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RESUMO

Objetivo: A hipdxia do tecido adiposo, hum contexto de obesidade, pode ser explicada por
uma excessiva hiperplasia e hipertrofia de adip6citos, face a rede vascular que a acompanha.
No entanto, outros fatores poderdo condicionar esta hipdxia, incluindo a disfuncéao
microvascular do tecido adiposo. Neste trabalho, investigdmos o papel da glicacdo induzida
por metilglioxal (MG) na disfungdo do tecido adiposo subcutaneo associado a uma expansao
rapida induzida por dieta gorda.

Meétodos: Ratos Wistar foram alimentados com dienta saudavel (grupo Ct) tratados com MG
(grupo MG), alimentados com uma racdo rica em triglicerideos (grupo HFD), ou expostos a
ambas as condicionantes (grupo HFDMG). Um quinto grupo de ratos Goto-Kakizaki (grupo
GK) foi utilizado como modelo ndo obeso de diabetes tipo 2. Em cada um dos grupos, aplicamos
pioneiramente a ressonancia magnética para avaliacdo da perfusao do tecido adiposo, avaliamos
a hipoxia nesse tecido e as suas repercussdes metabolicas sistémicas.

Resultados: Verificamos que os grupos tratados com MG (MG e HFDMG) apresentaram uma
reducdo da perfusdo do tecido adiposo subcutaneo. No entanto somente o grupo HFDMG
demonstrou hipoxia significativa neste tecido, sugerindo que esta é consequéncia da interacéo
da glicacdo com a rapida expansdo do tecido adiposo, mas ndo de cada um destes fatores
individualmente. O grupo HFDMG foi também o unico (a par do controlo positivo GK) a
demonstrar insulino-resisténcia, aumento de &cidos gordos livres e intolerancia a glicose,
repercussdes metabdlicas da disfuncdo adiposa constatada.

Conclusdo: A glicacdo induzida por MG, associada a uma rapida expansao do tecido adiposo,
associa-se a disfuncdo vascular local e hipéxia. A hipoxia do tecido adiposo, embora
teoricamente um processo localizado, tem repercussbes sistémicas a nivel metabdlico
caracteristicas da diabetes tipo 2, incluindo insulino-resisténcia e intolerancia a glicose.
PALAVRAS-CHAVE

Tecido adiposo; metilglioxal; glicacdo; diabetes; hipdxia; disfuncdo vascular;



INTRODUCAO

Aliado ao sedentarismo, o consumo excessivo de alimentos hipercaléricos é
responsavel pela epidemia de obesidade que caracteriza as culturas Ocidentais, sendo a
obesidade abdominal fator de risco major para desenvolver sindrome metabdlica, doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2 (1). O tecido adiposo depende de uma vascularizacéo
apropriada para o seu crescimento e funcdo, sendo responsavel pelo aporte de oxigénio e
nutrientes, bem como pela remocdo de metabolitos, transito de células com fungdo imune e
fornecimento de hormonas e fatores de crescimento. No entanto, ao contrario do que
acontece com a maioria dos 0rgdos e tecidos humanos, em que o seu crescimento se da ao
longo do desenvolvimento embrionario e é relativamente constante na fase adulta, o tecido
adiposo pode aumentar o seu tamanho varias vezes em qualquer altura da vida, chegando a
ocupar mais de 40% da composicdo corporal em individuos obesos (2).

Uma vez que esta expansdo do tecido adiposo é acompanhada pela rede vascular, a
compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares da angiogénese sdo fundamentais para
a compreensdo da importancia funcional da sua arquitetura. Atualmente, existe evidéncia de
que é possivel limitar a expansdo do tecido adiposo através da diminuicdo do seu aporte
vascular (3). No entanto, experiéncias anteriores baseadas neste tipo de abordagem
revelaram que esta esta associada ao desenvolvimento de dismetabolismo, com maior
lipotoxicidade e insulino-resisténcia hepéatica e masculo-esquelética. Varios estudos sugerem
que a rapida expansdo do tecido adiposo ndo é acompanhada do crescimento adequado da
rede vascular e que esse desequilibrio podera condicionar hipoxia (4, 5, 6). Essa hipdxia, por
sua vez, podera ativar mecanismos inflamatdrios e condicionar resisténcia a insulina (6). No
entanto, tem sido recentemente posto em causa que uma rede vascular insuficientemente

expandida face a quantidade total de tecido adiposo a vascularizar seja o principal



responsavel pela hipoxia verificada no tecido adiposo de modelos obesos, em detrimento de
outras condicionantes, nomeadamente a disfungdo microvascular (7).

De facto, 0 nosso grupo demonstrou previamente que a deposicdo de metilglioxal
(MG), um precursor de produtos finais de glicosilagédo avancada (AGEs), induzia alteracdes
estruturais e funcionais no tecido adiposo (8) e diminuia a sua adaptacdo metabdlica a
isquemia induzida cirurgicamente (9). Varios outros estudos demonstraram a relacdo causal
entre disfuncdo vascular e a acumulacdo de AGEs (10, 11, 12). Um dos mecanismos para
esta disfuncdo resulta da formacéo de ligacdes cruzadas com proteinas da matriz extracelular
e plasma, alterando a sua estrutura e fungéo. A ligacdo dos AGEs ao seu recetor (RAGE) na
superficie celular desencadeia a ativacdo de vias pro-inflamatérias com formagéo do fator de
crescimento e transformacéo beta (TGF-B) e fibrose. Ao contrario do que se verifica com
outras complicacdes microvasculares da diabetes tipo 2, como a retinopatia ou a nefropatia, a
disfuncdo da microvasculatura do tecido adiposo parece ser menos dependente da
hiperglicemia ou, pelo menos, depender também significativamente de outros fatores. A
glicacdo podera verificar-se em diabéticos tipo 2 ou pré-diabéticos, mesmo antes de uma
hiperglicemia evidente, sugerindo uma disfun¢do microvascular associada aos AGE longa e
progressiva no tempo. A diabetes tipo 2, que afeta cerca de 347 milhGes de pessoas
mundialmente (13), e a pré-diabetes, com uma percentagem ainda maior da populacédo
afetada, sdo das mais frequentes comorbilidades da obesidade. A diabetes tipo 2 caracteriza-
se por niveis elevados de glicémia num contexto de resisténcia a acdo da insulina e,
posteriormente, alteracdes de sintese e secrecdo da hormona (14). A resisténcia a insulina
podera ser de tipo central, que ocorre a nivel hepatico, e resulta numa supressao ineficiente
da producdo de glicose pela insulina, ou de tipo periférico, que resulta numa diminuicdo da
captacdo e utilizacdo da glicose pelas células adiposos e musculares em resposta a insulina
(15). Embora o mecanismo responsavel pela resisténcia a insulina ndo seja ainda totalmente

conhecido, sabe-se que resulta de um componente genético e de um componente ambiental.
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Entre os mediadores potenciais que afetam as resisténcias central e periférica a insulina
foram identificados os acidos gordos livres, o sistema nervoso autonomo, as adipocitocinas
como a leptina e a adiponectina, e o peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1) (16).

A sindrome metaboélica é definida como um conjunto de fatores de risco de origem
metabolica, que frequentemente se acompanham de aumento de risco cardiovascular e
desenvolvimento de diabetes tipo 2, cuja fisiopatologia se relaciona com a obesidade. De
acordo com a American Heart Association, a definicdo desta sindrome implica trés ou mais
dos seguintes: aumento do perimetro de circunferéncia abdominal, aumento do valor dos
triglicerideos séricos, diminuicdo da concentracdo serica de colesterol HDL, hipertensao
arterial e aumento da glicémia no jejum. O tecido adiposo &, nesta situacéo, responsavel pela
producdo de hormonas e citocinas pro-inflamatorias, com repercussoes sistemicas (17).
A elevada prevaléncia de sindrome metabdlica indicia que, numa porcéo significativa de
doentes obesos, coexistam um aumento de tecido adiposo e alteragcdes relacionadas com a
deposicdo de AGEs. No entanto, nenhum estudo foi ainda desenhado de forma a avaliar 0s
efeitos da deposicdo de AGEs na adaptacdo vascular do tecido adiposo num contexto de
rapida expansdo, como aquele que se verifica no desenvolvimento da obesidade. Esta
acumulacdo progressiva poderd induzir disfuncdo microvascular, contribuindo para uma
expansdo deficitaria da rede vascular e consequentemente uma disfuncao do tecido adiposo
como 0Orgdo endocrino, com producdo de mediadores pré-inflamatorios e consequente
disfuncdo metabdlica, incluindo insulino-resisténcia que, por sua vez, tem como
consequéncia o agravamento da hiperglicemia e da deposicdo de AGEs, alimentando um
ciclo vicioso que se vai ampliando com a progressao no tempo (18, 19, 20).

O objetivo deste trabalho é avaliar o papel da glicacdo induzida por MG na disfuncéo

do tecido adiposo associado a uma expansao rapida induzida por dieta gorda.



MATERIAIS E METODOS

Modelos animais: Foram utilizados ratos Wistar e Goto-Kakizaki das nossas colonias do
Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, mantidas em condi¢des
standart de ventilacdo, temperatura (22-24°C), humidade (60-70%) e luminosidade (12 horas
de luz e 12 horas de escuriddo) com acesso livre a agua e alimentacdo. O protocolo
experimental foi aprovado pela comissdo de ética local e os procedimentos foram realizados
por utilizadores credenciados (FELASA).

Grupos experimentais: Ratos Wistar com 8 meses, do sexo masculino, foram divididos em
4 grupos (n=12/ grupo): 1) grupo controlo (Ct) alimentado com dieta standart AO3 (5%
triglicerideos e 45% carbohidratos, 213 HF, SAFE, Franca); 2) grupo metilglioxal (MG)
alimentado com dieta standart e administracdo de MG; 3) grupo alimentado com dieta gorda
— 40% de triglicerideos e 10% de carbohidratos (231 HF, SAFE, Franca) (HFD); 4) grupo
alimentado com dieta gorda e com administracdo de MG (HFDMG). Um quinto grupo (GK)
foi utilizado como modelo para glicacdo enddgena e consistiu em ratos Goto-Kakizaki, um
modelo ndo obeso de diabetes tipo 2, alimentados com uma dieta standart.

Dieta e administracdo de MG: Dieta gorda foi administrada aos ratos durante 18 semanas,
dos 8 aos 12 meses de idade. O metilglioxal (Sigma, EUA) foi diluido na &gua
(100mg/Kg/dia), com ajustes semanais proporcionais ao peso.

Peso corporal total, hemoglobina glicada (HbALc), glicémia no jejum, tolerancia a
glicose: Em ratos com jejum de 18 horas foi determinado o peso corporal e medida, por
puncdo na veia caudal, a hemoglobina glicada, bem como a glicémia no jejum e ap6s 1 e 2
horas de administracao de glicose na dose 1.8g/kg.

Ressonancia Magnética: Foi realizado um estudo dindmico realcado por contraste (DCE)
utilizando um aparelho de ressonancia magnética BioSpec 9.4 (Bruker, Biospin, Ettlingen,

Germany). Os ratos (n=6 por grupo) foram anestesiados com isoflurano (2-3%) com 100%
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de oxigénio, temperatura corporal de 37°C e monitorizacdo respiratoria (SA Intruments SA,
Stony Brook, USA). Foi utilizada uma bobina de volume corporal transmitido/recebido com
71mm/112mm de diametro interno e externo, respetivamente. As imagens foram adquiridas
com uma sequéncia gradiente-eco saturada em gordura ponderada em T1 com 0s seguintes
parametros: TR\ /TE=301.5\/2.5 ms, FA =50 °, FOV = 65 x 65 mm2, tamanho de matriz =
169 x 169, 40 fatias (orientacdo axial), espessura de corte = 1,0 mm, 40 dindmicas, tempo de
varredura por dindmica = 51 segundos, tempo varredura total = 34 minutos. O agente de
contraste (Gadovist®, LUSAL, Portugal) foi administrado por via intraperitoneal, apés a
aquisicdo de 3 dinamicas de base. Os dados foram analisados off-line utilizando software
proprio implementado no Matlab (v2013a, Mathworks, Natick, Massachusetts) para obter
curvas de realce de tecido. A variacdo da intensidade de sinal como func¢do do tempo foi
quantificada em ROIs que foram aplicados no tecidos adiposo subcutaneo e a area sob a
curva (AUC) foi calculada para quantificar indiretamente a perfusao.

Colheita de sangue e tecido adiposo: Os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (75 mg/kg, im, Parke-Davis, Ann Arbor, EUA) e cloreto de clorpromazina (2,65
mg/kg, im, Lab Vitoria, Portugal) e foi colhido sangue por puncdo cardiaca. O soro e 0
plasma foram recolhidos e armazenados como descrito noutros trabalhos (8). Apos o
sacrificio, por deslocamento cervical, as amostras de tecido adiposo subcutaneo inguinal
foram colhidas e congeladas a -80°C.

Medicbes séricas de triglicerideos e &cidos gordos livres: A trigliceridémia foi
determinada utilizando kits comerciais a partir de sangue colhido por puncdo cardiaca
(Olympus-Diagndstica, Portugal, Produtos de Diagnostico SA, Portugal). O nivel de acidos
gordos livres foi determinado recorrendo ao FFA Assay Kit (ZenBio, NC, USA).

Analise das regides de hipoxia de tecido adiposo: As regides de hipdxia no tecido adiposo
subcuténeo foram determinadas por meio de injecdo intraperitoneal da sonda pimonidazole

(60 mg/kg, durante 40 minutos, n = 3/grupo). Apos o sacrificio, o tecido foi imediatamente
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recolhido para transferéncia de Western Blot e analise imuno-histoquimica utilizando um
anticorpo especifico (Sonda de Hipdxia Kit, Millipore, EUA).

Western Blot: As amostras de tecido adiposo subcutaneo (300 mg) foram homogeneizadas
em tampéo de lise [25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 10 mM PMSF e 40 pl/g de inibidor de proteases (Sigma, USA), pH = 7.7] e
centrifugadas a 14000 g, durante 20 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram recolhidos,
centrifugados novamente e a concentracdo de proteina foi determinada usando o método
BCA (Pierce, EUA). As amostras foram separadas em gel de acrilamida desnaturante e
transferidas para membranas PVDF. As membranas foram bloqueadas com solugdo TBST
[25mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 0.1% Tween, pH=7.6, 5% BSA]. A incubacdo das
membranas com o0s respetivos anticorpos foi feita durante a noite, a 4°C, e durante 2 horas, a
temperatura ambiente, com 0s anticorpos secundarios (anti-rato, GE Healthcare, RU; anti-
coelho e anti-cabra, Bio-Rad, EUA). As membranas foram incubadas com ECF e ECL (Bio-
Rad, EUA) e reveladas com o sistema Typhoon (GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido)
e sistema Versadoc (Bio-Rad, EUA), respetivamente. A analise das membranas foi feita com
recurso ao software Image Quant®, Molecular Dynamics, EUA.

Histologia: Foram obtidos cortes de tecido (4 pm) adiposo parafinizados (n = 3/grupo). A
coloracdo PAS foi utilizada para avaliar a acumulacdo de glicoconjugados. O tricromio de
Masson foi utilizado para avaliar regides fibroticas. As imagens foram capturadas em
microscopio Zeiss com camara incorporada (Alemanha). O numero de adipocitos foi
determinado em 10 campos por corte e a a&rea média do adipdcito foi determinada.

Analise estatistica: Os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da média por
grupo. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi aplicado para determinar diferencas
estatisticas entre os grupos, utilizando o software SPSS (IBM, NY, EUA). p<0,05 foi

considerado significativo.



RESULTADOS

Parametros sistémicos

Tabela 1: Racdo ingerida, peso corporal, glicémia em jejum, HbAlc, glicémia as 2

horas e triglicerideos séricos.

Group Ct MG HFD HFDMG GK
Ragdao 22.9+0.7 24.3+1.6 15.1+1.1 14.4+0.7 25.7+0.6
(g/rato/dia)

KA T SoA T $$$ &&&
Peso (g) 508.8+11.4 508.9+18.4 652.7+35.8 571.6+27.3 398.7+7.7

SoxFHH *H#55S &&&
Glicémia em 68.5+2.0 70.6+1.4 70.9+2.0 71.1+1.6 91.7+3.0
jejum (mg/dl) Y )
HbALc (%) 3.2+0.1 3.3+0.1 3.3+0.1 3.5+0.1 5.6+0.4

Soxx ittt $3% &&&

Glickmia ~ 2h 77.0:31  s4gr22 0Pt YOMST 30554148
(m g / dl) Soxx it $3% &&&
Triglicerideos 77.2+6.4 69.3+10.7 77.8+5.4 62.3+3.2  160.1+23.1
(mg/dl) okt 358 8&&

Ct- ratos Wistar com 12 meses; MG - ratos Wistar com administracdo de MG entre 8-12
meses de idade; HFD — ratos Wistar submetidos a dieta gorda entre 8-12 meses de idade;
HFDMG - ratos Wistar submetidos a dieta gorda e administracdo de MG entre 8-12 meses
de idade; GK - ratos Goto- Kakizaki com 12 meses de idade. As barras representam médias
+ erro-padrdo da média. * vs Controlo; # vs MG; $ vs HFD; & vs HFDMG. 1 simbolo
p<0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos p<0.001.

Apenas no grupo HFD se verificou um aumento de peso estatisticamente
significativo. A glicémia as 2 horas foi superior nos grupos tratados com dieta gorda, sendo
mais significativa no grupo HFDMG. O grupo GK manifesta alteragcbes em todos os

parametros sistémicos, funcionando como controlo positivo. Estes resultados sdo

complementares com os da Figura 5.



A glicacdo induzida por metilglioxal resulta em aumento de fibrose no tecido adiposo

subcutaneo.

O aumento da coloragdo PAS foi observada nos grupos tratados com MG
(MG e HFDMG) e nos ratos GK (Figura 1A). Foram observados resultados semelhantes com
a coloracdo Tricromio de Masson (Figura 1B). A N°(carboxyethyl)lysina (CEL) é um AGE
especificamente derivado da ligacdo cruzada do MG com um Unico residuo de lisina, pelo
que os seus niveis no tecido adiposo foram utilizados para avaliar a glicagdo induzida por
MG. Os niveis de CEL foram significativamente superiores nos grupos HFDMG e GK.
(Figura 1C).
A glicagéo diminui a perfusao do tecido adiposo subcuténeo.

Foi utilizada neste projeto uma técnica pioneira na avaliacdo da perfusdo de tecido
adiposo através de ressonancia magnética (Figura 2). Demonstramos uma diminuicdo da
perfusdo do tecido adiposo nos grupos tratados com MG (MG, HFDMG), bem como nos
ratos GK, modelo ndo obeso de diabetes tipo 2.

A glicacao é causa de hipdxia do tecido adiposo subcuténeo durante a sua expansao.

A hipoxia no tecido adiposo subcutaneo foi quantificada através da acumulacao de
aductos com uma sonda de hipoxia — pimonidazole. Demonstramos que no grupo HFDMG,
em que a uma expansdo de tecido adiposo induzida por dieta gorda se associa glicacdo
induzida por MG, se verifica um incremento de hipdxia estatisticamente significativo (Figura
3). A expansdo do tecido adiposo foi avaliada através da area média de adipOcito, que
consiste no nimero de adipdcitos por campo, tendo sido avaliados 10 campos por rato
(Figura 4) e do peso total (Tabela 1). VerificAamos que os ratos do grupo HFD apresentaram

aumento significativo destes parametros, verificando-se o oposto nos ratos do grupo GK.
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Figura 1: Andlise histologica de tecido adiposo subcutaneo, com coloracdo PAS (100X) (A)
e coloracdo Tricromio de Masson (100X) (B). Niveis de CEL no tecido adiposo subcutaneo
(C), calculados como percentagem do Ct, acompanhados de Western Blot representativo. Ct
— ratos Wistar com 12 meses de idade; Ct — ratos Wistar com 12 meses; MG - ratos Wistar
com administracdo de MG entre 8-12 meses de idade; HFD — ratos Wistar submetidos a
dieta gorda entre 8-12 meses de idade; HFDMG - ratos Wistar submetidos a dieta gorda e
administracdo de MG entre 8-12 meses de idade; GK - ratos Goto- Kakizaki com 12 meses
de idade. As barras representam médio + erro-padrdo. * vs Ct; $ vs HFD; 1 simbolo p < 0.05;

2 simbolos p < 0.01
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Perfusdo (fator de incremento da area sob a curva
(AYC)/ perfusdo muscular)

MG HFD HFDMG GK

Figura 2: Relacdo entre a perfusdo de tecido adiposo subcutaneo e muscular (A) e imagem
representativa (B), avaliada através da acumulacdo de produto de contraste (gadolinio) por
ressonancia magnética; Ct — ratos Wistar com 12 meses de idade; MG - ratos Wistar com
administracdo de MG entre 8-12 meses de idade; HFD — ratos Wistar submetidos a dieta
gorda entre 8-12 meses de idade; HFDMG - ratos Wistar submetidos a dieta gorda e
administracdo de MG entre 8-12 meses de idade; GK - ratos Goto- Kakizaki 12 meses de
idade; As barras representam médias + erro-padrdo; * vs Ct; 1 simbolo p < 0,05;
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Figura 3: Quantificacdo por Western Blotting (A) e por imuno-histoquimica (B) dos
aductos formados com a sonda de hipdxia pimonidazole. Ct — ratos Wistar com 12 meses de
idade; Ct- ratos Wistar com 12 meses; MG - ratos Wistar com administracdo de MG entre 8-
12 meses de idade; HFD — ratos Wistar submetidos a dieta gorda entre 8-12 meses de idade;
HFDMG - ratos Wistar submetidos a dieta gorda e administracdo de MG entre 8-12 meses
de idade; GK - ratos Goto- Kakizaki 12 meses de idade. As barras representam médias £
erro-padrdo; * vs Ct; # vs MG; $ vs HFD; 1 simbolo p < 0.05; 3 simbolos p<0.001.

A glicacdo, quando associada a expansdo do tecido adiposo induzida por dieta gorda,
tem repercussdes sistémicas.

Sendo o tecido adiposo um importante 6rgao-alvo da insulina, uma diminui¢do nos
niveis de expressdo da forma fosforilada (ativa) do seu recetor sdo um bom indicador de
resisténcia periférica. Demonstramos uma diminuicdo da expressdo da forma fosforilada do
recetor da insulina a nivel do tecido adiposo subcutaneo nos grupos HFDMG e GK, sem

alteracbes da expressdo da forma total do recetor. Os mesmos grupos, HFDMG e GK,

apresentaram aumento da concentracdo sérica de acidos gordos livres e diminuicdo da
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tolerancia a glicose. O grupo HFD também apresentou diminuicdo da tolerancia a glicose,
embora ndo tdo marcada como 0s grupos previamente destacados (Figura 5). Como é visivel
na Tabela 1, embora glicémia as 2 horas tenha sido superior em ambos 0s grupos tratados

com dieta gorda, foi mais significativa no grupo HFDMG.
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10000 +

Ct MG HFD HFDMG GK

Figura 4: Area média de adipécito, avaliada através do nimero de adipdcitos por campo,
tendo sido avaliados 10 campos por rato; Ct — ratos Wistar com 12 meses de idade; MG -
ratos Wistar com administracdo de MG entre 8-12 meses de idade; HFD — ratos Wistar
submetidos a dieta gorda entre 8-12 meses de idade; HFDMG — ratos Wistar submetidos a
dieta gorda e administracdo de MG entre 8-12 meses de idade; GK - ratos Goto- Kakizaki 12
meses de idade; As barras representam médias + erro-padrdo; * vs Ct; # vs MG; $ vs HFD;
& vs HFDMG; 1 simbolo p < 0.05; 2 simbolos p<0.01; 3 simbolos p<0.001.
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Figura 5: Alteraces metabdlicas. Formas total (A) e fosforilada (B) do recetor da insulina,
quantificadas por Western Blot no tecido adiposo subcutaneo. Concentracdo de &cidos
gordos livres no sangue periférico (C) e intolerancia a glicose avaliada a partir da area sob a
curva (AUC) calculada num teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (D); Ct — ratos
Wistar com 12 meses de idade; MG - ratos Wistar com administragdo de MG entre 8-12
meses de idade; HFD — ratos Wistar submetidos a dieta gorda entre 8-12 meses de idade;
HFDMG - ratos Wistar submetidos a dieta gorda e administracdo de MG entre 8-12 meses
de idade; GK - ratos Goto- Kakizaki 12 meses de idade; As barras representam médias +
desvio-erro; * vs Ct; # vs MG; $ vs HFD; & vs HFDMG; 1 simbolo p <0.05; 2 simbolos p
<0.01; 3 simbolos p <0.001. 14



DISCUSSAO

Neste trabalho avaliou-se o papel da glicacdo induzida por MG na disfuncdo do
tecido adiposo subcutdneo, aquando da sua répida expansdo induzida por dieta gorda.
Avaliaram-se também as repercussdes sistémicas desta disfuncdo. Para tal, o grupo HFDMG
foi sujeito as condigdes acima descritas (glicacdo e rapida expansdo de tecido adiposo),
através do tratamento com MG e da administragdo de uma dieta rica em triglicerideos. A
utilizacdo dos grupos HFD e MG, tratados apenas com dieta gorda e MG, respetivamente,
permitiu distinguir as alteracdes que se deveram a interacdo da glicacdo com o tecido
adiposo em répida expansdo (apenas evidenciaveis no grupo HFDMG), daquelas que

poderiam resultar de um dos fatores individualmente.

Os ratos do grupo GK séo provenientes de uma colonia selecionada de acordo com
caracteristicas fenotipicas de diabetes melitus tipo 2, incluindo insulino-resisténcia e
hiperglicémia. Como tal, funcionam como um controlo positivo no que respeita a alteracées

associadas a diabetes tipo 2.

O Unico grupo com aumento de peso estatisticamente significativo foi o HFD. O
mesmo se verificou neste grupo para a area média de adipdcitos. No entanto, 0 grupo
HFDMG foi tratado com a mesma dieta hipercalorica. Esta observacdo estd em
conformidade com o resto dos nossos resultados, e sugere que a glicacdo impede a expansao

adequada do tecido adiposo, quando esta é solicitada face a um excessivo aporte caldrico.

A positividade para o PAS e Tricromio de Masson nos grupos tratados com MG (MG
e HFDMG) era expectavel. A coloracdo por PAS, que representa a acumulacdo de
carbohidratos e produtos inespecificos da glicacdo, foi ja associada a administracdo de MG
(21). A fibrose causada pelo MG podera dever-se a um processo mediado por TGF-p, de

acordo com literatura ja publicada (8, 22).
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Para avaliar a irrigagdo do tecido adiposo subcuténeo, recorreu-se a uma técnica
pioneira — ressonancia magnética dindmica in vivo. Compardmos a perfusdo do tecido
adiposo em relagdo ao tecido muscular, por forma a diminuir a variabilidade que resultaria
de uma comparacdo de valores absolutos, devido as dimensbes heterogéneas dos ratos.
Constatamos que nos grupos tratados com MG, se verificou uma significativa diminuicdo da
perfusdo do tecido adiposo. Estes resultados sdo consistentes com publicacGes anteriores, em
que, por analise histoldgica, apds prévia injecdo do produto de contraste Evans Bule, se
demonstrou que a administracdo de MG se associava a uma diminuicdo de perfuséo do

tecido adiposo (8).

A hipoxia do tecido adiposo foi avaliada recorrendo a uma sonda de hipoxia
especifica, sendo estatisticamente significativa apenas no grupo HFDMG. Ou seja, ndo €
taxativo que a diminuicdo da perfusdo do tecido adiposo associado ao MG implique a sua
hipdxia. De facto, o grupo MG ndo apresentou hipdxia estatisticamente significativa em
relacdo ao controlo. Por outro lado, quando esta diminuicdo de irrigacdo induzida por MG se
associou a uma rapida expansao do tecido adiposo induzida por dieta gorda, a hipoxia do
mesmo foi evidenciavel. A normalidade do grupo HFD prova que esta rapida expansdo nao
é, por si sO, suficiente para explicar a hipoxia verificada, provavelmente porque em
condicBes fisioldgicas os mecanismos de adaptacdo funcionam adequadamente. Num
contexto de rapida proliferacdo e expansdo, os adipoOcitos produzem um conjunto de
citocinas capazes de estimular o crescimento angiogénico. Este crescimento vascular em
consequéncia do crescimento do parénguima segue 0s principios da vascularizacao
oncogeénica. Segundo este modelo, o crescimento rapido da massa tumoral condiciona zonas
de hipdxia, que é detetada, entre outros mecanismos, pela inativacdo de prolil-hidroxilases
dependentes de oxigénio, que deixam de degradar proteoliticamente o HIF-1a, permitindo a

sua dimerizagcdo com o HIF-1p para formar o fator de transcricdo funcional HIF. Este fator
16



de transcricdo associa-se a aumento de expressdo de VEGF-a, que aumenta a expanséo da
vasculatura, aumentando o fluxo sanguineo e diminuindo a hipdxia (23). Outra hipotese
defende que o crescimento angiogénico seja desencadeado por sinais metabdlicos de modo
paralelo ou mesmo antecedendo a expansao do tecido adiposo. No entanto, as duas hipoteses
ndo sdo mutuamente exclusivas (2). A propensidade do tecido adiposo para a angiogénese,
associada a abundancia de fatores angiogénicos, células endoteliais, macréfagos e células

progenitoras em circulagédo, contribuem para o seu elevado potencial expansivo (24).

A producgdo aumentada de VEGF-a e 0 aumento da vascularizagdo permitem assim,
em condicdes fisioldgicas, a adaptacdo do tecido adiposo a sua rapida expansdo num
contexto de consumo excessivo de calorias. A sobre-expressédo de VEGF-a no tecido adiposo
de ratos transgénicos resulta num aumento da vascularizagdo e diminuigcdo da inflamacéo e
resisténcia a insulina. Adicionalmente, a sobre-expressdo de VEGF-a no tecido adiposo de
animais obesos e insulino-resistentes foi capaz de reverter os defeitos metabolicos descritos.
Por outro lado, a diminuicdo da expressao de VEGF, observada no tecido adiposo hipoxico,
associa-se a maiores niveis de marcadores inflamatorios (25). Associado a este aumento de
inflamacéo, verifica-se ainda o aumento da morte de adipocitos por apoptose e insulino-
resisténcia. Previamente, 0 nosso grupo demonstrou que a administracdo de MG provocou
diminuicdo de marcadores anti-apoptoticos e do ratio VEGF/ Ang2 (8). Para além do papel
deletério na microvasculatura do tecido adiposo, a glicacdo também parece estar envolvida
no comprometimento da sua capacidade de resposta a fatores de stress. Recentemente
demonstramos que o MG diminui a capacidade do tecido adiposo se adaptar a reducdo do

fluxo sanguineo induzido por cirurgia (9).

O aumento dos niveis de HIF-1a, em resposta a hipdxia, associam-se a um aumento
da expressdo de citocinas pré-inflamatorias como a interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-) e a proteina quimiotatica dos mondcitos (MCP-1), mediadores que tém

sido associados ao aumento do risco para desenvolver sindrome metabdlica, doen%as
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cardiovasculares e diabetes tipo 2 (26). A hipdxia, através da ativacdo de vias inflamatorias
intracelulares, induz também fibrose no tecido adiposo, bloqueia a diferenciacdo de pre-
adipocitos e diminui a captacdo de glicose pelos adipdcitos (26, 27). Torna-se assim evidente
que, embora uma alteracdo localizada, sdo expectaveis repercussdes sistémicas associadas a
hipoxia do tecido adiposo. No nosso modelo experimental, as alteragdes sistémicas foram
avaliadas através da quantificacdo das formas total e fosforilada do recetor da insulina, da
determinacdo da concentracdo sérica de 4&cidos gordos livres, glicose no jejum,

trigliceridémia e da realizacdo de um teste de tolerancia intraperitoneal a glicose.

Demonstramos uma diminuicdo da expressdo da forma fosforilada do recetor da
insulina a nivel do tecido adiposo subcutaneo nos grupos HFDMG e GK, sem alteracdes da
expressdo da forma total do recetor. Os mesmos grupos, HFDMG e GK, apresentaram
aumento da concentracao serica de acidos gordos livres e diminuicdo da tolerancia a glicose.
Como ja referimos, o grupo GK funciona, relativamente a alteragdes metabdlicas associadas
a diabetes tipo 2, como um controlo positivo. O grupo HFDMG € assim o0 Unico grupo que
apresenta uma desregulacdo metabdlica semelhante a que se verifica em ratos diabéticos.
Esta observacdo ¢ compativel com os efeitos deletérios da hipdxia do tecido adiposo no
metabolismo energético, ja que o grupo HFDMG foi também o Unico a apresentar hipoxia
estatisticamente significativa. A coesdo dos nossos resultados reforca a nossa hipotese.
Embora grupo HFD também tenha apresentado diminuicdo da tolerancia a glicose, esta ndo

foi tdo marcada como nos grupos previamente destacados.

Assim, se por um lado a estimulacéo da angiogénese do tecido adiposo num contexto
de resposta a hipéxia, comum no tecido adiposo na obesidade, pode melhorar os efeitos
sistémicos associados a sua disfuncdo, uma angiogénese ineficaz tera um efeito oposto (27,

28).
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CONCLUSAO

A glicacdo induzida por MG, associada a uma rapida expansdo do tecido adiposo,
associa-se a sua disfuncdo vascular e hipdxia. A hipoxia do tecido adiposo, embora
teoricamente um processo localizado, tem repercussdes sistémicas a nivel metabdlico

caracteristicas da diabetes tipo 2, incluindo insulino-resisténcia e intolerancia a glicose.
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ANEXO

O presente documento foi elaborado de acordo com as normas editoriais da revista
Science. Estas normas encontram-se disponiveis para consulta online na seccdo de
informacdo para autores do site oficial da revista, através do endereco electronico:

http://www.sciencemag.orq/site/feature/contribinfo/index.xhtml
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