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OS EFEITOS BENEFICOS DA DESNERVAGAO DO NERVO
DO SEIO CAROTIDEO NA OBESIDADE E NA HOMEOSTA-
SIA DA GLUCOSE DEVEM-SE A INDUGAO DO BROWNING
DO TECIDO ADIPOSO

Melo B. F., Prego C. S., Sacramento J. F, Conde S. V.

CEDOC, Nova Medical School, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
Nova de Lisboa, Investigagdo Basica, Lisboa

Introducdo: As opgdes terapéuticas para a obesidade e diabetes tipo
2 (DT2) sdo pouco eficazes a longo-prazo. Recentemente demons-
trou-se que os corpos carotideos (CBs) tém um papel chave na ho-
meostasia da glucose, j& que em modelos animais com patologias
metabdlicas, a atividade destes 6rgéos se encontra aumentada e que
a aboligdo desta, através do corte do nervo do seio carotideo (CSN),
previne e reverte a resisténcia a insulina, a intolerancia a glucose, o
ganho de peso e da massa gorda corporal.

Objetivos: Investigar se os efeitos do corte do CSN na homeostasia da
glucose e no ganho de peso e massa gorda corporal, estdo relaciona-
dos com alteragdes na funcdo e metabolismo dos tecidos adiposos
branco (WAT) e castanho (BAT).

Métodos: Ratos Wistar foram submetidos a 10 semanas de dieta hi-
percalérica (HF; 5,1Kcal/g) ou controlo (CTL; 2,56 Kcal/g). Apds as die-
tas, os animais foram divididos aleatoriamente e submetidos ao corte
bilateral do CSN ou a um procedimento Sham. Apos a cirurgia, os ani-
mais foram mantidos nas respetivas dietas durante 9 semanas. A sen-
sibilidade a insulina, a tolerancia a glucose, a ingestéo calorica e o seu
peso foram monitorizados. No WAT e BAT recolhidos foram avaliadas:
1) alteragdes morfoldgicas nos adipécitos; 2) o nimero e a actividade
das mitocondrias; 3) a expressdo de proteinas envolvidas nas vias de
sinalizacdo inflamatéria e de insulina e; 4) a captagdo de glucose, in
vivo.

Resultados: A dieta HF aumentou a quantidade total de WAT (120%)
bem como o perimetro dos adipdcitos, no deposito perientérico
(151%). Para além disso, diminuiu a expressdo do receptor de insulina
(IR) em 68% e aumentou a expressao dos receptores para IL-1 e IL-6
(30% e 179%, respectivamente) no BAT. Nos animais HF, o corte do
CSN diminuiu o perimetro dos adipécitos (56%) e aumentou a capta-
¢do de glucose no WAT (75%) e no BAT (67%). Para além disso, aumen-
tou a expressdo do IR no BAT (157%) e diminuiu a expressao dos recep-
tores para IL-1 (57%) e IL-6 (47%). Finalmente, os animais HF com
corte do CSN apresentaram um aumento nos adipécitos positivos
para UCP1, quer no WAT (58%) quer no BAT (45%).

Conclusao: Com este trabalho conclui-se que o impacto da desnerva-
¢ao do CSN no ganho de peso e na homeostasia da glucose deve-se a
uma melhoria no metabolismo do WAT e do BAT, através da indugdo
do browning do tecido adiposo. Assim, a modulagdo da atividade do
CSN poderé ser uma possivel abordagem terapéutica para a obesida-
de e DT2.
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EFEITO DA INIBICAO DA PROTEINA UCP1 NA RESPIRA-
GCAO MITOCONDRIAL DO TECIDO ADIPOSO EPICARDIAL
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Introducado: As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de
morbilidade e mortalidade na populacdo diabética. O tecido adiposo
epicardial (TAE) e um tipo especifico de gordura que envolve o cora-
¢do. Em condigdes fisioldgicas é responsavel pela secrecédo de varias
biomoléculas com efeito protetor nos cardiomidcitos e artérias coro-
narias, regulando fun¢des metabdlicas e imunes. Alteracdes metaboli-
cas nas células gordas podem modular a captagéo dos acidos gordos,
a sinalizacdo da insulina e a captagdo da glucose em resposta a insuli-
na, o que pode alterar o metabolismo cardiaco. Apesar do importante
papel fisioldgico do TAE no metabolismo cardiovascular, a sua influén-
cia no desenvolvimento de diversas patologias nunca foi estudada.
Métodos: Através de respirdmetria de elevada resolugao, usufruindo
da tecnologia de OROBOROS, foi possivel avaliar a contribuicdo da
B-oxidagdo na respiracdo mitocondrial em diversos estadios da fosfo-
rilagdo oxidativa (OXPHOS) no tecido adiposo epicardial e subcutaneo
(TAS) de individuos diabéticos e nao diabéticos recolhidos de opera-
¢Bes cardiacos no Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra.
Resultados: Em doentes ndo diabéticos o TAE apresenta um aumento
da respiracdo mitocondrial (p<0,05) quando comparado com o TAS,
tanto num estado basal como ap0s inibicdo da UCP1, através da adi-
¢do de GDP. Este aumento é também observado (p<0,05) na avaliagdo
da OXPHOS mediada pela contribuigdo tanto a oxidagdo dos acidos
gordos como da via do NAD. Nado foram observadas diferencas nos
tecidos dos doentes ndo diabéticos. Verificou-se ainda um aumento
da respiracdo mitocondrial (p<0,001)em doentes ndo diabéticos, num
estado basal com e sem inibicdo da proteina UCP1, quando compara-
dos com doentes diabéticos. Quando apenas diferencgas entre tecidos
foram observadas, excluindo o efeito da doenca, verificou-se um au-
mento da respiragdo mitocondrial do TAE (p<0,05) no estado basal,
OXPHOS mediada pela B-oxidacéo e pela via do NAD, apds energiza-
¢do do complexo |, e no estadio maximo de nao acoplamento.
Conclusao: Este estudo demonstra pela primeira vez, o aumento da
respiracdo mitocondrial com a contribuicéo da via dos &cidos gordos,
no TAE quando comparada com o tecido subcutaneo em doentes com
falha cardiaca, mesmo quando a proteina UCP1 esta inibida.A caracte-
rizacdo de TAE, pode contribuir para a descoberta de biomarcadores
gue podem funcionar como potenciais alvos terapéuticos na doencga
cardiaca.
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COMPOSTOS ANTI-GLICAGAO COMO ESTRATEGIA TERA-
PEUTICA PARA DOENCA DE PARKINSON
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Introducdo: Varios estudos tém demonstrado que a Diabetes Tipo Il é
um fator de risco para o desenvolvimento de doencgas neurodegenera-
tivas. Em particular, em individuos novos que desenvolvem diabetes
tipo Il, representa um aumento de ~400% do risco de desenvolver
doenca de Parkinson e acelera a progressdo desta patologia, para a qual
n&o existem tratamentos curativos. A glucose, apds transporte pela bar-
reira hematoencefélica, é importada pelos neurénios e em conjunto
com os seus sub-produtos reagem com grupos amina de proteinas de
forma irreversivel formando produtos avancados de glicagdo. Em con-
digdes de hiperglicemia, os neurénios sdo mais vulneraveis a estas mo-
dificagdes, e verificAmos que a glicacdo da alfa-sinucleina, uma proteina
chave na doenca de Parkinson, induz neurodegeneracio. E por isso es-
sencial identificar estratégias anti-glicagdo que possam impedir a glica-
¢do da alfa-sinucleina e assim desenvolver uma nova abordagem tera-
péutica para a doenga de Parkinson.

Objectivos: Neste estudo colocdmos por hipdtese que compostos su-
pressores de glicagdo possam prevenir a toxicidade da alfa-sinucleina.
Material e Métodos: Neste estudo utilizamos um modelo celular de
doenga de Parkinson, baseado na sobreexpressao de alfa-sinucleina.
De forma a potenciar a glicacdo, tratdmos as células com metilglioxal
(MGO), um sub-produto da glucose com elevado potencial glicante.
Realizdmos uma triagem de varios compostos anti-glicagdo e avalia-
mos a sua capacidade de prevenir a citotoxicidade, agregagao e a re-
sisténcia a degradacéo da alfa-sinucleina.

Concluséo: Verificamos que o MGO potencia a toxicidade e aumenta
os niveis, estabilidade e agregacédo da alfa-sinucleina. Surpreendente-
mente, a metformina, um composto utilizado no tratamento da dia-
betes, reverteu varios fenotipos patologicos. Pensamos que esta pro-
tecdo ocorre principalmente pelo aumento da capacidade de
degradacéo da alfa-sinucleina. De futuro, iremos estudar a eficacia da
metformina em modelos animais de doenga de Parkinson. Conclui-
mos assim que estratégias capazes de reduzir glicacdo apresentam
potencial terapéutico para doenca de Parkinson.
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SO OS SUSPEITOS DO COSTUME
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A Diabetes Tipo 1 (DT1) diagnosticada em criancas com idade inferior
a 5 anos — Diabetes Tipo 1 de inicio Precoce (DT1P)- é uma entidade
clinica emergente e mais grave no contexto da epidemiologia de DT1
em paises ocidentais, incluindo Portugal. A etiologia de DT1P perma-
nece no entanto por esclarecer, o que impede o desenvolvimento de
estratégias de diagnostico e de intervencdo terapéutica precoces.
Neste trabalho investigamos se DT1P é uma entidade genética distinta
de DT1juvenil. Com este objectivo, estabelecemos uma coorte de 102
criangas com DT1P seguidas no Hospital D. Estefania, e procedemos a
sua caracterizacdo genética. Para comparacéo, foi analisada uma
coorte de 104 doentes com DT1 juvenil com inicio mais tardio (onset
diabetes >9 anos) e 172 individuos saudaveis. Amostras de DNA foram
submetidas a tipagem de HLA classe Il de alta resolucéo, a genotipa-
gem com um painel de 120 SNPs associados a risco de DT1 e a sequen-
ciagdo total do exoma.

Os nossos resultados demonstram que a maioria de doentes com
DT1P apresentam uma carga de risco genético, conferida por hapléti-
pos de HLA Il e SNPs de susceptibilidade a DT1, semelhante a doentes
com DT1juvenil. Assim, variantes genéticas de risco a DT1 comuns néo
explicam a maior severidade de DT1P. Adicionalmente, identificamos
variantes raras em genes imunoreguladores que deverao estar envol-
vidas na etiologia de DT1P, pelo menos num subgrupo de doentes.

O nosso trabalho indica que a arquitectura genética de DT1P é consti-
tuida ndo sé por factores de susceptibilidade a DT1 frequentes e pre-
viamente conhecidos, mas também por variantes genéticas raras em
genes responsaveis pelo inicio precoce e severidade de doenca. A
concluséo desta investigagdo ird permitir a identificagdo e confirma-
¢do de biomarcadores genéticos adicionais, preditivos de gravidade e
inicio precoce de DT1, facilitando uma estratificacdo e acompanha-
mento clinico mais adequados destes doentes.
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AADELECAO DA PARAOXONASE-1 AGRAVA A INTOLE-
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Introducdo: O drastico aumento da prevaléncia da obesidade e
doengas metabdlicas, tais como a diabetes mellitus tipo 2 e a esteato-
se hepética ndo alcodlica, relaciona-se com o consumo excessivo de
alimentos processados, ricos em gorduras saturadas e hidratos de car-
bono, que promovem um ambiente pro-oxidante e pré-inflamatério.
A paraoxonase 1 (PON1), enzima produzida no figado conhecida por
saponificar ésteres oxidados e fosfolipidos, pode ser fulcral na manu-
tengdo da homeostasia. No entanto, o papel especifico desta proteina
na obesidade continua por investigar.

Objetivos: O presente trabalho tem como hipdtese que a enzima
PON1, devido aos seus efeitos antioxidantes, é capaz de proteger o fi-
gado dos efeitos nocivos de uma dieta hipercaldrica. O objectivo é
determinar se a delecdo global de PON1 agrava o perfil metabdlico
em modelos de obesidade induzida pela dieta.

Material e Métodos: Murganhos B6.129X1-PonTt™"us/), (WT - contro-
lo, HET - heterozigéticos e KO - knockout) foram expostos ad libitum a
uma dieta hipercalérica (HFat - 58% KCal lipidos e 25% KCal sacarose),
das 6 as 18 semanas de idade. No final do estudo, avaliaram-se a sen-
sibilidade a insulina e tolerancia a glicose. Foi feita a analise histologi-
ca ao figado por coloragdo com hematoxilina & eosina.

Resultados: Durante as 12 semanas de exposi¢do a HFat, ndo se ob-
servaram diferengas no peso dos animais dos diferentes grupos. Em-
bora a glicémia em jejum também néo tenha apresentado diferencas,
a tolerancia a glicose no fim do estudo estava diminuida nos animais
knockout e heterozigoéticos em HFat, sem que isso afetasse a sensibili-
dade a insulina. Analise dos niveis proteicos de PON1 no figado mos-
tram uma total delegdo desta em KO e uma diminuicdo significativa
dos niveis em HET, comparando com WT. A andlise histoldgica do figa-
do permitiu observar um aumento de acumulagdo ectépica de lipidos
em KO, comparando com WT, sendo possivel a observagdo de vacuo-
los lipidicos aumentados

Conclusdo: Os resultados obtidos sugerem que a delegdo da PON1
esta associada a um agravamento do perfil metabdlico de animais em
dieta hipercaldrica, especificamente no que diz respeito a homeosta-
sia da glucose e NAFLD. A partir dos resultados aqui descritos, pode-se
inferir que a PON1tem um papel na protecdo contra os efeitos de uma
dieta hipercaldrica.

Agradecimentos: FEDER/COMPETE/FCT — Portugal (POCI-01-0145-FE-
DER-007491; PD/BD/114256/2016, PTDC/BIM-MET/4265/2014; UID/Mul-
ti/04462/2013; LISBOA-01-0145-FEDER-022170).
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Introducao e Objetivos: Foi demonstrado que a glicagdo altera a ca-
pilarizagdo do TA em ratos obesos, contribuindo para a desregulagdo
metabdlica na obesidade. A hipdtese deste estudo foi que a diminui-
¢do da actividade da enzima glioxalase-1 (GLO-1) no tecido adiposo
pudesse correlacionar-se com a resisténcia a insulina em doentes obe-
sos, podendo constituir um alvo terapéutico na obesidade e diabetes
tipo 2. Uma vez que a gastrectomia vertical melhora a angiogénese do
tecido adiposo e os niveis pos-prandiais de GLP-1, foi também coloca-
da a hipotese que este poderia regular a actividade da GLO-1, favore-
cendo a angiogenése do TA.

Métodos: Foi avaliada a actividade da GLO-1 em amostras de tecido
adiposo visceral de doentes obesos (diabéticos e ndo diabéticos) e fo-
ram determinados a insulinemia e os indices de insulino-resisténcia. O
papel do GLP-1 na regulacéo da angiogénese e da GLO-1 foi avaliado
num ensaio de angiogénese do tecido adiposo. /n vivo, os niveis da
GLO-1 e de factores angiogénicos e vasoactivos foram avaliados no TA
epididimal de ratos diabéticos Goto-Kakizaki submetidos a gastrecto-
mia vertical ou tratados com Liraglutido.

Resultados: A actividade da glioxalase foi significativamente menor
no tecido adiposo de doentes obesos diabéticos e pré-diabéticos, em
relacdo aos normoglicémicos, acompanhando o perfil observado para
marcadores de disfuncdo do tecido adiposo, como a adiponectina.
Além disso, os seus valores correlacionaram-se positivamente (p de
Pearson = 0.18; p=0.043) com o aumento compensatério da fun¢do
da célula beta nos doentes insulino-resistentes e o declinio progressi-
vo nos doentes pré-diabéticos e diabéticos tipo 2. No ensaio de an-
giogénese do tecido adiposo, o GLP-1 aumentou a angiogénese de
forma dependente da GLO-1. A expressédo e actividade da GLO-1 fo-
ram ainda maiores no tecido adiposo epididimal dos ratos submetidos
a gastrectomia vertical e tratamento com Liraglutido, associando-se a
maiores niveis de factores angiogénicos e vasoactivos como o VEGF,
VEGFR2, FGFR, HIF-2alpha e eNOS, bem como da forma activada do
receptor da insulina.

Conclusdes: A diminuicdo da actividade da GLO-1 no tecido adiposo
associa-se a resisténcia a insulina e pode ser um alvo do GLP-1 de for-
ma a promover a capilarizacdo do tecido e a sensibilidade a insulina.
Estes mecanismos poderdo constituir uma nova abordagem no trata-
mento da desregulagdo metabdlica da obesidade e diabetes tipo 2.



