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RESUMO

Introducdo: Os lipideos da dieta desempenham um importante papel no
desenvolvimento da obesidade, e a ingesta excessiva esta relacionada com problemas de
salde como o diabetes mellitus do tipo dois (DMT2). A obesidade tem como
consequéncia um estabelecido estado de inflamacdo crbnica de baixo grau, também
caracteristico do diabetes, das doencas neurodegenerativas e de doengase
cardiovasculares. No entanto, o desenvolvimento da obesidade, inflamacdo e da
resisténcia a insulina parece ocorrer de forma diferente entre machos e fémeas
mamiferos submetidos a uma dieta rica em lipideos (High fat diet, HFD) As proteinas
de choque térmico, mais especificamente as da familia de 70 kDa (HSP70), sdo
reguladoras chaves da inflamagdo (anti-inflamatoria) e da sensibilidade a insulina.
Recentemente, foram reportadas na literatura diversas diferencas na expressdo dessas
proteinas, tendo as mesmas sido mostradas em machos e fémeas em diferentes tecidos.
Objetivos: Esse trabalho teve como objetivos investigar e comparar os efeitos cronicos
da HFD sobre a sensibilidade a insulina, estresse oxidativo, metabolismo e expressdo de
HSP70 entre camundongos C57BL/6J machos e fémeas. Metodologia: Quarenta
camundongos C57BL/6J machos e fémeas foram alimentados com HFD (ou dieta
padrdo) por 16 semanas sendo os grupos divididos em 1) Machos em dieta padrdo
(MP); 2) Machos em dieta hiperlipidica (MHFD); 3) Fémeas em dieta padrdo (FP) e 4)
Fémeas em dieta hiperlipidica (FHFD). Os parametros avaliados foram: consumo de
racao e de peso dos animais semanalmente; teste oral de tolerancia a glicose (OGTT), a
cada 4 semanas de tratamento; colesterol total, triglicerideos e glicemia de jejum. No
figado foi avaliado TBARS, e a expressao da HSP70 em musculo esquelético
(gastrocnémio e soleo) e figado dos animais. Resultados: Conforme esperado, foi
encontrado aumento do peso dos animais, e aumento da area sob a curva do OGTT a
partir da quarta semana no grupo MHFD. Curiosamente, nas fémeas do grupo FHFD, as
diferencas no OGTT apareceram somente na décima sexta semana. A HFD induziu
aumento do colesterol total em todos os animais (3 e 9), no entanto, 0 aumento da
glicemia de jejum ocorreu somente no grupo MHFD (em relagédo ao MP). A expressédo
de HSP70 aumentou no grupo MHFD em comparacdo ao grupo MP no séleo. Além
disso, tanto no séleo quanto no gastrocnémio, a HSP70 aumentou no grupo MHFD em
relacdo ao grupo FHFD. Concluséo: As fémeas parecem estar mais protegidas do que
animais machos dos efeitos da HFD no que diz respeito a sensibilidade a insulina e
metabolismo, independentemente da expressdo reduzida da HSP70 no mdsculo
esquelético nelas encontrada. Apesar de ndo mensurado, sugerimos que as maiores
concentracdes de estrogénio possa estar mediando as diferencas encontradas.

Palavras-chave: obesidade, resisténcia a insulina, machos e fémeas, HSP70.



ABSTRACT

Introduction: Dietary lipids play an important role in the development of
obesity, and overeating is related to health problems such as type 2 diabetes mellitus
(DMT?2). Obesity results in an established state of chronic low-grade inflammation, also
characteristic of diabetes, neurodegenerative diseases and cardiovascular disease.
However, the development of obesity, inflammation and insulin resistance appears to
occur differently between male and female mammals undergoing a high fat diet (HFD).
Heat shock proteins, more specifically those of the 70 kDa family (HSP70), are key
regulators of inflammation (anti-inflammatory) and insulin sensitivity. Recently, several
differences in the expression of these proteins have been reported between males and
females in different tissues. Objectives: The objective of this study was to investigate
and compare the chronic effects of HFD on insulin sensitivity, oxidative stress,
metabolism and HSP70 expression, between male and female C57/BL6J mice.
Methods: Forty male C57/BL6J mice and were fed HFD (or standard diet) for 16 weeks
and the groups were divided into 1) Males on standard diet (MP); 2) Males on a
hyperlipidic diet (MHFD); 3) Females on standard diet (PF) and 4) Females in
hyperlipidic diet (FHFD). The criteria analyzed were: food intake and weekly weight of
animals; oral glucose tolerance test (OGTT), every 4 weeks of treatment; total
cholesterol, triglycerides, and fasting glycemia. TBARS was analyzed in liver, and
HSP70 was analyzed in skeletal muscle and liver (gastrocnemius and soleus). Results:
As expected, the weight of the animals was increased in animal in a HFD, and the
OGTT area under the curve increased in the MHFD group compare to MP from the
fourth week of treatment. Interestingly, in female in the FHFD group, differences in
OGTT did not appear before the last month of treatment. Total cholesterol was higher in
all HFD animals, despite being males or females. The increase in fasting blood glucose
occurred only in MHFD group (relative to MP). HSP70 expression increased in the
MHFD group compared to the MP group in the soleus. In addition, HSP70 increased in
the MHFD group compared to the FHFD group in the gastrocnemius and the soleus
either. Conclusion: Females appear to be more protected than HFD males concerning
insulin sensitivity and metabolism in a way not dependent on HSP70 expression in
skeletal muscle. Although not measured, we suppose that higher concentrations of
estrogen may play a role, according to the differences found.

Keywords: obesity, insulin resistance, male e female, HSP70
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da obesidade

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) trazem valores alarmantes
sobre a obesidade na atualidade, apresentando em 2016 mais de 1,9 bilhdes de adultos
com sobrepeso, e destes, mais de 650 milhdes obesos. Ainda 340 milhdes de criancas e
adolescentes de 5 a 19 anos também apresentam peso elevado para parametros
considerados saudaveis. Esses nimeros sdo capazes de predizer consequéncias graves
para o individuo e para a sociedade que se confirmam quando se avaliam dados
relacionados a essas comorbidades associadas a obesidade e quando se avalia 0s custos
dessa epidemia para a economia mundial.

A obesidade pode ser caracterizada pelo indice de Massa Corporal (IMC), um
calculo genérico e pratico usado para avaliar a condi¢cdo de uma populacdo em relagéo
ao peso delimitando tanto o baixo peso, como sobrepeso e obesidade. Conforme este
indice o individuo sera considerado obeso se a divisdo de seu peso pela sua altura
elevada ao quadrado for igual ou maior que 30 kg/m2. A obesidade é uma condic¢do que
resulta de um excedente de energia e € caracterizada também por um aumento do
armazenamento de lipidios e expansdo do tecido adiposo modificando as funcdes
enddcrinas e metabdlicas deste tecido tornando-se um fator de risco para diversas outras
doencas. (Ursula e Tchoukalova, 2014)

H& grande preocupacdo acerca desses dados pelas consequéncias da obesidade
em diversos aspectos da vida do individuo e na sociedade. Estudos mostram o impacto
negativo desta condi¢cdo na qualidade de vida (Corica et al. 2015), saude fisica, saude
mental, com diversos distirbios psicoldgicos sendo frequentemente observados em
individuos obesos (Fontaine e Barofsky, 2001), e funcionalidade social (Wadden et al,
2002). Ainda diversas comorbidades séo diretamente associadas com a obesidade como
Diabetes Mellitus Tipo Il (DMT2), Hipertensdo Arterial Sistémica e Doenga
Coronariana (Corica, 2014) fazendo da obesidade, inclusive, uma importante causa de
discriminacdo social (Stunkard e Wadden, 1992).

Dessa forma, a obesidade tornou-se uma epidemia mundial com consequéncias

sérias que ultrapassam maleficios ao individuo obeso apenas e envolve grande
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dispéndio de recursos publicos com gastos que, no Brasil em 2011, por exemplo,
chegaram a R$ 488 milhdes ao Sistema Unico de Sadde (SUS). Tais fatos fazem com
que cada vez mais pesquisadores busquem entender os mecanismos associados as suas
causas e consequéncias.

Interessantemente, no mundo, homens apresentam maior taxa de sobrepeso
enquanto entre as mulheres a prevaléncia de obesidade é maior (WHO, 2016). Sabe-se
que sdo muitos os fatores que contribuem para essa diferenca e que tais fatores variam
quando se olha localmente uma populacdo em funcgéo das condigdes socioeconémicas e
educacionais especificas. Tendo em vista, que ha entre homens e mulheres, diferencas
hormonais, que controlardo desde gasto e armazenamento energético até a reproducéo,
tem-se uma possivel explicacdo para tal comportamento da prevaléncia de sobrepeso e
obesidade. (White e Tchoukalova, 2014)

1.2 Obesidade e Inflamacéo

A obesidade tem como causa um desbalanco energético em que ha maior
ingestdo de nutrientes do que a necessidade para o gasto do individuo. O corpo humano,
evoluido para uma grande capacidade de economia de energia além da eficiente
capacidade de armazenamento energético, ira promover, nessa condi¢do, um aumento
do armazenamento de triglicerideos e uma consequente hipertrofia do tecido adiposo.
Como consequéncia tem-se um fluxo sanguineo desequilibrado que serd um dos fatores
favoraveis a um aumento na producdo de fatores inflamatorios e a infiltracdo de células
imunes no tecido adiposo (Trayhurn, 2013) Alem disso, como consequéncia da nutricao
excessiva e da falta de exercicio, o organismo sofrera um profundo impacto no
metabolismo das células imunes e em sua funcdo (Keane et al, 2015) favorecendo
novamente o estabelecimento da condicao de inflamacéo nesse tecido.

As doencas metabolicas decorrentes da obesidade, como DMT2 ou Esteatose
Hepatica, por exemplo, sd@o consequéncia desta estabelecida inflamacdo a qual o
individuo obeso é acometido. Sendo assim essa denominada Inflamacdo Cronica de
Baixo Grau é uma caracteristica comum da obesidade e da Diabetes. (Krause et al,
2012).

Uma das caracteristicas dos individuos obesos sdo os altos niveis de acidos

graxos circulantes plasmaticos liberados pela expansdo do tecido adiposo (Teng et al,
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2014). Esses nutrientes promovem a inflamagdo atraves de vias de sinalizagéo
independentes e dependentes de Toll-like receptor quatro (TLR-4), e os efetores
incluem moléculas pro-inflamatérias bem conhecidas, como o fator nuclear-kB (NF-
kB), IxkB , c-Jun quinase N-terminal (JNK) e espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Teng et al, 2014 e Keane et al, 2017), que sdo importantes e ja bem estabelecidas vias
de sinalizacdo celular pro-inflamatdrias. Além da liberacdo de lipidios, a expansdo do
tecido adiposo também leva a secrecéo de substancias ativadoras de inflamacéo, como
TNF-a e IL-6, que podem promover estimulacdo e invasdo de leucdcitos, e menor
secrecdo de fatores anti-inflamatorios, como adiponectina e 1L-10 (Trayhurn, 2013). A
medida que ha expansédo do tecido adiposo, a consequente infiltracdo de células imunes
¢ exposta a um ambiente hipoxico de reducdo do fluxo sanguineo (Trayhurn, 2013 e
Johnson et al, 2012), alterando assim o perfil metabolico para uma maior utilizacdo de
energia por via glicolitica ao invés da respiragdo mitocondrial. Isso pode levar e
comprometer os leucécitos a um fendtipo pré-inflamatério (M1) e ainda a um aumento
da infiltracdo dessas células imunologicas. (Keane et al, 2015).

A resposta imune é regulada pelo delicado balango entre células imunologicas
em estado anti-inflamatério e aquelas de perfil pré-inflamatério. Curiosamente, perfis
metabolicos especificos alinham-se com esses fenotipos pré- e anti-inflamatoérios. Por
exemplo, células M1 e células T usam glicélise para obtencdo de energia, enquanto M2
utilizam respiracdo mitocondrial. Uma alca de retroalimentacdo é entdo estabelecida
onde as citocinas secretadas promovem a infiltracdo de macréfagos adicionais da
circulagdo (Johnson et al, 2012). Estas células imunoldgicas tém muitos ativadores e
respondem a varios tipos de estimulos, incluindo citocinas, adipocinas, endotoxinas,
nutrientes e outras células (necroticas e apoptoticas). Entre esses ativadores tem-se o
HIF1a que serd um sensor nutricional e bioenergético intracelular projetado para alterar
as vias metabdlicas e, portanto, a polarizacdo das células imunes. Outros reguladores
metabolicos importantes incluem proteina quinase ativada por AMP (AMPK), mTOR e
SIRT1 (Keane et al, 2017).

Ha certa heterogeneidade no que diz respeito a polarizacdo das células
imunoldgicas dentro do tecido adiposo e de outros tecidos sensiveis a insulina na
obesidade (Liu et al, 2012). Durante um evento inflamatério agudo, como uma infeccao,
a resposta pro-inflamatéria rapida desfechada por células imunolégicas é
sequencialmente seguida por uma resolucdo de inflamagdo, onde os leucocitos se
convertem em um fendétipo anti-inflamatorio, o que é auxiliado por uma mudanga no
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metabolismo bioenergético celular (Liu et al, 2012). Porém, diferentemente das
respostas adaptativas que levam a uma resolugdo da inflamacéo, esses leucdcitos pro-
inflamatorios cronicamente estimulados ndo se convertem em um fenotipo anti-
inflamatdrio, possivelmente devido ao ambiente nutricional incessante e a continua
sinalizacdo pro-infamatdria da expansao do tecido adiposo. (Keane, 2017).

E por isso que a resposta inflamatdria induzida pela obesidade é frequentemente
de "baixo grau" em comparacdo a uma resposta imune a infec¢do aguda, e isso ocorre,
porque as células imunes anti-inflamatorias localizadas dentro do tecido inflamado
tentam atenuar a resposta pro-inflamatdria das células vizinhas (Liu et al, 2012) fazendo
com que a intensidade dessa resposta ndo atinja os niveis observados em inflamacoes
agudas.

Assim, a transicdo da pré para a anti-inflamacdo parece ser um mecanismo
metabolico disfuncional chave na obesidade e nas doengas metabdlicas consequéncias
dessa condi¢cdo. Uma compreensdo mais clara das mudancas moleculares e metabdlicas
que polarizam os leucdécitos primarios em certos fen6tipos inflamatérios pode permitir o
desenvolvimento de agentes, intervencdes e tratamentos capazes de reduzir o estado
deletério das células imunes e levar a resolucdo desejada da inflamacdo (Keane et al,
2017).

1.3 Resisténcia a insulina

Tem-se a obesidade e o supra descrito processo Inflamatério Crénico de Baixo
Grau como a principal causa do acometimento pela DMT2 em individuos obesos. Esse
processo ocorre através da persisténcia da obesidade e das consequéncias metabdlicas
dessa condicdo. A expansdo do tecido adiposo aliado aos fatores que estabelecem o
perfil pro-inflamatério do tecido promovendo o aumento da liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias ird contribuir para a resisténcia a insulina até que se estabeleca a DMT2
no individuo (Krause et al, 2015).

A importancia do funcionamento normal do organismo quanto a responsividade
a insulina da-se em funcdo de que, uma vez liberada na circulacéo pelas células p em
resposta aos niveis elevados de glicose no sangue, a insulina provoca seus efeitos
anabolicos por meio da associacdo com o receptor transmembrana de insulina (IR) nos

tecidos-alvo. A homeostase metabolica de combustiveis no corpo inteiro é rigidamente

15



regulada pela liberagdo de insulina das células B pancreaticas, que interage com 0S
tecidos-alvo, como musculo, tecido adiposo e figado, para remover ativamente o
excesso de glicose do sangue. Por outro lado, o glucagon liberado pelas células o
pancreaticas mobiliza a glicose desses tecidos durante os periodos de jejum ou aumento
do gasto energético em situacbes de grande demanda como durante o exercicio, por
exemplo, a fim de manter uma concentracdo global de glicose no sangue de 4,0 a 6,0
mmol (Newsholme et al, 2016). O comprometimento desses processos metabdlicos leva
a condicdes cronicas hiperglicémicas, dislipidémicas ou glicolipotdxicas que tém uma
influéncia prejudicial em vérios tecidos e 06rgdos, incluindo ilhotas pancreaticas,
musculo esquelético, tecido adiposo e figado, levando a condicbes patoldgicas como
DMT?2, acidente vascular cerebral, doenca renal e outras manifestacbes da sindrome
metabdlica.

Em circunstancias normais, a interacdo da insulina com o receptor de insulina
(IR) promovera a conversdo de acidos graxos em triacilglicerois, usando o glicerol 3-
fosfato derivado da glicose como substrato para a esterificacdo, nos adipdcitos.
Consequentemente, a insulina induz uma absorcdo coordenada de &cidos graxos e
glicose no tecido adiposo, seguida pela esterificacdo em triacilglicerol. Obviamente,
qualquer desregulacdo dessas vias levara a niveis excessivos de glicose e acidos graxos
circulantes, o que é observado no DM2 (Zhang et al, 1994). A interacdo com a insulina
induz a autofosforilacdo do receptor e o recrutamento e fosforilacdo das proteinas do
substrato do receptor de insulina (IRS) e a ativacdo das cascatas de sinalizacdo
associadas, como por exemplo a via da PI3K e da Akt (White et al, 1988 e White et al,
2003). A Akt é um importante regulador da translocacao de vesiculas de GLUT-4 para a
membrana plasmatica, o que é critico para a captacdo intracelular de glicose livre em
tecidos sensiveis a insulina (Taniguchi, 2006 e Henriksen, 2011).

A resisténcia a insulina, caracteristica que define o estado de DMT2, refere-se a
resposta celular deficiente em resposta a sinalizacdo ativada pelo receptor de insulina
em tecidos insulinosensiveis, como o figado, musculoesquelético, adiposo (Newsholme,
2014) e cérebro (Talbot et al, 2012 e Bomfim et al, 2012). Isso resulta na reducéo da
captacdo de glicose por esses tecidos, com um aumento concomitante na producdo de
glicose hepatica, levando a concentracbes plasmaticas elevadas. A mudanca
subsequente na homeostase da glicose aumenta a sobrecarga sobre as células [-
pancreaticas, que em resposta secretam mais insulina, a fim de restaurar os niveis de

carboidratos normais do sangue. (Newsholme, 2015)
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Em 1993, a relacdo entre obesidade e DM2 foi descrita in vivo, quando 0s
investigadores demonstraram que o0s niveis TNF-a em camundongos aumentavam
durante o desenvolvimento da obesidade (Hotamisligil, 1993). Quando o TNF-a estava
neutralizado, a sensibilidade insulinica era melhorada (Hotamisligil et al, 1993), ligando
a inflamac&o do tecido adiposo a resisténcia a insulina. O TNFa é um dos principais
responsaveis pela resisténcia insulinica do musculo esquelético e, além disso, também
pode induzir a ativagdo de sinais de estresse nas células pancreéticas, levando a
disfuncdo mitocondrial que culmina na faléncia celular e morte (Krause, 2011 e Krause,
2015).

Esse perfil pré-inflamatorio ird promover a resisténcia a insulina prejudicando a
cascata de resposta a ligacdo da insulina com seu receptor (Chung et al, 2008 e Verdile
et al, 2015). De fato, a expressao excessiva de citocinas pro-inflamatorias e proteinas
sinalizadoras, como TNF-a e JNK1, derivadas da expansdo adiposa, pode induzir
hiperfosforilacdo da serina de IRS1 (Hotamisligil, 1996 e Stuart, 2014), particularmente
no residuo Ser636. Tal interferéncia na cascata de sinalizagdo de insulina também
ocorre devido a mutacBes ou modificacBes estruturais em qualquer um dos nés de
sinalizacdo na via de sinalizacdo da insulina. Foram associadas ao desenvolvimento
dessa falta de responsividade, mutacGes e hiperfosforilacdo associada aos compostos
serina dos IRs, e, especulou-se que isso se deve a diminui¢do da interacdo com a PI3K
(Saini, 2010). Ainda, a modificacdo estrutural por hiperfosforilacdo da serina nos
residuos Ser302, Ser307, Ser612 e Ser632 na IRS1 foi sugerida como um importante
elemento mecanicista responsavel pelo aumento da resisténcia a insulina em modelos de
roedores (Saini, 2010).

As EROs que sdo produzidas a partir de processos inflamatorios nos tecidos
periféricos (por exemplo, figado, musculo esquelético e tecido adiposo), sdo capazes de
interagir com o IR e suas vias de sinalizacdo. Esse processo € mais uma via pela qual a
inflamag&o ir4 promover a resisténcia a insulina j& que o resultado é uma falha da célula
em responder adequadamente aos niveis de insulina (Newsholme et al, 2014 e Verdile et
al, 2015). Este € mais um determinante chave na patogénese do DMT2 sendo que 0
resultado final de uma condicdo de inflamagcdo e aumento de producdo de EROs
continuada sera a incapacidade das células B pancreaticas de produzir quantidades
suficientes de insulina para manutencdo da homeostase da glicose (Newsholme, 2016).
As EROs aumentam as vias de transducdo de sinal que afetam a ativacdo e a
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translocacdo do NF-xB para o nucleo (Dai et al, 2000). Assim, os sinais inflamatorios
dependentes de NF-«xB sdo fortemente afetados pelos niveis de EROs e ERNs.

Esse fendtipo resistente a insulina pode ser conseqiiéncia de um mecanismo
direto, que promove diminuicdo da expressao de IR ou dessensibilizacdo ao ligante de
insulina inclusive por um mecanismo que estd sob controle de um feedback negativo
mediante altas concentragdes do hormonio (Foti et al, 2005 e Verdile et al, 2015).

Ligados ao processo de sensibilizagdo do IR estdo hormonios secretados na
circulacdo pelo proprio tecido adiposo como leptina e a adiponectina. Em 1994, a
leptina mostrou modular o consumo de alimentos e o gasto de energia via sinalizacéo
neuroenddcrina no hipotdlamo (Zhang et al, 1994). Comparativamente, o adiponectina
demonstrou promover melhor sensibilidade a insulina, e camundongos com deficiéncia
de adiponectina foram severamente resistentes a insulina (Tateya et al, 2013). Assim,
acredita-se que as adipocinas modulem a sensibilidade a insulina nos principais 6rgaos

alvos da insulina.

1.4 HSP e a Resisténcia a Insulina

Como mecanismo de protecdo da célula contra estresses como estresse
metabolico ou desbalanco redox, a Resposta de Choque Térmico (HSR, do inglés, heat
shock response) torna-se um aliado muito importante através da ativacdo e expressdo
das Proteinas de Choque Térmico (HSPs). A relacdo dessas proteinas e da resposta de
choque térmico no combate & resisténcia a insulina tem sido intensamente investigada.
Vaérios estudos foram conduzidos utilizando terapia de calor em animais e modelos in
vitro, (Henstridge et al, 2014 e Hooper et al, 2014 e Krause et al, 2015), exercicio fisico
(Gillum et al, 2013) ou utilizacdo de farmacos (Gupte et al, 2009) como as melhores
estratégias para inducdo ativacao e da expressdo das HSPs, sendo as duas primeiras as
mais utilizadas para estudo cientifico.

Houve nesses modelos melhora na sensibilidade a insulina que foram atribuidas,
em parte, ao aumento da expressdo da proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70),
cuja expressao intracelular no musculo esquelético estava diminuida na obesidade e
diabetes (Rodrigues-Krause et al, 2012), e foi altamente induzida por terapia de calor
(Hooper et al, 2014). A expressdo reduzida de HSP70 é uma caracteristica comum em

diversas condi¢bes associadas a inflamacdo de baixo grau, como DMT?2,
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envelhecimento e obesidade (Krause et al, 2015 e Rodrigues-Krause et al, 2012 e
Krause et al, 2014). Outros estudos, ainda mostraram que, em pacientes com DMT2, a
terapia de imersdo em &gua quente melhorou controle glicémico (Hooper, 1999) e ainda,
que essa, apresenta uma correlacdo inversa entre expressao de RNAm de HSP72 e o
grau de diabetes tipo 2 (Kurucz, 2002).

Essas proteinas (HSPs) em condi¢des basais da célula tém uma expressdo que
corresponde a 1 % da expressao de proteinas total da célula, podendo chegar a até 2 %.
Sua principal funcdo é a de chaperona molecular mantendo e reestruturando proteinas
que ndo estdo com seu dobramento correto e a funcdo adequada, funcdo esta essencial
para a economia de energia do meio celular. De forma muito relevante para este
trabalho, elas ainda exercem um papel fundamental na resolugdo da inflamagdo nos
tecidos tendo uma acdo especifica como anti-inflamatorias (no meio intracelular) ou
pré-inflamatorias (no meio extracelular), dependo de onde se as estuda. Em relagédo a
sua principal funcdo, a de chaperona molecular, a HSP72 o faz através de sua forte
interacdo com proteinas desdobradas e da consequente ligacdo com estas que
demandaré a energia proveniente de um ATP ligado a chaperona para o redobramento
da proteina alvo.

A importancia delas no meio biolégico € evidenciada quando discorremos sobre
o fato de que as HSPs sdo quase tdo antigas quanto a propria vida, com 2,6 bilhdes de
anos, e notavelmente evolutivamente conservadas. Até mesmo em vegetais, HSP70
permanece 70% homologa a HSP70 humana (Hooper et al. 2010). Essas chaperonas
moleculares sdo capazes de proteger as celulas e suas organelas de sucumbirem a
insultos estressantes, seja por calor, frio, oxidacdo, radicais livres, toxinas ou hipdxia.
Tem-se bem claro o papel dessas proteinas nas vias inflamatérias e ainda uma evidéncia
de que estas tem participacdo importante no processo de sinalizacdo da insulina quando
se avalia os diferentes tipos de fibra muscular e suas caracteristicas. Fibras de contragdo
lenta (altamente oxidativas) tém maiores niveis de expressao de HSP70, menor ativacao
de citocinas inflamatérias e melhor sinalizacdo de insulina em comparacdo com fibras
de contracdo rapida. (Hopper et al, 2014)

Os papéis do HSP70 foram expandidos para incluir a modulacdo de condicdes
de doengas crénicas (Kampinga, 2007) tais como DMT2 e obesidade (Chung, 2008 e
Krause, 2011). Além disso, hd um aspecto intrigante da fisiologia da HSP70, sua
versatilidade em induzir acbes antagdnicas, dependendo da localizacdo da proteina

(Rodrigues-Krause, 2012). Por exemplo, HSP70 intracelular (iHSP70) exerce um
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poderoso efeito anti-inflamatorio, enquanto que no meio extracelular (eHSP70) a
mesma proteina possui papel oposto, induzindo a ativacdo de vérias vias pro-
inflamatorias. De fato, a exposi¢do cronica a eHSP70 (Ehses, 2010) induz a ativacao de
varias vias pro-inflamatérias provavelmente via ligacdo a Toll-like-receptor (TLR) de
membrana. Varios medicamentos indutores de HSP70 estdo sendo investigados, ou
estdo em ensaios clinicos para neuropatia diabética e doencas neurodegenerativas e
podem ser considerados para a prevencao da resisténcia a insulina (Gupte et al, 2009).

Como regulador priméario da resposta de choque térmico, o fator de transcrigédo
resonsavel pela resposta ao choque térmico, Heat Shok Factor 1 (HSF-1) ,é mantido em
forma monomérica e inativo em condi¢des em que ndo ha estimulo (Akerfelt et al,
2010). A ativacdo de HSF-1 é um mecanismo de multiplas etapas que envolve sua
fosforilacdo, trimerizacdo, translocacdo nuclear e ligacdo no DNA a elementos de
choque térmico (HSE) localizados nas regides promotoras de genes de choque térmico
(Krause et al, 2011) mediante a apresentacdo de um estimulo como um agente estressor
para a celula. Observa-se a importancia do HSF-1 como mecanismo de defesa celular
qguando se avalia os valores diminuidos de HSF-1 encontrados em diversas patologias
humanas, incluindo DM2 (Akerfelt et al, 2010).

Também foi demonstrado que a HSP70 diminui o estresse oxidativo, de forma
que fazem parte da maquinaria antioxidante intracelular, tornando a HSP70 expressa no
meio intracelular ainda mais importante para a inibicdo da apoptose e da inflamacao
(Geiger e Gupte, 2011), tendo sido relatada a interacdo entre o iHSP70 e as citocinas
pré-inflamatorias no nivel regulatério de genes inclusive.

A via da expressdo da iHSP70 tem um papel inibitério para o NF-kB tanto pela
acao inibitéria do HSF1 sobre fator NF-kxB quanto diretamente pela HSP70 que
impedira a translocacédo deste fator para o nucleo (Karpe e Tikoo, 2014). O HSF1 ira
controlar o NKRF, que por sua vez é supressor do NF-kB. Essa relacdo esta
demonstrada quando se vé uma curva de expressao parecida entre HSF1 e NKRF em
relacdo ao tempo e a exposicdo a diferentes temperaturas (Coccia et al, 2017).

O fator HSF-1 também pode contribuir diretamente para 0s processos de
combate a inflamag&o e a exposicéo a agentes prejudicais para a célula sendo capaz de
se ligar a regido promotora do gene TNF-o suprimindo a transcricdo deste composto
(Singh et al, 2002 e Xiao et al, 1999). Essa regulagdo também ocorre na direcdo oposta,

com o0 TNF- a também agindo sobre o HSF-1 reprimindo sua ativacdo (Coccia et al,
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2017). Alem disso, demonstrou-se que a JNK1 fosforila a HSF1 no seu dominio
regulador, causando a supressdo da atividade de transcricdo do HSF1 (Dai et al, 2000).
Dessa forma tem-se o melhor esclarecimento dos mecanismos e vias pelos quais a
HSP70 e o ativador de sua transcricdo, o0 HSF-1 de forma direta e indireta promovem a
resolucdo ou diminuicdo da inflamacéo através da regulacdo da transcricdo genética de
genes pro-inflamatérios.

Dados de estudos demonstram a capacidade do tratamento térmico e a
consequente inducdo da expressdao da HSP70 para restaurar a captacdo de glicose e
melhorar a sinalizacdo de insulina no musculo esquelético de ratos alimentados com
uma dieta rica em gordura. Resultados indicam que o tratamento térmico pode prevenir
um aumento na fosforilacdo de JNK e ativacdo de IKK, possivelmente atraves de
interacdo direta com a HSP70. Estes resultados fornecem fortes evidéncias de que a
inducdo de HSP70 no musculo esquelético pode ser um tratamento terapéutico potencial
para a resisténcia a insulina induzida pela obesidade (Gupte 2009). Isso indica que a
protecdo da HSP70 esta fortemente associada a prevencdo da fosforilagdo da JNK
(Chung et al. 2008). Ha evidéncias de que o efeito inibitério da HSP72 (membro da
familia da HSP70) na ativacdo da JNK ocorre pela ligacdo directa de HSP72 a JNK
impedindo a ativagdo de JNK, conforme estudos de imunoprecipitacdo mostrado em
cultura de células (Park, 2001).

Archer et al, em 2017, mostram um grafico em que hipotetiza uma janela de
tempo antes de se estabelecer a resisténcia a insulina no individuo em que os valores de
HSP72 estariam altos bem como a secrecéo de insulina e estaria se iniciando o0 processo
de dessensibilizacdo da responsividade a insulina. Na janela de tempo seguinte ha a
estabelecida resisténcia a insulina, os niveis de glicose ja ndo sdo mais adequados e a
partir deste ponto a expressdao de HSP72 no musculo esquelético diminui deixando a
célula desprotegida e poupada de um dos mecanismos de defesa contra a resisténcia a
insulina (Archer, 2017).
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Figura 1. Comportamento da expressdo de HSP72 ao longo da evolu¢do do DMT?2 e sua relacdo
com a sensibilidade a insulina.

Percebe-se neste grafico a importancia da funcdo da HSP72 no processo de
resisténcia a insulina no individuo e sua capacidade de auxilio na prevencdo da DM2.

O mdasculo esquelético, como principal tecido responsavel pela captacdo de
glicose mediada por insulina em todo o corpo (De Fronzo, 1981 e Song et al, 1999), tera
um papel importante na prevencdo da DMT2. As HSP72s sdo expressas no musculo
esquelético e sdo fortemente induzidas com treinamento fisico (Morton et al, 2006 e
Tupling et al, 2007) fazendo com que seja também um tecido em que ha bastante
investigacao a cerca da expressdo dessas proteinas, bem como métodos para a inducao
de sua expressdo e 0s mecanismos da acdo dela sobre a resisténcia a insulina. Estudo
mostra que a superexpressdo da HSP72 reduz a atrofia do musculo esquelético e o
estresse oxidativo (Broome, 2006). Portanto, o musculo esquelético € uma escolha
l6gica como o tecido alvo para os beneficios da superexpressao de HSP. Estudo prévio

indicam que os niveis basais de HSPs diferem entre os tipos de fibras musculares, com
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0s musculos oxidativos de contracdo lenta, que apresentam maior expressao constitutiva
de HSPs do que os musculos glicoliticos de contracdo rédpida (Gupte, 2008). Em
contraste, 0s musculos de contracdo rapida possuem maior capacidade de inducdo de
HSP em resposta a estressores fisioldgicos e exercicios (Gupte, 2008 e Oishi, 2002).

O esquema abaixo representa a acdo ja comprovada da HSP sobre a resisténcia a
insulina agindo em vias que promovem diretamente a dessensibilizacdo a insulina pela

cascata de sinalizac&o, ou ainda em vias ativadoras de agentes pro-inflamatdrios.
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Figura 2: Efeitos da inflamacéo e da HSP72 intracelular na cascata de sinalizacdo da insulina.
Fonte: Tese de Patricia Bock Martins, 2015 (Efeito da suplementacdo de Glutamina e Dipeptideo L-
alanil-L-glutamina sobre a expressdo da (HSP70) e a sinalizag8o da insulina em camundongos tratados
com dieta hiperlipidica) disponivel em Lume Repositdrio Digital - UFRGS.

Conforme os estudos apresentados nesse texto, a relagdo da HSP no meio
intracelular com a obesidade e o estabelecimento do DM2 tem uma relagdo contraria em
que, conforme se perde a protecao da resposta ao choque térmico por meio da expressdo
das HSPs, também se perde uma importante forma de resolucdo do perfil inflamatdrio
na condicdo de Inflamagdo Crénica de Baixo Grau, e ainda se perde uma forma de

defesa contra a resisténcia a insulina através da protecdo da cascata de sinaliza¢do da
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insulina. Sendo assim ha uma diminuicdo consideravel dos niveis dessa proteina em
razdo do aparecimento da resisténcia a insulina.

Quando se avalia diferentemente machos e fémeas quanto a expressao das HSPs
em relacdo a diversos estimulos estressores das células, de acordo com o tecido avaliado
ha divergéncias nos resultados encontrados em machos dos encontrados nas fémeas,
tanto em humanos (Xiong, 2015 e Njemini, 20017) quanto em modelos animais (Cheng,
2015). Tal divergéncia parece estar relacionada com tecido avaliado. Por exemplo, no
tecido cardiaco, ha maior expressdo de HSPs em fémeas mostrando que estas estdo mais
protegidas contra leses ou cardiopatias do que os machos. (Stice, 2011) No momento
em que se avalia tecido hepético, os machos estdo mais protegidos com uma expressao
mais elevada de HSP do que as fémeas (Chen, 2015).

Porém a maior parte destes estudos avalia as diferencas mediante estresses como
0 exercicio ou 0 choque térmico pela elevacdo da temperatura corporal, mas nenhum
avalia a expressdo dessas proteinas e a diferenca entre os sexos mediante um tratamento
indutor de obesidade e de resisténcia a insulina.

Como vimos até entdo as HSPs podem ser muito benéficas e protetoras no
processo de acometimento da obesidade e do DM2, porém machos e fémeas apresentam
diferengas no desenvolvimento e evolugdo dessas doencas. Umas das possiveis razdes
pela qual essas diferencas ocorrem pode estar diretamente relacionada com a expressao
das HSPs em tecidos metabdlicos importantes, conforme investigam alguns poucos
estudos. A maior parte das justificativas para as diferencas encontradas na expressdo das
HSPs baseia-se na diferenca na liberagdo de hormdénios sexuais entre 0S S$exos
mostrando tais divergéncias na presenca ou auséncia do estrogénio (Stice, 2011) ou da
testosterona (Chen, 2015).

Sendo assim, investigamos nesse trabalho como se comporta o desenvolvimento
da obesidade e resisténcia a insulina mediante um tratamento com dieta hiperlipidica em
machos e fémeas e relacionamos essas caracteristicas com a expressdo das HSPs em

tecido metabolicos chaves como figado e musculo esquelético (gastrocnémio e soleo).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Comparar o desenvolvimento da resisténcia a insulina, induzida pela dieta
hiperlipidica, entre camundongos C57BL/6J machos e fémeas, e a expressdo da proteina

de choque térmico HSP70 em tecido muscular esquelético e hepatico.

2.2 Obijetivos Especificos

Submeter camundongos C57BL/6J machos e fémeas a tratamento de dieta

hiperlipidica por 16 semanas;

e Verificar e comparar o desenvolvimento da intolerdncia a glicose desses
animais e indiretamente da resisténcia a insulina.

e Verificar e comparar a expressdo de HSP70 muscular e hepatica dos

camundongos C57BL/6J machos e fémeas ap0s a intervencdo dietética

3. HIPOTESE

Considerando as atuais evidéncias da maior protecdo cardiovascular e
metabolica contra os efeitos de uma dieta hiperlipidica apresentada pelas fémeas,
hipostenizamos que estas apresentam maior expressao das proteinas de choque térmico
HSP70, havendo, portanto, a ocorréncia menor de resisténcia a insulina em

camundongos fémea em relacdo aos machos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de Realizacdo dos Experimentos

Os procedimentos e experimentacOes deste projeto foram todos realizados no

Laboratorio de Fisiologia Celular (FisCel) do Departamento de Fisiologia da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), localizado no campus central da
UFRGS (Av. Sarmento Leite n° 500, 2° andar, laboratério 02, CEP 90050-170, Porto
Alegre, RS).

4.2 Consideragdes Eticas

O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA/UFRGS), sob n® 21293, apds prévia revisdo realizada
por parecerista ad hoc nomeado para o projeto por comissdo especifica do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas/Fisiologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o0s
procedimentos para o uso cientifico de animais, estabelecidos pela Lei n® 11794, Lei
Arouca (BRASIL, 2008), e pelas resolugdes normativas 12 e 13 do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2013).

4.3 Calculo do Tamanho Amostral

O tamanho da amostra foi calculado utilizando o programa Minitab verséo 15,
tendo como base para célculo os resultados dos protocolos experimentais de nosso
laboratério e de outros grupos de pesquisa. Neste contexto, o tamanho de amostra foi
utilizado para detectar a menor diferenca esperada entre os grupos (de acordo com a
literatura 20 + 10 ng/ml para a principal variavel critica do estudo, a expressdo de
HSP70) (Febbraio et al., 2004; Krause et al., 2014). Foi utilizado para o calculo um
poder estatistico de 80% para nivel de significancia de 0,05%.

Considerados estes parametros, o numero de animais por grupo foi de 5, porém,
como o volume de sangue e pesos dos tecidos de cada animal seriam insuficientes para
a realizacdo de todas as analises (cada animal fornece cerca de 500 puL de sangue, e
eram necessarios cerca de 1000 pL para as analises), foi utilizado um tamanho amostral
de 10 animais por grupo. O nimero de animais utilizados para a execug¢do do projeto foi
0 minimo possivel para produzir o resultado conclusivo, poupando-se, a0 maximo, o
animal de sofrimento. Desta forma, foram utilizados 2 grupos de animais machos e 2

grupos de animais fémeas da linhagem C57BL/6J, totalizando 40 animais no estudo.
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4.4 Animais

Foram utilizados neste estudo, 20 camundongos fémeas e 20 camundongos
machos (Mus musculus) da linhagem C57BL/6J, recém desmamados (3 semanas)
fornecidos pelo Biotério setorial do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e mantidos durante a
experimentacdo neste mesmo local. Foram divididos 5 animais por caixa de
polipropileno (33cm x 17cm, Figura 3), sob iluminacdo com sistema de LEDs
controladas eletronicamente, com ciclo claro/escuro de 12 h, temperatura de 26 + 2 °C e
umidade relativa do ar mantida entre 50 a 60%, tendo em vista que a temperatura
termoneutra para camundongos dentro de seus respectivos ninhos deve estar préxima de
29-30 °C.

«“R4WE sos e S840 0000 .
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Figura 3: Alocacdo dos camundongos machos e fémeas do estudo. Os animais foram alocados em
caixas de polipropileno (33cm x 17c¢cm) sendo 5 animais por caixa com agua e racdo ad libitum.
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Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendagOes das Normas
Internacionais de Protecdo aos Animais, e do Cddigo Brasileiro de Experimentacao
Animal - 1988, em conformidade com o Guia de Cuidados e Utilizacdo de Animais de
Laboratorio do National Institutes of Health (NIH). Os animais foram mortos por
decapitacdo com uso de guilhotina para roedores. O objetivo da decapitacdo é a
obtengdo do volume total do sangue do animal para dosagens de marcadores

importantes para determinacdo da resisténcia a insulina e perfil lipidico dos mesmos.

4.5 Desenho experimental

Os animais machos e fémeas foram divididos em quatro grupos cujas diferencas
foram o género do animal e a dieta ao qual estes foram submetidos (dieta padrdo de
biotério ou dieta hiperlipidica).

Os quatro grupos sao:

Grupo | (MP): 10 animais machos submetidos a uma dieta padrdo de biotério

com comida e agua ad libitum por 16 semanas.
Grupo Il (MHFD): 10 animais machos submetidos a uma dieta hiperlipidica
confeccionada em laboratorio com especificaces de valor energético e composicao,

descritas a seguir, por 16 semanas.

Grupo Il (FP): 10 animais fémeas, submetidas a mesma dieta padrdo que os

machos por 16 semanas.

Grupo IV (FHFD): 10 animais fémeas, submetidas a mesma dieta hiperlipidica

gue 0s machos por 16 semanas.
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Figura 4: Grupos Experimentais. O estudo foi dividido em dois grupos iniciais: machos e fémeas e
dentro de cada um desses ainda foi realizada a divisdo dos grupos de acordo com a dieta a qual os animais
foram submetidos.

Os animais foram submetidos as respectivas dietas imediatamente apds o
desmame, ou seja, com 3 semanas de vida. O acompanhamento do desenvolvimento da
obesidade foi feito a partir do controle de peso corporal a cada 4 semanas, além do
controle de consumo de racdo realizado semanalmente. A sensibilidade a insulina foi
medida (indiretamente) a partir do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (OGTT) a cada 4
semanas de dieta dos animais. Esse teste foi realizado através da aplicacdo, por
gavagem, de uma solucdo de 50% de glicose em &gua, na concentracdo de 10g/Kg de
peso corporal, ap6s jejum de jejum de 8h.

A morte aconteceu 24h apos o ultimo dia de tratamento com a dieta respectiva
de cada um dos grupos. Os animais foram decapitados para que se pudesse realizar a
coleta do sangue para fins de avaliacdo de pardmetros metabdlicos. No momento da
morte, foram coletados os tecidos de interesse para analises deste estudo: musculos
gastrocnémios e séleos, e figado, para posterior avaliacdo dos conteidos proteicos.
Observa-se em fémeas alocadas em mesmo local e em mesmas caixas a sincronizagao

do ciclo estral desses animais, por tanto ndo houve a necessidade de cinfirmacéo de fase
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Nascimento

do ciclo no momento da morte em funcéo de que todas estariam na mesma fase do ciclo
ja que alocadas juntas por 16 semanas.
O esquema a seguir exemplifica e demonstra periodos e tratamentos dos grupos

supracitados.

Controle do consumo de racao - semanal
Controle do peso corporal—a cada4 semanas

OGTT-acada4 semanas

1

16 semanas
I

Desmame e inicio da dieta

- 3 semanas

Morte

% S NK

Figura 5: Desenho experimental e desenvolvimento do estudo. Representa temporalmente os
eventos prévios a eutandsia dos animais. O inicio da dieta padrdo ou da HFD se inicia em seguida ao
desmame. A partir deste momento ha o controle do peso dos animais bem como o controle do consumo
de racdo semanalmente e 0 OGTT realizado a cada 4 semanas. A eutanasia ocorre ap6s 16 semanas de
tratamento.

4.6 Dieta hiperlipidica

Neste estudo, para induzir a obesidade e a resisténcia a insulina nos animais, fez-
se uso de uma dieta hiperlipidica confeccionada a partir da dieta padrdo de biotério em
nosso laboratério. A dieta padréo de biotério foi composta por 11,4% de gordura, 62,8%
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de carboidrato 25,8% de proteina totalizando 12,6 kJ / g de racdo. A partir da dieta
padrdo de biotério foi confeccionada, em laboratorio, a dieta hiperlipidica para a
utilizacdo em dois dos nossos grupos experimentais. A dieta hiperlipidica foi composta
de 58% de gordura, 25,6% de carboidrato, 16,4% de proteina totalizando 23,4 kJ / g de
racdo. A gordura adicional da dieta hiperlipidica era proveniente de banha de porco
industrializada (Santa Clara), sendo esta confeccionada e armazenada em geladeira,
sendo feita a reposicdo para 0s animais sempre que necessaria. Todos 0s animais
tiveram livre acesso a agua (ad libitum). O indice de severidade para 0 manuseio e
administracdo de dietas é considerado como leve, j& que os animais ndo sdo forcados a
nenhuma intervencdo além da dieta. A ingestdo de alimentos e o peso corporal dos

animais foram mensurados uma vez por semana.

COMPOSICAO DAS DIETAS [ —
Dieta Padréo - | F
Carboidrato 62, 8% y
Proteina 25,80%
Gordura 11,40%
Valor calorico 12,6 kJ/g
Dieta Hiperlipidica

Carboidrato 25,60% —_—
Proteina 16,40%
Gordura 58% . :

Valor calorico 23,4 kdlg

Figura 6: Composicao da dieta padrao de biotério com valor calérico de 12,6kJ/g e da dieta
hiperlipidica (HFD) com valor calérico de 23,4kJ/g, confeccionada para o estudo.
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4.7 Determinacao de Peso dos Animais e Consumo de Racgao

Para a determinacdo do ganho de peso semanal dos animais, 0s camundongos
foram contidos em embalagens plasticas de 175x132 mm, com altura de 115 mm, e
pesados individualmente em balanca digital (BEL Engineering®, Mildo, ITALIA) com
precisdo de * 0,01 g.

Para a determinacao do consumo de racdo, a racao das caixas foi pesada uma vez
por semana, em balanca digital (BEL Engineering®, Mildo, ITALIA), com precisio de
* 0,01 g. O consumo total da caixa foi analisado pelo peso de cada animal, para a

avaliacdo do consumo semanal por peso do animal.

4.8 OGTT

A evolucdo das alteracBes da glicemia foi confirmada por meio de teste oral de
tolerancia a glicose (O-GTT). O indice de severidade para os testes de tolerancia a
glicose, que envolvem a manipulacdo, gavagem com solucdo de glicose e coleta de 5
amostras de sangue da cauda do animal (nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min apés a
gavagem) foi considerado moderado, pois envolveu repetidas intervencGes no animal,
apesar de quase indolores.

Para a realizacdo deste teste, os animais foram mantidos em jejum de 8 horas.
Foi preparada uma solucdo de glicose a 50% (m/v) em &gua, administrada na
concentracdo de 10 g/kg de peso corporeo, por gavagem de cerca de 500uL de solucéo,
conforme o peso de cada animal. O valor da glicemia em jejum foi mensurado ap6s 0s
animais permanecerem no laboratério por no minimo 30 minutos antes da gavagem e da
primeira coleta (tempo zero).

O sangue para a analise da glicemia nos tempos acima descritos foi coletado
com o auxilio de um lancetador automatico (tipo caneta) com grau de profundidade
calibravel (Accu-Chek modelo MultiClix, Roche). Para tanto, amostras de cerca de 1uL
de sangue da parte distal da cauda do animal foram coletadas. As medidas de glicemia
foram feitas usando aparelho de leitura glicémica capilar (glicosimetro) On Call Plus,
Acon Laboratories Inc.

Para comparagdo dos resultados entre os grupos foi utilizado o célculo da area

sob a curva (AUC). Os valores e calculos foram gerado pelo programa estatistico Graph
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Pad Prism 5. Foram incluidas as areas abaixo da linha de jejum (tempo zero) para o
calculo da AUC.

4.9 Coleta dos tecidos

A morte dos animais aconteceu 24 horas apds o ultimo dia de
intervencdo. O método utilizado para a morte foi a decapitacdo em guilhotina para
roedores, sem anestesia. O método foi escolhido em funcéo da necessidade da coleta do
sangue para analises de pardmetros relacionados a resisténcia a insulina e perfil lipidico
dos animais baseando-se no fato de ser um método rapido e eficaz, que induz a perda
imediata de reflexos, além de produzir mudancas fisiolégicas minimas nos tecidos.

Considerando a necessidade de obtencdo de sangue periférico e realizagdo de
andlises celulares e bioquimicas, nenhum anestésico ou outra substancia foi injetado nos
animais antes da decapitacdo. A morte dos animais sob anestesia, apesar de desejavel, é
incompativel com nossos experimentos porque todos 0s anestésicos comumente
utilizados em estudos com animais experimentais levam a uma intensa hiperglicemia
em roedores, afetando fatores estudados (Febbraio et al., 2004; Brown et al., 2005), a
morte dos animais deve ser executada sem anestesia.

A sala onde ocorreu a decapitacdo foi distinta da outra onde ficaram os demais
animais a serem submetidos a eutanadsia. O ambiente possui exaustdo e a sala é
composta de mesa central para coleta de material e de bancada lateral com pia, sobre a
qual se encontra a guilhotina. Entre a morte de um animal e outro, a guilhotina, a pia e
todo o restante do material foi completamente higienizado com &gua, detergente e
alcool, evitando-se assim, maior estresse para 0s animais.

Os tecidos muscular esqueléticos (gastrocnémio e séleo) e tecido hepético
coletados dos animais imediatamente apds a morte e congelados em nitrogénio liquido
imediatamente apds a retirada, e em seguida, armazenados em freezer -80° C. Dado o
momento da homogeneizacdo para avaliacdo dos tecidos, estes foram homogeneizados
em SDS 0,1% com inibidores de proteases (descricdo completa na se¢do 4.13) para a
seguinte avaliacdo por Western Blotting.

O sangue trocular foi obtido imediatamente apds a decapitagdo em
guilhotina, e coletado em microtubos contendo 10 pL de heparina sodica (Heptar ®

Eurofarma, 5000 Ul/mL). O sangue heparinizado foi centrifugado a 850 x g por 10
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minutos, a 4 °C, em centrifuga Hettich Universal 320 R, para que houvesse a separacio

do plasma para analises dos dados pertinentes a este projeto.

4.10 Determinacao de triglicerideos plasmaticos

A determinacdo dos triglicerideos, ou triacilglicerois, baseia-se na hidrolise dos
mesmos pela lipoproteina lipase, o que promove a liberacdo de glicerol, que ¢é
fosforilado pela enzima glicerol cinase. O produto, glicerol-3-fosfato, é oxidado a di-
hidroxiacetona fosfato pela enzima glicerol fosfato oxidase, formando perdxido de
hidrogénio. Este reage com a 4-aminoantipirina e com o p-clorofenol, pela acdo da
enzima peroxidase, formando 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfonato e quinoneimina,
que é o composto cromogeno que absorve luz no comprimento de onda de 500 nm. A
quantidade de quinoneimina formada é proporcional a concentracdo de triacilglicerois
na amostra analisada.

Para esta determinacdo foi utilizado o Kit comercial Bioclin Triglicérides

Monoreagente®.

4.11 Determinacéo de colesterol total plasmatico

A determinacdo da concentracdo do colesterol plasmatico total se baseia na
hidrolise dos ésteres de colesterol presentes nas lipoproteinas por esterases, 0 que
promove a liberacdo de colesterol livre, que € oxidado pela enzima colesterol oxidase,
liberando perdéxido de hidrogénio. Este reage com a 4-aminoantipirina e com o p-
clorofenol, pela acdo da enzima peroxidase, formando 3,5-dicloro-2-
hidroxibenzenosulfonato e quinoneimina, que € o composto cromdgeno que absorve luz
no comprimento de onda de 500 nm. A quantidade de quinoneimina formada é
proporcional a concentragéo de colesterol na amostra analisada.

Para esta determinacdo foi utilizado o Kit comercial Bioclin Colesterol

Monoreagente®.
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4,12 Determinacdo de Substancias Reativas ao Acido

Tiobarbiturico

Ap0s a obtencdo cirurgica, o figado dos animais foi congelado em nitrogénio
liguido com auxilio de um freeze clamp. O tecido foi processado por meio de
homogeneizacdo em KCI 1,15% a razéo de 900 pL para cada 100 mg de tecido (1:10),
com homogeneizador de facas (UltraTurrax). Imediatamente ap6s a homogeneizacdo, as
amostras foram centrifugadas a 20.000 x g por 5 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
foram transferidos para tubos limpos e armazenados em freezer -80 °C.

A determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) é
bastante utilizada para medir a lipoperoxidacdo (LPO), pois o &cido tiobarbitlrico reage
com os produtos desta, dentre eles o0 malondialdeido e outros aldeidos, formando bases
de Schiff, que possuem coloracdo rosada e podem ser medidas
espectrofotometricamente a 532 nm.

A técnica consistiu em aquecer, durante uma hora em banho-maria fervente, o
material biolégico a ser testado (sobrenadantes de figado), na presenca de dodecil
sulfato de sédio (SDS) 8,1%, acido acético 20% a pH 3,5, butil-hidroxitolueno (BHT)
4,5 mmol/L em etanol, e &cido tiobarbiturico 0,8%. A mistura foi entdo resfriada a
temperatura ambiente e centrifugada a 900 x g por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi retirado, e a leitura da absorbancia realizada a 532 nm em leitora de
microplacas. Foi feita uma curva de calibracdo com malondialdeido, e os resultados

foram expressos em nmols de TBA-RS por mg de proteina (Buege e Aust, 1978).

4.13 Expressao de proteinas pela Técnica de Western Blotting

Para determinacdo da expressdo de proteinas por Western Blotting, parte dos
tecidos hepatico e musculares esqueléticos previamente extraidos, congelados com
auxilio de freeze clamp em nitrogénio, foram homogeneizados em homogeneizador de
facas em gelo em solucdo de SDS 0,1% cloridrato de N-Tosil-L-Lisina Clorometil
Cetona (TLCK) 20 pmol/L, Fluoreto de Fenil-Metil Sulfonila (PMSF) 100 umol/L,
leupeptina 2 pg/mL, aprotinina 2 pug/mL, ortovanadato de sodio 1 mmol/L, molibdato
de sodio 1 mmol/L e B glicerofosfato 1 mmol/L . Em seguida, o conteddo foi
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centrifugado a 12.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente e 0 sobrenadante
coletado.

A concentragdo de proteina foi determinada por Kit BCA (Thermo). As amostras
serdo entdo diluidas em tampdo para eletroforese (50 mM Tris pH 6,8, SDS 10% (w/v),
glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 10% (v/v) e 2 mg/mL azul de bromofenol) e
fervidas por 5 minutos para desnaturacdo completa das proteinas. Quantidades iguais de
proteina (30pg por pogo) foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 10%, para
separacdo durante 2:30 horas utilizando corrente elétrica constante a 15 mA por gel. Foi
utilizado o sistema vertical Slab Gel BIO-RAD Mini-Protean TetraCell (BIO-RAD
Laboratories, Richmond, CA, USA) preenchido com tampéo de corrida contendo Tris a
25 mM e SDS a 1% (m/v), pH 8,3. Foi utilizado como marcador de peso molecular 5
puL de mistura de proteinas recombinantes pré-coloridas (RPN8OOE, GE Health Care)
por gel. Para a realizacdo do procedimento de eletrotransferéncia, onde ocorre a
transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose (GE Health Care-
Amersham), foi utilizado o sistema refrigerado BIO-RAD Blot Cell a 100V constantes
por 2:30 horas. A confirmacdo do sucesso dos procedimentos descritos acima foi
confirmada pela coloracdo da membrana de nitrocelulose com Vermelho Ponceau S
(Red Ponceau S, sal de sddio 0,3%, Sigma, em solucdo de acido tricloroacético a 3%) e
em seguida descoradas com solugdo TEN (Tris-EDTA-NaCl a respectivamente 50, 5 e
150 mM)-Tween 0,1% (v/v).

Para determinar a expressdo de HSP72, as membranas resultantes do processo
descrito foram incubadas com anticorpo monoclonal anti HSP70 (Sigma H5147,
produzido em camundongo, em diluicdo 1:1000) que reconhece a forma induzivel de 72
kDa e sua forma constitutiva de 73kDa. Em seguida, as membranas foram incubadas
com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Sigma A9044) por 1 h em
temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram lavadas 3 x por 10 minutos
com tampdo TBS-T. Para determinar a expressio de GAPDH, utilizado como
normalizadores para as proteinas em estudo foi utilizado o anticorpo primario anti-
GAPDH em diluicdo 1:1000 (Sigma G9545). Em seguida, as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Sigma A0545) por 1
h em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram lavadas 3 x por 10
minutos com tampdo TBS-T. Apds as lavagens, as membranas foram tratadas com os
reagentes quimiluminescentes acido p-coumarico (2 nmol) e luminol (0,01 nmol), na

presenca de perdxido de hidrogénio e reveladas no equipamento (Amersham Pharmacia
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Biotech) Video Documentation System de aquisicdo digital e processamento de
imagens Image Quant 350 com software Image Quant TL 7.0 para Windows. As
intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria Optica pelo uso do
programa Image J (Frederich, Maryland, EUA), e os dados foram apresentados como
unidades arbitrarias da razéo obtida entre o volume de pixels de cada banda de interesse

pela quantidade de pixels detectada nas respectivas bandas da proteina normalizadora.

4.14 Analise estatistica

O tratamento estatistico foi desenvolvido no programa estatistico GraphPad
Prism 5.0. Foi realizado teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e como os dados
apresentavam distribuicdo normal, foram apresentados por procedimentos descritivos,
em que a medida de tendéncia central utilizada foi a média e a medida de dispersdo o
desvio padrdo (DP). A analise inferencial utilizada foi a anélise de variancia (ANOVA)
de uma via seguida pelo teste de Student Newman Keuls (SNK). As diferengas foram

consideradas significativas para um nivel de significancia de, pelo menos, 5%.
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5. RESULTADOS

Conforme apresentado na secdo de materiais e métodos, a amostragem foi
dividida em quatro grupos experimentais:

1) Animais machos submetidos a dieta padrdo por 16 semanas (MP);

2) Animais machos submetidos a dieta hiperlipidica por 16 semanas (MHFD);

3) Animais fémeas submetidos a dieta padréo por 16 semanas (FP);

4) Animais fémeas submetidas a dieta hiperlipidica por 16 semanas (FHFD).

Os valores dos dados apresentados a seguir sdo a média de cada grupo + epm.
Para cada parametro estudado ha uma figura, para melhor visualiza¢do dos dados.

Durante as 16 semanas de tratamento dos animais foram realizados,
semanalmente, o controle de consumo de racdo e o controle de peso dos animais,
conforme dados mostrados nas figuras 7 e 8. Ainda, a cada 4 semanas de tratamento,
durante as 16 semanas, foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose (Oral Glucose
Tolerance Test) OGTT. Apo6s a morte dos animais foram dosados, no plasma, o
conteddo de triglicerideos, colesterol e a glicose. Apo6s a retirada dos tecidos de
interesse, nos masculos e figado, foi dosada a expressao da proteina HSP70 (e GAPDH

como normalizador), e ainda no figado foi dosado T-BARS.

5.1 Consumo de racao

O consumo de racdo foi acompanhado semanalmente através da pesagem da
racdo, por caixa, e dividida pelo nimero de animais da caixa. O acompanhamento foi
feito tanto nos animais em dieta hiperlipidica quanto nos animais em dieta padrdo de
biotério. No grafico a seguir (figura 7) esta representada a evolugdo do consumo de
racdo durante as 16 semanas, de cada grupo do estudo, conforme o consumo calérico
em quilojoules (kJ) ingeridos por animal por dia. Trazem-se os dados em kJ para melhor
comparar a ingestdo calorica desses animais. Ndo houve diferenga estatistica no
consumo de ragdo entre machos e fémeas quanto a mesma dieta, e nem relacionando o

mesmo sexo e diferentes dietas.
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Consumo Alimentar
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Figura 7: Consumo de racdo dos animais durante o periodo de administra¢do de dieta padrao e
HFD. Dados expressos pela média de Quilojoules (kJ) consumidos diariamente por cada animal
(kJ/animal/semana) dos grupos experimentais. Ndo houve diferenca no consumo entre 0s grupos.
(p>0,05). N=10 por grupo.

5.2 Peso dos animais e peso da gordura abdominal

Para avaliar o efeito da dieta hiperlipidica sobre o peso corporal dos animais,
foram realizadas medidas semanais, conforme representado nos graficos a seguir
(Figura 8, mostrando a evolucdo do peso dos machos, de ambas as dietas, conforme a
semana; Figura 9, com a evolucdo de peso das fémeas, também nas diferentes dietas e
nas diferentes semanas; e Figura 10, comparando todos os grupos em relacdo a este
parametro). Os resultados obtidos mostram que, em relacdo ao peso dos animais
machos, houve aumento significativo de peso ao longo de 8, 12 e 16 semanas no grupo
HFD (comparado com o grupo da mesma dieta). Ainda, quando avaliada apenas a dieta
padrdo, hd aumento de peso da semana 4 para a semana 8. Quando comparados na
mesma semana (dieta padrdo vs. HFD), foram encontradas diferengas estatisticas em

todas as semanas, conforme apresentado no grafico.
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Peso (gramas)

Em relacdo as fémeas, avaliando-se a mesma semana, e as diferencas entre as
dietas (padréo vs. HFD), encontramos um aumento no peso dos animais da HFD, mas
apenas nas semanas 8 e 16. Avaliando-se a mesma dieta e as diferengas em ganho de
peso durante as semanas, ha diferenca na HFD da semana 4 para a semana 8 e da
semana 8 para a semana 12, sendo que nos animais de dieta padrdo ha aumento

significativo de peso apenas da semana 8 para a semana 12.

Comportamento do peso dos machos
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Figura 8 : Ganho de peso dos machos ao longo da intervengdo. Dados expressos em média + epm. *
representa valores significativos nos grupos HFD em relacdo a dieta padrdo em cada més, #
representa valores significativos em relacdo a mesma dieta na semana anterior representada
(P<0,0001). N=10 por grupo.
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Comportamento do peso das fémeas
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Figura 9: Ganho de peso das fémeas ao longo da intervencdo. Dados expressos em média £ epm. *
representa valores significativos nos grupos HFD em relagdo a dieta padrdo em cada més, #
representa valores significativos em relacdo a mesma dieta na semana anterior representada.
(P<0,0001). N=10 por grupo.

Na figura 10, ao se comparar as diferengas na evolucdo de peso entre animais
machos e fémeas, encontra-se diferenca estatisticamente significativa entre machos
HFD e fémeas HFD, em todas as semanas de dieta, sendo que os machos sempre
apresentam valor aumentado de peso em relacdo as fémeas. J& quando comparados
machos e fémeas da dieta padrdo, observa-se diferenca estatistica apenas na décima
segunda semana de dieta.

A figura 11 mostra a comparacdo do peso da gordura abdominal total dos
animais em machos e fémeas em dieta padrdo e HFD. Observa-se diferenca estatistica
nos machos e nas fémeas entre os animais de dieta padréo e os animais de HFD sendo a
dieta hiperlipidica eficaz na indugdo do aumento da gordura abdominal total nos

animais.
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Peso (g)

Comparacédo do comportamento do peso
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Figura 10: Comparacéo do ganho de peso entre animais machos e fémeas ao longo da intervencao.
Dados expressos em média de peso dos média £ epm. * representa valores significativos nos grupos
HFD de machos em relacdo as fémeas. # representa valores significativos nos grupos de dieta
padréo dos machos em relagéo as fémeas. N=10 por grupo com p<0,05.
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Figura 11: Comportamento do peso da gordura abdominal total. Dados expressos em média +
epm. * representa valores significativos com P<0,0001. N=10 por grupo.
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53 O-GTT

Para avaliacdo dos efeitos da dieta hiperlipidica na resposta glicémica, frente a
uma sobrecarga de glicose administrada oralmente (medindo indiretamente a
sensibilidade a insulina), foi realizado o O-GTT mensalmente, conforme descrito na
metodologia. Os resultados do tempo zero (momento do desmame dos animais), em que
foi realizado o primeiro O-GTT, mostram que ndo ha diferencas entre os grupos de
machos e de fémeas (Figura 12 e 13).

Ao final da quarta, oitava e décima segunda semanas de tratamento dos animais,
os resultados do O-GTT mostraram diferencas significativas somente entre 0s grupos
dos machos em dieta padrdo e dos machos alimentados com dieta hiperlipidica,
conforme observado nas figuras 14 a 19.

Ao final da décima sexta semana, tantos 0os machos quanto fémeas da dieta HFD,
mostraram diferengas significativas em relacdo aos seus respectivos controles (Figura
20 e 21).
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Figura 12: Comportamento da curva do OGTT dos animais antes do inicio da dieta imediatamente
apos o desmame. As barras verticais correspondem aos valores das médias da area sob a curva do
teste. Resultados expressos em média + epm. P>0,05 com n= 10 por grupo.
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Figura 13: OGTT da area sobre a curva dos animais antes do inicio da dieta imediatamente ap6s o
desmame. As barras verticais correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste.

Resultados expressos em média + epm. P>0,05 com n= 10 por grupo.
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Figura 14: Comportamento da curva do OGTT dos animais nha semana 4. As barras verticais
correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste. Resultados expressos em média

+ epm e n= 10 por grupo.
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4 semanas
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Figura 15: OGTT da &rea sobre a curva dos animais ap6s 4 semanas de HFD ou dieta padréo. As
barras verticais correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste. Resultados
expressos em média £ epm. * representa significAncia de diferenca entre o grupo de dieta padrao e
0 grupo de dieta hiperlipidica com p<0,05 e n= 10 por grupo.
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Figura 16: Comportamento da curva do OGTT dos animais na semana 8. As barras verticais
correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste. Resultados expressos em média

+ epm e n= 10 por grupo.
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8 semanas
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Figura 17: OGTT da &rea sobre a curva dos animais ap6s 8 semanas de HFD ou dieta padréo. As
barras verticais correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste. Resultados
expressos em média £ epm. * representa significancia de diferenca entre o grupo de dieta padréo e
0 grupo de dieta hiperlipidica com p<0,05 e n= 10 por grupo.
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Figura 18: Comportamento da curva do OGTT dos animais na semana 12. As barras verticais
correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste. Resultados expressos em média

+ epm e n= 10 por grupo.
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12 semanas
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Figura 19: OGTT da &rea sobre a curva dos animais ap6s 12 semanas de HFD ou dieta padr&o. As
barras verticais correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste. Resultados
expressos em média £ epm. * representa significancia de diferenca entre o grupo de dieta padréo e
0 grupo de dieta hiperlipidica com p<0,05 e n= 10 por grupo.

OGTT Semana 16

600 -
- FP
500+ -®- FHFD
400- -+ MP
-¥. MHFD
300~
200
100
0I 1 1 1 1
0 30 60 90 120
Minutos

Figura 20: Comportamento da curva do OGTT dos animais na semana 16. As barras verticais
correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste. Resultados expressos em média

+ epm e n= 10 por grupo.
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Figura 21: OGTT da area sobre acurva dos animais ap6s 16 semanas de HFD ou dieta padréo. As
barras verticais correspondem aos valores das médias da area sob a curva do teste. Resultados
expressos em média £ epm. * representa significancia de diferenca entre o grupo de dieta padréo e
0 grupo de dieta hiperlipidica com p<0,05 e n= 10 por grupo.
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Figura 22: OGTT durante as 16 semanas de tratamento. As barras verticais correspondem aos
valores das médias da &rea sob a curva do teste. Resultados expressos em média = epm. *
representa significancia de diferencga entre o grupo de dieta padrao e o grupo de dieta hiperlipidica
e # a diferenca entre a mesmo grupo em semanas diferentes com p<0,05 e n= 10 por grupo.

48



5.4 Triglicerideos Plasmaticos

De acordo com os dados obtidos na mensuracao de triglicerideos plasmaticos
dos animais, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao género do
animal nem em relacdo a dieta aplicada, apesar da tendéncia de aumento no grupo
MHFD. Conforme mostra o grafico a seguir (Figura 23), os machos de deita padrdo
mantiveram uma média de 108,9 + 39,3 mg/dL de triglicerideos, os machos em dieta
hiperlipidica mantiveram 131,7 + 35 mg/dL. Nas fémeas, da mesma forma, nao houve
diferenca significativa, sendo as fémeas em dieta padrdo com valores de 89,2 + 31,6

mg/dL e as fémeas da dieta hiperlipidica 91,2 + 18,4 mg/dL.
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Figura 23: Triglicerideos plasmaticos dos animais ao final das 16 semanas de tratamento.
Resultados expressos em média + epm. P>0,05 e n= 10 por grupo.
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5.5 Colesterol Total Plasmatico

Para o colesterol plasmatico, ndo houve diferenca estatisticamente significativa,
para a mesma dieta, entre machos e fémeas, poréem, para ambos os sexos a dieta HFD
resultou no aumento dos valores de colesterol plasméatico. Machos da Dieta
Hiperlipidica apresentaram aumento do colesterol (166,6 + 25 mg/dL) em relacdo aos
machos da dieta padrdo (83,9 + 17,9 mg/dL), da mesma forma que as Fémeas da Dieta
Hiperlipidica apresentaram aumento (155,54 + 34,2 mg/dL) em relacdo as fémeas de

dieta padrédo (84,4 + 17,9 mg/dL) (figura 24).
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Figura 24: Colesterol Plasmatico Total. Resultados expressos em média £ epm, n= 5 por grupo. *
representa valores significativos em relagdo a dieta padrao (p<0,0001).
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5.6 Glicemia

Quanto a avaliacdo da glicose de jejum, ao final das 16 semanas de tratamento
com dieta hiperlipidica, foi observada diferenca estatisticamente significativa em
relacdo as diferentes dietas dos grupos dos machos, ou seja, houve aumento da glicemia
de jejum nos animais machos submetidos a HFD (169,8 +7,4 mg/dL) em relacdo aos
animais machos sujeitos a dieta padréo (157,8 + 4,5 mg/dL), indicando, portanto, sinais
de resisténcia a insulina induzidos pela dieta .Quando comparados os valores das
diferentes dietas nas fémeas, dieta padrdo (149,9 + 10,7) com HFD (153,5 + 11,8) ,

ndo houve diferenga, conforme mostra a Figura 25.
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Figura 25: Glicemia de jejum ao final das 16 semanas de tratamento. Dados expressos em média +
epm. P<0,05 e n= 8 por grupo.
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5.7 TBAR-S no figado

A medida de TBAR-S, mostrada na figura 26, esta apresentada em equivalentes
de malondialdeido (MDA\). Tais valores foram conseguidos através na andlise no tecido
hepatico dos animais. Quando comparados 0s grupos tanto pela dieta quanto pelo sexo

do animal ndo ha diferenca entre nenhum deles.

T-BARS

Figura 26: TBARS no figado dos animais. Resultados em eq. de MDA e expressos em média + epm,
n=5-8 por grupo.
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5.8 Expressdo de HSP70 nos miusculos gastrocnémio e sdleo e

tecido hepatico

Em relacdo a expressdo de HSP70 no musculo esquelético foi realizada a
avaliacdo no gastrocnémio (tecido com metabolismo mais glicolitico) e no musculo
soleo (tecido com metabolismo mais oxidativo) dos animais. Na avaliacdo do conteido
de HSP70 no gastrocnémio n&do se observou interferéncia da dieta sobre a expressdo de
HSP, apesar de nos machos se mostrar uma tendéncia a esse aumento. Apesar de ndo
significativo (estatisticamente), o gastrocnémio das fémeas parece apresentar, em
condic¢des normais (grupo dieta padrdo), uma menor expressao de HSP70. Além disso,

as fémeas mostram um valor significativamente menor, em relacdo aos machos, quando

submetidos a HFD, conforme mostra a figura 27.
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Figura 27: Imunodeteccdo de HSP70 no muasculo gastrocnémio dos animais normalizados por
GAPDH. Resultados expressos em média + epm, n= 6 por grupo. * representa valores significativos
em relacéo ao grupo que recebeu dieta padrao.
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Na avaliacdo do contetudo da HSP70 no musculo séleo, da mesma forma que no
gastrocnémio, as fémeas mostram um valor significativamente menor do que os machos
(submetidos & HFD). Similarmente a tendéncia observada no gastrocnémio, ha um
aumento significativo do conteddo de HSP70 nos animais machos submetidos a dieta
hiperlipidica. Ja nas fémeas, esse estimulo ao aumento da HSP70 induzido pela dieta

hiperlipidica, ndo ocorre, conforme mostra a figura 28.
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Figura 28: Imunodeteccdo de HSP70 no musculo séleo dos animais normalizados por GAPDH.
Resultados expressos em média + epm, n= 10-13 por grupo. * representa valores significativos em
relagdo ao grupo que recebeu dieta padrao, # representa valores significativos em relacdo a mesma
dieta comparando machos e fémeas.
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Na avaliacdo do contetdo da HSP70 no figado, nédo foi observado efeito da dieta
sobre um aumento da HSP70 quando comparadas as dietas e, da mesma forma, ndo foi
encontrada diferenga quando comparados machos com fémeas, conforme mostra a

figura 29.
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Figura 29: Imunodetec¢do de HSP70 no figado dos animais normalizados por GAPDH. Resultados
expressos em média = epm, n= 10-13 por grupo. * representa valores significativos em relacdo ao
grupo que recebeu dieta padrdo, # representa valores significativos em relacdo a mesma dieta
comparando machos e fémeas.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, comparamos as respostas metabdlicas e moleculares de
animais (machos e fémeas) submetidos a uma dieta hiperlipidica. Confirmamos que
existem diferengas importantes que, aparentemente, conferem as fémeas uma protecéo
metabolica exclusiva. Por exemplo, o desenvolvimento da resisténcia a insulina,
induzido pela HFD, ocorre muito antes em machos do que em fémeas. Essas diferencas
podem ser observadas tanto quando se compara o teste de tolerancia oral a glicose
quanto a glicemia de jejum. Nossa hipdtese inicial, era de que a expressdo mais elevada
de HSP70, poderia estar conferindo uma melhor sensibilidade a insulina, e que esta
poderia estar maior em fémeas do que em machos. No entanto, nossos dados
demonstraram que, ao contrario, fémeas apresentam uma menor expressao em
condicBes normais (dieta padrdo) e respondem menos ao estresse metabélico induzido
pela dieta hiperlipidica. Na discussdo a seguir, apresentaremos diversas evidéncias,
baseado em nossos resultados e de outros grupos, que sugere o papel protetor do
estrogénio como principal mediador destas diferencas metabdlicas. Ao fim,
apresentaremos nossa principal hipétese, na forma de uma figura, que compara aspectos
metabolicos, inflamatdrios e moleculares, entre machos e fémeas.

Inicialmente, em relacdo a dieta e ao desenvolvimento da obesidade nos grupos
experimentais estudados, observa-se um aumento no ganho de peso em todos 0s animais
submetidos a dieta HFD em relacdo a dieta padrdo, o que ja era esperado, tendo em vista
que o consumo calérico em quilojoules (kJ) destes animais passa a ser muito maior do
que em relacdo aos seus controles (animais em dieta padrdo). Ainda pode-se observar
um ganho maior do peso em animais machos quando comparados as fémeas, nos grupos
alimentados com HFD.

Uma importante caracteristica da obesidade e do processo de desenvolvimento
de resisténcia a insulina ¢ a dislipidemia que se observa em animais submetidos a uma
dieta hiperlipidica (Klop, 2013). Nessas condi¢des, um aumento nos niveis de acidos
graxos livres (AGL) plasmaticos, liberados pelo tecido adipose em expanséo, pode ser
encontrado (Teng, 2014). Atualmente, sabe-se que diversos mediadores lipidios
encontrados no plasma, em especial de forma crbnica, podem promover a ativacao de
vias pro-inflamatdrias através de vias de sinalizacdo independentes e dependentes de

receptores de membrana chamados de toll-like receptors-4 (TLR-4), e os efetores a
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jusante incluem moléculas pré-inflamatorias bem conhecidas, como o fator nuclear-xB
(NF-xB) e espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) (Teng, 2014 e
Keane, 2017).

Nosso modelo de dieta confirmou a presenca de dislipidemia nos animais atraves
do aumento expressivo do colesterol plasmatico total dos animais submetidos a HFD,
porém sem haver (pelo menos até a décima sexta semana de dieta) um aumento
detectavel nos triglicerideos plasméticos. A pesar de ndo ter havido diferenca no
aumento do colesterol total entre machos e fémeas, a mensuracdo deste composto foi
realizada (por limitacOes logisticas) apenas ao final da décima sexta semana de dieta,
ndo permitindo avaliar em qual momento a dislipidemia desses animais teve inicio.
Diversos trabalhos vém demonstrando a importancia do 17p-estradiol (E2) no
metabolismo lipidico. Camporez (2013) demonstrou, em fémeas ovariectomizadas
(OVX) e suplementadas com E2, que este hormoénio tem um papel fundamental na
regulacao do perfil lipidico de camundongos, onde fémeas OV X suplementadas com E2
parecem melhorar tanto 0 armazenamento quanto na utilizacdo de TG em relacdo aos
animais sem a reposicdo hormonal. Além disso, Stanimirovic (2016) verificou um
aumento de FAT/CD36 (um importante transportador de acidos graxos da membrana
celular) no figado de animais submetidos a dieta hiperlipidica e sugeriu que a presenca
elevada de E2 influenciou na translocacdo deste transportador para a membrana
plasmaética, favorecendo a captacdo de acidos graxos da circulagdo para as células
musculares e figado. Além disso, considerando que o E2 também melhora a eficiéncia
da oxidacdo lipidica e da funcdo mitocondrial, através do aumento da UCP-1, Cidea, e
PRDM16 (Camporez, 2013), este horménio torna, ndo s6 o armazenamento dos lipidios
no tecido adiposo mais eficaz, mas também aperfeicoa a utilizacdo desses (oxidacéo)
pelas mitocdndrias, reduzindo o acumulo de lipideos potencialmente téxicos (como a
ceramida e 0 DAG) que podem sabidamente levar a resisténcia a insulina e disfuncéo
celular. De fato, a importancia do E2 no metabolismo celular (capacidade mitocondrial
oxidativa) é facilmente observada em fémeas OV X, onde o consumo de oxigénio (VO,),
producdo de CO, e producdo de calor caem abruptamente. A simples reposicdo
hormonal (E2) em fémeas OV X, restaura todos estes parametros.

Conforme o descrito na introdugdo deste trabalho, a obesidade tem como
caracteristica uma inflamacéo crénica de baixo grau (Krause et al, 2012) que através do
aumento de mediadores inflamatorios e do desbalanco redox, é capaz de induzir a

resisténcia a insulina nos tecidos periféricos (Hotamisligil, 1993). Apesar de nao ter
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sido possivel a confirmacdo do aumento do estresse oxidativo nos animais HFD (T-
BARS no figado) ou da inflamacéo, a hipdtese de que o estresse oxidativo esteja de fato
ocorrendo juntamente com a inflamacdo, ndo pode ser descartada. De fato, a
dislipidemia observada pelo aumento do colesterol nos animais submetidos a dieta
hiperlipidica, seguida pela lipotoxicidade causada da obesidade, sdo causas ja
confirmadas de desbalanco redox (Newsholme, 2012).

Avaliando-se o desenvolvimento da resisténcia a insulina nos animais machos
em relacdo as fémeas, observa-se, a partir dos resultados do OGTTs, uma resisténcia
aumentada pela dieta em machos ja a partir da quarta semana de HFD. Ja nas fémeas
esse inicio de resisténcia foi observado apenas a partir da décima sexta semana de HFD.
O fato de as fémeas terem mostrado o inicio da resisténcia a insulina mais tardia do que
0s machos nos mostra que estas estdo mais protegidas dos efeitos metabdlicos da HFD.
Esses resultados corroboram com outros estudos que mostram que o sexo feminino tem
um efeito favoravel sobre a sensibilidade a insulina, apesar de mulheres apresentarem
normalmente maior adiposidade em relacdo aos homens (Garaulet, 2000). Outro estudo
nos mostra que a sensibilidade a insulina é maior em mulheres na pré-menopausa em
compara¢do com homens, quando pareados por idade. Além disso, doencas
cardiovasculares relacionadas ao metabolismo e ao DMT2 s&o menos frequentes em
mulheres (Donahue, 1997). Os estudos que investigam as diferencas de género no
desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina atribuem tais diferencas
principalmente a liberacdo de hormonios sexuais, onde o E2 seria protetor do
desenvolvimento da resisténcia a insulina (Geer 2009; Camporez, 2013; Mu, 2011 e
Stice, 2011).

Diversos estudos, investigando estas diferencas, tanto em humanos como em
animais, observaram que o E2 desempenha um papel fundamental na manutencdo da
homeostase da glicose e do metabolismo, conferindo uma protecdo contra a
hiperglicemia em modelos animais de diabetes, a patir da diminuicdo da producao
hepética de glicose e do aumento do transporte de glicose no musculo (Louet, 2004;
Moran, 2008; Geer, 2009 e Mu, 2011). Qutros estudos mostram, inclusive, uma
diminuicdo na incidéncia de DMT2 pela intervencdo com estrogénio (Kanaya et al,
2003). De fato, estudos clinicos e experimentais revelaram que o E2 regula as funcbes
celulares ndo apenas no sistema reprodutivo, mas também em outros sistemas, como o

sistema nervoso e cardiovascular.
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Os mecanismos pelos quais o0 estrogénio parece exercer protecdo contra 0
desenvolvimento da resisténcia a insulina ainda ndo estdo bem compreendidos, porém
h& vasta investigacdo a cerca do assunto na literatura e por meio do qual podemos
explorar a acdo deste hormoénio em nossa discussdo. O E2 parece ter acdo em tecido
muscular, adiposo e hepatico favorecendo a sensibilidade a insulina, tanto pela sua via
de acdo cléssica (via ligacdo com seu receptor intracelular), quanto pela sua via nao-
classica (a partir de receptores na membrana celular). Incialmente, em uma via
dependente da ligacdo do E2 ao seu receptor intracelular, esse horménio € capaz de
influenciar a expressdo da Caveolina-3, um tipo de proteina constituinte das cavéolas na
membrana plasmatica, que sdo invagina¢des da membrana celular que contém estruturas
essenciais para o funcionamento da cascata de sinaliza¢do a insulina na célula, como a
ativacao do receptor de insulina (IR) e ativagédo/translocacao/fusdao do GLUT4 (Cohen,
2003). Tanto a estrutura da cavéola como o aumento da expressdao da Caveolina 3 (tipo
de caveolina mais expressa em musculo esquelético), estdo associadas a uma
sensibilidade a insulina melhorada. Tal efeito parece ser mediado pela ligacdo do E2 ao
seu receptor (Ruiz, 2009; Cohen, 2003). As Caveolinas 3 facilitam a translocacdo do
GLUT4 para as cavéloas de uma forma ainda ndo completamente elucidada. O aumento
da expressdo desta também estéd associado ao aumento da correta fosforilagdo do IR, em
seus residuos de tirosina, em resposta a presenca de insulina (Ruiz, 2009). Assim o E2
parece ser protetivo contra os efeitos de uma dieta hiperlipidica sobre a resisténcia a
insulina, por facilitar sua ativacdo e cascata de sinalizacéo.

Além de sua influéncia na sinaliazacdo direta da insulina (estabilizando a
sinalizacdo deste horménio), o E2 também tem papel indireto importante em sua via
classica de acdo, ou seja, através de sua ligacdo com seu receptor. Nesta via, a
facilitacdo da sinalizacdo da insulina ocorre através do aumento da fosforilacdo da AKT
pela via da PI3K, promovendo, o aumento da translocacdo de GLUT4 para a membrana
a fim de induzir uma eficiente captacdo de glicose pelo musculo esquelético (Camper-
Karby et al, 2001). Assim, de uma forma dependente da via classica de a¢do do E2, esse
hormdnio permite a manutencdo da resposta normal a insulina no tecido.

A obesidade (progressiva expansdao do tecido adiposo), como indutora da
inflamacéo cronica de baixo grau, apresenta-se por elevados niveis de ativacdo do NF-
kB, sendo esse um dos principais mediadores infllamatdrios intracelulares. Diversos
mecanismos antiinflamatorios funcionam a partir da inibicdo desse fator nuclear. A

pAKT, por exemplo, é capaz de promover o bloqueio desse mediador inflamatério que

59



também pode ser, pelo menos em parte, promotor da resisténcia a insulina (Camper-
Kirby, 2001). O NF-kB é indutor da iNOS, enzima responsavel por um aumento na
producdo excessiva de Oxido nitrico (NO) em condicGes inflamatdrias. A ativacdo de
enzimas constitutivas (nNNOS e eNOS) e a conseguinte producdo de NO (niveis
fisioldgicos), € fundamental para diversos processos celulares normais (vasodilatacéo,
captacdo de glicose, formacdo de memoria, resposta imunoldgica, entre outras). No
entanto, quando a producdo é muito elevada, esse gas pode apresentar efeitos
citotoxicos. O aumento exacerbado da producédo de NO, via ativacdo da iNOS, também
estd diretamente associado a resisténcia a insulina, sendo que ja foi reportado na
literatura um aumento da producdo de NO em animais subtidos a dieta hiperlipidica.
(Stanimirovic, 2016). O NO, quando em excesso no meio intracelular, sera responsavel
pela nitrosilacdo de residuo de tirosina do IR (Charbonneau, 2010). Sendo assim, a
pAKT sera indutora direta da sensibilidade a insulina pela sua acdo na translocacdo do
GLUT4 para a membrana e ainda serd anti-resisténcia a insulina por seu papel na
inibicdo no NF-kB e da produgdo excessiva de NO no meio intracelular. De fato, a
producdo de NO (medida pela concentracdo de nitratos e nitritos plasmaticos, tNOX) é
muito maior em ratos machos submetidos a HFD do que em fémeas, estas, inclusive,
ndo aumentam de forma significativa o tNOx (Stanimirovic, 2016).

O presente estudo ainda traz mais um dado importante para a comprovacao da
resisténcia a insulina estabelecida nos machos de forma mais significativa do que nas
fémeas, os dados relacionados a glicose de jejum. No grafico da figura 25 € possivel ver
aumento da glicose de jejum dos machos em HFD em comparagdo aos machos em dieta
padrdo, porém o mesmo ndo ocorre com as fémeas. Novamente o papel do estrogénio
no desenvolvimento a insulina pode ser a questdo chave para explicar os dados obtidos.

Quanto aos efeitos da dieta hiperlipidica na expressdo da HSP70 nos diferentes
tecidos, observa-se (figuras 27 e 28) que a expressdo de HSP70 em tecido muscular
esquelético (especialmente o s6leo), aumenta nos animais machos submetidos a HFD,
sem haver a mesma influéncia da dieta nas fémeas. Nao se observa, apesar da clara
tendéncia, diferengas na expressdo da HSP70 em gastrocnémios, quando comparando
machos e fémeas de dieta padrdo. No entanto, quando comparamos 0s géneros, no
tratamento com HFD, tem-se um aumento da expressdo dessas proteinas nos machos em
relacdo ao grupo de mesma dieta nas fémeas, ou seja, a dieta HFD induziu,
aparentemente, um aumento da HSP70 nos machos, mas ndo afetou a expresséo nas

fémeas. No musculo séleo, esta diferenga fica ainda mais clara. Observa-se, nesse
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tecido, uma influéncia direta da dieta HFD nos machos para o aumento da expressdo da
HSP70 em comparacdo aos machos de dieta padrdo, diferenca esta que também néo é
observada nas fémeas. A diferenca na resposta da HSP70 frente a dieta nos diferentes
tipos de musculos ja foi evidenciada previamente, porém utilizando o choque térmico
como agente estressor (estresse agudo). Estudos indicam que os niveis basais de HSP70
diferem entre os tipos de fibras musculares com os musculos oxidativos de contragdo
lenta, que apresentam maior expressdo constitutiva de HSP70 do que os mdusculos
glicoliticos de contracdo rdpida. Em contraste, os musculos de contracdo rapida
possuem maior capacidade de inducdo de HSP70 em resposta a estressores fisiologicos
como o calor e o exercicio (Gupte, 2008). Os nossos achados demonstraram que, com a
influéncia da dieta hiperlipidica, os musculos de contracdo lenta (s6leo) mostram
resposta significativa maior ao estresse, ao contrario do musculo de contracdo rapida
(gastrocnémio), que mostrou diferenca apenas em relacdo ao género avaliado. Tal
divergéncia dedica-se principalmente ao fato de os estudos anteriores terem feito uso de
estresse agudo (choque térmico, com potencial anti-inflamatério) para a inducdo da
expressao das HSPs, e, no caso deste estudo, utilizamos um tratamento de 16 semanas
para a inducdo do estresse metabdlico no organismo dos animais (com potencial pro-
inflamatorio).

Quanto as diferencas encontradas entre machos e fémeas na expressao das
HSP70, frente ao tratamento de 16 semanas de HFD ou frente a dieta padrdo, outros
estudos suportam nossos achados de uma resposta aumentada da expressdo dessas
proteinas em machos em relacdo as fémeas. Gillum, em 2013, avalia células
mononucleares do sangue periférico e mostra que homens e mulheres tém os mesmos
valores de HSP72 em repouso, o que também foi observado em nossos experimentos, ja
que ndo houve diferenca significativa entre machos e fémeas de dieta padrdo como
podemos ver nas figuras 27, 28 e 29. Ainda, segundo o mesmo estudo, homens
respondem ao exercicio com um aumento significativamente maior do que o aumento
de HSP72 observado nas mulheres, também corroborando nossos achados, conforme as
figuras 27 e 28.

Conforme o descrito na introducéo e ilustrado pela figura 1, Archer, em 2017,
mostra um grafico em que hipotetiza 0 comportamento da expressédo de HSP70 ao longo
do desenvolvimento do DMT2. Nesse grafico, é possivel perceber que a expressao de
HSP70 tende a aumentar durante 0s estagios iniciais da resisténcia a insulina (como

uma tentativa de restabelecer a sensibilidade e diminuir a inflamacéo de baixo grau). No
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entanto, a partir do momento em que a resisténcia a insulina se estabelece (Diabetes), a
expressdo de HSP72 no musculo esquelético diminui, deixando a célula desprotegida e
mais suscetivel ao desenvolvimento da resisténcia a insulina, inflamacdo e doengas
associadas. (Archer, 2017). Assim, como podemos observar nos machos, uma
aumentada area sobre a curva do OGTT, ja a partir da quarta semana de dieta,
poderiamos sugerir, baseado na elevacdo da expressdao de HSP70 encontrada, que
nossos animais machos estariam na fase representada pela primeira janela de tempo
sugerida por Archer em 2017, onde o diabetes ainda ndo estava estabelecido.

A expressdao das HSP70 pode ser influenciada por diversos fatores no meio
intracelular e extracelular. O E2, por exemplo, parece responsavel, conforme evidencia
Gillum em 2013, por uma maior estabilizacdo da membrana plasmaética, dessa forma
evitando dano a membrana e diminuindo processos de formacdo de espécies reativas de
O, no meio intracelular (Paroo, 2001), e assim, diminuindo a necessidade da ativacdo e
formagéo de chaperonas moleculares como a HSP70. O estrogénio, por sua propriedade
antioxidante, confere maior resisténcia ao estresse oxidativo em camundongos e
aumenta a expressao de genes que codificam as enzimas antioxidantes superéxido
dismutase e glutationa peroxidase (Baba, 2005).
Além disso, em condicGes de estresse oxidativo, constatou-se que o estrogénio protege a
funcdo e a sobrevivéncia das células B pancreaticas (Louret, 2004).

As vias inflamatorias, conforme supra descrito, também estardo inibidas tanto
diretamente pela pAKT, como indiretamente pela diminuicdo da lipotoxicidade que a
presenca do E2 é capaz de efetivar. A inflamacdo também é indutora da expressao de
HSP70 no meio intracelular (Karpe e Tikoo, 2014), justificando dessa forma, a
diminuicdo da necessidade de expressdo de HSP70 que encontramos nas fémeas em
relacdo aos machos em mausculo esquelético. A via de expressdo de HSP70 €
dependente da producdo de NO, ou seja, 0 aumento da producdo de NO pode, também
estar relacionada ao aumento da expressdo de HSP70 (Krause, 2015) encontrado em
nosso trabalho. Através de sua influéncia sobre a fosforilagdo da AKT, o E2 € capaz de
inibir o NF-xB e dessa forma inibir a iNOS, evitando assim, uma producdo aumentada
de NO e um consequente aumento da expresséo da HSP70.

De fato, 0 E2 parece diretamente influenciar a expressdo de HSP70 de maneira
tecido-dependente (Voss, 2003). Nesse estudo, foi verificado que, em situacdo de
repouso (sem estresse), a HSP72 (em cardiomiocitos), em fémeas OV X com reposicao

hormonal de E2, estd aumentada em relagdo aos machos e as fémeas OVX sem
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reposi¢cdo. Porém quando o se avaliou 0 musculo soleo, houve expressdo aumentada em
machos em comparacdo com fémeas com reposicdo de E2. Ou seja, em masculo de
contracgdo lenta (soleo), a HSP70 é aumentada em machos em relagéo as fémeas, ja em
musculo de contracdo rapida (gastrocnémio), ndo existe diferenca significativa. No
figado, da mesma forma que em nosso estudo, o autor supracitado ndo encontrou
diferenca estatisticamente significativa em condi¢des basais. (Voss, 2003)

Considerando os nossos resultados e dos estudos anteriores, as diferengas na
expressao da HSP70, entre machos e fémeas, frente a um estresse metabdélico (HFD) ou
em condicdes basais (dieta padréo), parece ser tecido-dependente e género-dependente.
Como exemplo, podemos citar que a expressdo de HSP70 em ratas OV X é estimulada
pela reposicdo de E2, provendo a esses animais maior protegdo contra estresse de
hipdxia miocardica (Stice, 2011). Em situacdes de exercicio (estresse agudo), um estudo
relatou que os niveis de HSP72 estavam aumentados nos coragdes de ratos machos ap6s
0 exercicio, mas ndo nas fémeas. Apds a ovariectomia, as fémeas também tiveram um
aumento na HSP72 cardiaca com o exercicio, embora fosse menos acentuado (Paroo,
2001).

Em resumo, o aumento da expressdao da HSP70 nos machos, parece ser uma
consequéncia do desenvolvimento da resisténcia a insulina nesses animais, ja que essa
chaperona molecular tem uma importante funcéo citoprotetora no meio intracelular. As
fémeas parecem ter sido poupadas tanto do desenvolvimento da resisténcia a insulina
como do aumento da HSP70, aparentemente, pela funcdo protetiva que o E2 exerce
sobre a lipotoxicidade através da melhora do armazenamento e utilizacdo de acidos
graxos, sobre a cascata de sinalizacdo da insulina (através de seu efeito positivo sobre a
expressao da Caveolina 3 no musculo esquelético e sobre a fosforilagdo da AKT) e
ainda, sobre vias inflamatdrias, através da inibicdo do NF-kB e, consequentemente, da
superproducdo de NO, que prejudica a sensibilidade a insulina, conforme ilustrado nas
imagens 24 e 25. Abaixo, demonstramos, graficamente, nossa hipotese, comparando
machos e fémeas, sobre aspectos metabolicos, inflamatdrios e de sensibilidade a
insulina. Nosso modelo foca especialmente no muasculo esquelético, onde estudamos a

expressdo de HSP70.
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Figura 30: Mecanismo hipotético proposto para explicar as diferencas metabdlicas e moleculares
entre animais machos e fémeas em resposta a uma dieta hiperlipidica. (A) Nos adipécitos, pela
intervencdo da HFD ha aumento da lipdlise e consequente aumento da liberacdo de acidos graxos na
circulacdo. Esses compostos irdo ser captados pelo masculo esquelético pelo aumento da translocacdo de
FAT/CD36 para a membrana muscular esquelética. O aumento do acimulo de TG, DAG e Ceramida,
sem o aumento da utilizacdo destes compostos por uma mitocdndria mais eficiente, ird causar
lipotoxicidade na célula muscular sendo esta responsavel pela producdo de ROS no meio intracelular.
Ainda os FFA circulantes terdo efeito sobre receptores TLR4 na membrana muscular promovendo
aumento da sinalizacdo para vias pré-inflamatorias como o aumento do NF-xB. O estresse oxidativo
causado pela lipotoxicidade promove também sinalizacdo para a ativacdo do NF-xB promovendo uma
acdo conjunta favorecendo vias pré-inflamatorias. O NF-kB sera responsavel por um aumento excessivo
da produgdo do NO, ou seja, um aumento além do fisiologico, através de sua acdo ativadora sobre a
iNOS, que juntamente com as ROS serdo capazes de promover a ativacdo e expressdo de HSP ao mesmo
tempo em que induzir a resisténcia a insulina pelo bloqueio de elementos da cascata de sinalizagdo a
insulina. Esse bloqueio nas vias de sinalizagdo da insulina (PI3K / AKT) retira do cendrio agentes de
blogueio do NF-kB. Esse processo resulta em um feedback negativo em que o aumento das vias
inflamatorias promove inibicdo da sensibilidade a insulina que por sua vez é responsavel pela ativagao de
mais agentes pré-inflamatérios. (B) Através da sua via classica de agdo, ou seja, da ligacdo do E ao ser
receptor, esse hormonio seré responsavel, em uma de suas frentes de agdo, pelo aumento da expressdo da
caveolina 3, que por sua vez, é responsavel pela formacgdo das cavéolas na membrana (invaginacdo na
membrana celular). Essas estruturas sdo uma importante area de localizacdo e agdo do IR e do GLUT4. A
caveolina 3 é capaz de promover 0 aumento da translocacdo para a membrana tanto do IR quanto do
GLUT4 e por consequéncia promove o aumento da sensibilidade a insulina e da captacdo da glicose. Um
correto desenvolvimento da via de sinalizacdo da insulina resulta em um aumento da fosforilacdo da
AKT, composto que serd responsavel pelo blogueio de fatores pré-inflamatérios como o NF-kB. Ainda,
pela via de sinalizacdo da insulina a PI3K promove ativagdo da nNOS que por sua a¢éo sobre a producéo
de NO em niveis normais serd também responsavel pela manutencdo da sensibilidade a insulina. No
tecido adiposo e no musculo esquelético e ainda no figado (ndo representado na figura), através de sua via
ndo cléssica de acdo, o E2 seré capaz de aumentar a expressdo de FAT/CD36 na membrana desses tecidos
promovendo eficiéncia no armazenamento de lipideos e a retirada de TG da circulagdo. Ao mesmo tempo,
no musculo, o E2 serd responsdvel pelo aumento da expressdo de enzimas mitocondriais capazes de
promover melhor utilizagdo energética inibindo possiveis efeitos da lipotoxicidade no meio intracelular
sendo este efeito também independente de sua liga¢do com o ER.

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nossa principal conclusdo € de que as fémeas parecem estar mais protegidas do
que os machos dos efeitos metabdlicos de uma dieta hiperlipidica quanto a sensibilidade
a insulina, e tal protecdo ndo necessariamente depende da expressdo da HSP70 no
musculo esquelético. Conforme diversos outros estudos ja citados neste trabalho, essa
protecdo pode estar atrelada a maior presenca de E2 nas fémeas do que nos machos.
Dessa forma, reunindo as informacGes da bibliografia ja existente citada na discussdo, e
avaliando junto com esta os resultados preliminares apresentados neste estudo, observa-
se que ha grande diferenca no processo de desenvolvimento de resisténcia a insulina
entre animais machos e fémeas e a fase desse processo pode determinar as mudancas na

expressdo de HSP70 (observado em 16 semanas de HFD como em nosso trabalho), ou a
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seguinte diminuicdo da expressdo (conforme descrito por Archer, 2017) sendo que neste
momento estara estabelecida a DMT2.

Apesar de sugestivo, esse trabalho inicial apresenta diversas limitacbes que
incluem a auséncia da dosagem de proteinas chave na sinalizacdo como a pAKT, o0 IR, 0
IRS1, ainda proteinas importantes presentes no processo inflamatério como o NF-kB,
proteinas envolvidas na HSR (HSP70, HSF-1 e SIRT1) aléem das NOS (iNOS, nNOS e
eNOS) que estdo sendo avaliadas em nosso laboratério. Além disso, pretendemos dosar
as concentracdes plasmaticas e teciduais de E2, 6xido nitrico, glicerol (como indice
indireto de lipolise), concentracao de acidos graxos livres e niveis de DAG e ceramida
nos tecidos musculares. Cabe ressaltar que, em funcdo da pouca quantidade de material
disponivel (em especial de plasma) nos 15 animais destinados a cada grupo, a dosagem
de E2 ndo foi possivel, apesar de ser bem aceita a presenga aumentada deste hormonio
em fémeas em relacdo aos machos.

Como perspectivas para continuidade deste trabalho, pretendemos realizar a
dosagem dos compostos supracitados nos tecidos metabolicos chave: musculo, tecido
adiposo e figado. Posterior ao esclarecimento do comportamento dessas proteinas,
haverd a necessidade de confirmacdo da participacdo do E2 nesta via por meio de
animais bloqueados para producdo de E2 (OVX) para a dosagem de HSP70 e a

comparagdo dessa expressdo com o desenvolvimento da resisténcia a insulina.
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