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Resumo

Introdugdo: O hormoénio triiodotironina (T3) influencia o metabolismo e
desenvolvimento do tecido adiposo (TA), modulando a proliferagédo e diferenciagao
de adipécitos, podendo agir sobre os reguladores do processo de adipogénese,
como o receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PPARy). O TA esta
envolvido na regulagdo da energia corporal, sintetizando e secretando substancias
denominadas adipocinas, dentre elas a adiponectina e leptina. A adiponectina esta
relacionada ao aumento da sensibilidade a insulina, enquanto a leptina esta
envolvida com o gasto energético. O T3 pode desencadear agdes por ativagado de
vias extranucleares, dentre elas a via MAPK/ERK e integrina aVp3. Objetivo:
Verificar a agdo do T3, com participacdo das vias extranucleares MAPK/ERK e
integrina aVB3, na modulagdo de adiponectina e leptina, além de avaliar os
parametros relacionados ao perfil adipogénico e dano de DNA. Métodos: Adipécitos,
3T3-L1, foram tratados com T3 (10nM) por uma hora, na auséncia ou presenga dos
inibidores de MAPK/ERK — PD98059 (PD, 50uM) e da integrina avB3 — acido
tetraiodotiroacetico (Tetrac, 10*M). A auséncia de qualquer tratamento foi
considerada grupo controle (C). Apds o periodo de tratamento foi realizado PCRg-RT
para analisar a expressdo de mRNA de adiponectina e leptina, e Western Blot para
expressao proteica de adiponectina, leptina, PPARy, pAKT e pERK; a viabilidade
celular foi realizada pelo ensaio de MTT,; a quantificagdo do acumulo lipidico pelos
ensaios Adipo Red e Oil Red, avaliacao da liberacéo de triacilglicerol (TGL) por meio
do método enzimatico-colorimétrico, a mensuragdo do produto da lipdlise pelo
ensaio de glicerol; dano de DNA pela quantificagdo da 8-Hidroxideoxiguanosina(8O-

OH-dG) por ensaio ELISA. Utilizou-se ANOVA complementada com o teste de
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Tukey, para dados com normalidade e teste de Friedman, complementado pelo teste
de Dunn, para dados com auséncia de normalidade. Resultados expressos em
média £ desvio padrdo e mediana (1Q 25% - 1Q 75%), respectivamente. Significancia
dada para p<0,05. Resultados: O T3 elevou a expressdo de mRNA e proteica de
leptina com relagéo ao C, e com a inibicdo da integrina avB3 e posterior tratamento
com o hormodnio (Tetrac+T3), houve diminuicdo da expressdo em ambos casos. Ja a
expressao de mRNA de adiponectina nao foi alterada pelo T3 quando comparado ao
C, contudo o hormdnio aumentou a expressao proteica dessa adipocina (1,7 £ 0,15,
p<0,01) em relacdo ao C (1 £ 0,03, p<0,01), este aumento foi abolido pelos
inibidores associados ao T3, PD +T3 (0,59 £ 0,11, p<0,01) e Tetrac+T3 (0,59 £ 0,1,
p<0,01). Embora o T3 nao tenha alterado a expressao proteica de PPARy, acumulo
lipidico, dosagem de TGL, liberagao de glicerol e dano de DNA em relacéo ao C, os
grupos PD+T3 e Tetrac+T3, apresentaram reducdo de todos os parametros
mencionados anteriormente, quando comparados ao T3 sozinho. Conclusao: O T3
age nos adipdcitos por meio da via MAPK/ERK, para modular a expressao proteica
de adiponectina e pela integrina avpB3 para alterar a expressao génica de leptina.
Além disso, a integridade da via MAPK/ERK ¢é necessaria para que o T3 nao altere o

perfil lipidico, mantendo a homeostase dos adipdcitos.

Palavras chaves: Adiponectina, Leptina, T3, MAPK/ERK, integrina av3, 3T3-L1.
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Abstract

Introduction: The hormone triiodothyronine (T3) influences the metabolism and
development of adipose tissue (TA), modulating the proliferation and differentiation of
adipocytes, and can act on regulators of the adipogenic differentiation process, such
as the peroxisome proliferator activated receptor). TA is involved in the regulation of
body energy, synthesizing and secreting substances called adipokines, among them
adiponectin and leptin. Adiponectin is related to increased insulin synaptic, since
leptin is involved in energy expenditure. T3 can trigger actions by activation of
extranuclear pathways, including MAPK / ERK and integrin a V3. Objective: Given
the role of T3 in TA and the importance of adipokines, the objective of this study is to
verify the action of T3 with the participation of extranuclear pathways in the
modulation of adiponectin and leptin and the parameters related to the adipogenic
profile. Methods: Adipocytes, 3T3-L1, were treated with a physiological dose of T3
(10nM) for one hour, in the absence or presence of MAPK / ERK-PD98059 (PD) and
integrin avp3 - tetraiodothyrocetic (Tetrac) integrin inhibitors. The absence of any
treatment was considered as a control group (C). After the treatment period PCRg-
RT was performed to analyze the expression of leptin and adiponectin mRNA, and
Western Blot for protein expression of adiponectin, leptin, PPARy, pAKT and pERK;
cell viability was performed by the MTT assay; the quantification of lipid accumulation
by the AdipoRed and Oil Red assays, triacylglycerol release (TGL) evaluation by the
enzymatic-colorimetric method, the measurement of the lipolysis product by the
glycerol test; DNA damage by quantification of 8-Hydroxyideoxyguanosine (80-OH-
dG) per ELISA assay. ANOVA supplemented with the Tukey test was used for data

with normality and Friedman's test, complemented by the Dunn test, for data with no
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normality. Results expressed in mean + standard deviation and median (IQ 25% - 1Q
75%), respectively. Significance given for p <0.05. Results: T3 increased the
expression of mMRNA and leptin protein with respect to C, and with inhibition of avf3
integrin and subsequent treatment with the hormone, Tetrac + T3, there was a
decrease in expression in both cases, indicating that T3 binding the integrin is
important for gene modulation of leptin. However, the expression of adiponectin
mRNA was not altered by T3 when compared to C, however the hormone increased
the protein expression of this adipocin (1.7 + 0.15, p <0.01) in relationto C (1 £ 0, (P
<0.01), and Tetrac + T3 (0.59 = 0.1, p <0.01) were abolished by the inhibitors
associated with T3, PD + T3 (0.59 = 0.11, p < p <0.01), indicating activation of the T3
pathways for post-transcitional action of adiponectin. Although T3 did not alter the
PPARYy protein expression, lipid accumulation, TGL dosage, glycerol release and
DNA damage in relation to C, the groups PD + T3 and Tetrac + T3 showed reduction
of all parameters mentioned previously, when compared to T3. Conclusion: T3 acts
on adipocytes via the MAPK / ERK pathway to modulate the protein expression of
adiponectin and avp3 integrin to alter the gene expression of leptin. In addition, the
integrity of the MAPK / ERK pathway is required for T3 to not alter the lipid profile,

maintaining adipocyte homeostasis.

Key words: Adiponectin, Leptin, T3, MAPK / ERK, integrin av33, 3T3-L1.
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1. Introdugao extendida

1.1. Tecido Adiposo

O Tecido adiposo (TA) é subdividido em tecido adiposo branco (TAB) e tecido
adiposo marrom (TAM), e tem como principal componente celular o adipocito. O TAB
apresenta no interior dos adipécitos, goticulas lipidicas que armazenam energia na
forma de triacilglicerol (TGL), constituido por trés moléculas de acidos graxos e uma
de glicerol, além de inumeras proteinas (1). Ja o TAM esta associado ao aumento do
gasto energético (2,3), sendo capaz de elevar a captacdo de glicose em baixas
temperaturas e apresenta sintese de proteina desaclopadora-1 (UCP-1), gene
relacionado a termogénese (4). Os adipécitos maduros do TAB, ndo aumentam por
divisdo celular, mas pela diferenciacéo dos pré-adipdcitos, in vivo e in vitro, processo
denominado de adipogénese (5,6). A adipogénese € regulada por horménios e
citocinas, como adenosina 3'5-monofosfato ciclico (cAMP), insulina e
glicocorticéides (7,8). A insulina é considerada o principal estimulador da mitose e
adipogénese (9) e seus efeitos dependem da MAPK (10). In vitro, o modelo mais
bem caracterizado de adipogénese é o da linhagem de pré-adipocitos 3T3-L1, que
quando tratados com coqueteis estimulantes contendo dexametasona (Dexa), que
ativa receptores de insulina; 1-metil-3-isobutilxantina (IBMX), que inibe a cAMP
fosfodiesterase; insulina (Ins) e soro fetal bovino (SFB), que desencadeiam o
processo de adipogénese (11), sofrem diferenciacdo. Apds as células serem
estimuladas pelo coquetel, a expressdo de proteinas ligantes ao amplificador
(C/EBP-B) é induzida, e posteriormente fosforilada pela ERK1/2 (12). Com isso, a
forma ativa de C/EBP-3 atua regulando o receptor gama ativado por proliferadores

de peroxissomos (PPARy) e as proteinas ligantes ao amplificador (C/EBP-a) que
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quando ativados, provocam diferenciagao terminal das células. Desta forma, sao
responsaveis pelas alteragdes fenotipicas dos adipdcitos, acumulo de triglicerideos
no citoplasma e secregcao de adipocinas. Portanto, sdo pouco expressos em pre-
adipocitos, ndo estando envolvidos no inicio da diferenciagao (13) (Figura 1). Além
disso, sabe-se que o PPARYy, além de regular a adipogénse, regula também o

metabolismo lipidico (14).

®) Diferenciagcao
]
|
O 3T3-L1 Adipdcito
,[ﬁ,,xf ———» C/IEBP§ ———» PPARy
INS C/EBP-a

Figura 1. Modelo simplificado da adipogénese. Pré-adipdcitos sdo induzidos para se diferenciar em
adipdcitos imaturos sob controle do PPARYy principalmente, o qual também induz a expressao de
C/EBPa . PPARYy e C/EBPa atuam coordenadamente para regular a conversao de adipécitos imaturos
em adipdécitos maduros. C/EBP, proteinas ligantes ao amplificador; PPARYy, receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomas; DEXA, Dexametasona; IBMX, 1-metil-3-isobutilxantina ; INS, insulina.

Retirada de Queiroz et al, 2009.

A hipertrofia de adipécitos maduros esta relacionada a necessidade de
incorporagdo ou liberagdo de lipideos, e ocorre pela ativagdo da lipogénese ou
lipdlise (15). Desta forma, a lipogénese seria o processo de sintese de TGL, e a

lipdlise o processo catabdlico, em ele é hidrolisado liberando glicerol e acidos

14



graxos, sendo um evento controlado por horménios, como as adipocinas secretadas
pelo TAB (16,17).

Além do TA ser responsavel por armazenar energia, € também considerado
um importante 6rgao enddécrino, fundamental para regulacdo metabdlica do
organismo, por meio da produgdo e secregdao de substancias denominadas
adipocinas, que agem sobre a saciedade, gasto energético, termogénese,
sensibilidade a insulina e estimulagdo da oxidagcdo dos acidos graxos (5,6,18).
Dentre as adipocinas temos a leptina e a adiponectina.

A leptina foi a primeira adipocina a ser descoberta, em 1994, e foi apds essa
descoberta que o TA passou a ser considerado um o6rgao endocrino, € uma
adipocina pro-inflamatoria, relacionada a regulagéo do apetite e do gasto energético
pelo organismo, via sistema nervoso central, sendo que sua disponibilidade esta
diretamente relacionada a quantidade e tamanho dos adipdcitos no TAB (19).

Em relagdo a adiponectina, sabe-se que é uma adipocina anti-inflamatéria e
foi demonstrado in vivo que ela atua sobre a sensibilidade a insulina, melhorando o
metabolismo da glicose (20). Em humanos obesos, com resisténcia a insulina e
diabetes mellitus tipo 2, as concentragdes plasmaticas dessa adipocina sdo baixas
(21,22). Desta forma, a adiponectina apresenta efeitos antidiabéticos, podendo ser
uma ferramenta terapéutica para diabetes, sindrome metabdlica, doencas
cardiovasculares (23,24). Além disso, ela apresenta dois receptores AdipoR1 e
AdipoR2, encontrados em humanos e roedores, aos quais ela se liga para

desencadear suas agdes (25).
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6. Consideracoes finais

A partir dos dois artigos apresentados, observamos que:

- O T3 age nos adipocitos por meio da via MAPK/ERK para elevar a
expressao proteica de adiponectina

- Ligacao do T3 a integrina eleva a expressédo de mRNA e proteica de leptina

- Inibicdo da MAPK/ERK associada ao tratamento com T3 apresentou menor
dano de DNA.

- Integridade da MAPK/ERK é necessaria para que o T3 nao afete o perfil

lipidico, alterando a homeostase.
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