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RESUMO

A proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP) transfere colesterol
esterificado (CE) das HDL para as lipoproteinas que contém apo B, em troca de
triglicérides. Assim, a CETP promove a redugao dos niveis de HDL-colesterol no
plasma, aumentando o risco de aterosclerose. Recentemente, nosso grupo
verificou que camundongos transgénicos que expressam a CETP (CETP-Tg)
apresentam menor adiposidade que os controles nao transgénicos (NTg). Neste
trabalho investigamos possiveis mecanismos que expliquem a reducdo da
adiposidde. Camundongos CETP-Tg e controles NTg (C57/BL6 background)
foram tratados com dieta padrdo desde o desmame até os 5 meses de idade.
Camundongos CETP-Tg apresentaram reducao nos depodsitos de tecido adiposo
(~30%). Essa redugdo da adiposidade ndo foi compensada por deposicéo
ectdpica de lipideos no figado ou musculo, nem foi consequéncia de alteragao do
balanco de gordura (ingestao vs. excregao). Lipogénese in vivo e em adipdcitos
isolados (estimada por *H,O e '“C-acetato) foram similares entre os grupos. A
retencao de lipideos exdgenos e a captacao de glicose pelo figado, musculo e
tecidos adiposos (estimada apds dose oral de *H-trioleina e injegdo IP de *H-2-
deoxiglicose, respectivamente) nao evidenciaram nenhuma diferenca entre os
gendtipos. No estado alimentado, a expressao da CETP aumentou (~50%) a
lipolise basal in vivo e estimulada por isoproterenol em adipdcitos isolados.
Coerentemente, os niveis de RNAm para HSL (hormone sensitive lipase) e ATGL
(adipose triglyceride lipase) estavam aumentados, assim como FATP1 (fatty acid
transport protein 1). No tecido tecido adiposo marrom, verificou-se elevagcao nos
niveis de ATGL, FATP1 e UCP1 (uncoupling protein 1). Além disso, o conteudo
protéico do receptor beta 3 adrenérgico também estava aumentado nos extratos
de membrana celular de tecido adiposo visceral e marrom dos animais CETP-Tg.
A expressdo da CETP também elevou em cerca de 10% a taxa metabdlica
corporal (VO e gasto energético). Conclui-se que a CETP altera a expressao e/ou
funcao de proteinas relacionadas a lipdlise e termogénese, aumentando o gasto
energético global e reduzindo a massa de gordura corporal. Em conjunto, esses

resultados sugerem uma nova fungao antiadipogénica para a CETP.
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ABSTRACT

Cholesteryl ester transfer protein (CETP) is a plasma protein that mediates
the exchange of triglycerides for esterified cholesterol from HDL to the apoB
containing lipoproteins. In this way, CETP promotes reduction of plasma HDL-
cholesterol and, thus, increases the risk of atherosclerosis. Recently, we found that
CETP expressing mice (CETP-Tg) presented less adipose tissue mass than non-
expressing controls. In this work we investigated possible mechanisms to explain
these findings. CETP-Tg and non-transgenic (NTg) control mice (C57/BL6
background) were fed with chow diet from weaning to 5 month of age. CETP-Tg
mice had reduced visceral and subcutaneous fat depots (~30%) that was not
compensated by lipid ectopic deposition and could not be explained by differences
in fat intake and excretion. Lipogenesis rates in vivo and in isolated adipocytes
(estimated using *H,O and C-acetate) were similar in both CETP-Tg and control
mice. Lipid retention and glucose uptake by liver, muscle and adipose tissues
(estimated after an oral dose of ®H-triolein and IP injection of *H-deoxiglucose)
showed no significant differences between groups. In the fed state, CETP group
showed higher (~50%) basal lipolysis rates in vivo and in isoproterenol stimulated
lipolysis rates in isolated adipocytes. In accordance, visceral adipose hormone
sensitive lipase (HSL) and adipose triglyceride lipase (ATGL) mRNA expression
were elevated, as well as fatty acid transport protein (FATP1). In brown adipose
tissue, ATGL, FATP1 and uncoupling protein 1 (UCP1) were increased.
Furthermore, beta 3 adrenergic receptor protein mass were upregulated in visceral
and brown adipose tissues membrane extracts. In addition, whole body energy
expenditure (measured by respirometry) was found to be elevated in CETP-Tg
mice (10%). In conclusion, CETP change expression and function of proteins
related to lipolysis and thermogeneis, thus, increasing whole body energy
expenditure and resulting in less body fat content. These findings disclose a novel

anti-adipogenic role for CETP.
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INTRODUGAO

Obesidade

Obesidade pode ser definida como acumulo de gordura corporal, 0 que pode
comprometer a saude, manifestando-se como doencga. Apresenta-se de forma
heterogénea, sendo derivada de multiplas causas que afetam o balanco
energético. O conteudo de gordura corporal é resultado da interagdo de fatores
genéticos, ambientais e psicologicos, que interferem tanto na quantidade de
energia ingerida quanto na gasta (Kopelman, 2000).

Sobrepeso e obesidade estdo associados com morte por causas
cardiovasculares e nao cardiovasculares na populagao em geral (Whitlock et al.,
2009; Coutinho et al., 2011).

Nas ultimas décadas, a incidéncia de obesidade praticamente triplicou em
algumas regides da América do Norte, Europa e Pacifico (OMS, 2003). A
Organizagao Mundial de Saude (OMS) estima que, em 2008, mais de 1,4 bilhdes
de adultos no mundo apresentavam sobrepeso e, destes, mais de 200 milhdes de
homens e 300 milhdes de mulheres eram obesos (OMS, 2012).

Em certos paises, como a China e o Japao, o numero de obesos nao
ultrapassa 5% da populagao; ja nos Estados Unidos e em parte da Europa, cerca
de dois tercos dos adultos estdo acima do peso (James, 2004). A obesidade, no
entanto, ndo esta restrita a paises desenvolvidos, uma vez que o numero de
individuos com excesso de peso vem crescendo também na América Latina,
Caribe e Asia (OMS, 2003; James 2004). No Brasil, estudos populacionais

demonstram uma transi¢ao, na qual, entre mulheres, sao encontrados dois casos



de obesidade para cada caso de desnutricdo, exatamente o inverso do observado
ha pouco mais de 30 anos (Monteiro et al., 2004). Por meio de inquéritos
nutricionais realizados em trés décadas consecutivas, foi identificada a prevaléncia
da obesidade na populagado adulta das regides mais distintas do Brasil, a Nordeste
e a Sudeste. Em ambas, nos periodos de 1975, 1989 e 1997, observou-se um
aumento na prevaléncia da obesidade (regiao Nordeste: 2,7%, 5,1% e 8,5%;
regido Sudeste: 5,4% 9,9%, 10,4%) e queda nos valores de desnutricdo (regido
Nordeste: 9,2%; 7,4% e 5,9%; regiao Sudeste: 9,8%, 5,1%, 4,2%), confirmando
assim o quadro de transicdo nutricional (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
OBESIDADE, 2004).

Pesquisa recente realizada pela Secretaria de Vigilancia em Saude estimou
que, em 2011, quase 50% da populagao adulta apresentava sobrepeso (IMC = 25
kg/m?) e mais de 15% obesidade (IMC = 30 kg/m?). Em ambos os quadros, maior
frequéncia foi verificada nos homens no estrato de mais escolaridade e, em
mulheres, no estrato de menos escolaridade (MINISTERIO DA SAUDE, 2012)

Os dados epidemioldgicos evidenciam um claro crescimento da obesidade,
com todas as suas consequéncias na saude dos individuos. Conhecida como uma
condicao de causa multifatorial, o controle da obesidade € complexo e depende do
entendimento de aspectos sociais e biologicos. Nesse sentido, dentre os aspectos
biolégicos, a compreensao dos fatores que determinam o desenvolvimento e

funcao do tecido adiposo torna-se cada vez mais importante.



Obesidade e dislipidemias

A relacao entre dislipidemias e obesidade ja é bastante conhecida. Varios
estudos relacionam o excesso de adiposidade com alteragdes no perfil lipidico
como hipertrigliceridemia e redugcdo de HDL-colesterol, além de hipertensao,
intolerancia a glicose e/ou resisténcia a insulina (Cercato et al., 2004; Ten &
Maclaren, 2004; Isomaa et al., 2001). Conjuntamente, esse quadro ¢é indicativo de
sindrome plurimetabdlica, que esta diretamente relacionada ao aparecimento de
aterosclerose prematura e a elevagao da morbidade e mortalidade por doengas
cardiovasculares (Isomaa et al., 2001). Além de apresentarem maior incidéncia de
doencas cardiovasculares, individuos obesos também sao mais propensos ao
desenvolvimento de diabetes, de certos tipos de cancer (mama, colon, prostata,
utero, rins e vesicula biliar) e outros problemas néao fatais, mas debilitantes como
dificuldade respiratéria, problemas de pele, infertiidade e desordens musculo-
esqueléticas (Ten & Maclaren, 2004; OMS, 2004).

Em individuos obesos, a dislipidemia, comumente caracterizada por
hipertrigliceridemia parece decorrente do estado de resisténcia a insulina que
acompanha a obesidade. Nessa situagdo ocorre a superproducao hepatica de
VLDL, devido ao maior aporte de acidos graxos provenientes do aumento da
lipolise do tecido adiposo (Watson et al., 2003).

Investigacbes mais recentes tém relacionado alteragbes no transporte
plasmatico de lipideos a fatores de risco para obesidade. Alguns estudos sugerem
que proteinas primariamente relacionadas ao metabolismo de lipoproteinas no
plasma podem afetar significativamente o processo de acumulo de gordura

corporal. Estudos com camundongos apo E kcnockout, mostram que a deficiéncia
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de apo E resulta em menor massa adiposa (Huang et al., 2006; Hofmann et al.,
2008) e protege contra obesidade genética (Gao et al., 2007), além de reduzir a
inflamacéao no tecido adiposo (Wang et al., 2012). Acredita-se que a deficiéncia da
apo E diminuiria a atividade da lipoproteina lipase (LPL), reduzindo o aporte de
acidos graxos para o tecido adiposo (Voshol et al.; 2009).

Paralelamente, proteinas inibidoras da LPL também foram relacionadas com
alteragcbes do acumulo de gordura no tecido adiposo. Nesse sentido, a
superexpressao da apo Cl protegeria contra a obesidade e resisténcia a insulina
(Jong et al., 2001), enquanto a deficiéncia de apo CllII teria o efeito oposto (agravo
da obesidade e resisténcia a insulina) (Duivenvoorden et al., 2005). Salerno et al.
(2007) mostram que a superexpressao da apo Clll aumenta enquanto a CETP

reverte obesidade induzida por dieta em camundongos transgénicos.

Tecido adiposo

O tecido adiposo e suas células tém sido amplamente estudados devido a
sua relacdo intima com a obesidade e desordens metabdlicas associadas, como
resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemias e hipertensao.

Por muito tempo o tecido adiposo foi considerado um mero depésito de
gordura. Apenas apés 1994, quando o gene para leptina foi clonado (Zhang et al.,
1994), reconheceu-se que o tecido adiposo tem também uma funcdo enddcrina,
participando ativamente da homeostase energética. Hoje sabe-se que os
adipdcitos secretam inumeras citocinas (entdo chamadas adipocinas), dentre elas
adiponectina, resistina, TNFa e IL-6 (Kim e Moustaid Moussa, 2000). Por meio das

adipocinas o tecido adiposo atua na regulacdo da alimentagao, nos metabolismos

8



de glicose e lipideos, imunidade, termogénese e fungao cardiovascular (revisado
por Mattu & Randeva, 2013).

O tecido adiposo de mamiferos pode ser classificado em branco (White
Adipose Tissue: WAT) ou marrom (Brown Adipose Tissue: BAT). O tecido adiposo
branco é especializado em estocar o excesso de energia, possuindo, para isso,
toda a maquinaria necessaria para a sintese e armazenamento de triglicérides
(TG) (Kajimura et al.,, 2008). As células do tecido adiposo branco possuem
goticula lipidica unica, que ocupa a maior parte de seu volume, comprimindo o
nucleo e organelas na periferia celular (Henry et al.,, 2012). O tecido adiposo
branco compde-se de 35 a 75% de adipdcitos, sendo o restante estroma vascular,
células endoteliais e sanguineas, fibroblastos, macréfagos, pré-adipdcitos, dentre
outros (Cinti, 2009).

O tecido adiposo marrom, por sua vez, € altamente inervado e especializado
em termogénese, promovendo a dissipagao de energia quimica na forma de calor,
em resposta ao frio ou ao excesso de alimentagao (Kajimura et al., 2008). Seus
adipocitos apresentam multiplas goticulas lipidicas e alta densidade de
mitocdndrias (Koppen e Kalkhoven, 2010). O tecido adiposo marrom €, também,
caracterizado pela alta expressao de UCP1 (Uncoupling Protein-1), proteina da
membrana interna da mitocéndria, praticamente exclusiva de células do tecido
adiposo marrom. A UCP1 é responsavel pelo transporte de prétons, do espacgo
intermembranas para a matriz mitocondrial, promovendo a dissipagao do gradiente
eletroquimico normalmente usado na sintese de ATP (Klingenberg, 1999). Nesse
sentido, diferentemente do tecido adiposo branco, que esta diretamente

relacionado com a obesidade, o tecido adiposo marrom, por apresentar alta
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capacidade oxidativa, pode influenciar no aumento da taxa metabdlica corporal,
reduzindo a obesidade (Kajimura et al., 2008, Lowell e Spiegelman, 2000). Ha
muito tempo sabe-se que o tecido adiposo marrom tem importancia na defesa
contra o frio, sobretudo em pequenos mamiferos como camundongos e animais
gue hibernam, como o urso polar. Em humanos, porém, acreditava-se que o tecido
adiposo marrom, abundante no nascimento, era logo substituido por tecido
adiposo branco, sendo considerado relativamente escasso como tecido em
adultos (Lean e James, 1986). Recentes evidéncias da presenca de tecido
adiposo marrom em humanos adultos, no entanto, tém levado ao crescente
interesse pela compreensdo do desenvolvimento e fisiologia desse tecido.
Depésitos de tecido adiposo marrom foram identificados por PET-CT (Positron
emission tomography - computed tomography) em regiao que abrange do pescoco
ao térax (Cypess et al., 2009; Enerback et al., 2010). Espera-se que a
identificacdo de mecanismos que estimulem o desenvolvimento e fungao do tecido
adiposo marrom em humanos venha a ser uma opgao terapéutica na reduciao da
obesidade e doencgas associadas. De fato, a atividade do tecido adiposo marrom
mostrou-se inversamente relacionada a obesidade, sobretudo no envelhecimento
(Cypess et al., 2009). Além disso, depdsitos ectopicos de tecido adiposo marrom
no musculo esquelético de camundongos protegeram contra a obesidade induzida

por dieta (Almind et al., 2007).
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Metabolismo de acidos graxos e triglicérides

O tecido adiposo branco tem como fungao primaria o estoque de energia na
forma de lipideos, sendo importante para isso os processos de sintese, captagao,
esterificacao e liberagcao de acidos graxos.

A sintese de acidos graxos e colesterol pode ocorrer em qualquer célula,
mas estas vias sao particularmente importantes no figado e tecido adiposo (Eberlé
et al., 2004). Assim, os tecidos lipogénicos, incluindo tecido adiposo branco,
glandula mamaria e figado, expressam as enzimas-chaves para sintese de acido
graxo. A ACC1 (acetyl-CoA carboxylase 1) converte acetil-CoA em malonil-CoA,
etapa limitante na sintese de acidos graxos (Abu-Elheiga et al., 1995), enquanto a
FAS (fatty acid synthase) € o complexo enzimatico multifuncional responsavel pela
sintese enddgena de acido graxo a partir dos precursores acetil-CoA e malonil-
CoA. Nesse processo, o palmitato (acido graxo saturado de 16 carbonos) é
sintetizado por sequéncias repetitivas de reacdes, nas quais cada molécula de
malonil-CoA fornece dois carbonos (Smith, 1994).

Além do malonil-CoA gerado pela ACC 1 que é utilizado pela FAS para a
sintese de acidos graxos, existe o malonil-CoA gerado pela ACC2, que funciona
como inibidor da CPT1 e da beta oxidagao. Assim, embora a ACC1 seja expressa
em todos os tecidos, ela é predominantemente expressa nos tecidos lipogénicos,
enquanto a ACC2 é altamente expressa no coragao, musculo esquelético e, em
menor grau, no figado (Wakil e Abu-Elheiga, 2009).

Embora em humanos e roedores o figado seja o principal érgao lipogénico,

em roedores, a sintese de novo e acidos graxos pelo tecido adiposo € de
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consideravel importancia (Hems et al., 1975; Bruss et al., 2010). Além disso, por
nao ser especializado no armazenamento lipidico, o figado exporta para a
circulagcao os lipideos por ele sintetizados, na forma de lipoproteinas. Para o
transporte dos lipideos para o plasma, o figado produz e secreta VLDL,
lipoproteinas que contém colesterol (COL) e sao ricas em TG. Na circulagao, as
VLDL sofrem acdo da LPL (Lipoproteina Lipase), que hidrolisa o TG e libera
acidos graxos para os tecidos extra-hepaticos (dentre eles musculo e adiposo),
formando remanescentes de VLDL, as IDL. Parte das IDL é captada via
receptores hepaticos especificos (LRP e receptor de LDL); o restante permanece
na circulacao e sua continua metabolizagao pela LPL resulta nas LDL (Herz et al.,
1988). As LDL sao, portanto, lipoproteinas pobres em TG e ricas em COL,
removidas da circulagao via receptores de LDL amplamente expressos em tecidos
em proliferacao, tecidos esteroidogénicos (gbnadas e adrenal) e figado (Brown e
Goldstein, 1986).

O mecanismo de captagdao celular de acidos graxos é complexo e
sofisticado, incluindo as etapas de dissociagdo do acido graxo da albumina,
transporte através da membrana (passivo e facilitado), ligagdo a proteinas
intracelulares, formacao do acil-CoA e esterificagao (Begriche et al., 2006).

Acredita-se que a captacdo de acidos graxos pelas células envolva dois
mecanismos, o de difusdo passiva através da membrana plasmatica e o mediado
por proteinas transportadoras (Hamilton et al., 1999). Ja foram identificados varios
transportadores de membrana chamados FAT/CD36 (fatty acid translocase),
FABP (fatty acid biding protein) e FATP (fatty acid transport protein) (Pohl et al.,

2004). A FAT/CD36 e FABPm sao proteinas de ligacdo a acidos graxos
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associadas a membrana, que facilitam o transporte de acidos graxos de cadeia
longa (AGCL) por promover seu acumulo na membrana. A delecdo de FAT/CD36
protegeu camundongos da obesidade induzida por dieta hiperlipidica (Qiao et al.,
2008) e sua inibigao esta relacionada a reducao na captacao de AGCL (Pohl et al.,
2005). As FATPs sao consideradas transportadores reais envolvidos diretamente
na translocacédo dos acidos graxos através da membrana. Estes transportadores
sdo bastante expressos em hepatocitos e adipdcitos. Até o momento, seis
membros da familia FATP foram identificados, sendo que suas isoformas
apresentam distribuicdo de tecido especifica. Enquanto FATP1 é encontrada
principalmente em tecido adiposo e coragao, FATP5 é encontrada exclusivamente
no figado (para revisdao veja Ehehalt et al., 2006 e Canbay et al., 2007).
Camundongos que nao expressam a FATP1 apresentam redugao da captagao
basal de acidos graxos e menores goticulas lipidicas no tecido adiposo marrom.
Quando expostos a 4°C, embora haja elevagdo dos acidos graxos plasmaticos,
nao ha aumento da captagcdo de acidos graxos pelo tecido adiposo marrom,
deixando-os incapazes de se defender do frio (Wu et al., 2006).

Para o seu armazenamento no tecido adiposo, os acidos graxos captados ou
sintetizados precisam ser esterificados. Nos adipécitos, o TG ¢é estocado
predominantemente no interior das goticulas lipidicas. Tais goticulas sao cercadas
por monocamadas de fosfolipides e sao estabilizadas por proteinas, dentre as
quais se destaca a perilipina A (Sawada et al., 2010). A perilipina A é ativada pela
proteina kinase A (PKA) e tem papel essencial na regulacdo do metabolismo dos
adipécitos (Brasaemale, 2007). A remocado da perilipina A do tecido adiposo

branco aumenta a lipdlise basal e reduz a lipdlise estimulada pela PKA, além de
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causar redugcdo na massa adiposa (Tansey et al., 2001). Por outro lado, a
superexpressao de perilipina A especificamente em adipdcitos levou ao aumento
do consumo de oxigénio, aumento da expressao de genes da beta-oxidagao e
producado de calor. Além disso, foi capaz de reduzir a expressao de genes da
sintese lipidica e de RIP140, fator relacionado com a diferenciacdo de adipécitos
brancos, causando também expressao ectépica de UCP1 em adiposo branco
(Sawada et al., 2010).

A esterificacdo de acidos graxos a TG depende do fornecimento de glicerol-
3-fosfato (G3P), que pode ser proveniente da via glicolitica, da gliceroneogénese
ou da fosforilagao direta do glicerol pela enzima gliceroquinase (Hanson e Reshef,
2003). No tecido adiposo branco, a glicose € um precursor de grande importancia
para esterificacdo de acido graxo e consequente acumulo de lipideos no tecido
adiposo (Nelson e Lehninger, 2006), pois a atividade da gliceroquinase é muito
pequena (Stryer, 1995; Rossi-Valentim et al., 2011).

A captacéao de glicose para o interior das células € mediada por carreadores
protéicos denominados transportadores de glicose (GLUT). Os seis
transportadores conhecidos (GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4, GLUT5 e GLUT7)
sdo expressos de forma tecido-especifica. No tecido adiposo sdo expressos 0s
GLUT1 e GLUT4, sendo o segundo dependente de insulina. Em situagcdes em
que a disponibilidade de glicose € limitada, como no jejum e em dietas restritas em
carboidratos (Botion et al., 1995), o fornecimento de G3P para esterificagcao se da
pela gliceroneogénese (Hanson e Reshef, 2003). Esse processo é responsavel
pela sintese de glicerol a partir de intermediarios como lactato, piruvato e alanina,

sendo particularmente importante na re-esterificacdo que ocorre no tecido
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adiposo. A gliceroneogénese envolve enzimas como piruvato carboxilase, alanina
e aspartato aminotransferases, entretanto, considera-se como enzima chave a
forma citosdlica da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK-C) (Reshef et al.,
1967; Gorin et al., 1969).

Sabe-se que a insulina estimula a lipogénese de varias maneiras: 1)
aumenta a quantidade dos transportadores de glicose, GLUT-4, na membrana do
adipdcito, propiciando maior entrada de glicose e formacao de G3P; 2) participa da
sintese de novo de acidos graxos por aumento da glicdlise, da piruvato
desidrogenase, da ACC e FAS; 3) estimula a LPL endotelial, aumentando a
liberacdo de acidos graxos dos TGs presentes no plasma para o tecido adiposo e
4) tem acao inibitéria direta sobre a lipase horménio sensivel (HSL), impedindo a
lipdlise dos TG intracelulares (Oliveira, 2005).

Quando ha demanda de energia pelo organismo, o tecido adiposo branco
promove a hidrélise do TG e liberagao de acidos graxos e glicerol, processo
denominado lipdlise. Por mais de trés décadas, a lipase hormdnio sensivel (HSL)
foi considerada a unica enzima limitante no processo de lipdlise (Zechner et al.,
2009). Classicamente, agonistas $-adrenérgicos, via proteina G, elevam os niveis
de AMP ciclico, promovendo a ativagao da proteina quinase A (PKA). A PKA, por
sua vez, fosforila a HSL e a perilipina A. A fosforilagdo da HSL causa sua
translocagcdo do citosol para a gota lipidica, onde se inicia a hidrélise de
triacilglicerois (Holm, 2003).

Estudos com camundongos knockout para HSL demonstraram que a lipdlise
nao depende exclusivamente dessa enzima, pois 0s animais nao se tornaram

obesos nem apresentaram sobrepeso (Okazaki, et al., 2002; Harada et al., 2003).
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Em 2004, 3 grupos independentes descobriram uma nova enzima capaz de
hidrolisar TG, a desnutrina ou ATGL (adipose triglyceride lipase) (Zimmermann et
al., 2004; Villena et al., 2004; Jenkins et al., 2004). Atualmente, sabe-se que trés
enzimas sao importantes na hidrélise de TG: a HSL, a monoacilglicerol lipase
(MGL), descoberta ha mais de 40 anos, e a recentemente identificada ATGL
(Zechner et al., 2009). Segundo Langin (2006), a HSL é a principal lipase na
lipolise estimulada por catecolaminas, enquanto a ATGL medeia a hidrdlise de TG
principalmente durante a lipdlise basal. Também ja foi demonstrado que a lipdlise
basal ndo é afetada em animais knockouts de HSL (Okazaki, et al., 2002) e que a
ATGL néo é fosforilada pela PKA (Zimmermann et al., 2004). Em 2009, um dos
grupos que descobriu a desnutrina/ATGL demonstrou que por aumentar a lipdlise,
a superexpressao de ATGL especificamente em tecido adiposo promove redugao
do conteudo de TG nos adipdcitos, atenuando a obesidade induzida por dieta
(Ahmadian et al., 2009). Posteriomente, foi demonstrado que a ATGL é essencial
para o fendtipo do tecido adiposo marrom, uma vez que sua falta no tecido
adiposo marrom modula o perfil de expressao génica e o converte em fendtipo de
adiposo branco, prejudicando sua capacidade termogénica (Ahmadian et al.,

2011).

Beta-oxidagao de acidos graxos e termogénese

Os acidos graxos sao captados pelos tecidos e, uma vez dentro da célula,
podem sofrer beta-oxidacdo, fornecendo energia para a célula. O processo de
beta-oxidacado ocorre dentro da mitocondria, e para isso 0 acido graxo precisa ser

internalizado. Primeiramente, os acidos graxos sao ativados a acil-CoA pela acil-
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CoA sintetase. A molécula de acil-CoA pode entdo ser transferida para a
mitocdndria por um sistema composto de trés proteinas: CPT1 (Carnitine
palmitoyltransferase 1), CACT (carnitine acylcarnitine translocase) e CPT2
(Carnitine palmitoyltransferase 2). Nesse sistema, a CPT1 converte o acil-CoA em
acilcarnitina, a CACT transporta a acilcarnitina através da membrana mitocondrial
e, finalmente, ja na matriz, as acilcarnitinas sdo novamente convertidas a acil-CoA
pela CPT2 (McGarry e Brown, 1997).

No interior da mitocéndria, o acil-CoA entra no processo catabdlico de beta-
oxidacao, no qual sofre remogdes sucessivas de unidades de dois atomos de
carbono, promovendo a formagao de acetil-CoAs que entrardo no ciclo do acido
citrico. Esses processos resultam na formacdo de carreadores de elétrons
reduzidos (FADH; e NADH), que sao entdo oxidados na cadeia respiratoria. A
passagem dos elétrons doados pelas coenzimas FAD e NAD' na cadeia
respiratoria gera um gradiente de prétons através da membrana interna da
mitocondria, e a enzima ATP sintetase utiliza a energia desse gradiente para
fosforilar ADP formando ATP. Alternativamente, a formacdo de ATP se reduz
quando o gradiente de protons é dissipado pelas proteinas desacopladoras (UCPs
- uncoupling proteins). Pode-se dizer, assim, que a respiracao (transferéncia de
elétrons através da cadeia respiratéria para o oxigénio) foi desacoplada da
producdo de ATP. A primeira UCP descrita foi inicialmente chamada de
termogenina, e posteriormente denominada UCP1. Ela é abundantemente
expressa em tecido adiposo marrom e responsavel pela dissipagdao do gradiente
de protons gerando calor ao invés de ATP neste tecido e conferindo-lhe alta

capacidade termogénica (Gimeno et al., 1997). Na sequéncia, proteinas
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estruturalmente homodlogas foram identificadas, estando presente em varios
tecidos (Fleury et al., 1997) e também em plantas e micro-organismos (Vercesi et
al.,, 2006). Embora, as UCP2 e UCP3 parecam promover algum grau de
vazamento de préton, suas fungdes fisioldgicas parecem estar mais ligadas ao
controle do balango redox celular do que a produgdo de calor (Laskowski e
Russell, 2008; Kowaltowski et al.,, 2009). O termo classico nonshivering
thermogenesis se refere a adaptacdo dos mamiferos ao frio crénico (semanas)
(Cannon e Nedergaard, 2010), o qual é dependente da atividade da UCP1
presente no tecido adiposo marrom.

Em adipdcitos marrons maduros, a norepinefrina (NE) interage com todos os
tipos de receptores adrenérgicos, sendo o beta 3 o mais expressivo e responsavel
pela via da termogénese e lipdlise. Além disso, a NE promove a proliferacao de
pré-adipdcitos, a diferenciagdao em adipdcitos maduros, inibe a apoptose e regula
diretamente a expressao génica da UCP1 (Cannon e Nedergaard, 2004).

Acredita-se que a termogénese dependente da UCP1 seja um poderoso
sistema para oxidagcao do excesso de gordura e reducao da obesidade (Kozak et
al., 2010). Ja foi demostrado que parte do efeito da leptina sobre a reducao de
peso ocorre por meio da UCP1. Verificou-se que em camundongos tratados com
leptina e comparados a controles com alimentacado pareada (pair-fed), a redugao
de peso induzida pela leptina é totalmente dependente da UCP1, uma vez que
esse protocolo exclui a agdo da leptina na reducao da ingestdao (Commins et al.,
2001). Além disso, a indugao de leptinemia crénica em camundongos deficientes

em UCP1 promoveu reducgao de ingestdo, mas nao aumentou o gasto energético
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nem reduziu gordura corporal como nos controles selvagens, confirmando a agao

da leptina sobre a UCP1 (Okamatsu-Ogura et al., 2007).

Proteinas e fatores que regulam a fungao dos adipodcitos

Muitas sdo as proteinas capazes de alterar os processos de lipogénese e
lipdlise do adipécito. A AMPK (AMP-activated protein kinase) é considerada um
sensor de energia celular (Kahn et al., 2005). Uma vez ativada, a AMPK alterna as
fungdes celulares de anabolismo, como sintese de colesterol, acidos graxos,
triglicérides e proteinas, para funcdes catabdlicas, como glicélise e oxidagao de
acidos graxos. Sua ativagao parece ter a capacidade de reduzir a lipogénese por
inibir diretamente a ACC e os fatores de transcricio ChREBP (carbohydrate
response element binding protein) e SREBP-1c (sterol regulatory element binding
protein-1c) (Hardie, 2005). Além disso, parece também regular positivamente a
expressao protéica de FAT/CD36 e FABP (Chabowski et al., 2007). A regulagao
da AMPK tem sido bastante estudada, e verificou-se que situagdes de jejum
(Daval et al., 2005; Sponarova et al., 2005), exercicio (Park et al., 2002; Watt et
al., 2006), e exposicao ao frio (Mulligan et al., 2007; Bauwens et al., 2011)
promovem sua ativagdo no adiposo branco. Além disso, agonistas beta-
adrenérgicos levam ao aumento da atividade da AMPK em adipécitos (Gaidhu et
al., 2010), sugerindo que, além do AMP, o AMPc também esteja envolvido na sua
ativacdo. O papel da AMPK na regulacdo da lipdlise ainda € controverso.
Enquanto alguns estudos demonstram efeito inibitério (Daval et al., 2005; Anthony
et al., 2009), outros apresentam o oposto (Yin et al., 2003; Koh et al., 2007).

Estudo com adipécitos e in vivo evidenciaram que a AMPK ativa a ATGL,
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aumentado sua atividade lipolitica, fornecendo acidos graxos para oxidagao e
inducao da termogénese pela UCP1 (Ahmadian et al., 2011). Embora uma fungao
antilipolitica da AMPK parecga contraditéria, sugere-se que a ativagao da AMPK
como consequéncia da lipdlise tenha o propdsito de limitar a hidrélise de TG
(Ceddia et al., 2013).

Varios fatores e cofatores atuam no metabolismo lipidico, diferenciagcdo e
funcdo do adipécito. Além dos classicamente conhecidos como os PPARs
(peroxissome proliferator activated receptors), outros vém ganhando destaque.

Os PPARs sao fatores de transcricdo dependentes de ligantes e, quando
ativados, formam heterodimeros com o receptor do acido 9-cis retindico (RXR). O
heterodimero liga-se entdo aos elementos responsivos (PPREs) na regiao
promotora dos genes alvos, alterando sua velocidade de transcricdo (Schoonjans
et al., 1997; Fruchart et al., 1999). As isoformas de PPARs (a, B/d e y) exibem
padrées de expressao tecido-especificos e participam da homeostase e
metabolismo lipidicos de diferentes maneiras, dependendo dos genes que
modulam (Staels et al., 1997; Schoonjans et al., 1997).

O PPARa é expresso em tecidos como figado, coracao e intestino delgado
(Mandard et al., 2004). O PPARa & expresso em nivel muito superior no tecido
adiposo marrom do que no branco (Ahmadian et al., 2011). O PPARa regula
primariamente vias catabdlicas do metabolismo lipidico, por modular genes
envolvidos na captacado e oxidagcao de acidos graxos, na lipdlise, na lipogénese e
no metabolismo do glicerol (Mandard et al., 2004). Ja foi demonstrado que o
PPARa ativa o promotor do gene da UCP1 (Barbera et al., 2001). Além disso,

camundongos que nao expressam PPARa (null) apresentam reducdo na
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expressao de UCP-1, CIDEA (Cell death-inducing fragmentation factor-a-like
effector a), COX (ciclooxigenase), COX e CPT1 no tecido adiposo marrom,
tornando-os incapazes de manter a temperatura corpérea quando expostos ao frio
(Ahmadian et al., 2011).

O PPARYy, por sua vez, é bastante expresso nos tecidos adiposos branco e
marrom (Knouff e Auwerx, 2004), sendo importante na regulagao da expressao de
genes participantes do anabolismo e armazenamento de lipidios e diferenciagao
de adipdcitos (Michalik e Wahli, 1999).

O controle transcricional em linhagens de adipécitos tem sido
extensivamente estudado (Rosen e Spiegelman 2000; Sellayah et al., 2011; Ohno
et al., 2012). Demonstrou-se que, uma vez que o pré-adipocito tenha sido
comprometido com a linhagem adipogénica, a cascata de sinalizacdo promove
sua diferenciagcao a adipocito maduro (Rosen e Macdonald, 2006). As proteinas
C/EBPs (CCAAT enhancer binding proteins) sao essenciais nessa cascata.
Estimulos adipogénicos como AMPciclico e glicocorticoides ativam C/EBPB e
C/EBP®, promovendo a diferenciagao terminal de pré-adipdcitos comprometidos.
C/EBPB e C/EBP®% induzem a expressao de C/EBPa (Rosen e Macdonald, 2006),
de forma que camundongos que nao expressam C/EBPB e C/EBP&d sao
desprovidos de tecido adiposo (Tanaka et al., 1997).

Destaca-se também nesse processo o PPARYy, que exerce importante papel
na diferenciagao tanto dos adipécitos brancos quanto dos marrons. Contudo, a
expressao de PPARy em células mesenquimais promove a indugao a adipocitos
brancos e nao ao fenétipo de adiposo marrom (Kajimura et al., 2008). Além disso,

o PPARYy regula e é regulado por C/EBP. Juntos, esses fatores representam um

21



loop transcricional que mantém estavel o estado de adipdcitos ja diferenciados
(Rosen et al., 2002). Paralelamente, sabe-se que a introdugdo de PPARy mutado
em linhagem de células 3T3-L1 reduz a expressao de genes chaves para a fungao
do adipécito, como GLUT4 e enzimas envolvidas no metabolismo de TG e acidos
graxos (Tamori et al., 2002)

Outro fator importante, o PGC1a (PPARy-coativator-1a), é altamente
induzido pelo frio em tecido adiposo marrom de camundongos. Nesse contexto, o
PGC1a ativa genes termogénicos do adiposo marrom como UCP1 e Dio2 (Type 2
deiodinase) (Tiraby et al., 2003).

Nota-se, entdo, que existem varios fatores relacionados com a transcricédo e
determinacao do fendtipo de adiposo marrom. Entretanto, a busca por um fator
definitivo e exclusivo na diferenciagcao a adipécito marrom ainda nao havia sido
encontrado. Mais recentemente foi identificado que o PRDM16 tem fungao
essencial na indugao do fenodtipo de adiposo marrom. PRDM16 ativa o padrao
genético de tecido adiposo marrom e suprime o de tecido adiposo branco,
direcionando a linhagem de adipdcitos brancos a marrom (Seale et al., 2007).
Definido como um fator de transcricdo do tipo dedos de zinco, o PRDM16
determina o destino da célula precursora para musculo ou adipocito marrom. Para
a adipogénese marrom, o PRDM16 se liga ao PPARy ativando sua fungao
transcricional (Seale et al., 2008). Os PRDMs tém se destacado como importantes
fatores no desenvolvimento, diferenciacdo e doenca, sendo reguladores
transcricionais de tecidos especificos. A familia é definida pela presenga do
dominio PR e contém inumeros membros cuja desregulagédo vem sendo associada

ao cancer e outras doengas (Fog et al., 2012).
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Outra proteina tem sido relacionada ao desenvolvimento do tecido adiposo, o
RIP140 (receptor-interacting protein-140), uma proteina predominantemente
nuclear. Evidéncias apontam o RIP140 como corregulador transcricional com
papel central em tecidos metabdlicos. O RIP140 se liga e reprime determinados
receptores nucleares como PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors),
TRs (thyroid hormone receptors) e ERRs (estrogen-related receptors) (revisado
por Fritah et al., 2012). Além de exercer papel repressor, foi demonstrado que o
RIP140 pode agir como coativador. Herzog et al. (2007) demonstraram que
RIP140 e LXR sé&o recrutados simultaneamente pelos elementos responsivos a
LXR, promovendo a regulacdo positiva do gene da FAS de maneira dose-
dependente. Os autores concluem que, no figado, embora o RIP140 tenha papel
correpressor na gluconeogénse, atua como coativador da lipogénese. A delegao
genética de RIP140 (RIP140-null mice) promove protecdo contra obesidade e
esteatose hepatica induzidas por dieta hiperlipidica (Leonardsson et al., 2004). Na
falta de RIP140, o tecido adiposo branco adquire caracteristicas de marrom, com
aumento da expressao da UCP1. Por outro lado, a superexpressdo de RIP140
leva a reducgao da expressao de genes do transporte e oxidagado de acidos graxos
(Fritah et al., 2010). Contudo, ainda nao esta clara a amplitude da importancia do
RIP140 no desenvolvimento do tecido adiposo marrom. Ainda que seu papel seja
conhecido, a delecdo do RIP140 (null mice) nao eliminou a resposta do tecido ao

estimulo pelo receptor beta3-adernergico (Hudson-Davies et al., 2009).
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Proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP) e adiposidade

A CETP é uma glicoproteina de 74 kDa expressa em diversos tecidos,
incluindo o tecido adiposo, e especialmente no figado (Drayna et al., 1987).
Radeau et al. evidenciaram que, nos humanos, a CETP é bastante expressa em
tecido adiposo (1998), e que sua expressao € maior em adipdcitos pequenos e
com menor quantidade de goticulas lipidicas (1995).

A CETP tem papel central no remodelamento de lipoproteinas plasmaticas,
alterando a composi¢cado quimica e a distribuicao de colesterol nestas lipoproteinas
(Bruce et al., 1998; Tall, 1995). Uma vez secretada para a circulagao sanguinea,
a CETP promove, de maneira ndo equimolar, a transferéncia de colesterol
esterificado (CE) das HDL para as LP que contém apo B (quilomicrons, VLDL e
LDL) em troca de TG (Tall, 1993; Oliveira e Quintdo, 1996). A CETP é expressa
em varias especies, incluindo primatas, coelhos, hamsters, répteis e peixes;
enquanto camundongos e ratos ndo a expressam (Ha & Barter, 1982).

Estudos sobre estrutura e funcédo da CETP evidenciam que ela se conecta a
duas lipoproteinas, formando um tunel hidrofébico e permitindo a transferéncia de
lipides neutros entre as lipoproteinas (Qiu et al., 2007). Como resultado, a CETP
participa do catabolismo da HDL, promovendo uma redugao de HDL-colesterol e,
portanto, um aumento de risco de desenvolvimento de doencgas ateroscleroticas.
Assim, a CETP parece desempenhar papel aterogénico, pois se considera que o
risco para DVC esta diretamente relacionado a concentragao plasmatica de LDL-
colesterol e inversamente a concentragdo plasmatica de HDL-colesterol
(Huuskonen, 2000; Pedersen, 2000; Assmann, 2001). No entanto, em alguns

contextos metabdlicos, como hipertrigliceridemia (Hayek et al., 1995) e castragao
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(Cazita et al., 2003; Casquero et al., 2006), dentre outros (Foger et al., 1999; Kako
et al., 2002; Berti et al., 2005), a CETP apresenta papel protetor na aterogénese.

A inibicao farmacolégica da CETP com o objetivo de elevar HDL-colesterol e
assim reduzir risco de doencga coronariana tem sido postulada como terapia
antiaterogénica (Okamoto, et al., 2000; Huang et al., 2002; Barter et al., 2003,
Clark et al., 2004; Brousseau et al., 2004). O primeiro inibidor da CETP a entrar
em fase Il de estudo foi o torcetrapib. O tratamento com torcetrapib, porém,
elevou significativamente a mortalidade por diferentes causas, incluindo
hipertensao, sepsis e cancer. Como consequéncia do aumento da mortalidade em
individuos tratados com torcetrapib, determinou-se a suspensao do “Investigation
of Lipid Level Management to Understand its Impact in Atherosclerotic Events”
(ILLUMINATE), com mais de 15000 pacientes nos EUA (Clark, 2006; Pearson,
2006; Tall, 2007). Estudos clinicos e com modelos animais sugerem que 0
aumento de mortalidade reportado com torcetrapib poderia ser um efeito
especifico da molécula da droga, independente do efeito da inibicdo da CETP.
Além disso, outros trés inibidores da CETP (dalcetrapib, anacetrapib e
evacetrapib) foram avaliados e, em fase | e Il, ndo alteraram a pressao arterial ou
os niveis de aldosterona (Ghosh e Ghosh, 2012). Mesmo assim, o estudo clinico
com dalcetrapib foi recentemente suspenso por falta de beneficio (Goldberg e
Hegele, 2012). Os outros dois inibidores — Anacetrapib e Evacetrapib — estao
atualmente em fase lll e tém previsdao de se obterem resultados sobre efeito na
DCV para 2017 (Bochem et al., 2013).

Além de sua acado no transporte de lipideos entre as lipoproteinas, alguns

estudos investigam o papel intracelular da CETP. Ja foi demosntrado que a
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expressdo da CETP contribui para a homeostasia normal do colesterol nos
adipécitos (Izem e Morton, 2001). Segundo Izem e Morton (2007) a CETP nao
secretada para a circulagao seria responsavel pela transferéncia de lipideos entre
organelas, sendo responsavel pelo transporte do TG e CE (colesteril éster) recém-
sintetizados no reticulo endoplasmatico, para serem estocados na goticula lipidica,
onde também estdo presentes as lipases. Assim, de acordo com seus resultados,
células deficientes em CETP (células SW872 com expressao da CETP suprimida
por oligonucleotideo antissenso) apresentam acumulo de TG e CE no reticulo
endoplasmatico, levando ao armazenamento anormal de lipidios e prejudicando o
metabolismo lipidico da célula.

Outro estudo mostrou que a expressao da CETP nas células, e ndo no meio
de cultura, promove o efluxo de colesterol, sugerindo atuacdo da CETP na etapa
inicial do transporte reverso de colesterol (TRC) (Zhang et al., 2001)

Por meio de sua acao na troca de lipideos neutros, a CETP parece ter outras
fungdes além de sua agao no TRC (Oliveira e de Faria, 2011). Estudos mostram
que no Alzheimer a reducdo da atividade da CETP retardaria o surgimento dos
sintomas de deméncia (Rodriguez et al, 2006; Sanders et al, 2010). Entretanto, tal
relacdo ainda parece controversa (Arias-Vasquez et al, 2007; Fidani et al, 2004).
E, embora sem consenso, alguns trabalhos relacionam também a CETP com
longevidade (Barzilai et al, 2003; Koropatnik et al, 2008; Hirano et al, 1997; Arai et
al, 2003; Cellini et al, 2005; Capri et al, 2006).

Como a CETP faz parte de uma superfamilia de proteinas anti-inflamatorias,
com membros como a LBP (lipopolissacaryde binding protein) e BPI (Bactericidal

permeability increasing protein), a acdo da CETP no processo inflamatorio
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também tem sido estudada. Cazita et al. (2008) demonstraram que o0s
camundongos transgénicos para CETP humana apresentam maior taxa de
sobrevivéncia e liberam menos TNFa e IL-6 quando expostos a LPS
(lipopolissacarides de parede bacteriana) que seus controles n&do transgénicos.
Outro grupo demonstrou uma correlagdo positiva entre CETP plasmatica e
sobrevida de pacientes com sepsis internados em unidade de terapia intensiva
(Grion et al, 2010).

Em 2007, nosso grupo demonstrou que a expressao de CETP é capaz de
reduzir a obesidade induzida por dieta em camundongos hipertrigliceridémicos,
transgénicos para a apolipoproteina CIlIl (Salerno et al.,, 2007). Este trabalho
revelou uma fungao antiadipogénica inédita desta proteina. Também em nosso
laboratério, verificamos que camundongos transgénicos que expressam a CETP,
sob dieta padrdao pobre em gordura (chow), apresentam menor adiposidade e
concentracbes plasmaticas de leptina reduzidas (Tese de Doutorado de P. R.
Patricio, 2010). Nesse estudo, camundongos machos e fémeas transgénicos para
a CETP e seus controles foram acompanhados desde o desmame (1 més) até 5
meses de idade. Os camundongos CETP possuiam menores quantidades de
gordura que os controles, sendo esta diferenga mais marcante nas fémeas, tanto
em termos absolutos quanto relativos ao peso corporeo. Verificou-se também
reducdo na area média dos adipdcitos em relagcado aos NTg (~50%). Tais achados
foram atribuidos a expressao diferencial de genes no tecido adiposo, uma vez que
a CETP levou a alteracao de expressao de genes lipogénicos e lipoliticos. Foram
encontrados reducdo de SREBP2 e LPL e aumento de AMPK no depdsito

perigonadal, e reducdo de PPARy e aumento da HSL e da AMPK no depésito
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subcutaneo. A fim de confirmar que os achados eram de fato resultados da
expressao da CETP e ndo uma possivel consequéncia da insercao aleatoria do
transgene no genoma do animal, analisou-se o efeito da inibicdo da CETP em um
modelo animal que expressa naturalmente a CETP. A atividade da CETP em
Golden Syrian hamsters foi entdo inibida com a administracdo subcutanea de
anticorpo monoclonal contra a CETP (TP2). A inibicdo da atividade da CETP
durante um més causou maior ganho de peso, aumento da massa adiposa e da
area dos adipdcitos.

Varios sdo os possiveis mecanismos pelos quais a CETP poderia promover
reducdo de adiposidade. Nesse sentido, sdo necessarios estudos adicionais do

metabolismo lipidico e fungédo dos adipdcitos na auséncia e presenga da CETP.

Modelo animal

Em humanos e em outras diferentes espécies, a CETP participa do
transporte reverso de colesterol, tendo grande importancia no remodelamento das
lipoproteinas e no perfil lipémico. Camundongos e ratos, no entanto, ndo a
expressam (Ha & Barter, 1982); assim, camundongos transgénicos para CETP se
tornaram importantes ferramentas no estudo da regulacdo e funcdo dessa
proteina.

A linhagem de camundongos transgénicos usada nesse estudo foi
desenvolvida no Departamento de Medicina da Universidade de Columbia (Nova
York), pelo grupo do Professor Dr. Alan Tall. Denominada 5203, a linhagem foi

gerada em camundongos com background C57BL/6 pela insercao de minigene da
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CETP, ligada a regiao promotora natural do gene humano da CETP (Jiang et al.
1992).

O padrao de expressdo de RNAm de CETP nos tecidos desses animais é
semelhante ao dos humanos, sendo principalmente detectados em figado, baco,
intestino delgado, rins e tecido adiposo. Isso sugere que o transgene contenha os
principais elementos regulatorios que determinam a expressao em tecidos
humanos. Além disso, quando tratados com dieta rica em colesterol, ha um
aumento significativo da expressao da CETP, levando a um aumento da massa e
atividade da CETP no plasma.

Em estudo adicional, Jiang et al. (1993) verificaram que os camundongos da
linhagem 5203 (heterozigotos) apresentavam cerca de 5 ug/ml de CETP no
plasma, o que resultava em alteracbes nos lipides plasmaticos. Conforme
esperado, a expressao da CETP levava a reducao dos niveis de colesterol total,
mas a nenhuma alteracdo no TG ou fosfolipides plasmaticos. Além disso, foi
verificado aumento de VLDL-Col e LDL-Col, acompanhado de redu¢cado de HDL-
Col, resultado coerente com a acao da CETP no plasma.

Também ja foi verificado que tanto em dieta hiperlipidica (Salerno et al.,
2007) quanto em dieta comercial padrao (Tese de doutorado de P. R. Patricio,
2010) a expressao da CETP nesses camundongos nao altera insulinemia,

glicemia ou acidos graxos nao esterificados.
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OBJETIVOS

Investigar os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela
reducao da adiposidade em camundongos CETP transgénicos em relacdo aos
controles (que nao expressam CETP) na vigéncia de dieta pobre em gordura. Para
tanto, avaliamos os processos de captacéo e retengcdo de acidos graxos e glicose,
sintese de novo de lipides (lipogénese) e lipdlise no tecido adiposo dos animais
controles e transgénicos. Além disso, investigamos a modulagdo da expressao de
genes e proteinas relacionadas com esses processos no tecido adiposo branco e

marrom.
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MATERIAIS E METODOS

Animais Transgénicos (Tg)

Todos os animais gerados para estes estudos foram derivados de animais
gentilmente fornecidos pelo Dr. Alan Tall da Divisdo de Medicina Molecular da
Columbia University, NY, E.U.A. em 1996. As linhagens sdo mantidas no biotério
da Dra. Helena C. F. de Oliveira, no Departamento de Biologia Estrutural e
Funcional - Area de Fisiologia e Biofisica- IB - UNICAMP, Campinas. Foram
utilizados camundongos transgénicos (background C57BL/6) para o gene humano
da CETP, sob regulagao da regido promotora natural, linhagem 5203 (Jiang et al.
1992). Os animais foram tipados segundo seus respectivos fenoétipos: atividade da
CETP no plasma (>15% nos Tg e < 5% nos néo-Tg). Neste projeto, os
experimentos foram realizados com fémeas, uma vez que nos achados anteriores
do nosso grupo os dados das fémeas mostraram maior relagao dos gendtipos com

a adiposidade.

Tratamento dos animais

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica
na Experimentagdao Animal (CCEA-IB-UNICAMP) (protocolo n° 1607-1) e esta
inserido no contexto do projeto CIBio 2008/02 aprovado pela Comissao Interna de
Biosseguranca (CIBio/IB/Unicamp).

Os camundongos foram mantidos em condigdes controladas de
temperatura (22 + 2°C), luminosidade (ciclos de claro e escuro de 12 horas),

recebendo agua e ragao (Nuvital CR1, Colombo, Brasil) ad libitum. A dieta era
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composta por 23% de proteina, 4,5% de gordura total, 33% carboidratos e 21% de
fibra, no total de 263 Kcal/100 g (dieta chow). Os animais CETP e seus controles
nao transgénicos foram mantidos em dieta chow do desmame aos 5 meses de

idade.

Atividade da CETP no plasma

Para o screening dos animais da colénia CETP analisou-se a atividade da
CETP no palsma. Uma mistura de VLDL+LDL foi obtida por ultracentrifugagao de
plasma de doadores humanos normolipidémicos e utilizada como lipoproteinas
aceptoras. HDL também obtida por ultracentrifugacido de plasma de doadores
normolipidémicos foi marcada radioativamente com '*C-colesteril-éster ("*CCE) de
acordo com Oliveira & Quintdo (1996). O ensaio isotopico consistiu em uma
reagdo contendo 50 ug de proteina de VLDL+LDL, 10000 dpm de "*CCE-HDL e 5
Ml 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 acdo 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 ul de coquetel de precipitacdo 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
rom 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
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Ml do sobrenadante a 3 ml de solugéo cintiladora aquosa (ACS NACS104, GE
Healthcare-Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra) para determinacdo da
radioatividade remanescente nas HDL em contador beta Beckman LS 6000AT
(Fullerton, Califérnia, EUA). No ensaio foram utilizados sempre 2 blanks (tubos
com tampéao), 3 controles-negativos (tubos com plasma de camundongo nao
transgénico) e 2 controles-positivos (plasma de camundongos transgénicos).
Todas as amostras foram feitas em duplicatas, e os resultados expressos como %
de "CCE transferido da HDL para as VLDL+LDL:

% CE transferido = 100 - (A/ C * 100)

onde, A =meédia em dpm das duplicatas das amostras

C = média em dpm das duplicatas dos controles-negativos

Analises bioquimicas

Para obtencdo do plasma, o sangue foi coletado com auxilio de capilares
heparinizados, centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. Os lipideos
plasmaticos foram determinados utilizando-se kits enzimaticos-colorimétricos:
colesterol total e trigliceridios por kits da Chod-Pap; Roche Diagnostic GmbH
(Mannheim, Germany), conforme instru¢gdes do fabricante. A glicemia foi medida

com auxilio de glicosimetro Accu-Chek Advantage (Roche Diagnostic, Suiga).

Analise da composicao da carcaca
Para andlise da composicao da carcaca (agua, massa magra e massa
gorda), as carcagas foram desidratadas a 65°C até ficarem com peso constante

(peso seco). A gordura total da carcaca foi extraida com éter de petroleo
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(LabSynth, SP, Brazil) utilizando extrator soxhlet por cerca de 96 horas. O calculo
da massa gorda é dado pela subtragcdo do peso da carcaga desidratada antes e
depois da extracio lipidica.
Lipogénese in vivo

Com os animais devidamente identificados e pesados, foi injetado
intraperitonialmente 20 mCi de agua triciada diluida em solugdo salina 0,85%
(Osono e col, 1995). Apdés uma hora, os animais anestesiados sofreram
exsanguinacao retro-orbital. O plasma foi obtido para controle da radioatividade
(10 uL) em contador Beta e os tecidos (figado, tecido adiposo subcuténeo e
visceral (perigonadal + perirrenal) foram coletados e pesados. Os figados foram
divididos e processados em duplicata, porém os depésitos adiposos foram
processados em simplicata, devido a pequena quantidade de amostra. Os lipideos
das amostras foram extraidos de acordo com o protocolo proposto por Folch
(1957). Resumidamente, foram adicionados 5 ml de metanol e 10 ml de
cloroférmio as amostras. Apds permanecerem em temperatura ambiente por longo
periodo (overnight), as amostras foram filtradas e adicionou-se 3,5 ml de agua.
Apos centrifugacao, a fase inferior, contendo os lipideos, foi aspirada e submetida
a secagem completa. O extrato seco foi entdo redissolvido em 3 mL da solugao
cintiladora para contagem de sua radioatividade, permitindo a determinagcéo da
lipogénese (incorporagao de agua triciada em lipides totais). O calculo utilizado
para obtencdo da quantidade de *H,O incorporada em lipideos foi baseado nas
duas férmulas seguintes:

1- Atividade especifica do plasma, AE= cpm/uL plasma x 18/1000, e
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2- umol *H,0 incorporado em lipideos = cpm amostra/ AE x 1/tempo x

1/massa de tecido.

Captacao de glicose em figado, tecidos adiposos e musculo (in vivo)

Apos 12 horas de jejum, os animais receberam injecédo intraperitoneal
contendo glicose (2g/Kg massa corporal) e *H-deoxiglicose (150 pCi/Kg massa
corporal) (Cooney, 1985). Amostras de plasma foram coletadas nos tempos 15,
30, 60, 90 e 120 minutos, quando também foi aferida a glicemia. Aos 120 minutos,
os animais foram anestesiados e sacrificados por exanguinacdo. Os tecidos
(figado, musculo (gastrocnemio + solio) e adiposos perigonadal, perirrenal,
subcutadneo e marrom interescapular) foram coletados e lavados em salina, para
reduzir quantidade de sangue, que interferiria na contagem da atividade.

Os tecidos foram entdo solubilizados em composto digestivo (Tissue
Solubilizer — GE Healthcare-Amersham). Acrescentou-se liquido de cintilagdo para
amostras nao aquosas (GE Healthcare-Amersham) para posterior contagem da
radiacao ionizante em contador beta (Bekmam - LS 6000TA).

O “quench” produzido pela cor das amostras foi corrigido por adigcdo de 1000

CPM de *H-Trioleina, permitindo correcdo proporcional.

Retencao de acidos graxos pelo figado, tecido adiposo e musculo (in vivo)
Apos 8 horas de jejum, os animais receberam trioleina marcada com ftricio
(83H-TO) (5 uCi e 180 mg/animal) por via oral. Vinte e quatro horas depois da

administragdo orogastrica, os animais foram anestesiados e sacrificados por
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exsanguinacao total para coleta dos tecidos (figado, musculo gastrocnémio e
depdsitos visiveis de gordura perigonadal e subcutanea). Os tecidos (100 a 500
mg) foram usados para extragao da gordura por Folch (1957). Apds a evaporagao
do solvente foram adicionados 3 ml de liquido de cintilagdo em amostras nao
aquosas (GE Healthcare-Amersham) para posterior contagem da radiagao
ionizante em contador beta (Bekmam - LS 6000TA).

Foi realizado um balango de gordura antes (trés dias) e apds (24 horas) a
administracdo oral aguda de trioleina (*H-TO). As fezes foram coletadas e a
ingestao de racao quantificada. Amostras de fezes e ragao foram secas em estufa
e submetidas a extragao de gorduras de acordo com protocolo de Folch (1957),

fornecendo a quantidade de gordura ingerida e excretada nas fezes (gravimetria).

Isolamento adipécitos

Para os experimentos in vitro foram utilizados adipdcitos isolados mediante
a técnica de digestdo de tecido por colagenase, descrita por Rodbell (1964) e
adaptada para camundongos (Salerno et al., 2007). Para esses experimentos
foram usados animais alimentados. Resumidamente, os coxins adiposos foram
retirados, picados em finos fragmentos e incubados em tampao digestivo (Krebs-
Ringer, 3% BSA, 6 mM glicose, colagenase Il 1 mg/ml, pH=7,4) por 45 minutos a
37°C em banho-maria sob agitacdo. Em seguida, a amostra foi filtrada em malha
fina (retendo restos teciduais nao digeridos) e lavada por trés vezes com 3 ml de

tampao (Krebs-Ringer, 3% BSA, 6 mM glicose, sem colagenase) mantido a 37°C.
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As células foram contadas em camara de Neubauer e a viabilidade verificada

por azul de tripan.

Lipogénese a partir de acetato em adipodcitos isolados

Os adipdcitos (10° células) foram incubados em 1 ml de tamp&o Krebs-
Ringer (3% BSA, 10 mM acetato, 6 mM glicose, 25 pU insulina humana) contendo
1 uCi de "C-acetato por 2 horas , sob atmosfera de carbogénio (95% O/ 5% CO,)
a 37°C sob agitacao constante. Apds a incubacao, a extracao de lipideos foi feita
de acordo com o método de Dole (1960). A fase superior (contendo os lipideos) é
coletada submetida a secagem completa. O extrato seco foi entdo redissolvido em
3 mL da solucéao cintiladora para amostras ndo aquosas, para contagem de sua

radioatividade, permitindo a determinacéo da lipogénese.

Lipolise em adipécitos isolados

Para o experimento de lipdlise foi feita avaliacdo da atividade lipolitica dos
adipdcitos isolados frente a estimulo com agonista p-adrenérgico (isoproterenol),
de acordo com Loéfgren (2005) modificado. Um ml de suspensao celular (em
tampao Krebs-Ringer, 3% BSA- livre de acidos graxos, 6 mM glicose, pH=7,4) foi
incubado por 5 min a 37°C em presenca de adenosina deaminase (0,2 U/ml), para
degradacéo da adenosina liberada no meio pelos adipécitos, impedindo sua agao
antilipolitica (Fredholm, 1981; Honnor et al., 1985). Apds esta etapa, os adipécitos
foram incubados por 1h30m a 37°C com ou sem isoproterenol (10° M). O

isoproterenol foi dissolvido em solugéo de acido ascoérbico 2%, para preservar sua
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atividade. Entretanto, excesso de acido ascorbico no meio inibe a reagao
enzimatica do reagente para glicerol. Assim, primeiramente foi feita solugao
estoque de isoproterenol (1M) em 2% acido ascorbico e, posteriormente uma
solugdo de isoproterenol (10 M) em tampao. A reacéo foi bloqueada em banho
de gelo e, ap6és 10 minutos em repouso, as células flutuantes foram descartadas,
e 400 ul do meio foram coletados e armazenados em -20°C para posterior
dosagem de glicerol. A quantidade de glicerol liberada pelos adipdcitos isolados
para o meio de incubacéo foi determinada por kit enzimatico-colorimétrico (Bioclin,
Quibasa: Quimica basica. Belo Horizonte, Brasil). Os resultados foram expressos

em mg/dL.10® células.

Lipdlise in vivo

A lipdlise in vivo foi analisada nos animais alimentados e apos jejum de 12
horas. Consideraram-se como lipdlise os valores obtidos com a dosagem de
glicerol no plasma (kit enzimatico-colorimétrico: Bioclin, Quibasa: Quimica basica.
Belo Horizonte, Brasil). Para determinacao da lipdlise basal, coletou-se plasma
antes da injecao de isoproterenol, enquanto a lipdlise estimulada foi determinada
15 minutos apds a injecao intraperitoneal com isoproterenol (0,3 mg/Kg massa

corporal) (Osuga et al., 2000).

Respirometria indireta (VO., VCO,, GET, QR)
A respirometria indireta foi feita em equipamento Oxylet System (Pamlab e

Harvard Apparatus). Os camundongos foram adaptados a camara por 15 minutos
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por duas vezes e aclimatados por 10 minutos imediatamente antes de as medidas
serem tomadas. Foram feitas duas medidas consecutivas de 5 minutos, entre 8 e
12 horas da manhd — em animais alimentados e apds 12 horas de jejum. O
software metabolism v2.2.01 forneceu os valores de consumo de oxigénio (VO,),
diéxido de carbono produzido (VCO;), quociente respiratério (QR) e gasto

energético total (GET). Os resultados foram normalizados pela massa dos

animais.
Equacdes:
[O2s xFx |1- O],
F x [O,], 100 100
Vof[ 900 )
1-105]; - [CO,;
100 100
F x [1 - [Oz]e]
VCO, = 100 X [CO,) . [CO,). xF
100 100
1-[O,); - [COy;
100 100
VCO
RQ= 2

GET= (3,815 + (1,232 x QR)) x VO, x 1,44

Onde: [02]e = concentragdo de oxigénio que flui pra dentro da gaiola

[O,]s = concentragao de oxigénio dentro da gaiola
[CO,], = concentragao de diéxido de carbono que flui pra dentro da gaiola
[COZ]S = concentragéo de dioxido de carbono dentro da gaiola

F = ar que flui pra dentro da gaiola
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Determinacao de colesterol (COL) e triglicérides (TG) nos tecidos adiposos
Amostras dos tecidos adiposos (aprox. 50 mg) foram submetidas a extracao
de gordura por Folch (1957). Aliquotas de 100 ul foram secas em nitrogénio, o
lipidio extraido foi ressuspendido em 200 ul de tamp&o a base de acido cdlico e
triton, fornecido pelo Kit (Amplex Red Cholesterol Assay - Invitrogen). A
determinagcdo do conteudo de COL foi feita por kit enzimatico-fluorimétrico
(Amplex Red Cholesterol Assay Kit - invitrogen), enquanto a dosagem de TG nos
tecidos adiposos foi feita por kit enzimatico-colorimétrico Roche Diagnostic GmbH

(Mannheim, Germany).

Real time — PCR

RNA total foi extraido das amostras de tecido adiposo utilizadondo-se
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN, Germany), conforme orientagbes do
fabricante.

A integridade do RNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose a
1,2% com tampao Tris-borato 89 mM, EDTA 2 mM, e revelado com brometo de
etidio. A pureza e quantificacdo foram determinadas em espectrofotometro Gene
Quant (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia).

Para verificagao de contaminagdao com DNA gendmico, foi realizado PCR em
1 yg de RNA total, o que nao deve resultar em nenhum produto de PCR. As
amostras que apresentaram contaminagcao foram re-extraidas até completa
descontaminacao. Obteve-se o cDNA a partir de 2 ug de RNA total por transcrigao
reversa, usando-se kit da Applied biosystems (High-Capacity cDNA reverse

transcription kit), de acordo com a bula.
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A expressao génica nos tecidos foi determinada por Real time PCR. Utilizou-
se SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) e sistema
de deteccao Step one Real time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA) e pares especificos de primers (direto e reverso) mostrados no quadro abaixo.
A quantificacao foi feita pela medida do ciclo threshold normalizado pelo controle

interno B-actina e expressa em relagéo aos controles nao transgénicos.
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Amplimetros utilizados na RT-PCR

Gene amplimetros Referéncia
B-actina direto 5" GGACTCATCGTACTCCTGCTT 3°
Norris et al., 2008
reverso 5" GAGATTACTGCTCTGGCTCCT 3°
direto 5 CCTGCACCACCAACTGCTTAZ
GAPDH Desenhado*
reverso 5" GCCCCACGGCCATCACGCCAZ
ATGL direto 5 TGTGGCCTCATTCCTCCTACC 3°
Reid et al., 2008
reverso 5 TCGTGGATGTTGGTGGAGCT 3°
AMPK direto 5" GGATCGCCAAATTATGCAGCACC &
Gaidhu et al., 2010
reverso 5" AAGGGCATACAGGATGACACCACA 3
direto 5" GGAACTGTGGGCTCATTGC 3°
CD36 Zhou, 2008
reverso 5" CATGAGAATGCCTCCAAACAC 3°
direto 5'AGTGACTGGTGGGAGGAATA 3
CPT1 Desenhado*
reverso 5'CTTGAAGTAACGGCCTCTGT 3
direto 5" GCAGAAGACGCAGGAAGA 3°
FATP1 Norris et al., 2008
reverso 5" GGACGTGGCTGTGTATGG 3°
direto 5" CCATCCACCACACTCACCACGC &
GLUT1 Desenhado*
reverso 5" GCCCATAAGCACAGCAGCCACA 3
direto 5" ACATACCTGACAGGGCAAGG &
GLUT4 Montel-Hagen, 2008
reverso 5" CGCCCTTAGTTGGTCAGAAG 3°
direto 5" ATGGATTTACGCACGATGACACAG 3°
HSL Desenhado*
reverso 5" ACTGAGGCCTGTCTCG 3
direto 5" GCA GCT CGT ACAGGTCATCA3
PPARa Zhang et al., 2012
reverso 5 CTCTTC ATC CCC AAGCGTAG &
direto 5" GGTGAAACTCTGGGAGATTC 3°
PPARy Desenhado*
reverso 5" CAACCATTGGGTCAGCTCTT 3
direto 5'CCTGACACGGAGAGTTAAAGGAA 3
PGC1a Desenhado*
reverso 5'"GATGGCACGCAGCCCTAT &
direto N N
Perilipina 5 GTACACTATGTGCCGCTTCC 3 Pinent et al., 2011
reverso 5 CTTTGCGCTCCGCCTCT 3°
direto 5 ATGGGTGTTGTC CCTTCCTC 3
RIP140 Sawada et al., 2010
reverso 5 AACTGC TCGCTCTCTCGTTC 3
direto 5" GAT GGT GAACCC GACAACTT &
UCP1 Sawada et al., 2010
reverso 5 CTGAAACTCCGGCTGAGAAG ¥
direto 5" AGCATGGTAAGGGACCAGTG 3°
UCP2 Desenhado*
reverso 5'"CAGTTCTACACCAAGGCTC 3

* com auxilio do software vector NT/ 900 (Informax-invitrogen, Bethesda, MD).
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Determinacgao proteica dos receptores beta 3-adrenérgicos

Foram extraidos os tecidos adiposos visceral, subcutdneo e marrom
interescapular. Homogeneizados a 4°C em tampao contendo 250mM de sacarose,
50mM de Tris, 1mM EDTA (pH=7,4) e coquetel de inibidor de protease (2ul por
mL). O material insoluvel foi removido por centrifugacao a 10.000xg por 10min a
4°C. O sobrenadante entao foi ultracentrifugado 100.000xg por 60 min a 4°C. O
pellet resultante foi ressuspendido em 50ul de tampao contendo 50mM de Tris,
1mM EDTA e coquetel inibidor de protease. As concentracbes de proteina foram
determinadas pelo método de Bradford. Amostras contendo 40ug de proteina
foram adicionadas de tampao de Laemmli (4% SDS, 5% sacarose, 0,5% azul de
bromofenol, 50mM de Tris pH=6,8, 10% p-mercaptoetanol) e corrido em gel de
poliacrilamida 10% a 100V até sair o Laemmli do gel (3h). As proteinas foram
eletrotransferidas para membrana de PVDF (GE healthcare / n° RPN303F) a
230mA por 12h. A efetividade da transferéncia foi verificada em ponceau com 1%
de acido acético. As membranas foram bloqueadas por 2 horas em solugao
contendo 100mM de NaCl, 10mM de Tris-HCI, 0,1% Tween20 com leite
desnatado 5% em temperatura ambiente, incubadas overnight com anticorpo anti-
B3 AR (sc-1473; Santa Cruz Biotechnology) em 1% de albumina, diluido 1:500 e
anticorpo segundario (goat) 1:10000 por 1h30m. Foi utilizado quimioluminescente
(Super Signal West Pico) e a intensidade das bandas foi medida utilizando-se

image quant LAS 4000.
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Analises estatisticas

Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdao da média
(EPM). O numero de animais usados em cada analise esta indicado entre
parénteses (n). Utilizou-se teste “t” de Student para comparagdes simples entre

dois grupos. A significancia estatistica foi definida quando p < 0,05.
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Resultados

O perfil lipémico dos animais foi analisado para a caracterizagdo dos grupos.
Verificou-se que apenas os niveis de colesterol total estavam reduzidos no grupo
CETP (Tabela 1), resultado esperado pelo proprio efeito da CETP, ja previamente
identificado, de reduzir HDL-colesterol (Agellon et al., 1991; Jiang et al.,1992). Os
niveis de triacilglicerois e acidos graxos nao esterificados (NEFA) n&do foram

alterados pela expressao da CETP.

Tabela 1. Niveis plasmaticos de triglicérides (TG), colesterol (COL),

acidos graxos nao esterificados (NEFA).

NTg CETP
COL (mg/dL) 92:6 76+5*
TG (mg/dL) 93:5 99+ 8

NEFA (mmol/L) 2,2+0,2 2,402

Camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade
(estado alimentado). Média + epm (n= 7 por grupo). Teste “t” de Student, * p =
0,05

Os dados de massa corporal e dos tecidos adiposos, composi¢cao da carcaga
e conteudo de gordura em musculo e figado sdo apresentados na figura 1.
Embora nao haja diferenca na massa corporal, a expressao da CETP promoveu
reducdo de aproximadamente 30 % no peso relativo dos depdsitos de tecido
adiposo. A andlise da composig¢ao da carcaga também mostra redugéo de 37 % na
massa gorda e aumento de 4 % na massa magra e teor de agua. Na tabela 2
pode-se verificar que a reducéo da adiposidade ndao é compensada por deposi¢cao

ectdpica de gordura no figado ou musculo.
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Figura 1. Expressao da CETP reduz adiposidade. Peso corporal (A), peso relativo (% peso
corporal) dos depdsitos adiposos perigonadal, perirrenal e subcutaneo (n= 36-40) (B), composigcao
da carcaga (n=10) (C). Camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade.
Média + epm. Teste “t’de Student, * p < 0,01 NTg vs CETP.

Tabela 2. Conteudo de gordura no figado e musculo (%).

NTg CETP
Figado 6,0+0,3 57+0,3
Musculo 57+0,7 48+0,2

Camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade.

Média + epm (n= 7 por grupo). Lipideos extraidos pelo protocolo de FOLCH.

Verificamos que a reducao na adiposidade dos animais CETP nao decorreu
de alteracao na ingestao calorica ou excrecao de gordura, medida feita apés um

balanco de gordura de trés dias (Fig. 2).
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Figura 2. Expressao da CETP nao afeta ingestdao ou excregdao de gordura. Ingestao de ragao
(A) e excregao de gordura (B) em 3 dias de balango de gordura. Camundongos fémeas CETP e
NTg em dieta chow, com 5 meses de idade. Média + epm (n= quatro médias de trés a quatro

animais por gaiola)

Em seguida, testamos se os animais que expressam a CETP apresentavam
reducao da adiposidade devido a alteracdo na sintese lipidica. Para isso, foi
analisada a lipogénese in vivo, estimada por incorporagdo de *H-H,O em lipidios
do figado e dos tecidos adiposos visceral e subcutaneo. A lipogénese determinada
a partir de incorporacéo de *H,O em lipideos é considerada como indice do fluxo
total de precursores convertidos a acidos graxos, independente da fonte de
carbono (Saggerson et al., 1988), portanto, ideal para quantificar a lipogénese in
vivo e em diferentes tecidos. No entanto, como esta metodologia tem baixa
eficiéncia, para estudos in vitro com adipécitos isolados avaliamos a incorporagao
de '"C-acetato. Ambos os experimentos mostraram que a CETP n3o altera a

sintese lipidica nesses tecidos lipogénicos (Fig. 3).
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Figura 3. Expressao da CETP néo altera lipogénese. Lipogénese in vivo: Incorporagéo de *H,0
em lipideos totais pelo tecido adiposo subcutaneo, visceral (perigonadal e perirrenal) e figado (A,
B, C) de camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade (n= 5-6).
Lipogénese em adipdcitos isolados: Incorporagéo de "C-acetato em lipides (106 celulas, 1 uCi Ye-
acetato, 10 nM acetato, 2 horas, 37°C). Dois experimentos independentes, triplicatas, pools de 2-4

animais. Média = epm.

Também avaliamos a captacgao tecidual de glicose, uma vez que esta € uma
etapa limitante na esterificacdo e armazenamento de triglicérides em tecido
adiposo (Stryer, 1995). Na figura 4, verifica-se que a expressdo da CETP nao
altera a captagdo de glicose (estimada pela captagdo de °H-2-deoxiglicose) por
nenhum dos tecidos testados: musculo, figado e tecidos adiposos marrom,

perigonadal, peri-renal e subcutdneo. Chama a atencdo a grande captacao de
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glicose pelo tecido adiposo marrom, o que pode ser explicado pela proposta de
que a glicose € muito importante como combustivel na termogénese neste tecido
(Cooney & Newsholme, 1982), embora Saggerson et al. (1988) tenham mostrado
que em ratos mantidos em temperatura normal, a glicose ndo € o principal
combustivel na respiragao do adipécito marrom.

As curvas de radioatividade de *H-2-deoxiglicose no plasma (Fig. 4B) e de
glicemia (Fig. 4C) mostram que também nao ha nenhuma diferenga na remogao
plasmatica de 2-deoxiglicose e glicose entre os grupos. A captacao de glicose foi
analisada em dois tempos, 15 minutos e 120 minutos apds a aplicagdo de °H-2-
deoxiglicose. Aos 15 minutos, ainda em pico de captagdo, e aos 120 minutos,
quando a glicemia ja havia retornado a valores basais, e a radioatividade de *H-2-
deoxiglicose estava em steady state. E interessante citar que, conforme foi
verificado, o desaparecimento da radioatividade da *H-2-deoxiglicose no plasma
ocorre apenas cinco dias apoés a injecao intraperitoneal (dados ndo mostrados).

Testamos também a capacidade de armazenamento de lipideos exdgenos
nos animais que expressam ou nao a CETP (Fig.5). Entretanto, pode-se verificar
que a expressao da CETP nao altera a retencao de lipideos administrados por via
oral. Essa medida foi feita 24 horas apds uma sobrecarga oral de trioleina (TO)
marcada com tricio (5 uCi *H-TO, 180 mg/animal). Nenhuma diferenca significativa
foi verificada nos tecidos testados (musculo, figado e tecidos adiposos perigonadal

e subcutaneo).
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Figura 4. Expressao da CETP nao altera a captacao tecidual de glicose. Captacao de glicose
(in vivo) 15 e 120 minutos apds injecao intraperitoneal de glicose (2g/Kg peso corporal) e *H-2-
deoxiglicose (150 uCi/Kg peso corporal). Captagao pelo figado, musculo (gastrocnémio) e tecidos
adiposos perigonadal, perirenal, subcutaneo e marrom (BAT) (A) e concentracdo de glicose no
plasma (B, C). Camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade. Estado

alimentado. Média + epm (n=5-6 por grupo).

Considerando, entao, que os camundongos CETP transgénicos apresentam
semelhantes velocidades de sintese e retencao lipidica se comparados aos
controles nao transgénicos, levantamos a possibilidade de alteracao na lipdlise
para explicar a reducao da adiposidade neste grupo.

Para a determinacao da lipdlise, analisou-se a liberacao de glicerol. Embora
no processo de lipdlise ocorra liberacdo de acido graxo e glicerol, a determinacao
de glicerol representa melhor o grau da lipolise, uma vez que existe a recaptacao
de acido graxo pelos adipécitos (Vaughan, 1962). Contudo, ja foi demosntrado que

liberacao dos produtos da lipdlise (acido graxo e glicerol) € modulada pela acao da
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glicerolquinase e que a atividade dessa enzima é estimulada pelo sistema nervoso

simpatico (Rossi-Valentim et al., 2011).
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Figura 5. A expressao da CETP nao altera a reten¢ao tecidual de lipideos. Retencédo de
lipideos (in vivo) pelo musculo, figado e tecidos adiposos perigonadal e subcutaneo 24 horas apés
uma dose oral de *H-trioleina e 6leo de milho (5 uCi *H-TO, 180 mg/animal). Camundongos fémeas

CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade. Média £ epm (n= 7 por grupo).

De fato, experimentos in vivo mostram que animais que expressam CETP
apresentam niveis plasmaticos de glicerol mais elevados que os controles,
sugerindo aumento da lipolise basal no estado alimentado (Fig. 6A). Em
contrapartida, nenhuma alteracédo significativa foi observada na lipdlise desses
animais apo6s estimulo com isoproterenol, agonista beta-adrenérgico (Fig. 6B).
Provavelmente o estimulo do isoproterenol foi tdo potente que igualou a
intensidade da lipdlise dos dois grupos de animais nos dois estados — jejum e
alimentado. A glicemia de jejum basal e apds o estimulo com isoproterenol nao foi

diferente entre os grupos CETP e NTg (Fig. 6C).
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Figura 6. A expressao da CETP aumenta a lipdlise in vivo no estado alimentado. Niveis de
glicerol plasmatico (A, B) e glicemia (C) antes (basal) e 15 minutos apds injecao intraperitoneal de
isoproterenol (0,3 mg/Kg peso corporal) (estimulada). Camundongos fémeas CETP e NTg em dieta

chow, com 5 meses de idade. Média + epm. (n=6-7 por grupo). Teste “t” de Student, * p < 0,05

A lipdlise também foi avaliada em adipdcitos isolados de animais no estado
alimentado (Fig. 7). Constatou-se aumento de aproximadamente 50% na lipdlise
estimulada por isoproterenol no grupo CETP (adiposo visceral e subcutaneo), sem

diferenca significativa na lipdlise basal.
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Figura 7. A expressdao da CETP aumenta a lipdlise estimulada em adipécitos isolados.
Lipdlise basal e estimulada por isoproterenol em adipdcitos isolados de tecido adiposo visceral e
subcutédneo. Camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade (106
células, 0,2 U/ml adenosina deaminase, com ou sem isoproterenol (10’5 M), 1h30m, 37°C)
(triplicatas, 2-3 animais por pool, quatro experimentos independentes). Média + epm. Teste “t"de
Student, * p < 0,05; # p= 0,06.
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A disparidade entre as alteragbes encontradas in vivo e em adipdcitos
isolados pode ser decorrente de mecanismos contra-regulatérios presentes
apenas nos animais inteiros e ndao nos adipdcitos isolados. As catecolaminas, os
peptideos natriuréticos e a insulina sdo considerados os principais reguladores da
lipdlise (Kolditz e Langin, 2010). Os niveis circulantes de glucagon, GH e
corticosteréide podem ser responsaveis pela diferengca de respostas in vivo e in
vitro.

Adicionalmente, foi medida a taxa metabdlica basal por respirometria (Fig. 8).
Identificou-se que, no estado alimentado, a expressao da CETP promove aumento
de consumo de oxigénio e gasto energético total de aproximadamente 10 %, o que
esta de acordo com o fendtipo de adiposidade reduzida. Os valores de quociente
respiratério (Tabela 3) indicam diferenca apenas entre os estados de jejum e
alimentado, coerente com o desvio do tipo de substrato (de carboidrato para

lipideos) que ocorre na transicao entre estes estados.
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Figura 8. Expressdao da CETP aumenta o gasto energético corporal. Consumo de oxigénio
(VO,), de dioxido de caborno (CO) e gasto energético total (GET) nos estados alimentado e jejum
normalizados por Kg de peso corporal (PC). Camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow,
com 5 meses de idade. Média + epm (n=9-11 por grupo). Teste “t” de Student, * p < 0,05; # p=
0,07.

Tabela 3. A expressao da CETP nao altera o quociente respiratorio (CO,/VO,).

NTg CETP
Alimentado 0,87 £ 0,02 ° 0,86 £ 0,02 °
Jejum 0,81+ 0,02 ° 0,80 £ 0,02°

Camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade.
Média + epm (n= 9-11 por grupo). Teste “t"de Student. Letras iguais indicam

diferenca estatistica significante p< 0,05.
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Os dados de consumo de oxigénio e gasto energético foram normalizados
pelo peso corporal dos animais. A normalizagcao desses dados é critica para sua
analise e, embora massas magra e gorda nao contribuam da mesma forma para o
consumo de oxigénio (Butler e Kozak, 2009), ambas s&o importantes na sua
determinacao (Kaiyala et al., 2010). Neste trabalho optou-se pela normalizagao
por peso corporal, uma vez que se pretendia determinar o consumo de oxigénio
do animal como um todo e n&do apenas de sua massa magra. Considerou-se que
mesmo que a massa magra seja metabolicamente mais ativa que a massa gorda,
os resultados dos ensaios funcionais do tecido adiposo sugerem que a diferencga
entre os grupos pode decorrer do metabolismo alterado nos depdsitos adiposos,
que constituem a massa gorda do grupo CETP.

Foi analisado também o conteudo de colesterol e triglicérides nos tecidos
adiposos dos animais em estudo. Verificou-se que a expressao da CETP alterou a
proporgao entre COL e TG no tecido adiposo subcutdaneo em aproximadamente 70

% (Fig. 9).

55



3,0

2,5

2,0

ENTg

COL/TG
=
%}

OCETP
1,0

0,5

0,0 —— —
Perigonadal Subcutdneo

Figura 9. A expressdao da CETP aumenta a razao colesterol/triglicérides no tecido adiposo
subcutaneo. Razao colesterol/triglicérides dos tecidos adiposos perigonadal e subcutaneo de
camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade. Média £ epm (n=10 por
grupo). Teste “t"de Student, * p < 0,05.

Quanto a expressao génica, foram analisados genes de fatores e cofatores
de transcricdo do metabolismo lipidico, genes responsaveis pelo transporte de
glicose e acidos graxos, além de genes envolvidos na lipdlise, gasto energético e
termogénese (Figuras 10, 11 e 12). Constatou-se que, no tecido adiposo visceral,
a CETP promoveu aumento da expressdo de FATP1, ATGL e HSL. A expressao
dos genes analisados no adiposo subcutaneo, contudo, ndo se mostrou afetada
pela expressao da CETP. No tecido adiposo marrom, por sua vez, encontrou-se
aumento de FATP1, ATGL e UCP1.

Outros genes importantes para o metabolismo dos adipécitos foram
avaliados, mas nao apresentaram diferenca estatistica significante, a saber,
GLUT1, GLUT4, CD36, CPT1 e UCP2 no adiposo visceral e PPARa, PPARg,

PGC1a, HSL, Perilipina, AMPK, CD36, CPT1, RIP140 no marrom.
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Figura 10. Expressao da CETP modula positivamente genes envolvidos na lipdlise e no
transporte de acidos graxos em tecido adiposo visceral. Expressao génica por Real time PCR

(RNAm) de camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade. Controle
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Figura 11. Expressdao de genes em tecido adiposo subcutineo de camundongos que
expressam a CETP e controles. Expresséo génica por Real time PCR (RNAm) de camundongos
fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses de idade. Controle interno B-actina. Média +
epm (n=9-12 por grupo). Teste “t” de Student, * p < 0,05.
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A: Fatores e co-fatores de transcricao
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Figura 12. Expressio da CETP modula positivamente genes envolvidos na lipdlise, no
transporte de acidos graxos e na termogénese em tecido adiposo marrom. Expressao génica
por Real time PCR (RNAm) de camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5 meses
de idade. Controle interno B-actina. Média + epm (n=9-12 por grupo). Teste “t” de Student, * p <
0,05.
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A expressao proteica do receptor beta 3-adrenérgico foi avaliada nos tecidos
adiposos visceral, subcutaneo e marrom (Fig. 13). Verificou-se aumento na
expressdo do receptor tanto no adiposo visceral, quanto no marrom. E importante
ressaltar que a expressado proteica do receptor foi avaliada no extrato de
membrana celular, pois apenas quando localizado na membrana o receptor exerce
sua funcdo. Para o resultado, foi feita somatéria das bandas de 44 e 68 kDa,
equivalente as formas do receptor glicosilada ou ndo. Notou-se que no tecido
adiposo marrom a forma glicosilada nao foi detectada. Antony et al. (1998)
também encontraram discrepancia nos tamanhos da proteina glicosilada,
argumentando que pode haver diferenca no processo de glicosilacao entre os
varios tipos celulares. De qualquer forma, a quantificacdo apenas das bandas de
44 kDa fornece o mesmo resultado, indicando aumento da expressao do receptor
nos tecidos adiposos visceral e marrom, além de nenhuma diferenca no adiposo

subcutaneo.
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Figura 13. Expressao da CETP aumenta expressao proteica de receptor beta 3-adrenérgico
em tecido adiposo marrom e visceral. \Western blot de extrato de membrana de tecidos adiposo
visceral, subcutaneo e marrom de camundongos fémeas CETP e NTg em dieta chow, com 5

meses de idade. Média £ epm (n=9-12 por grupo). Teste “t” de Student, * p < 0,05.
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Discussao

O processo de formacédo do tecido adiposo € complexo, dependente de
fatores ambientais e genéticos relacionados ao metabolismo lipidico que podem
atuar isoladamente ou em conjunto. Nesse sentido, foram avaliados os principais
mecanismos funcionais e alguns aspectos moleculares capazes de contribuir para
explicar a menor adiposidade dos camundongos que expressam a CETP.
Inicialmente, foi verificado que a expressao da CETP nao alterou a ingestao
alimentar ou a absorgao de gordura. Verificamos também que a reducdo da massa
adiposa nos animais CETP nao teve repercussao sobre o teor de lipideos em
tecidos nao especializados no seu estoque, como figado e musculo.

Em seguida, investigamos os principais mecanismos intrinsecos do tecido
adiposo responsaveis pelo armazenamento lipidico. A sintese enddgena
(lipogénese de novo), a retencdo de lipideos exdgenos provenientes da dieta,
assim como a captacgao de glicose nao foram alteradas pela expressao da CETP.
Por outro lado, verificamos que o fendtipo de adiposidade reduzida nos animais
CETP pode ser explicado pelo aumento da lipdlise e do metabolismo basal desses
animais

Podemos aventar alguns mecanismos para explicar como a CETP interfere
na adiposidade. E importante enfatizar que esses mecanismos ndo s&o
excludentes, podendo ocorrer simultaneamente.

Primeiramente, a CETP pode reduzir a captagcdo de acido graxo de duas
maneiras: devido a reducao da disponibilizagado de TG para o tecido adiposo e por

diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase (LPL). A redugdo da
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disponibilizacdo de TG ocorre pela agdo da CETP no transporte reverso de
colesterol, no qual a CETP retira TG das lipoproteinas que contém apoB (VLDL,
IDL e LDL) em troca de colesteril éster. As lipoproteinas que contém apoB sao
responsaveis por transportar TG no plasma e, ao sofrerem agdo da LPL,
disponibilizam acidos graxos dos TG para os tecidos. Como a CETP deixa essas
lipoproteinas empobrecidas em TG, ocorre reducao da disponibilidade de TG para
os tecidos extra-hepaticos. Além disso, trabalho recente do nosso grupo de
pesquisa mostrou que a atividade da LPL esta reduzida nos animais que
expressam a CETP (Salerno et al., 2009). Assim, haveria menor fornecimento de
acidos graxos para o tecido adiposo dos animais que expressam CETP, sendo
esta uma das razdes que contribuem para os menores depdsitos de gordura
nesses animais.

O segundo possivel mecanismo de agao da CETP relaciona-se a modulacgéo,
por via indireta (aumento do teor de colesterol celular), da expressao de genes
relacionados com a lipdlise, transporte de acidos graxos e termogénese.
Verificamos que, no depdsito visceral, a CETP aumentou a expressao de ATGL e
HSL. O que é coerente com os achados de maior lipdlise basal (in vivo) e
estimulada por isoproterenol (em adipdcitos isolados). Enquanto a ATGL medeia a
hidrolise de TG principalmente durante a lipdlise basal, a HSL é a principal lipase
na lipdlise estimulada por catecolaminas (Langin, 2006). Esta acado da CETP pode
ser consequéncia da capacidade da CETP de modificar a concentragdo de
colesterol nas membranas dos adipdcitos. A modificacdo da concentragdo de COL
nas membranas, por sua vez, pode decorrer tanto da agao da CETP, facilitando a

captacao tecidual de colesterol de HDL, ou ainda da acgao intracelular da CETP.
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Nesta segunda, a CETP poderia alterar o transporte de TG e CE entre reticulo
endoplasmatico e goticula lipidica, promovendo uma distribuicao diferente de
lipideos no interior dos adipécitos (Izem e Morton, 2007).

Conforme ja demonstrado, o conteudo de colesterol nos adipécitos altera a
expressao de diferentes genes relacionados ao metabolismo energético (Le Lay et
al., 2001). Nosso grupo demonstrou que a expressdao da CETP aumenta a
captacao de colesterol de HDL pelo tecido adiposo em modelos animais (Harada
et al., 2007), enquanto outros mostraram que a CETP aumenta os niveis de
colesterol de células adiposas em cultura (Benoist et al, 1997; Vassiliou e
McPherson, 2004; Ju et al., 2011). Os resultados aqui descritos evidenciam que,
de fato, a expressdo da CETP altera o conteudo de colesterol no tecido adiposo,
evidenciado pelo aumento da relagao entre COL e TG. Sabe-se, pela elegante
série de trabalhos de Goldstein e Brown (2009), que o aumento do teor de
colesterol das membranas celulares (especialmente do reticulo endoplasmatico)
reprime uma familia de fatores de transcricdo denominada SREBP (sterol
responsive element binding protein), os quais sdo potentes modulares das vias de
sintese de colesterol e de acidos graxos. Desta maneira, a expressdao da CETP
estaria indiretamente alterando a lipdlise.

De forma semelhante, a CETP poderia alterar também a funcao de proteinas
relacionadas com a lipdlise. Evidéncias recentes mostram que o colesterol de
membrana, especialmente nos microdominios chamados lipid rafts, é responsavel
por estabilizar os receptores B-adrenérgicos (Cherezov et al., 2007). Assim, o

aumento da concentracdo de colesterol na membrana dos adipocitos mediado
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pela CETP poderia alterar a sinalizagcao para lipdlise iniciada pelos receptores -
adrenérgicos.

O classico modelo mosaico fluido sugerido como estrutura basica da
membrana plasmatica (Singer e Nicolson, 1972) foi remodelado para um sistema
mais complexo, no qual ndo apenas proteinas como também microdominios
lipidicos (lipid rafts) flutuam lateralmente (London e Brown, 2000). Varios estudos
se propuseram a investigar os efeitos do colesterol na estrutura e fungao de
proteinas integrais de membrana como, por exemplo, os receptores acoplados a
proteina G (Paila e Chattopadhyay, 2009). O colesterol, assim como outros
lipideos sintéticos, foi capaz de melhorar a estabilidade de receptores beta 2
adrenérgicos (Yao e Kobilka, 2005), além de ter se mostrado como componente
necessario para cristalizacdo do receptor, facilitando sua interacdo e
oligomerizacao (Cherezov et al., 2007).

E possivel que este aumento na estabilidade dos receptores B-adrenérgicos
seja responsavel pelo aumento do conteudo protéico dos receptores [B3-
adrenérgicos (B3AR) na membrana celular dos tecidos adiposos visceral e
marrom dos animais CETP. Este € um aspecto muito relevante, pois o f3 € o0 mais
significante receptor § adrenérgico em adipdcitos marrons maduros em roedores
(Cannon e Nedergaard, 2004). No tecido adiposo branco, a ativagao dos B3AR
induz o processo da lipdlise pela fosforilagdo da HSL e da perilipina, via PKA
(Holm, 2003). No tecido adiposo marrom, os B3AR promovem, além da lipdlise, a
termogénese (Zhao et al., 1994). Quando estimulado, o tecido adiposo marrom
promove aumento da expressao de RNAm para UCP1 (Ricquier et al., 1984). Em

adipdcitos isolados, foi demonstrado que a remocgao da UCP1 bloqueia a indugao
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da termogénese pela norepinefrina (NE) (Matthias et al., 2000). Paralelamente,
camundongos sem noradrenalina e adrenalina sédo incapazes de responder ao frio
(Thomas et al., 1997). Além disso, foi demonstrado que a falta da UCP1 agrava o
desenvolvimento da obesidade induzida por dieta, e que mesmo em dieta normal,
camundongos sem UCP1 desenvolvem obesidade (Feldmann et al., 2009). A
termogénese dependente da UCP1 do tecido adiposo marrom tem se mostrado
um eficiente sistema de oxidagdo do excesso de gordura, reduzindo a obesidade
(Lowell e Spiegelman, 2000; Kajimura et al., 2008; Kozak et al., 2010).

Assim, sugerimos um modelo (Fig. 14) em que a CETP modularia etapas
importantes da lipdlise: a CETP aumenta a captacao de colesterol de HDL pelos
adipdcitos, estabiliza os receptores [-adrenérgicos e intensifica a sinalizagao
lipolitica. No adiposo visceral, a CETP também induz maior expressao de ATGL e
HSL, aumentando adicionalmente a lipdlise. No tecido adiposo marrom, a maior
atividade dos B3AR é coerente com o aumento da expressdo da UCP1, indicativo
de aumento na termogénese. O aumento da termogénese é coerente com o
incremento do gasto energético corporal dos camundongos que expressam a

CETP.
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Figura 14. Resumo da a¢ao da CETP sobre a fungao dos adipécitos. Em vermelho, destacam-

se os genes e/ou proteinas moduladas pela expressao da CETP.

O aumento da lipdlise (basal e/ou estimulada) do tecido adiposo branco
libera mais acidos graxos para a circulacdo, inclusive para o tecido adiposo
marrom, que ativa UCP1 e aumenta termogénese. Wu et al. (2006) demonstraram
gue o estimulo por NE aumenta a expressdo de FATP1 sem alterar a expressao
de CD36, e que a perda de FATP1 impede a captacdo de acidos graxos pelo
tecido adiposo marrom, inibindo a nonshivering termogénese induzida por NE.

Pode-se imaginar, entdo, que a maior producdo de calor pela UCP1 do
adipocito marrom nos camundongos que expressam a CETP esteja ocorrendo a
custa da maior liberacao de acidos graxos pelos adipécitos viscerais. Nesse
sentido, a maior expressao da FATP1 no tecido adiposo marrom teria papel
fundamental, internalizando estes acidos graxos. Nota-se que a FATP1 esta

também aumentada também no adiposo visceral, o que a principio pode parecer
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contraditério com o aumento da lipdlise. Entretanto, devemos lembrar que ha um
“ciclo futil” em que parte dos acidos graxos liberados na lipdlise retorna aos
adipdcitos para ser re-esterificada em TG (Brooks et al., 1982). O aumento na
captagao de acidos graxo é, na verdade, coerente com o aumento da lipdlise sem
causar alteragao nos niveis de acidos graxos.

Recentemente, Ju et al. (2011) publicaram que a expressdao da CETP
humana em células 3T3-L1 levou ao aumento da sinalizag&o da insulina via AKT e
promoveu maior captacdo de glicose pelos adipocitos. Nossos resultados, no
entanto, mostram que a expressao da CETP nao altera a captacao de glicose pelo
figado, musculo ou tecidos adiposos e tampouco modula a expressdo de RNAm
dos transportadores de glicose (GLUT1 e GLUT4). Tal discrepancia pode ser
explicada pelo modelo experimental estudado, sendo o modelo animal mais
fisiologico.

Além dos dados com camundongos, nosso grupo confirmou que a redugao
da adiposidade seria de fato acdo da CETP e ndo apenas uma consequéncia da
insercao aleatdéria do gene da CETP. A inibicao da CETP por anticorpo
monoclonal em hamsters provocou maior ganho de peso corporal e adipdcitos de
maiores didmetros (Tese doutorado: Patricia R. Patricio, 2010).

Dados da literatura reforcam a relacdo da CETP com reducdo da
adiposidade. Teran-Garcia et al. (2008) reportaram que o polimorfismo 1405V do
gene da CETP contribui para alteragdes na adiposidade apds superalimentagao
de individuos de peso normal, de forma que os individuos com menor atividade da

CETP apresentavam maior incremento na massa adiposa visceral (130%).

67



O mesmo polimorfismo também foi avaliado em 295 individuos eutréficos por
Oliveira e de Faria (2011). Estes autores encontraram que os individuos com
menor atividade da CETP apresentavam indices mais elevados de massa
corporea (IMC) e de circunferéncia da cintura. Os autores também identificaram,
independente do polimorfismo, uma correlacéo negativa entre atividade plasmatica
da CETP com o IMC e a circunferéncia da cintura. Contudo, Akbarzadeh et al.
(2012) avaliaram outro polimosfismo da CETP (-629C/A) e encontraram niveis
mais altos de CETP nos portadores de sindrome metabdlica do que no grupo de
individuos saudaveis.

Johansson et al. (2012) verificaram ainda que individuos obesos, apds perda
de peso, em periodo de manutengao de peso corporal, apresentaram aumento da
expressao de CETP. Os autores especulam sobre um possivel papel benéfico da
CETP durante a perda de peso e sua manutengao.

Quanto a estudos em modelos animais, Zhou et al. (2006) usaram
camundongos transgénicos para CETP sob controle de promotor especifico de
tecido adiposo (aP2). Os camundongos transgénicos possuiam concentracdes
plasmaticas fisiolégicas da CETP e, quando comparados aos controles nao
transgénicos, apresentaram adipocitos menores e expressao de RNAm reduzida
para os genes adipogénicos LPL, PPARy e SREBP-1c.

Assim, o conjunto de dados apresentados permite concluir que a expressao
da CETP altera a expressao e/ou fungao de proteinas relacionadas a lipdlise e
termogénese, aumentando o gasto energético e resultando em reducédo da
gordura corporal. Tais achados indicam uma nova fungédo antiadipogénica para a

CETP.
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Abstract

In this work, we examined the major mechanisms involved in the increased adiposity
response to a high fat (HF) diet previously observed in mice overexpressing the
apolipoprotein (apo) CIII. We measured the adipose tissue’s capacity to store exogenous
lipids, de novo lipogenesis and lipolysis rates. In mice fed a HF diet from 2 to 4 months of
age, there was a 3-fold increase in the exogenous lipid retention capacity of apo CIII mice
adipose tissue compared to non-transgenic (NTg) mice. However, lipogenesis in apo CIII
mice was reduced by 20-50%; therefore, the overall adipose tissue depot masses did not
differ between the two groups of mice, although leptin levels were higher in apo CIII mice.
When the HF diet was provided to older mice, from 4 to 6 months of age, both adipose
masses and leptin levels were increased. While exogenous lipid retention capacity and
lipogenesis were similar in both groups, the lipolysis rates measured in isolated adipocytes
and in vivo were significantly reduced in apo CIII mice. Altogether, these data indicate that
apo CIII overexpression promotes age-dependent effects on adipose tissue lipid
metabolism, namely, stimulation of exogenous lipid storage at early ages and repression of

lipolysis at late ages.

Supplementary key words: adipose tissue, hypertriglyceridemia, non-esterified fatty

acids, high fat diet, lipid accumulation, transgenic mice.
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Introduction

Obesity is defined as a disease in which excess body fat accumulates and may
adversely affect one’s health. It is considered to be a heterogeneous group of conditions
derived from multiple causes affecting energy balance. Body fat content is determined by
interactions between genetic, environmental and psychosocial factors acting through the
mediators of energy intake and expenditure (1). Several studies have shown a relationship
between obesity, hypertriglyceridemia, hypertension, glucose intolerance and/or insulin
resistance, which characterize the metabolic syndrome (2-4). The World Health
Organization estimates that approximately 2 billion people around the world are
overweight, and approximately 300 million are obese, although prevalence rates vary

dramatically from country to country (http://www.who.int/topics/obesity/en/). Overweight

and obesity are associated with an excess of cardiovascular and noncardiovascular deaths in
the general population (5, 6).

Hypertriglyceridemia is one of the most common types of dyslipidemia found in
obesity, together with low HDL levels and the presence of small and dense LDL particles
(7). Most disorders in lipoprotein metabolism in obese subjects are consequences of insulin
resistance. However, it is not established whether primary hyperlipidemia can predispose
one to obesity. Several pieces of evidence have suggested that proteins primarily related to
lipoprotein plasma transport, such as apolipoprotein CIII and E, may significantly affect the
process of body fat accumulation (8-14).

Apo CIII is mainly found in secreted triglyceride (TG)-rich lipoproteins (15) and

regulates intravascular TG metabolism. In excess, apo CIII delays the clearance of very
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low-density lipoprotein (VLDL) and chylomicrons (8, 16, 17). Studies have shown that TG
plasma levels are directly correlated to the amount of apo CIII (18, 19). In addition,
growing evidence has linked apo CIII concentrations in VLDL and LDL to coronary heart
disease (20, 21). Transgenic mice overexpressing human apo CIII have marked elevated
TG and non-esterified fatty acid (NEFA) levels (22). Apparently, apo CIII overexpression
increases the half-life of TG-rich lipoproteins without changing lipoprotein lipase (LPL)
activity (23, 24).

We previously hypothesized that apo CIII overexpression would compromise fatty
acid delivery to adipose tissues and would thus contribute to resistance to diet-induced
obesity, similarly to what was described for overexpression of apo CI (8). However, this
was not the case, as after five months of a high fat diet, apo CIII overexpressing mice
accumulated more body fat than non-transgenic littermates (12). However, the role of apo
CIII on adiposity seems to be quite complex because apo CIII knockout mice exhibited
more severe diet-induced obesity than wild type mice (9).

The aim of the present study was to evaluate major functional and biochemical
processes, such as lipid retention capacity, lipogenesis and lipolysis rates, which could be

involved in diet-induced fat accumulation in transgenic mice overexpressing apo CIII.

Materials and Methods

Animals and treatments

Human apo CIII transgenic mice (line 3707) (25) founders were originally donated by Dr.
Alan R. Tall (Columbia University, New York, NY, 1996) and crossbred with wild-type
(NTg) C57BI6 mice. The apo CIII transgenic colony has been kept for 15 years at the

animal facilities of the Division of Physiology and Biophysics at the State University of
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Campinas (Sao Paulo, Brazil). The experiments were approved by the university’s ethics
committee (protocol # 1607-1). Transgenic mice were screened according to their
triglyceride plasma levels (CIII > 300 mg/dL and controls < 100 mg/dL). All experiments
were performed with female mice because it was shown in earlier studies that they are more
responsive to diet-induced adiposity (12). Apo CIII transgenic and nontransgenic (NTg)
female littermates had free access to standard laboratory rodent diet (CR1; Nuvital,
Colombo, Parana, Brazil) and water ad libitum and were housed in a room at 22°C + 2°C
with a 12-hour light-dark cycle. Two studies using a high fat diet (HF) were performed. In
the first study, mice groups were treated with a HF diet between the ages of 2 to 4 months,
while the groups in the second study were fed a HF diet from 4 to 6 months of age. The HF
diet was the AIN-93 diet modified as followed: 19% protein, 25% total fat (20% butter and
5% lard), 45% carbohydrates and 5% fiber, totaling 448 Kcal/100 g. Mice body weight and
food consumption were determined 3 times a week. Body weights were taken individually,
whereas food ingestion was measured as the average consumed by 4 mice per cage per day.
Plasma levels of total cholesterol, triglycerides (Chod-Pap; Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Germany) and non-esterified fatty acids (Wako Chemical, Neuss, Germany)
were determined by enzymatic-colorimetric methods according to the manufacturers’
instructions. Mice underwent an oral glucose tolerance test. After an overnight fast and
administration of an oral dose of glucose solution (1.5 g/kg), plasma glucose levels were
determined at 0, 15, 30, 60, 90 and 120 min. Glycemia was measured with a glucosimeter
Accu-Chek Advantage (Roche Diagnostic, Switzerland).

In vivo CO; production rates

Whole body in vivo CO, production rates were measured in a temperature-monitored

respirometer, as previously described (26). Fed mice were adapted to the respirometer
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chamber twice a day for 5 minutes each. After the adaptation period, the CO; expiration of
each mouse was monitored for 5 minutes once a day, between 9 AM and 11 AM, for 5
consecutive days. CO, production rates were calculated as an average of 5 measurements
for each mouse.

Exogenous lipid retention

After 8 hours of fasting, animals received an oral dose of SH-triolein (5uCi 3H—TO, GE
Healthcare-Amersham, United Kingdom) mixed with corn oil (180 mg/mouse). Twenty-
four hours later, mice were deeply anesthetized and killed by exsanguination. Liver,
gastrocnemius muscle and perigonadal and subcutaneous fat depots were excised and
weighed. Tissue lipids were extracted using the Folch (1957) method, and beta radiation
was counted with scintillation liquid (GE Healthcare-Amersham, United Kingdom) in a
Beckman - LS 6000TA Beta counter. Feces were collected 3 days before and 24 h after the
oral dose of *H-triolein. Feces and food samples were dried, and their fat content was
extracted by the Folch (27) method to determine the amount of fat intake and excretion.

In vivo lipogenesis

Lipid synthesis was measured in vivo by following the incorporation of *H-H,O into tissue
lipids as previously described by Osono et al. (28). Briefly, fed mice were given 20 mCi
*H-H,0 i.p. (GE Healthcare-Amersham, United Kingdom). Animals were killed 60 min
after receiving the tritiated water, and blood and tissue samples were collected. Lipids from
the liver and adipose depots (perigonadal and subcutaneous) were extracted by the Folch
(27) method. Total lipid extracts from tissues and plasma samples were used for
scintillation counting. The lipogenic rates were calculated as nmol of *H incorporated into
lipids per hour per gram of wet tissue.

Adipocyte isolation
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Mouse adipocytes were isolated using modifications of the established protocol for rat
adipocytes (29). Briefly, perigonadal and subcutaneous fat were cut into small pieces, and
the fragments were digested at 37°C with collagenase II (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) (1
mg/mL) in Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRBA) containing fatty acid free albumin
(3%) and glucose (6 mM) at pH 7.4. After 45 min of incubation under continuous vigorous
shaking, the fat cells were filtered through a nylon mesh and washed 3 times with KRBA to
eliminate the stroma-vascular fraction and collagenase. The cells were counted in a
Neubauer's chamber, and the viability was verified with trypan blue.

Lipogenesis in isolated adipocytes

Isolated adipocytes (10° cells) were incubated in triplicate in a Krebs-Ringer phosphate
buffer containing 3% fatty acid-free BSA, 6 mM glucose, 1 mM acetate and 25 pU human
insulin for 2 hours at 37°C and saturated with a gas mixture of CO; (5%) / O, (95%) in a
shaking water bath. All aliquots were incubated with 1 uCi of *C-acetate (GE Healthcare-
Amersham, United Kingdom). After incubation, the mixture was acidified with 0.2 mL
H,SO4 (8 N) and incubated for an additional 30 min. Then, the reaction mixture was treated
with 2.5 mL of Dole’s reagent (isopropanol: n-heptane: H,SO4, 4:1:0.25, v/v/v) for lipid
extraction (30). The results are expressed as a percentage of the control group.

Lipolysis in isolated adipocytes

Glycerol release rates from adipocytes to media were measured as an index of lipolysis.
The assay was performed in triplicate with Krebs-Ringer phosphate buffer containing 3%
fatty acid-free BSA and 6 mM glucose, pH 7.4. Isolated adipocytes (10° cells) were
incubated with adenosine deaminase (0.2 U/ml) for 5 min in a shaking water bath at 37°C
to allow for the degradation of endogenous released adenosine, which is a potent inhibitor

of lipolysis (31). After this period, cells were incubated for 1.5 h at 37°C in the presence or
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absence of isoproterenol (10~ M), a beta-adrenergic receptor agonist. At the end of the
incubation, the reaction was blocked on ice, and cells were carefully removed. The glycerol
content of the incubation medium was measured using an enzymatic-colorimetric assay
(Bioclin, Quibasa; Belo Horizonte, Brazil). The results are expressed in mg/dL 107 cell.

In vivo lipolysis

Lipolysis was estimated as glycerol release in response to isoproterenol stimulation. Fed
mice were injected intraperitoneally (IP) with isoproterenol (0.3 mg/kg) (32). Plasma
samples were collected from the tail tip without anesthesia at basal time and 15 minutes
after IP injection. The plasma glycerol content was measured using an enzymatic-
colorimetric assay (Bioclin, Quibasa; Belo Horizonte, Brazil). The lipolysis index is
defined as the ratio between the concentrations of glycerol after to before isoproterenol
stimuli.

Statistical analysis

The results are presented as the mean + standard error for the number of determinations (n)
indicated. Student’s t-test was used for two group comparisons. Statistical significance was

defined as p < 0.05.

Results

In a previous study, we reported that apo CIII transgenic mice accumulated more
body fat than control non-transgenic littermate mice after consuming a high fat (HF) diet
for 5 months after weaning (12). To understand the time course of this HF diet effect, we
performed two studies feeding mice with a HF diet from 2 to 4 months of age and from 4 to
6 months of age. In the first study, we found that apo CIII and NTg mice did not differ in

terms of body weight gain (Fig. 1A) and relative weight of white adipose tissue visible
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depots (subcutaneous, perigonadal and perirenal) (Fig. 1C). However, the leptin plasma
level, a better sensor for body fat, was markedly elevated (more than 3-fold) in apo CIII
mice, indicating a greater whole body fat mass in apo CIII mice (Fig. 1D). During the
experimental period, no significant differences in food intake (Fig. 1B), fat intake and
excretion (measured in a three-day fat balance) were observed between apo CIII and NTg
mice (Table 1). In addition, basal metabolism was measured as in vivo CO, production
rates (Fig. 1E), which were similar between mice groups.

Although no differences in visible adiposity between groups were observed after the
first 2 months of a HF diet, we evaluated the capacity of exogenous lipid retention and
lipogenesis in adipose tissue. In fact, 24-hour retention of exogenous *H-triolein (orally
administered) in adipose tissue was increased 3-fold in apo CIII mice in both perigonadal
(p=0.036) and subcutaneous (p=0.028) adipose depots, with no significant differences in
liver or muscle *H-triolein retention (Fig. 2). This greater adipose exogenous lipid retention
was not due to higher tracer intestinal absorption because the amount of *H-triolein found
in feces was similar in both groups (11130 vs. 122+19 x 10° cpm/g).

Because apo CIII mice had higher tissue capacity to store lipids but similar mass of
the main visible adipose tissue depots when compared to NTg, we tested whether there was
a compensatory decrease in lipid synthesis. Lipogenic rates were analyzed as *H-H,O
incorporation into lipids (Fig. 3A and B). Indeed, apo CIII mice showed significantly
reduced in vivo lipogenesis in both perigonadal (p=0.026) and subcutaneous (p= 0.056)
adipose tissues but no alterations in liver lipogenesis (not shown). To confirm these
findings, we measured lipogenesis in isolated adipocytes from both groups of mice. In

agreement with the in vivo data, we found diminished lipogenesis in isolated adipocytes
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from apo CIII mice perigonadal and subcutaneous adipose tissues (Fig. 3C and D). De
novo lipogenesis in adipocytes was determined using acetate as a substrate because of its
higher efficiency than *H,O. Compared to NTg adipocytes, there was a marked reduction of
approximately 70% in lipogenesis in both apo CIII fat depots, although the statistical
significance was only marginal (p=0.064 for subcutaneous and p=0.068 for perigonadal
depot) due to large data variability. Therefore, feeding a HF diet from 2 to 4 months of age
did not affect apo CIII mice visible adipose tissue mass, most likely because at this age, the
increased exogenous lipid retention capacity was compensated by a reduced lipogenesis

rate in apo CIII adipose tissue.

Next, we investigated the effects of a HF diet on older mice, from 4 to 6 months of
age. A HF diet did not change the apo CIII lipemic phenotype that is already present under
a low fat diet (Table 2). The apo CIII mice maintained higher plasma levels of triglycerides
(5-fold), cholesterol (~70%) and non-esterified fatty acids (NEFA, ~100%) when compared
to NTg mice. Glycerol plasma levels did not differ between groups when in a fasting state.
However, in the fed state, glycerol levels were higher in apo CIII than in Ntg mice. In
addition, fasted and fed glycemia levels were similar in both groups (Table 2), as well as
the glucose tolerance to an oral glucose load (data not shown).

Under HF diet feeding, 6-month old apo CIII mice developed greater visible
adiposity than age matched NTg controls (Fig. 4C). The mass of the perigonadal, perirenal
and subcutaneous fat depots of apo CIII mice were 26, 28 and 16% greater, respectively,
than the respective NTg mice depots. The leptin plasma levels in apo CIII were two-fold
higher than in NTg mice (Fig. 4D). Body weight, food intake and basal metabolism (CO,

production) were similar between groups (Fig. 4 A, B and E).
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We hypothesized that, in older mice, a continuous increased capacity of exogenous
lipid retention verified in young apo CIII mice could be responsible for the higher
adiposity. Surprisingly, at 6 months of age, apo CIII mice no longer showed increased
exogenous lipid retention in adipose tissues (Fig. 5). Interestingly, adipose tissue lipid
retention was markedly lower in both groups of older mice, apo CIII and NTg, compared to
the young counterpart groups (Fig. 5 vs. Fig. 2, respectively), while liver lipid retention
rates were only mildly modified between the age groups.

Next, lipogenesis rates were determined in isolated adipocytes from apo CIII and
NTg mice fed a HF diet from 4 to 6 months of age (Fig. 6). There were no significant
differences in de novo lipid synthesis in adipocytes from the perigonadal and subcutaneous
fat depots of apo CIII and control NTg mice.

Because neither exogenous lipid retention nor lipogenesis could explain the higher
diet-induced adiposity in 6-month old apo CIII mice, we investigated adipose tissue
lipolysis rates. Basal and isoproterenol-stimulated lipolysis in isolated adipocytes from
perigonadal and subcutaneous fat depots are shown in Figure 7. Lipolysis was determined
as glycerol release to the media. Basal lipolysis in subcutaneous adipocytes was
significantly reduced by 55% in apo CIII compared to NTg adipocytes, but no differences
were noted in perigonadal adipocytes. When lipolysis was maximally stimulated by
isoproterenol, no significant differences were observed between adipocytes of both groups
of mice. Therefore, the reduction in subcutaneous lipolysis could explain the increase in the
mass of subcutaneous adipose tissue observed in apo CIII mice. To confirm and expand
these results in a more physiological context, we also estimated lipolysis rates in vivo, by
measuring plasma glycerol levels before (basal) and after isoproterenol stimulation.

Because basal glycerol plasma levels reflect the pool from lipoprotein intravascular

94



metabolism and adipose tissue lipolysis, the response to isoproterenol stimulation must be
normalized to the basal level of glycerol, which is higher in apo CIII mice (Fig. 8A).
Therefore, the lipolysis index is expressed as the ratio between glycerol concentrations in
the stimulated:basal states. It was verified that the isoproterenol response is significantly

reduced by 40% in apo CIII transgenic mice (Fig. 8C).

Discussion

In this work, we examined the potential major mechanisms involved in the
increased adiposity in response to a high fat diet previously observed in mice
overexpressing apo CIII. In two studies performed in mice of different ages (4- and 6-
month-old mice), the body weight, food intake, fat excretion and whole body CO,
production were similar between apo CIII and control mice. Therefore, the differences in
the adiposity are most likely explained by local alterations in adipose tissue lipid
metabolism. To comprehend the altered response of apo CIII mice to a HF diet, we
measured tissue capacity to store exogenous lipids, lipogenesis rates and the ability of
adipocytes to release fatty acids and glycerol (lipolysis). In young mice fed a HF diet for 2
months, a 3-fold increase in the exogenous lipid retention capacity was most likely
counteracted by a reduction in de novo lipogenesis rates in apo CIII adipose tissues,
minimizing differential effects on visible adipose tissue masses between the two groups of
mice. However, total body fat mass must be greater in apo CIII mice, as indicated by their
higher plasma leptin levels. When the HF diet was provided to older mice, from 4 to 6
months of age, the adiposity response to diet was quite different. While exogenous lipid

retention capacity and lipogenesis rates were similar in both groups, the lipolysis rates were

95



significantly decreased in apo CIII mice, as measured in isolated adipocytes as well as in
vivo, resulting in a greater mass of visible adipose tissue depots.

Although liver is the main lipogenic tissue, adipose tissue is also considered a
relevant lipogenic organ in rodents, especially in obese mice (33, 34). Studies performed in
both animals and humans suggest that an increase in lipid accumulation in visceral
adipocytes enhances lipolysis, resulting in higher plasma free fatty acid levels, which can
lead to insulin resistance and metabolic syndrome complications (35-37). Conversely, other
studies have shown that obesity can be responsible for lipolytic resistance to
catecholamines, especially in subcutaneous adipose tissue (37-39). In accordance with that,
our study demonstrated that the fatter apo CIII mice have impaired basal lipolysis and
lipolytic response to catecholamines.

Lipoprotein lipase (LPL) activity, a key enzyme that provides NEFA from plasma
lipoproteins to tissues, is positively correlated with adipogenesis and obesity (40). In fact,
several studies indicate that modulation of LPL activity through its activators or inhibitors
is related to obesity. Apo CI transgenic mice present lower LPL activity and are protected
against the development of genetic obesity (8). Apo CIII is considered an endogenous LPL
inhibitor (41). Ebara et al. (42) have shown an inhibitory effect of apo CIII mice plasma on
in vitro LPL activity. This effect is interpreted as a mechanism to explain the
hypertriglyceridemia in these mice. However, Aalto-Settala et al. (23) have shown that
VLDL from apo CIII and NTg mice are equally hydrolyzed in vitro by LPL. In addition, we
have shown similar levels of post heparin plasma LPL activity in apo CIII and NTg mice
(43). Although apo CIII knockout mice were more prone to diet-induced obesity (9), the
apo CIII overexpressing mice studied here also respond more intensely to diet-induced

obesity than controls. If LPL was inhibited in the adipose tissue of apo CIII mice, the
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availability of NEFA to adipose tissues would be reduced, and increased adiposity would
not be possible as shown here and previously (12). The levels of NEFA are actually
increased in apo CIII mice, showing greater availability of this substrate to all body tissues.
Therefore, we rule out a major role of LPL to explain increased HF diet-induced adiposity
in apo CIII mice.

Our results indicate that adipose tissue lipid metabolism can be quite different
depending on the age in which animals are exposed to a HF diet. While lipogenesis and
exogenous lipid retention are more important to define fat mass accumulation in younger
mice, reduced lipolysis rates are essential to determine increases in adipose mass in older
mice. Accordingly, a study with young and middle-aged healthy Caucasian men showed
significantly higher fat accumulation and lower rates of stimulated lipolysis in adipose
tissue of middle-aged compared to younger subjects (44). In addition, Ursini et al. (45)
showed that the increased fat mass that occurs with aging results from decreased rates of
lipolysis and increased LPL activity in the adipose tissue of aged Wistar rats. It is of
interest to mention that apo CIII mRNA expression is increased in aged C57Bl/6n x
DBA/2N hybrid mice (46).

The specific molecular pathways underlying the induction of fat accumulation by
overexpression of apo CIII were not evaluated in this study. It is well known that fatty acids
can modulate intracellular signaling pathways by changing cell membrane fluidity, the
composition of lipid rafts and second messenger production. In addition, they can act on
receptors either in the cell membrane or in the nucleus, such as the toll-like receptors
(TLRs) and the peroxisome-proliferator-activated receptors (PPARs). We could speculate

that apo CIII induced high NEFA availability to tissues, including adipose tissues, or could
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modulate specific protein activities or gene expression related to adipogenesis, lipid
accumulation and lipolysis in the adipose tissue of apo CIII mice.

In conclusion, our results indicate that apo CIII overexpression exacerbates high fat
diet-induced adiposity by promoting age-dependent differential effects on adipose tissue
lipid metabolism, namely, stimulation of exogenous lipid storage at early ages and

repression of lipolysis at late ages.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Body weight (A), food intake (B), relative weight of adipose tissue depots and
liver (C) (n=21), plasma levels of leptin (D) and body CO, production rates (E) (n=6) of
female non-transgenic (NTg) and apo CIII transgenic (Tg) mice fed a high fat (HF) diet for

eight weeks. Mean + SE. Student’s t test: * P<0.05.

Figure 2. In vivo lipid retention in perigonadal and subcutaneous adipose, liver and muscle
tissues. *H-oleic acid tissue retention 24 hours after an oral dose of *H-triolein (5 uCi *H-
triolein, 180 mg/mouse) of 4-month-old female non-transgenic (NTg) and apo CIII Tg mice

fed a high fat diet for 8 weeks. Mean + SE (n= 7-8 per group). Student’s t test, * P<0.05.

Figure 3: Lipogenesis rates in 4-month-old female non-transgenic (NTg) and apo CIII Tg
mice fed a high fat diet for 8 weeks. /n vivo lipogenesis in perigonadal (A) and
subcutaneous (B) adipose depots measured as *H,O incorporation into lipids. I vitro
lipogenesis in isolated adipocytes from perigonadal (C) and subcutaneous (D) depots
measured as '*C-acetate incorporation into lipids. See Materials & Methods for details.

Mean = SE (n= 6-7). Student’s t test, * P< (.05 and # P<0.07.

Figure 4: Body weight (A), food intake (B), relative weight of adipose tissue depots and
liver (C) (n=17-20), plasma leptin levels (D) (n=13) and body CO, production rates (E)
(n=4) of 6-month-old female non-transgenic (NTg) and apo CIII Tg mice, fed a high fat

diet for 8 weeks. Mean + SE. Student’s t test, * P< (.05 and # P<0.07.
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Figure 5. In vivo lipid retention in perigonadal and subcutaneous adipose, liver and muscle
tissues. *H-oleic acid tissue retention 24 hours after an oral dose of *H-triolein (5 uCi *H-
triolein, 180 mg/mouse) of 6-month-old female non-transgenic (NTg) and apo CIII Tg mice

fed a high fat diet for 8 weeks. Mean + SE (n=4-5 per group).

Figure 6: In vitro lipogenesis in isolated adipocytes from perigonadal and subcutaneous
adipose tissues of 6-month-old female non-transgenic (NTg) and apo CIII Tg mice fed a
high fat diet for 8 weeks (106 cells, 1 pCi l“C—f;lcetate, 10 nM acetate, 25 pU insulin, 6 mM
glucose, 2 hours, 37°C). Mean + SE (three independent experiments, pool of triplicates, 4

animals/pool).

Figure 7: In vitro adipocyte lipolysis: basal and isoproterenol-stimulated lipolysis
measured as glycerol release from isolated adipocytes from perigonadal and subcutaneous
adipose tissue of 6-month-old female non-transgenic (NTg) and apo CIII Tg mice fed a
high fat diet for 8 weeks. (106 cells, 0.2 U/ml adenosine deaminase, with or without
isoproterenol (10° M), 1.5 hours, 37°C). Mean + SE (two independent experiments, pool of

triplicates, 4 animals/pool). Student’s t test, * P <0.01.

Figure 8. Plasma glycerol levels and in vivo lipolysis index (ratio between glycerol plasma
levels in isoproterenol-stimulated and basal conditions). Mean + SE. Student’s t test, * P <

0.05.
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Table 1. Fat intake and excretion (g/day/mouse) in 4-month-old non-transgenic (NTg) and apo CIII

transgenic mice fed a high fat diet for 8 weeks.

NTg CIII
Food intake 29+0.16 2.9+£0.03
Fat intake 0.8 £0.04 0.8 +0.01
Fecal mass 0.42+0.03 0.40 +0.02
Fat excretion (% dry feces) 4.0+ 0.36 4.4+0.03

Mean = SE (n=6).
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Table 2. Plasma levels of lipids and glucose in 6-month-old female non-transgenic (NTg)

and apo CIII transgenic mice fed a high fat diet for 8 weeks.

NTg CllI

CHOL (mg/dL) Fed 171+ 11.3 (6) 288 £36.7 ** (7)
TG (mg/dL) Fed 52+ 5.6 (6) 341 + 54.4 ** (7)
NEFA (nmol/L) Fed 0.7£0.06 (6) 1.3 £0.04 ** (7)
Glycerol (mg/dL) Fast 3.0+0.2(8) 3.1£0.2 (6)

Fed 2.5+0.3(8) 3.6+ 0.3 *(6)
GLUC (mg/dL) Fast 102.4+4.8 (13) 107.6 £3.6 (15)

Fed 107.6 £3.6 (13) 114.8+3.6 (15)

Triacylglycerol (TG), Cholesterol (CHOL) and Non-esterified fatty acid (NEFA). Mean *

SE (n). Student’s t test, * P < 0.05 ** P <0.01 for CIII vs NTg.
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Anexo 3
Resumos dos artigos publicados dursnte o doutorado

Br J Nutr. 2012 Sep 28;108(6):1042-51. doi: 10.1017/S0007114511006180. Epub 2011 Dec 12.

A soyabean diet does not modify the activity of brown adipose tissue but
alters the rate of lipolysis in the retroperitoneal white adipose tissue of
male rats recovering from early-life malnutrition.

Paiva AA, Faiad JZ, Taki MS, de Lima Reis SR, de Souza LM, Dos Santos MP, Chaves VE, Kawashita
NH, Oliveira HC, Raposo HF, Carneiro EM, Latorraca MQ, Gomes-da-Silva MH, Martins MS.

Departamento de Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, Mato
Grosso, Brazil.

Abstract

Nutritional recovery with a soyabean diet decreases body and fat weights when compared with a casein
diet. We investigated whether the reduced adiposity observed in rats recovering from early-life
malnutrition with a soyabean diet results from alterations in lipid metabolism in white adipose tissue
(WAT) and/or brown adipose tissue (BAT). Male rats from mothers fed either 17 or 6 % protein during
pregnancy and lactation were maintained on 17 % casein (CC and LC groups), 17 % soyabean (CS and
LS groups) or 6 % casein (LL group) diets over 60 d. The rats maintained on a soyabean diet had similar
relative food intakes, but lower body and retroperitoneal WAT weights and a reduced lipid content in the
retroperitoneal WAT. The insulin levels were lower in the recovered rats and were elevated in those fed a
soyabean diet. Serum T3 concentration and uncoupling protein 1 content in the BAT were decreased in
the recovered rats. The thermogenic capacity of the BAT was not affected by the soyabean diet. The
lipogenesis rate in the retroperitoneal WAT was similar in all of the groups except for the LL group, which
had exacerbated lipogenesis. The enhancement of the lipolysis rate by isoproterenol was decreased in
white adipocytes from the soyabean-recovered rats and was elevated in adipocytes from the soyabean-
control rats. Thus, in animals maintained on a soyabean diet, the proportions of fat deposits are
determined by the lipolysis rate, which differs depending on the previous nutritional status.

Lab Invest. 2011 Feb;91(2):232-40. Epub 2010 Aug 30.

Inhibition of fatty acid synthase in melanoma cells activates the intrinsic
pathway of apoptosis.

Zecchin KG, Rossato FA, Raposo HF, Melo DR, Alberici LC, Oliveira HC, Castilho RF, Coletta RD, Vercesi
AE, Graner E.

Departamento de Diagnéstico Oral, Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas,
Piracicaba, Sao Paulo, Brazil.

Abstract

Fatty acid synthase (FASN) is the metabolic enzyme responsible for the endogenous synthesis of the
saturated long-chain fatty acid, palmitate. In contrast to most normal cells, FASN is overexpressed in a
variety of human cancers, including cutaneous melanoma, in which its levels of expression are
associated with tumor invasion and poor prognosis. We have previously shown that FASN inhibition with
orlistat significantly reduces the number of spontaneous mediastinal lymph node metastases following
the implantation of B16-F10 mouse melanoma cells in the peritoneal cavity of C57BL/6 mice. In this
study, we investigate the biological mechanisms responsible for the FASN inhibition-induced apoptosis in
B16-F10 cells. Both FASN inhibitors, cerulenin and orlistat, significantly reduced melanoma cell
proliferation and activated the intrinsic pathway of apoptosis, as demonstrated by the cytochrome ¢
release and caspase-9 and -3 activation. Further, apoptosis was preceded by an increase in both
reactive oxygen species production and cytosolic calcium concentrations and independent of p53
activation and mitochondrial permeability transition. Taken together, these findings demonstrate the
mitochondrial involvement in FASN inhibition-induced apoptosis in melanoma cells.
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Int J Cancer. 2008 Dec 1;123(11):2557-65.

Fatty acid synthase inhibition with Orlistat promotes apoptosis and
reduces cell growth and lymph node metastasis in a mouse melanoma
model.

Carvalho MA, Zecchin KG, Seguin F, Bastos DC, Agostini M, Rangel AL, Veiga SS, Raposo HF, Oliveira
HC, Loda M, Coletta RD, Graner E.

Department of Oral Diagnosis, School of Dentistry of Piracicaba, State University of Campinas (UNICAMP),
Piracicaba, Sao Paulo, Brazil.

Abstract

Fatty acid synthase (FASN) is the enzyme responsible for the endogenous synthesis of the saturated
fatty acid palmitate. In contrast to most normal cells, malignant cells depend on FASN activity for growth
and survival. In fact, FASN is overexpressed in a variety of human cancers including cutaneous
melanoma, in which its levels of expression are associated with a poor prognosis and depth of invasion.
Here, we show that the specific inhibition of FASN activity by the antiobesity drug Orlistat or siRNA is
able to significantly reduce proliferation and promote apoptosis in the mouse metastatic melanoma cell
line B16-F10. These results prompted us to verify the effect of FASN inhibition on the metastatic process
in a model of spontaneous melanoma metastasis, in which B16-F10 cells injected in the peritoneal cavity
of C57BL/6 mice metastasize to the mediastinal lymph nodes. We observed that mice treated with
Orlistat 48 hr after the inoculation of B16-F10 cells exhibited a 52% reduction in the number of
mediastinal lymph node metastases, in comparison with the control animals. These results suggest that
FASN activity is essential for B16-F10 melanoma cell proliferation and survival while its inactivation by
Orlistat significantly reduces their metastatic spread. The chemical inhibition of FASN activity could have
a potential benefit in association with the current chemotherapy for melanoma.

118



