificado como
passivel de fosforilagdo pela AMPK gerando sua inativagao.

A ACC foi reconhecida pela primeira vez em 1958 como um importante
componente enzimatico da via biossintética de acidos graxos (Thampy et al., 1985) e
desde entdo vem sendo estudada por varios grupos. Essa enzima € crucial, pois catalisa
a carboxilagao de acetil-CoA para formar malonil-CoA, um substrato essencial no controle
da sintese e oxidagao de &cidos graxos (Haystead et al., 1988; Ha et al., 1994, Brownsey
et al., 2006, Mantovani et al., 2011).

ACC

t M92+
Acetil-CoA + HCO3 + ATP

<«— = Malonil-CoA + ADP + Pi

A ACC em mamiferos é expressa como duas isoformas a ACC 265, ACC 1 ou
ACCa e a ACC 280, ACC 2 ou ACCB (Saggerson et al., 2008). A ACCa é expressa de
maneira mais abundante em tecidos lipogénicos, como figado, tecido adiposo branco e
glandulas mamarias (Kusunoki et al, 2006), além de ser essencial para o

desenvolvimento embrionario em camundongos (Saggerson et al., 2008). O malonil-CoA
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procedente da ACCa é utilizado pela FAS (fatty acid synthase) para a sintese de acidos
graxos no citosol (Wakil et al., 2009). Diferentemente, o malonil-CoA gerado pela ACCB
nas proximidades da mitocéndria esta primordialmente relacionado com a diminuicao da
B-oxidacao mitocondrial atraves de inibicdo da CPT-1 (carnitina palmitoil transferase 1).
Sua expressao esta aumentada nos tecidos com alto gasto energético como no musculo
esquelético e coracdo, mas também é encontrada no figado, no tecido adiposo marrom,
glandulas mamarias e ilhotas pancreaticas (Saggerson et al., 2008; Kusunoki et al., 2006;
Wakil et al., 2009; Schreurs et al., 2010).

Tanto a ACCa quanto a ACCB podem ser reguladas por interacao alostérica ou por
fosforilagdo, como esquematizado na figura 5. A ativacdo alostérica pode ocorrer por
citrato (periodo pds-prandial), glutamato e outros acidos carboxilicos, e a inibigdo por
acidos graxos de cadeia longa ativados, que séo freqlentes no jejum e diabetes
(Brownsey et al., 2006, Kim et al., 1997, Munday et al., 2002). A fosforilagdo da ACC
resulta na inibicdo de sua atividade e pode ser mediada tanto pela AMPK, quanto pela
PKA ou PKC (Winder et al., 1997), as quais por sua vez podem ser estimuladas pelo
glucagon ou agentes beta-adrenérgicos. Por outro lado, a insulina também pode regular a
ACC direta (Heesom et al., 1998) ou indiretamente, inibindo a AMPK (Munday et al.,
1991).

Stimulated by
glucagon and fi-
adrenergic agents
—

INSULIN se(—) AMPK (alls0 PKA)

Acetyl-CoA \

® ©
@4—' I—‘-.l-C"I]"RATE

Malonyl-CoA I Rt

LONG-CHAIN
FATTY ACYL-CoA

Figura 5. Regulacdo da acetil-CoA carboxilase (ACC) por efetores alostéricos e por
fosforilag@o. Setas verdes correspondem a efetores alostéricos e setas vermelhas a fosforilagio

(retirado de Saggerson et al., 2008).

Essa via atua em diversos 6rgaos, incluindo figado, cérebro, musculo esquelético,

coracao, tecido adiposo e pancreas (Santomauro Junior et al., 2008). A AMPK atua nas
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mudangas no metabolismo lipidico, regulando a oxidagao e a biossintese de colesterol
(HMG-CoA redutase) e acidos graxos (Viollet et al., 2009).

No musculo esquelético e no figado, a ativagdo da AMPK ocorre na Thr 172 da
subunidade a pela quinase upstream LKB1 (Steinberg et al., 2009, Viollet et al., 2009).
Uma das consequéncias imediatas da ativacdo da AMPK é um aumento na captacao de
glicose pelo musculo esquelético através da translocacado de GLUT4 para a membrana.

No musculo, a contracdo muscular ativa a AMPK como conseqliéncia da deplecéao
de ATP e aumento de AMP e, provavelmente, também por meio da ativacdo de CAMKK
em resposta as flutuacdes de Ca?* citosdlico durante a contragdo. AMPK também
blogueia a via da mTOR, principal componente da sinalizacdo para sintese protéica e
producédo de biomassa (Koh et al., 2008, Thomson et al., 2009, Canto et al., 2010). A
AMPK inativa a ACC, principalmente a ACCR, levando a diminuigdo de malonil-CoA que
atua como inibidor alostérico da CPT-1, facilitando a entrada de &cidos graxos de cadeia
longa na mitocondria para sofrerem a beta-oxidagédo (Janovska et al., 2008; Steinberg et
al., 2009, Fantino et al., 2011).

A participacado da via AMPK-ACC no metabolismo de lipides no musculo esta

esquematizada na figura abaixo.
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Figura 6. Regulacdo da oxidacao lipidica no musculo esquelético pela AMPK. (Figura
adaptada de Osler et al., 2007).
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JUSTIFICATIVA

O estudo das vias de sinalizagdo envolvidas no metabolismo energético € de grande
relevancia fisiolégica, uma vez que um desequilibrio energético pode resultar em
obesidade e/ou sindrome metabdlica e aumento da mortalidade por doenga
cardiovascular. Estudos recentes de nosso grupo em trés modelos experimentais que
exibem dislipidemias genéticas revelaram alteragbes significativas da composi¢éo
corporal, gasto energético e padrao de ingestdo alimentar. Como esta bem estabelecido
que a AMPK é um importante regulador do metabolismo energético em diferentes érgaos,
torna-se relevante estudar sua atividade nestas condicbes de alteracdo do balango
energético verificadas em modelos animais com modificagdes genéticas e fenotipicas do

transporte de lipides plasmaticos, descritos a seguir:

e Animais hipoalfalipoproteinémicos (reducao de HDL-colesterol) pela super-
expressao da proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP):

A CETP promove trocas de colesteril éster e triacilglicerol entre as lipoproteinas
plasmaticas alterando sua concentracdo e composicdao quimica. Uma das consequéncias
mais relevantes da acdo da CETP é a redugéo dos niveis circulantes de HDL-colesterol
(Tall et al, 1995). Camundongos normalmente ndo expressam esta proteina.
Camundongos transgénicos para CETP apresentam suscetibilidade alterada para
aterosclerose que, dependendo do contexto metabdlico, pode estar aumentada ou
diminuida (Marotti et al., 1993 e Hayek et al.,, 1995). Observamos recentemente que os
animais CETP apresentam significativa reducéo na massa adiposa visceral e subcutanea,
no tamanho da célula adiposa e nos niveis circulantes de leptina. Estes efeitos foram mais
evidentes em fémeas. Estas tém discreto, porém, significativo, aumento da ingestédo
alimentar e manutencéo de adiposidade reduzida em relagao aos controles (Patricio PR,
resultados ndo publicados, Tese de Doutorado). Nossa hipbétese é de que a atividade da
AMPK nos tecidos periféricos destes animais pode estar alterada, sinalizando aumento de
catabolismo.
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e Animais hipercolesterolémicos por knockout do receptor de LDL (LDLRO):

A falta do receptor de LDL faz com esta lipoproteina acumule na circulagao
sanguinea aumentando a predisposicao para desenvolvimento de aterosclerose. Além
disso, os tecidos esteroidogénicos aumentam a sintese de novo de colesterol, o que leva
o figado a aumentar a secrecdo de VLDL agravando a hipercolesterolemia (Brown &
Goldstein, 1986). Ishibashi et al (1993) empregaram a técnica da recombinagdo homéloga
em células embrionarias para produzir camundongos com o gene do receptor de LDL
inativado e assim reproduziram o fenétipo da hipercolesterolemia familiar. Camundongos
machos e fémeas que ndo expressam receptor de LDL (camundongos LDLRO) séo
viadveis e férteis. Sob dieta pobre em gordura e colesterol, a concentracao de colesterol
plasmatico destes animais é 2 a 4 vezes maior que dos camundongos wild type, devido a
um aumento de sete a nove vezes nas concentragbes IDL e LDL, sem significativa
alteracdo das HDL. Quando submetidos a dieta rica em gordura, esses animais
desenvolvem aterosclerose e xantomatose severas (Ishibashi et al., 1994).

Observamos recentemente nestes animais redu¢cdo da massa corporal, do ganho
de peso e da eficiéncia alimentar. Estes animais também mostraram maior metabolismo
corporal em repouso (consumo de O, e producdo de CO,) e reducao significativa da
atividade fisica espontanea (Dorighello GG, dados ainda nao publicados, projeto de
doutorado em andamento). Portanto, nossa hip6tese é de que a atividade da AMPK e/ou
de seu alvo, a ACC, no figado e musculo destes animais pode estar alterada.

e Animais hipertrigliceridémicos por super-expressao da apo CllI:

A super-expressao da apo Clll reduz a velocidade de remogéo das VLDLs e seus
remanescentes do compartimento plasmatico por prejudicar o reconhecimento destas
lipoproteinas ricas em triacilglicerol pelos seus receptores hepaticos além de inibir
parcialmente a enzima lipoproteina lipase (LPL). Esta maior permanéncia na circulagao
sanguinea tem como consequéncia elevados niveis de triacilglicer6is e fornece mais
acidos graxos para os tecidos (Aalto-Setéla et al., 1992).

Observamos recentemente nestes animais aumento de metabolismo corporal
(produgcéo de CO, e temperatura retal), que pbéde ser explicado bioquimicamente pelo
aumento da atividade do canal mitocondrial de potéassio sensivel ao ATP (mitoKATP) que
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desacopla as mitocéndrias aumentando a dissipacdo de energia. No entanto, os animais
nao sao mais magros, uma vez que apresentam maior ingestdo alimentar espontanea
(Alberici et al., 2006). Assim, a hipétese é que ao avaliar se o regime de alimentacao
pareada a ingestao de animais controles (wild type) levara ao fechamento dos mitoKATP
e emagrecimento dos animais.
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OBJETIVOS

Considerando que (1) esta bem estabelecido que a AMPK é um importante
regulador do metabolismo energético em diferentes 6rgaos, e (2) nao existem estudos do
estado de ativacdao da AMPK em dislipidemias genéticas, nos propusemos a estudar sua
atividade, bem como de seu alvo, a ACC, em tecidos periféricos (figado e musculo séleo)
de modelos animais com tais alteracbes, a saber hipoalfalipoproteinemia e
hipercolesterolemia, os quais apresentam alteragcées do balanco energético. Um segundo
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da alimentagdo pareada (paired feeding) em
camundongos geneticamente hipertrigliceridémicos que apresentam além de maior
ingestdo alimentar, maior atividade do canal mitocondrial de potassio sensivel ao ATP e
maior metabolismo corporal. Os dois estudos estdo esquematizados no fluxograma
abaixo:

Objetivo 1: Estado de ativacdo da AMPK em tecidos de camundongos geneticamente
dislipidémicos.

| Wild type vs hipoalfalipoproteinemicos | /
| Composicao corporal (massa magra vs gordura)

/_.-/_?
\\\)l Lipemia e glicemia |

| Wild type vs hipercolesterolémicos |

| Western blot- AMPK, ACC, GAPDH |

Objetivo 2: Efeito da alimentacdo pareda sobre o metabolismo energético na
hipertrigliceridemia

| Consumo alimentar |

] Produczo de CO,

‘ Wild type I | Hipertriglicerid@micos I

l' /\ PR | Composigéo corporal (massa magra vs gordura)

| adibtum | | pairedfeeding | \
Regime alimentar por 20 dias com inicio no 2° més de vida \ | Lipemia e glicemia
MitoKATP
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MATERIAIS E METODOS

Animais geneticamente modificados

As col6nias de animais geneticamente modificados utilizados neste estudo foram
mantidas no Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da
Unicamp (Certificado de Biosseguranca 0069/98). Os camundongos transgénicos para o
gene humano da CETP (linhagem 5203, Jiang et al., 1992) e camundongos transgénicos
para o gene humano da apoClll (linhagem 3707, Walsh et al., 1993) fundadores foram
originalmente obtidos do Laboratério do Dr. Alan Tall da Divisdo de Medicina Molecular da
Columbia University, NY, E.U.A. e cruzados com animais wild type C57BI6 obtidos do
Centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP. Os animais foram tipados pelos seus
respectivos fendtipos: atividade da CETP no plasma (>15% nos transgénicos e < 5% nos
nao-transgénicos) (Berti et al, 2001) e concentracdo de triacilglicerol no plasma
(transgénicos > 300 mg/dL e controles < 100 mg/dL). A colénia de animais knockout do
receptor de LDL foi estabelecida a partir de matrizes do Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, EUA). Os knockout do receptor de LDL tem fenétipo de hipercolesterolemia (wild
type < 100 e knockout = 200-300 mg/dL). O genétipo é determinado por reacdo em cadeia
da DNA polimerase como previamente descrito (Ishibashi et al., 1993).

Todos os animais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (22 +
2°C), luminosidade (ciclo de claro-escuro de 12 horas) e receberam agua e racao
(Nuvilab®) ad libitum. O protocolo experimental deste estudo (n® 1601-1) foi aprovado
pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CCEA-IB-UNICAMP) e est4 inserido
no contexto do projeto CIBio 2008/02 da profa. Helena C. F. Oliveira, aprovado pela
Comissao Interna de Biosseguranga (CIBio/IB/Unicamp).

Os camundongos transgénicos para o gene humano da apoClll foram mantidos
em gaiolas metabdlicas individuais e divididos em dois grupos, sendo um em regime de
paired feeding (HTG-PF) com os animais wild type C57BI6 (WT-ad lib) e outro grupo ab
libitum (HTG- ad lib). O regime de PF foi iniciado no segundo més de idade e mantido por
20 dias, sendo a ragao disponibilizada as 11 horas em dias alternados.

Os animais hipoalfalipoproteinémicos e hipercolesterolémicos e seus respectivos
controles nao transgénicos foram mantidos em dieta chow durante os 5 meses.

No final de cada protocolo experimental, os animais foram sacrificados
alimentados e tiveram coletados o sangue total, o figado, musculo esquelético (séleo) e
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os depdsitos visiveis de tecido adiposo subcutaneo, peri-renal e perigonadal, para
pesagem e demais analises subseqientes.

Andlises bioquimicas plasmaticas

Para obtencdo do plasma, o sangue foi coletado com auxilio de capilares
heparinizados, centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. Os lipidios plasmaticos
foram determinados utilizando-se kits enzimaticos-colorimétricos: colesterol total e
triacilglicerol por kits da Chod-Pap; Roche Diagnostic GmbH (Mannheim, Germany), e os
e acidos graxos livres por kit Wako Chemicals (Neuss, Germany), conforme instrugdes do
fabricante. A glicemia foi medida com auxilio de glicosimetro Accu-Chek Advantage
(Roche Diagnostic, Switzerland).

Atividade da CETP no plasma

Uma mistura de VLDL+LDL foi obtida por ultracentrifugacdo de plasma de
doadores humanos normolipidémicos e utilizada como lipoproteinas aceptoras. HDL
também obtida por ultracentrifugacdo de plasma de doadores normolipidémicos foi
marcada radioativamente com '‘C-colesteril-éster ('*CCE) de acordo com Oliveira &
Quintao (1996). O ensaio isotdpico consistiu em uma reacao contendo 50 ug de proteina
de VLDL+LDL, 10000 dpm de CCE-HDL e 5 pl do plasma fonte de CETP, em um
volume final de reacao de 100 pl. A mistura foi incubada a 40°C por 4 horas, permitindo a
acao da CETP, que transferiu o colesteril-éster marcado da HDL para VLDL+LDL. Em
seguida, foram adicionados a mistura 400 pl de tampao TSE (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50
mM pH7,5, EDTA 1 mM pH 8,0) e 50 pl de coquetel de precipitacao das lipoproteinas que
contém apoB (partes iguais de sulfato de dextrana 1,6% e MgCl, 1,0 M). Esperou-se 10
minutos a temperatura ambiente, as amostras foram entdo centrifugadas a 2800 rpm por
30 minutos a 10°C, garantindo que todas as lipoproteinas que contém apoB, juntamente
com o colesteril-éster marcado que foi transferido, precipitassem e apenas a HDL fosse
recuperada no sobrenadante. Foram entdo misturados 450 pl do sobrenadante a 3 ml de
solucao cintiladora aquosa (ACS NACS104, GE Healthcare-Amersham, Buckinghamshire,
Inglaterra) para determinacao da radioatividade remanescente nas HDL em contador beta
Beckman LS 6000AT (Fullerton, Califérnia, EUA). No ensaio foram utilizados sempre 2

blanks (tubos com tampao), 3 controles-negativos (tubos com plasma de camundongo
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nao-transgénico) e 2 controles-positivos (plasma de camundongos transgénicos). Todas
as amostras foram feitas em duplicatas. Os resultados foram expressos como % de '“CCE
transferido da HDL para as VLDL+LDL: % CE transferido = 100 - (A / C * 100) onde, A =
média em dpm das duplicatas das amostras e C = média em dpm das duplicatas dos

controles-negativo.

Western Blot para AMPK e ACC total e fosforiladas

Os animais foram submetidos a deslocamento cervical e os tecidos foram
rapidamente retirados e homogeneizados em solugdo tampao a 4°C (1% triton X-100,
100mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM pirofosfato de sodio, 100mM fluoreto de sddio, 10mM
EDTA, 10mM orthovanadato de sdédio, 2 mM PSMF e 0,1 mg/mL aprotinina) com o
Polytron (Kinematica, Switzerland) por 30 segundos na velocidade méaxima. Materiais
insoluveis foram removidos através de centrifugagéo a 14.000 rpm a 4°C por 40 minutos,
como descrito por Roman et al (2005). A concentragdo de proteina do sobrenadante foi
determinada pelo método de Bradford (BioAgency). As dosagens foram realizadas pelo
método descrito por Cesquini et al (2008) onde 50 ug de proteina de extrato de musculo
esquelético (sbéleo) e 30ug de proteina de figado apds rapida fervura (5 minutos) foram
aplicadas em gel de poliacrilamida para separacado por eletroforese (SDS-PAGE). As
proteinas separadas foram entdo transferidas para membrana de nitrocelulose em
aparelho de transferéncia durante aproximadamente 120 minutos a 120 V, em gelo, e
banhadas com tampéao de transferéncia. As membranas de nitrocelulose foram incubadas
por 12 a 14 horas com anticorpos especificos [anti-AMPKa, anti-fosfo-AMPK (Thr172),
anti-ACC, anti-fosfo-ACC (Ser79) (Cell Signaling) e GAPDH (FL-335- Santa Cruz)]. A fim
de minimizar a ligagdo do anticorpo a proteinas nao especificas foi realizada uma pré-
incubacado com tampéao de bloqueio (5% de albumina, 10mM Tris, 150 mM NacCl, 0,02%
Tween 20) por 1,5 hora. ApOs esse periodo as membranas foram incubadas por 2 horas
com o anticorpo policlonal anti-IgG (Cell Signaling). Os resultados foram visualizados por
autoradiografia com o filme Kodak XAR. A intensidade das bandas foram quantificadas
pela densitometria éptica do filme de autoradiografia e analisadas pelo software UN-
SCAN-IT Gel (versao 6.1) (Velloso et al., 1996; Araujo et al., 2005). Os valores da
densitometria das bandas foram normalizados pelos valores da densitometria do controle
interno GAPDH. Para analise da fosforilagdo protéica, os valores da densitometria das
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proteinas fosforiladas foram normalizados pela expressdo das proteinas totais
(fosforilagao protéica= proteina fosforilada/proteina total).

Taxa de producao de CO in vivo

A produgéo de CO, in vivo foi medida em um respirbmetro de temperatura
controlada descrito por Calegario et al (2003). Os animais foram adaptados a cadmara do
respirometro duas vezes por dia durante 5 minutos por 5 dias. Ap6s a adaptacao, a
producédo de CO, de cada camundongo foi monitorada por 5 minutos uma vez por dia,
entre 9 e 11 horas, por 5 dias consecutivos. A taxa de producao de CO, de cada animal
foi calculada como a média das 5 medi¢des consecutivas.

Composicao quimica da carcaca

As carcacgas dos animais foram desidratadas durante 100 horas a 65°C até manter
o peso constante. O total de dgua foi calculado através da subtragdo do peso seco pelo
peso umido. A gordura total da carcaga foi extraida com éter de petrdleo (Labsynth,
SP/Brasil) utilizando o aparato de soxhlet durante 96 horas e foi calculada pelo peso da
carcaca antes menos 0 peso apds a extracao de lipidios. A massa corporal magra foi
calculada como peso umido menos peso total de lipidios.

Canal mitocondrial de potassio sensivel ao ATP (mitoKATP)

A atividade do mitoKATP que desacopla as mitocdndrias foi determinado como
descrito por Alberici et al. (2006) onde o inchamento da mitocondria € estimado pela
diminuicdo da absorbancia de uma suspensédo de mitocéndrias de figado através de um
espectrofotbmetro (SLM Aminco DW 2000 spectrofotometer; SLM Instruments, Inc.,
Urbana, IL). A absorcdo de potassio na matriz mitocondrial através do mitoKATP é
acompanhado por fosfato e agua e resulta no inchamento mitocondrial. Isso ativa o
antiporter K*/H* gerando um ciclo de K" através da membrana interna mitocondrial. A
acao concomitante do mitoKATP e do antiporter K*/H" resulta na entrada de um préton
para cada troca de K* e uma ligeira diminuicdo no potencial de membrana, que é
acompanhado pelo aumento da freqiéncia respiratoria mitocondrial (Alberici et al., 2009).
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Analise Estatistica

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). O
numero de animais usados em cada analise esta indicado entre parénteses (n). Os dados
experimentais foram analisados utilizando o Teste “t” de Student. No caso dos testes de
normalidade (Kolmogorov e Smirnov) que acusaram heterogeneidade de variancias, um
teste ndo paramétrico foi usado. As diferencas entre os grupos foram consideradas
estatisticamente significantes quando p< 0,05. O programa estatistico utilizado foi o
GraphPad Prism 4.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo da ativacao da AMPK e ACC em tecidos de camundongos
geneticamente dislipidémicos

Estudo nos animais hipoalfalipoproteinémicos (CETP)

Fémeas hipoalfalipoproteinémicas (CETP, n=10) ndo apresentaram diferenca na
massa corporal total aos 5 meses de idade quando comparadas as wild type (WT, n=9)
(Tab 2). No entanto, observou-se uma redugdo de aproximadamente 38% na massa
relativa do tecido adiposo subcutaneo e 50% no tecido adiposo visceral, enquanto a
massa magra e teor de d4gua da carcaga estavam significativamente aumentados (Tab. 2).
Os machos, por motivos desconhecidos, ndo apresentaram diferenca significativa na
massa relativa dos tecidos adiposos, e ndo foram estudados.

Tabela 2. Massa corporal e adiposa das fémeas hipoalfalipoproteinémicas (CETP) e wild
type (WT).

WT CETP
Massa corporal total (g) 22,65 + 0,53 22,10 £ 0,50
Adiposo visceral (% total) 1,78 £ 0,32 0,88 +0,08 *
Adiposo subcutaneo (% carcaca) 10,28 + 1,34 6,44 £ 0,59~
Massa magra (% carcaca) 28,16 + 0,35 29,27 + 0,248
Agua (% carcaga) 61,56 £ 1,02 64,30 +0,39&

Média + epm. Fémeas wild type (WT, n=9) e hipoalfalipoproteinémicas (CETP, n=10). Simbolos representam
diferencga estatistica entre os grupos (test T) # p=0,015; *p=0,018, § p=0,016, ¥ p=0,022

Como esperado, os animais CETP apresentaram uma reducdo significativa de
colesterol plasmatico (-16%), a custa da reducéo de HDL (Jiang et al., 1992). Os niveis
plasmaticos de triacilglicerol, acidos graxos livres e glicose das fémeas CETP foram
similares aos das fémeas controles (Tab. 3).
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Tabela 3. Concentragbes plasmaticas de lipideos e glicose em fémeas
hipoalfalipoproteinémicas (CETP) e wild type (WT).

WT CETP
Glic (mg/dL) 107 + 11 107 £7
Col (mg/dL) 898 74 £ 7"
TG (mg/dL) 89+5 0+7
AGL (mEq/L) 2,12+0,16 2,27 +0,20

Média + epm. Glic (glicemia em jejum), Col (cholesterol total), TG (triacilglicerol), AGL (acidos graxos livre).
Fémeas wild type (WT- n=6) e hipoalfalipoproteinémicas (CETP- n=6), Diferenca estatistica entre os grupos
(test T) *p<0,05.

Resultados sobre o estado de ativagdo da AMPK e da ACC no figado dos animais
CETP e controles (WT) sao mostrados nas Fig. 7 e 8, respectivamente. A fracdo da
AMPK ativada (razao entre a forma fosforilada e a massa total) no figado néao foi alterada
(p=0,46, Fig. 7), assim como nao houve modificacdo na razdo de seu alvo, a ACC
(p=0,63, Fig. 8). Estes resultados foram analisados com correcdo de dois padrbes
internos, a beta-actina (Santa Cruz) e o GAPDH. O fato da AMPK e da ACC nao terem
seus estados de fosforilagdo modificados indica que ndo ha privacdo de energia, nem
alteracdo do metabolismo de lipides nesse tecido. Resultados ainda nao publicados de
nosso grupo (Raposo HF, projeto de doutorado em andamento), onde a lipogénese foi
determinada diretamente, indicam que, de fato, ndo ocorre alteragdo na lipogénese
hepatica dos animais CETP quando comparados aos wild type. Além disso, estes animais
nao apresentam esteatose hepatica (acumulo de gordura) nem variacao na velocidade de
secrecao hepatica de VLDL (Salerno et al., 2009). Portanto, considerando-se o conjunto
de dados, concluimos que a nado alteracao do estado de fosforilacdo da AMPK e ACC no
tecido hepatico dos animais CETP esta de acordo com a manutencéo das velocidades de

sintese, armazenamento e “exportagéo” de lipides, previamente descritos nestes animais.
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Figura 7. Estado de ativacdo da AMPK no figado em fémeas wild type (WT) e
hipoalfalipoproteinémicas (CETP). (A) Representagdo dos blots, (B) AMPK fosforilada
(PAMPK/GAPDH, n= 5, p=0,13), (C) AMPK total (AMPK/GAPDH, n=5, p=0,10) e (D) ativacio da
AMPK (pPAMPK/AMPK, n=5, p=0,46). Média + epm.
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Figura 8. Estado de ativacdo da ACC no figado em fémeas wild type (WT) e
hipoalfalipoproteinémicas (CETP). (A) Representagdo dos blots, (B) ACC fosforilada
(pPACC/GAPDH,n=7, p=0,60), (C) ACC total (ACC/GAPDH, n=7, p=0,25) e (D) desativacdo da ACC
(pPACC/ACC, n=7, p=0,63). Média + epm.
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No musculo esquelético (s6leo) dos animais CETP nao foi observado nenhuma
alteracao significativa na ativacdo da AMPK (p=0,48, Fig. 9), assim como nao houve
modificacao na fosforilacao de seu alvo, a ACC (p=0,96, Fig. 10). Pode-se entao concluir

gue nao ha alteracao de sintese e catabolismo lipidico no musculo dos animais CETP.
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Figura 9. Estado de ativagdo da AMPK no tecido muscular (s6leo) em fémeas wild type
(WT) e hipoalfalipoproteinémicas (CETP). (A) Representagao dos blots, (B) AMPK fosforilada
(PAMPK/GAPDH, n= 7, p=0,83), (C) AMPK total (AMPK/GAPDH, n=7, p=0,42) e (D) ativagio da
AMPK (pAMPK/AMPK, n=7, p=0,48). Média + epm.
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Figura 10. Estado de ativagdo da ACC no musculo em fémeas wild type (WT) e
hipoalfalipoproteinémicas (CETP). (A) Representagdo dos blots, (B) ACC fosforilada
(pPACC/GAPDH,n=6, p=0,21), (C) ACC total (ACC/GAPDH, n=6, p=0,06) e (D) desativacio da ACC
(pPACC/ACC, n=6, p=0,96). Média + epm.
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De modo geral, podemos dizer que a sinalizacao da AMPK nado esta ativada
nestes dois tecidos (figado e musculo) e, portanto, que o maior metabolismo corporal
observado nestes animais deve estar sendo causado por alteracdes em outros tecidos do
corpo, por exemplo, o proprio tecido adiposo. Resultados anteriores (Patricio PR, tese de
doutorado) mostraram aumento da expressao do mRNA da AMPK no tecido adiposo dos
animais CETP. Corroborando estes achados, resultados do grupo ainda nao publicados
(Raposo HF, tese de doutorado em andamento) mostram um aumento da lipdlise no
tecido adiposo das fémeas CETP quando comparadas as controles (wild type). Assim,
este resultado aponta que o tecido adiposo, e provavelmente outros tecidos (exemplo,
tecido adiposo marrom) podem ser responsaveis pelo maior gasto energético global neste

grupo. Esses achados estdo resumidos na figura abaixo.
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Figura 11. Participagéo da via da AMPK-ACC no metabolismo lipidico do figado, musculo

e adiposo de camundongos hipoalfalipoproteinémicos por super-expressao da CETP.
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Estudo nos animais hipercolesterolémicos (LDLRO)

Fémeas hipercolesterolémicas (R0O-F, n=8) apresentaram uma redug¢ao de 10% na
massa corporal total aos 5 meses de idade quando comparadas aos animais wild type
(WT-F, n=8) (Tab. 4). Nao foi observada diferenca na massa relativa do tecido adiposo
visceral (tecido adiposo perigonadal somado ao tecido adiposo peri-renal) visivel, no
entanto, ha uma reducdo significativa na massa relativa do tecido muscular (séleo)
sugerindo que estes animais apresentam uma diminuicdo da massa magra (Tab. 4). Nos
machos hipercolesterolémicos (R0-M, n=7) a redugdo na massa corporal total foi ainda
maior (22%, p<0,05, Tab. 5) e, assim como nas fémeas, ndo foi notada nenhuma
alteracdo na massa relativa do tecido adiposo visceral visivel, porém a diminuicao

encontrada na massa relativa do tecido muscular nao foi significativa.

Tabela 4. Massa corporal e adiposa das fémeas hipercolesterolémicas (R0) e wild type
(WT).

WT-F RO-F
Massa corporal total (g) 20,71 £ 0,54 18,67 + 0,24"
Adiposo visceral (% total) 0,92 £0,10 1,05+0,13
Musculo soleo (% total) 0,068 + 0,002 0,054 + 0,002%

Média =+ epm. Fémeas wild type (WT-F, n=8) e hipercolesterolémcias (RO-F, n=8). Tecido adiposo visceral
representa a soma do tecido adiposo perigonadal e peri-renal. Simbolos representam diferenca estatistica
entre os grupos (test T) ¥ p=0,004; ¥p<0,05.

Tabela 5. Massa corporal e adiposa dos machos hipercolesterolémicos (R0) e wild type
(WT).

WT-M RO-M
Massa corporal total (g) 30,74 + 1,02 23,84 +0,27"
Adiposo visceral (% total) 1,29 £ 0,07 1,51 +£0,16
Musculo soleo (% total) 0,061 = 0,004 0,057 £ 0,003

Média + epm. Machos wild type (WT-M, n=7) e hipercolesterolémicos (R0O-M, n=7). Tecido adiposo visceral
representa a soma do tecido adiposo perigonadal e peri-renal. Diferenca estatistica entre os grupos (test T) *
p<0,05.

Os niveis plasmaticos de colesterol, triacilglicerol e glicose dos animais estudados
sao apresentados nas Tabelas 6 (fémeas) e 7 (machos). Como esperado, os animais
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hipercolesterolémicos mostram aumento nos niveis de triacilglicerol e colesterol quando

comparados aos animais wild type.

Tabela 6. Concentracbes plasmaticas de lipideos e glicose em fémeas
hipercolesterolémicas (R0) e wild type (WT).

WT-F RO-F
Glic (mg/dL) 1105 124 + 6
TG (mg/dL) 56 +5 127 +11*
Col (mg/dL) 83+2 197 + 4%

Média + epm. Glic (glicemia em estado alimentado), Col (colesterol total), TG (triacilglicerol). Fémeas wild type
(WT-F, n=8) e hipercolesterolémicas (RO-F, n=8). Diferenca estatistica entre os grupos (test T) * # p<0,001.

Tabela 7. Concentragbes plasmaticas de lipideos e glicose em machos
hipercolesterolémicos (R0) e wild type (WT).

WT-M RO-M
Glic (mg/dL) 125+ 6 1427
TG (mg/dL) 60 + 4 138 +17*
Col (mg/dL) 94 +3 315+ 16%

Média + epm. Glic (glicemia em estado alimentado), Col (colesterol total), TG (triacilglicerol). Machos wild type
(WT-M, n=7) e hipercolesterolémicos (R0-M, n=7). Diferenca estatistica entre os grupos (test T) *  p<0,001.

Resultados sobre a ativacdo da AMPK e da ACC no figado das fémeas
hipercolesterolémicas sdo mostrados nas Fig. 12 e 13, respectivamente. A razdo AMPK
fosforilada pela massa total da quinase, isto é, o indicador de ativagdo da AMPK no figado
destas fémeas apresentou-se aumentada (53%, p=0,02, Fig. 12D). No entanto, ndo houve
alteracédo na fosforilagéo de seu alvo, a ACC (p=0,60, Fig. 13D). Nos machos, assim como
nas fémeas, foi observado um aumento marginal na ativagdo da AMPK (p=0,08, Fig. 14D)
sem alteracédo da fosforilagdo da ACC (p=0,92, Fig. 15D). Isso significa que ndo houve
inibicho da lipogénese ou ativagcdo da beta-oxidacdo no figado dos animais
hipercolesterolémicos. Este resultado esta de acordo com estudos prévios que
demonstraram aumento de lipogénese (Oliveira et al., 2005) e reducao dos intermediarios
do ciclo de Krebs (Paim et al, 2008) nestes animais. Portanto, esse aumento de

lipogénese pressupbe preservagdo da atividade da ACC e ndo seria compativel com
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fosforilagdo (inibicdo) desta enzima. Embora a via que leva a alteragées do metabolismo
lipidico celular (AMPK-ACC) néo esteja modificada nestes animais, é possivel que outros
alvos da AMPK estejam sendo fosforilados e que o metabolismo de outros nutrientes
(proteinas e carboidratos) possa estar alterado.

Para explicar o resultado de ativacao da AMPK sem correspondente fosforilagao
de seu alvo ACC, poderiamos especular sobre o aumento da atividade de uma fosfatase
que desfosforila a ACC. Sabe-se que existem 3 classes de fosfatases da ACC. As
fosfatases da classe | removem o fosfato sem alterar a atividade da ACC, as da classe |l,
mas nao as da classe lll, sdo dependentes de citrato (Kim et al., 1989). No caso dos
animais LDLRO, como existe deficiéncia de substratos do ciclo de Krebs (Paim et al.,
2008), somente seria possivel o envolvimento das fosfatases da classe | ou lll.
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Figura 12. Estado de ativacdo da AMPK no figado em fémeas wild type (WT-F) e
hipercolesterolémicas (RO-F). (A) Representagdo dos blots, (B) AMPK fosforilada
(PAMPK/GAPDH, n=6, p<0,001), (C) AMPK total (AMPK/GAPDH, n=6, p=0,14) e (D) ativacio da
AMPK (pAMPK/AMPK, n=6, p=0,017). Média + epm. Letras indicam diferenga estatistica entre os
grupos (test T) ?p<0,001, °p=0,017.
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Figura 13. Estado de ativacdo da ACC no figado em
hipercolesterolémicas (RO-F). (A) Representagdo dos

fémeas wild type (WT-F) e

blots,
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(pPACC/ACC, n=6, p=0,60). Média + epm.
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Figura 14. Estado de ativacdo da AMPK no figado em machos wild type (WT-M) e
hipercolesterolémicos (RO-M). (A) Representagdo dos blots, (B) AMPK fosforilada
(PAMPK/GAPDH, n=6, p=0,77), (C) AMPK total (AMPK/GAPDH, n=6, p=0,10) e (D) ativagao da
AMPK (pAMPK/AMPK, n=6, p=0,08). Média + epm.
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Figura 15. Estado de ativagcdo da ACC no figado em machos wild type (WT-M) e
hipercolesterolémicos (R0-M). (A) Representagdo dos blots, (B) ACC fosforilada
(pPACC/GAPDH,n=6, p=0,83), (C) ACC total (ACC/GAPDH, n=6, p=0,46) e (D) desativagdo da ACC
(pPACC/ACC, n=6, p=0,92). Média + epm.
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No musculo séleo de fémeas e machos LDLRO ndo observamos alteragbes de
fosforilagdo da AMPK (Fig. 16, 18) e da ACC (Fig. 17, 19), demonstrando que nao houve
alteracao na homeostase energética neste tecido dos animais hipercolesterolémicos.
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Figura 16. Estado de ativagcdo da AMPK no tecido muscular (séleo) em fémeas wild type
(WT-F) e hipercolesterolémicas (RO-F). (A) Representagao dos blots, (B) AMPK fosforilada
(PAMPK/GAPDH, n=5, p=0,26), (C) AMPK total (AMPK/GAPDH, n=5, p=0,49) e (D) ativacdo da
AMPK (pAMPK/AMPK, n=6, p=0,92). Média + epm.
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Figura 17. Estado de ativacdo da ACC no tecido muscular (s6leo) em fémeas wild type
(WT-F) e hipercolesterolémicas (RO-F). (A) Representagao dos blots, (B) ACC fosforilada
(pPACC/GAPDH,n=6, p=0,10), (C) ACC total (ACC/GAPDH, n=6, p=0,56) e (D) desativagdo da ACC
(pPACC/ACC, n=6, p=0,22). Média + epm.
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Figura 18. Estado de ativagdo da AMPK no tecido muscular (s6leo) em machos wild type
(WT-M) e hipercolesterolémicos (R0O-M). (A) Representagdo dos blots, (B) AMPK fosforilada
(PAMPK/GAPDH, n=6, p=0,07), (C) AMPK total (AMPK/GAPDH, n=6, p=0,68) e (D) ativacdo da

AMPK (pAMPK/AMPK, n=6, p=0,25). Média + epm.
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Figura 19. Estado de ativacdo da ACC no tecido muscular (s6leo) em machos wild type
(WT-M) e hipercolesterolémicos (RO-M). (A) Representagdo dos blots, (B) ACC fosforilada
(pPACC/GAPDH,n=6, p=0,26), (C) ACC total (ACC/GAPDH, n=6, p=0,07) e (D) desativagdo da ACC
(pPACC/ACC, n=6, p=0,55). Média + epm.

Nos animais deficientes de receptor de LDL, especialmente em tecidos
esteroidogénicos como o figado, a falta de captagéo de colesterol exdégeno reduz o teor
de colesterol das membranas do reticulo endoplasmatico resultando em ativacao do fator
de transcricdo SREBP2 (sterol regulatory element binding protein2), o qual, por sua vez,
ativa a transcricdo da HMG-CoA redutase, enzima que regula a biossintese de colesterol
(Brown & Goldstein, 2009). Assim, o figado tem um aumento acentuado da
esteroidogénese para suas necessidades intracelulares, para producao de acido biliar e
para secregao de VLDL. O figado sintetiza também os outros componentes da VLDL, tais
como TG, para exportar colesterol para circulagdo sanguinea (Gibbson et al., 2004). O
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acentuado aumento de sintese de novo de colesterol e TG (Oliveira et al., 2005) consome
guantidades consideraveis de intermediarios do ciclo de Krebs (Paim et al., 2008). Isso
possivelmente sinaliza um estado de privacao energética que desencadeia a ativacao da
AMPK. No entanto, uma das vias downstream da AMPK, a inibicao da lipogénese, nao
ocorre nestas células com defeito do receptor de LDL, porém €& provavel que ocorra
inibicdo da sintese e aceleracao de catabolismo dos outros macronutrientes. Em sintese,
nos animais hipercolesterolémicos, a AMPK esta ativada no figado, mas nao no musculo,
sem correspondente fosforilagdo (inibicao) da ACC. Isso sugere que deve haver um
aumento de catabolismo de nutrientes nao-lipidicos no figado destes animais, para
fornecimento de substratos para a sintese aumentada de colesterol e lipideos neste 6rgao

(Qliveira et al., 2005), como mostrado na figura abaixo.
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Figura 20. Modelo proposto para explicar ativacdo da AMPK em figado de camundongos

hipercolesterol@micos. * Paim et al, 2008; * Oliveira et al, 2005.
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Efeito da alimentacao pareada em camundongos
hipertrigliceridémicos

Em estudos anteriores, verificou-se que os animais HTG (apo CIII transgénicos)
ingerem maior quantidade de ragdo e mantém a mesma massa corporal quando
comparados aos controles (Alberici et al., 2006). Isso nos levou a estudar nestes animais
o efeito da alimentag&o pareada (paired feeding, PF) aos controles wild type (WT). Apos
20 dias de alimentagdo pareada, com inicio no segundo més de vida, as fémeas e os
machos HTG-PF apresentaram uma reducdo de aproximadamente 17% na ingestao
cumulativa de racao, ao longo do periodo deste regime alimentar (Fig. 21).
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Figura 21. |Ingestdo alimentar cumulativa durante 20 dias dos animais
hipertrigliceridémicos (HTG) e wild type (WT). (A) Fémeas wild type ad libitum (WT-ad lib,
n=5), hipertrigliceridémicas ad libitum (HTG-ad lib, n=3) e hipertrigliceridémicas em paired
feeding (HTG-PF, n=5). (B) Machos wild type ad libidum (WT-ad lib, n=7),
hipertrigliceridémicos ad libidum (HTG-ad lib, n=7) e hipertrigliceridmicos em paired
feeding (HTG-PF, n=7). Letras iguais representam diferenca estatistica (test T) ? p=0,04, °
p=0,01, ° p=0,01, ¢ p=0,04.
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Comparando-se a lipemia tanto das fémeas quanto dos machos HTG ad-lib e PF
(Tab. 8 e Tab. 9), verificamos que este regime alimentar causou uma expressiva reducao
de aproximadamente 40% na concentracdo plasmatica de TG entre o inicio e fim do
tratamento. O regime alimentar PF nado alterou os niveis de colesterol dos animais HTG.

Tabela 8. Concentracdes plasmaticas de lipideos em fémeas controles wild type (WT-ad
lib), hipertrigliceridémicas ad libitum (HTG- ad lib) e em regime de alimentagdo pareada
(HTG-PF).

WT- ad lib HTG-