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RESUMO

A obesidade per se induz marcantes alteracbes metabdlicas e
moleculares que sdo maléficas ao organismo e podem resultar
em graves problemas de saude, acarretando alta prevaléncia de
morbidade e mortalidade, causando elevados custos financeiros
ao sistema de saude publica. Além do estilo de vida sedentario, é
crescente o numero de individuos obesos e fumantes no Brasil e
no mundo. O estresse oxidativo induzido pela fumacga de cigarro
€ uma situagdo vivenciada pelo ser humano e ainda ¢é
potencializado em individuos obesos. Por outro lado, a fumaca
de cigarro parece modular importantes enzimas da cascata
lipolitica. Habitos alimentares inadequados e o uso do tabaco
aumentam a producdo de espécies reativas, mas nao esta claro
como esses processos podem modular o controle do peso, em
especial a massa gorda. Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar as alteragbes metabdlicas, moleculares e de
adiposidade induzidos pela exposi¢cdo a fumaga de cigarro. Os
experimentos foram divididos em quatro etapas. Na primeira
etapa, camundongos Swiss magros foram expostos a 4 cigarros
comerciais com filtro (alcatrdo 10mg; nicotina 0,8mg; monoxido
de carbono 10mg) por sesséo, 3 sessodes/dia, todos os dias da
semana por 7D, 15D, 30D, 45D e 60D dias (n=10) e grupo
controle - CNT (sem exposi¢ao). A partir dos resultados da etapa
1, optou-se pelo uso do grupo 45 dias nas etapas seguintes.
Assim, numa segunda etapa, os grupos de camundongos foram
dividios em 4 grupos: CNT- controle ndo exposto; CNT+NAC -
controle ndo exposto suplementado com NAC; 45FC - exposto a
fumacga de cigarro por 45 dias; 45NAC - exposto a fumacga de
cigarro suplementado com NAC por 45 dias. A dose de NAC foi
de 60mg/kg/dia. A terceira etapa consistiu da cessagao a fumacga
de cigarro. Os camundongos foram divididos em 6 grupos: CNT -
controle nao exposto; FC45 - exposto a fumaga de cigarro por 45
dias e na cessagao por 7D, 15D, 30D e 45 dias . Na quarta
etapa, camundongos Swiss obesos foram expostos a fumacga de
cigarro, suplementados com NAC e submetidos a cessacéo,
distribuidos nos seguintes grupos: DP — alimentados com dieta
padréo por 45 dias; DH — alimentados com dieta hiperlipidica por
45 dias; FC — alimentados com dieta hiperlipidica e expostos a
fumaga de cigarro por 45 dias; NAC - alimentados com dieta
hiperlipidica, expostos a fumaga de cigarro e suplementados com






NAC por 45 dias; CESS - alimentados com dieta hiperlipidica,
expostos a fumacga de cigarro por 45 dias e em cessagédo a
fumaga de cigarro por 45 dias. Durante os periodos de
exposicao, foram aferidos a ingestdo alimentar e peso corporal.
Decorridos os tempos de exposicdo, para cada etapa, os animais
sofreram  eutanasia, o tecido adiposo (periepididimal,
mesentérico, peri renal e retro peritoneal) foi removido e pesado
para se obter o indice de adiposidade, area adipocitaria,
conteldo das espécies reativas por DCFH, bem como o
contetido das proteinas pPKA, CGI-58, pHSLSe%¢0 Em animais
magros a fumacga de cigarro reduziu a ingestdo alimentar e o
peso corporal, ndo alterou o indice de adiposidade e area
adipocitaria, porém elevou os niveis das espécies reativas; os
niveis proteicos das moléculas analisadas por western blot
também foram aumentados. A suplementagdo com NAC em
camundongos magros expostos a fumaga acarretou redugéo na
ingestdo alimentar, no peso corporal, sem alterar o indice de
adiposidade e a area adipocitaria; reduziu os niveis das espécies
reativas e a atividade das lipases. A cessacdo a fumaca de
cigarro em animais magros causou aumento da ingestédo
alimentar, do peso corporal, do indice de adiposidade, da area
adipocitaria, reducdo no conteudo das espécies reativas e
redugdo da agdo da lipase. Em camundongos obesos, a
exposicdo a fumacga de cigarro e a suplementagdo com NAC
induziu redugcdo na ingestdo alimentar e redugdo no peso
corporal. O indice de adiposidade aumentou na cessacao; a area
adipocitaria ndo foi alterada; o conteudo das espécies reativas
reduziu na suplementacdo com NAC. Ocorreu aumento na
atividade das moléculas envolvidas na lipdlise nos camundongos
obesos expostos a fumaga de cigarro e reversdao quando
suplementados com NAC e na cessagdo. Os resultados tomados
em conjunto sugerem que em camundongos magros e obesos a
fumaga de cigarro altera adiposidade, que parece ser modulada,
pelo menos em parte, pelas espécies reativas, uma vez que a
suplementagdo com NAC reverte os achados. Dessa forma, os
dados sugerem que a fumaga de cigarro tem agdo metabdlica
periférica. Acredita-se que os resultados do presente estudo
poderdo servir como base para apontar novos alvos terapéuticos
que poderdo ser extrapolados para a saude publica,
principalmente sobre o controle da massa adiposa/obesidade.
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ABSTRACT

Obesity induces marked metabolic and molecular changes that
are harmful to the body and can result in serious health problems,
leading to a high prevalence of morbidity and mortality and high
financial costs to the public health system. Further, there is a
worldwide increase in both the prevalence of obesity and
smoking, and this increase is a particular problem in Brazil.
Smokers experience oxidative stress induced by cigarette smoke,
and obesity potentiates this stress. On the other hand, cigarette
smoke appears to modulate the important lipolytic enzymes such
as Hormone-sensitive lipase, a key enzyme in the regulation of
lipid metabolism, as well as the lipase of the ftriglycerides of
adipocytes. Inappropriate eating habits and tobacco use increase
the production of reactive species, but it is unclear how these
processes can modulate weight control, especially related to fat
mass. This information could provide insight into possible
therapeutic targets for obesity. Therefore, this study aimed to
evaluate the metabolic and molecular mechanisms by which
exposure to cigarette smoke can influence the metabolism of
lipids and weight control. The experiments were divided into four
steps. In the first stage, Swiss lean mice were exposed to 4
commercial filter cigarettes (Tar 10 mg, Nicotine 0.8 mg, Carbon
Monoxide 10 mg) per session, 3 sessions per day, every day of
the week for 7D, 15D, 30D, 45D and 60D days (n = 10) and
compared to the control group - CNT (no exposure). From the
stage 1 results, we opted to use the group exposed for 45 days in
the following steps. Groups of mice were divided into 4 groups for
the next stage of the study: CNT- unexposed control; CNT / NAC
- unexposed control supplemented with NAC; 45FC - exposed to
cigarette smoke for 45 days; 45NAC - exposed to cigarette
smoke supplemented with NAC for 45 days. The NAC dose was
60mg / kg / day. The third stage consisted of smoking cessation.
The mice were divided into 6 groups: CNT - unexposed control;
FC45 - exposed to cigarette smoke for 45 days; 7D, 15D, 30D
and 45D - exposed to cigarette smoke for 45 days and cessation
in their times. In the fourth stage, Swiss obese mice were
exposed to cigarette smoke, supplemented with NAC and
submitted to cessation, and distributed in the following groups:
PD - fed a standard diet for 45 days; DH - fed with high fat diet for
45 days; CIG - treated fat diet and exposed to cigarette smoke for






45 days; NAC - treated fat diet, exposure to cigarette smoke and
supplemented with N-acetylcysteine for 45 days; CESS - treated
fat diet, exposed to cigarette smoke for 45 days and cease to
cigarette smoke for 45 days. During periods of exposure, food
intake and body weight were measured. Then, after the exposure
times for each step, animals were euthanized, adipose tissue
(epididymal, mesenteric, perirenal and peritoneal retro) was
removed and the fat index, adipocyte area, content of reactive
species by DCFH and the content of proteins associated with fat
droplet and lipases (pPKA, CGI-58, p-HSLSe6%) were analyzed.
In lean animals, cigarette smoke reduced food intake and body
weight, without changed the adiposity index and adipocyte area,
but increased levels of reactive species; the protein levels of the
molecules analyzed by western blot indicate increased lipolysis.
Supplementation with NAC in lean mice exposed to fumes
caused a reduction in food intake and body weight, without
changing the adiposity index and adipocyte area, as well as
reduced levels of the reactive species and the activity of lipases.
Cessation of cigarette smoke in lean animals was related to
increased food intake, body weight, adiposity index, and
adipocyte area, and a reduction in the content of reactive species
and the action of lipases. In obese mice, exposure to cigarette
smoke and supplementation with NAC induced reduction in food
intake and body weight. The adiposity index increased in
cessation, whereas the adipocyte area was not changed and the
content of reactive species was reduced in the supplementation
with NAC. The content of lipases showed lipolytic patterns in
obese mice exposed to cigarette smoke, those supplemented
with NAC and even those in cessation, and this effect was
especially present in the enzyme considered key in lipolysis
pHSLSe®80 The results suggest that in both lean and obese mice,
cigarette smoke triggers a lipolytic action. This action appears to
be modulated, at least in part, by the reactive species, as evident
by how the NAC supplementation reverses the findings.
Therefore, the results suggest that cigarette smoke has a direct
peripheral metabolic action. It seems that the results of this study
may serve as a basis to identify new therapeutic targets that
could be extrapolated to healthcare, particularly to control of the
presence of fatty masses.

Key-words: Reactive Species; Cigarette Smoke; Lipolysis; Fat.
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1 INTRODUCAO

O sobrepeso e a obesidade alcancam proporgoes
epidémicas em todo o mundo, atingindo 1,1 bilhdo de adultos e
10% das criangas (Haslam e James, 2005). Estudos
epidemioldgicos (OMS, 1995; Kopelman, 2000) apontam
mudangas no padrdo alimentar associadas a baixos niveis de
atividade fisica como fatores de risco importantes para o
desenvolvimento da obesidade. O sobrepeso e a obesidade sao
predisponentes de fatores de diversas doencas metabdlicas,
incluindo diabetes melittus tipo 2 (DM2), esteatose hepatica,
hipertensao arterial, doengas cardiovasculares e alguns canceres
(Bray, 2004). Estudo mais recente sobre o assunto, realizado por
Ezzati (2016), com objetivo de estimar as tendéncias do indice
de massa corporal (IMC), tomando 1698 estudos com base em
medidas de 19,2 milhdes de pessoas em 200 paises a partir de
1975 a 2014, apontou para um aumento do IMC de 21.7 kg/m?
em 1975 para 24.2 kg/m? em 2014 para os homens e 22.1kg/m?
em 1975 para 24.4 kg/m? em 2014 para as mulheres. Segundo o
mesmo estudo a prevaléncia da obesidade padronizada por
idade aumentou de 3,2% em 1975 para 10,8% em 2014 para
homens e de 6,4% para 14,9% para as mulheres; 2,3% dos
homens e 5,0% das mulheres sao classificados como obesos
severos (i.e. IMC =35 kg/m); globalmente, a prevaléncia da
obesidade moérbida é de 0,64% em homens e 1,6% em mulheres.
De acordo com a interpretacdo do estudo se esta tendéncia
continuar, até 2025 a prevaléncia global de obesidade alcancara
18% nos homens e ira ultrapassar os 21% nas mulheres,
enquanto que a obesidade severa ultrapassarda os 6% nos
homens e 9% nas mulheres. Esse quadro torna-se mais
preocupante quando associado a outros habitos extremamente
maléficos, tal como fumar. Doencas associadas ao uso de tabaco
representam 1 a cada 10 mortes na idade adulta, representando
6 milhdes de mortes anuais, com proje¢gdes de que no ano de
2030 esse dado aumente para 1 a cada 6 mortes (OMS, 2013).
De fato, a obesidade e o tabagismo, sdo causas de elevadas
morbidade e mortalidade no Brasil e no mundo. De acordo com o
estudo Framingham, a expectativa de vida de obesos fumantes
foi 13 anos menor quando comparados a n&o fumantes
eutroficos; a mortalidade dos fumantes obesos entre 40 e 70
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anos de idade foi de um tergo, enquanto que em nao fumantes
eutroficos esse numero € de 10% (Fox et al., 2007).

O ganho de peso ao cessar o tabagismo € um fator que
dificulta a decisdo de parar de fumar. Além disso, a crenga
popular entre fumantes e ndo fumantes é de que o tabagismo
representa uma maneira eficiente para o controle do peso
corporal (Potter et al., 2004). Mais de 75% de fumantes formais
ganham peso apds cessarem esse habito e isto é devido
primariamente ao aumento na ingestdo calorica, especialmente
ao consumo de alimentos ricos em gordura e carboidratos, no
entanto, a redugdo no gasto energético também desempenha
importante papel neste processo (Filozof et al., 2004). Isso se
deve em grande parte a agdo de um dos principais componentes
do cigarro, a nicotina; no caso de ex fumantes, a auséncia dela.
Apesar de um grande numero de fatores contribuirem para o
ganho de peso ap0s cessar o uso de tabaco, que inclui aumento
do apetite; a reducdo da lipdlise no tecido adiposo também
apresenta particular importadncia nos estoques de gordura
corporal (Oeser et al., 1999).

Ha tempos sabe-se que a fumacga de cigarro e/ou nicotina
inibem a fome. Em humanos e ratos, a administragdo de nicotina
ou fumaga de cigarro tem mostrado suprimir o consumo de
alimentos (Grunberg, 1982; Grunberg et al., 1986). Por outro
lado, a nicotina aumenta o gasto energético, o que
consideravelmente explica porque fumantes tendem a ter menor
peso corporal que ndo fumantes e, porque parar de fumar é
frequentemente seguido de ganho de peso. Em camundongos, a
nicotina reduz o ganho de peso, sendo este efeito dose-
dependente, ou seja, quanto maior a dose de nicotina menor é o
ganho de peso (Mangubat et al., 2012). Estudo realizado por
Bellinger et al., (2010) demonstrou aumento no metabolismo
energético de roedores expostos a nicotina.

A obesidade per se induz marcantes alteragbes
metabdlicas que sdo maléficas ao organismo e podem resultar
em graves problemas de saude, acarretando alta prevaléncia de
morbidade e mortalidade e causando custos financeiros elevados
ao sistema de saude publica. Além do estilo de vida sedentario, é
crescente o numero de individuos obesos fumantes no Brasil e
no mundo. A obesidade e o tabagismo, podem agir
sinergicamente e gerar alteragdes metabdlicas e moleculares
exacerbadas.
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Diversos estudos apontam para o fato de que a fumaga
de cigarro ou seus componentes aumentam o gasto energético,
inibem a fome, aumentam a lipdlise e consequentemente levam a
perda de peso corporal (Stamford et al., 1986; Filozof, 2004,
Mineur et al., 2011; Ypsilantis et al., 2013). No entanto, esses
estudos analisaram os possiveis mecanismos envolvidos a nivel
de sistema nervoso cental (SNC). Estudos que avaliam os efeitos
diretos da fumaga de cigarro sobre os tecidos periféricos,
especialmente sobre o tecido adiposo, séo inexistentes.

1.1 OBESIDADE

A obesidade é uma doenca crbénica nao transmissivel
com maior incidéncia e prevaléncia no mundo. Conforme a
Organizagao Mundial da Saude (OMS), obesidade é definida
como o acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal. A
obesidade, geralmente é estimada pelo indice de massa corporal
(IMC), calculado dividindo-se o peso (em quilogramas) pela
altura (em metros) ao quadrado (OMS, 1995). Do ponto de vista
clinico, obesidade é definida como um estado de elevado peso
corporal, mais especificamente de tecido adiposo, de magnitude
suficiente para produzir consequéncias adversas a saude, tais
como problemas cardiovasculares e diabetes melittus tipo 2
(DM2), (Kopelman, 2000).

Segundo dados da OMS, estima-se que
aproximadamente 1 bilhdo de adultos em todo 0 mundo possuem
sobrepeso (IMC entre 25 e 30 kg/m?) ou obesidade (IMC 230
Kg/m?), ainda apontam para prevaléncias de obesidade da
ordem de 50% nos Estados Unidos, podendo ultrapassar a
barreira dos 25% no Brasil, até 2025. Outro achado preocupante
segundo a OMS esta na prevaléncia da obesidade entre criangas
e adolescentes, segundo a qual 10% dos individuos entre 5 e 17
anos estdo acima do peso, sendo que de 2 a 3% sao obesos.
Novas projegbes epidemiolégicas indicam que o numero de
obesos continua crescendo em diferentes regiées do planeta.
Fatores como a mudanca no habito alimentar e o estilo de vida
sedentario, aliados a determinantes genéticos ainda pouco
conhecidos, desempenham um papel relevante na génese desta
doenga (Cintra et al., 2011).

A hipotese mais aceita para o crescimento epidémico da
obesidade e diabetes, considera as mudangas demograficas e as
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alteracbes no padréo alimentar e de redugdo do nivel de
atividades fisicas, como os aspectos que contribuem para a
maior incidéncia das doencgas cronicas nao transmissiveis da
atualidade, pois tem como desdobramento o aumento do peso
corporal e varios outros desfechos desfavoraveis a saude, como
diabetes, doengas cardiovasculares, hepaticas, renais entre
outras (Cintra et al., 2011).

A obesidade pode ser classificada conforme a localizagéo
corporal da gordura, podendo ser do tipo androide, em que a
gordura se localiza principalmente na regido intra-abdominal (tipo
macga, mais frequente nos homens) ou ginoide, quando a gordura
se encontra primordialmente na regido gluteofemoral (tipo pera,
mais frequente no sexo feminino). A obesidade androide tem
correlacao com as complicagdes cardiovasculares e metabdlicas,
enquanto que a obesidade ginoide estd relacionada as
complicagdes vasculares periféricas, problemas ortopédicos e
estéticos (Chan et al., 1994).

A obesidade constitui-se em condicdo médica crbénica de
etiologia multifatorial, o que requer tratamento de multipla
abordagem (Segal et al.,, 2002). Atualmente, existem diversos
tratamentos para a perda de peso, dentre os quais se destaca
uma variedade de dietas, psicoterapias, medicamentos e
programas de atividades fisicas, bem como diferentes métodos
cirargicos. No campo das cirurgias bariatricas, uma classificagéo
quanto ao tipo de cirurgia, caracteriza-se como disabsortiva, a
qual consiste em uma diminuicdo no tamanho do intestino
delgado para aproximadamente 50 cm, que infelizmente,
apresenta alguns desfechos desfavoraveis como diarreia, perda
excessiva de peso (60 a 70% do peso) e desnutricdo grave (Zeve
e Tomaz, 2011). Ainda no campo da cirurgia bariatrica, outra
classificagao descrita, constitui 0 método restritivo o qual consiste
em uma redugdo da cavidade gastrica. Porém, o sucesso com
relagao a perda de peso e controle de doengas associadas nio é
tdo efetivo quando comparado a outras técnicas, devido a
recuperagdo de peso (Buchwald et al., 2004; Buchwald et al.,
2009; Zilberstein et al., 2011).

Diante do exposto, no que se refere aos métodos para o
tratamento da obesidade, sem exceg¢do, todos apresentam
alguma inconveniéncia ou efeito colateral, em algumas situacées
até tornam-se ineficientes. Praticamente em sua grande maioria,
apresentam custo financeiro elevado. Assim, novos alvos
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terapéuticos, que possam aumentar a lipdlise e o gasto
energético, obrigatoriamente, precisam ser investigados,
identificados, para o combate efetivo da epidemia da obesidade.

1.2 LIPOLISE

A queda dos niveis séricos de insulina e glicose durante o
jejum promovem a utilizacdo das reservas lipidicas, processo
denominado lipdlise (Kolditz e Langin, 2010). A ativagédo da
lipolise ocorre principalmente através da agéo da lipase sensivel
a horménio (HSL) que pode ser ativada pelo sistema nervoso
simpatico, glucagon, adrenalina e glicocorticoides (Klein e
Romijin, 2008). Nesse sentido, algumas drogas sao testadas com
a finalidade de aumentar o gasto energético, favorecendo a
lipodlise, possivelmente por agir sobre importantes enzimas , tais
como a proteina kinase A (PKA), a lipase dos triacilglicerois do
adipécito (ATGL) e a HSL.

O estimulo da lipdlise pelas catecolaminas ocorre através
da sua ligagdo com os receptores adrenérgicos (receptores
transmembrana sete hélices) (Cannon e Nedergaard, 2004;
Nielsen et al 2014). Apods a ligagdo das catecolaminas, os
receptores agem promovendo a troca de GTP a GDP, o que
resulta em ativagdo da proteina G. O principal papel da proteina
G é modular a conversao de ATP em AMP ciclico pela acdo da
adenilato ciclase (AC), a qual eleva os niveis do amp ciclico que
por vez ativa PKA, PKA ativada fosforila a perilipina e HSL,
induzindo a fungdo lipolitica (Cannon e Nedergaard, 2004,
Londos et al, 2011). Os receptores B-adrenérgicos sdo acoplados
a proteinas G e promovem a lipdlise no tecido adiposo (Lonnqvist
et al., 1995). (Figura 1).
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Figura 1. Via de sinalizagdo primaria na lipélise em humanos. As linhas
pretas e vermelhas indicam eventos de sinalizagédo pro e antilipoliticos,
respectivamente. As setas indicam estimulagdo e ou translocagéo e
linhas ponteadas indicam inibigdo. A estimulagdo da lipdlise é
dependente da fosforilagdo da HSL e de PLIN1 mediadas pela PKA ou
PKG. A PKG ¢ ativada pela cGMP, que estda aumentada em resposta a
ativagdo dos NPR-A a GC-acoplada. Similarmente, a estimulagdo dos
receptores ARB+2 acoplados a proteina Gs ativa AC, que gera cAMP e
ativa a PKA. De modo inverso, a ativagdo dos receptores adrenérgicos
ARa; acoplados a proteina G, inibe a AC e assim reduz a sinalizagéo
dependente de cAMP para a lipdlise. A estimulacdo da via de
sinalizacédo da insulina através do IR aumenta a atividade de PDE3B,
que converte cAMP a 5AMP, assim diminuindo a atividade da PKA e
suprimindo a lipdlise. A atividade da PKG é reduzida pela conversao
PDE5-mediada do cGMP a 5-GMP, embora a sinalizagdo acima deste
processo seja atualmente desconhecida. As linhas tracejadas indicam
uma via aceitdvel da via da insulina Akt independente agindo
seletivamente na PLIN1. a,.ARs- receptores adrenérgicos a,, AC- Adenil
ciclase; TG- triglicerideos; ATGL- lipase do triacilglicerol adiposo; b1/2-
ARs, b1- e b2-receptores adrenérgicos; gene de identificacao
comparativo CGI-58; DG- Diacilglicerol; FFA — acido graxos livres; GC-
guanilil ciclase; HSL- Lipase hormoénio sensivel; IR- Receptor de
Insulina; IRS1/2, IR substrato 1 e 2; MG, monoacilglicerol; MGL- Lipase
do Monoacilglicerol; NPR-A, Receptor natriurético tipo-A; PDE3B-
Fosfodiesterase 3B; PDK- quinase dependente de fosfoinositidios;
PI3K- quinase fosfatidilinositol3; PKA- proteina quinase A; PKB/Akt-
proteina quinase B; PLIN1, perilipina 1. Adaptado de Nielsen et al 2014.
Journal of Molecular Endocrinology (2014).
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Além da estimulagdo do tecido adiposo através dos receptores
adrenérgicos, o tecido adiposo € influenciado diretamente por
ligantes que agem sobre os receptores acetilcolinico nicotinicos,
os quais tiveram varias subunidades detectadas em adipdcitos
isolados (Liu et al., 2004), tanto no tecido adiposo branco quanto
marrom de roedores (Gochberg-Sarver et al., 2012) e de
humanos (Cancello et al., 2012). Dentre os ligantes que acoplam
aos receptores acetilcolinico nicotinicos, destaca-se a propria
nicotina, o principio ativo mais estudado do cigarro, que possui
como um dos efeitos colaterais a perda de peso (Andersson e
Arner, 2001). Estudo realizado por Albuquerque et al., (2001)
demonstrou que camundongos obesos induzidos por dieta e
tratados com galantamina, um agente modulador alostérico dos
receptores a7nAChR, apresentaram reducdo do peso corporal,
da ingestéo alimentar, adiposidade abdominal, niveis de citocinas
e adipocinas, bem como melhora significativa dos niveis
sanguineos de glicose.

A hidrdlise dos triacilgliceréis (TAG) do tecido adiposo
resulta na liberagdo de acidos graxos e glicerol, e ocorre através
de acdo coordenada de trés lipases: lipase do triacilglicerol do
adiposo (ATGL), lipase hormoénio sensivel (HSL) e a lipase do
monoacilglicerol (MGL). A ativagdo da ATGL, um processo nao
diretamente atribuido a PKA (Zimmermann et al., 2004; Nielsen
et al, 2014), facilita a conversdo do TAG em diacilglicerol (DAG).
ATGL é considerada uma enzima essencial para a atividade
lipolitica do tecido adiposo. ldentificada em 2004, a ATGL é
altamente expressa no tecido adiposo branco e marrom, e em
menor grau nos testiculos, musculo cardiaco e musculo
esquelético (Zimmermann et al., 2004). Essa enzima catalisa a
primeira hidrolise da ligagdo éster do TAG, gerando uma
molécula de acido graxo livre e DAG (Schweiger et al., 2006).
Experimentos em animais com deficiéncia de ATGL
demonstraram que a ativagdo dessa enzima é necessaria para a
lipolise. Na auséncia de ATGL, a mobilizagdo de acidos graxos
nao esterificados (NEFA) em resposta as catecolaminas sao
reduzidas em aproximadamente 70% (Lass et al., 2006; Zechner
et al., 2010), (Figura 2).
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Figura 2. Regulagdo de pPKA. (A) no estado basal. CGI-58 esta
associado com a PLIN1 e a atividade ATGL é baixa. (B) apds a
fosforilagdo de PLIN1, CGI-58 ¢é liberado e se associa com ATGL, o que
aumenta a atividade ATGL. Nesta fase, uma porgédo do conjunto ATGL
€ inibida pelos dominios G0S2. (C) se a estimulagao lipolitica persistir, a
degradagdo gradual de um GO0S2 promove aumento adicional na
atividade de ATGL. TG, triglicerideos; ATGL, adiposo lipase TG; CGI-
58, gene comparativa identificagdo-58; DG, diacilglicerol; G0S2, GO / G1
gene comutador 2; PKA, a proteina cinase A; PLIN1, perilipin 1.
Adaptado de Nielsen et al 2014. Journal of Molecular Endocrinology
(2014).

Para a atividade completa de hidrolase da ATGL é
necessario a interacdo com seu cofator, denominado
identificador de comparativo genético 58 - proteina hidrolase a/f3
contendo dominio 5 (CGI-58/ABHD5) (Lass et al., 2006). Em
situacdo nao estimulada, a CGI-58 esta fortemente ligada a
goticulas de lipidios interagindo com perilipina A (Zechner et al.,
2012). No entanto, na presenga de estimulos, ocorre a
dissociagcdo entre CGI-58 e perilipina A, possibilitando a
associagdo de CGI-58 com a ATGL (Yamaguchi et al., 2004).
Perilipina A é uma proteina estrutural que reveste a goticula de
lipidios e protege a molécula de trialcilglicerol contra a hidrdlise
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basal, permitindo assim seu estoque no adipécito (Martinez-
Botas et al., 2000; Sztalryd et al., 2003). Animais que nao
expressam perilipina A (null mice) demostram marcante redugéo
do tecido adiposo (Tansey et al.,, 2001). A interagdo entre
perilipina A e CGI-58 aumenta a atividade hidrolitica da ATGL em
até 20 vezes em ratos e aproximadamente 5 vezes em humanos
(Zimmermann et al., 2004). Em adi¢&o, animais com mutag&o na
CGI-58 apresentam menor atividade de ATGL (Gruber et al.,
2010).

Apo6s a hidrolise da primeira ligagdo éster do TAG, com
consequente formacado de DAG, a proteina HSL é responsavel
pela hidrolise da segunda ligagdo éster, liberando a segunda
molécula de acido graxo livre e formando monoacilglicerol
(Zimmermamm et al., 2009; Nielsen et al 2014). HSL é fosforilada
em pelo menos 5 residuos de serina pelas enzimas: proteina
quinase A (PKA), proteina quinase ativada por niveis de AMP
(AMPK) e proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) (Holm,
2004). Juntos, a fosforilagdo da HSL e sua translocagao para a
superficie da goticula de gordura, acoplados com a ativagéo da
ATGL pelo CGI-58, resultam na hidrolise de 90% do TAG. Varios
estudos comprovaram que a fosforilagdo da HSL e da perilipina
sdo essenciais para completa lipdlise estimulada por
catecolaminas ou por agonistas beta-adrenérgicos (Tansey et al.,
2003; Miyoshi et al., 2006; Shen et al., 2009). A ultima lipase
envolvida na lipolise é a lipase do monoacilglicerol (MGL). MGL
hidrolisa a ultima ligacdo estér do glicerol, de maneira nao
regulada hormonalmente (Fredrikson et al., 1986).

1.3 PAPEL DAS ESPECIES REATIVAS NA MODULAGCAO DA
LIPOLISE

O cigarro ef/ou nicotina modulam o metabolismo
energético, porém os mecanismos através dos quais isto ocorre
permanecem obscuros. No entanto, tem sido apontado que o
estresse oxidativo pode estar envolvido neste processo
(Grunberg, 1986). O estresse oxidativo ocorre nas células como
consequéncia de um desequilibrio no sistema redox, em que a
produgdo de radicais livres/espécies reativas € maior do que os
niveis de antioxidantes (Roberts e Sindhu, 2009). ERO séo
moléculas instaveis, altamente reativas, que possuem elétrons
nao pareados em seus orbitais externos (Kohen e Nyska, 2002).
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A fim de recuperar sua estabilidade, ligam-se a compostos
estaveis retirando elétrons, originando especies reativas
(Halliwell e Gutteridge, 2007). As espécies reativas de oxigénio
incluem os radicais livres, anion superéxido (Oz"), radical hidroxila
(OH*), radicais lipidicos e espécies nao radicalares como o
peroxido de hidrogénio (H202) e o oxigénio singlet ('O2)
(Steinbrenner e Sies, 2009). Essas podem ser produzidas por
diferentes vias. A cadeia respiratéria mitocondrial € a principal
fonte, uma vez que ela possui varios centros redox, capazes de
transferir um elétron da molécula de oxigénio para formar &nion
superdxido (Echtay, 2007; Angelopoulou et al., 2009). Outras
enzimas, como as oxidases de membrana mitocondrial, s&o
também importantes fontes de ERO (Cho et al., 2011).

Além disso, espécies reativas podem ser produzidas por
fatores externos. Estudo realizado por An et al., (2007), observou
que a nicotina aumenta significativamente a produgado de ERO,
tais como H2O2 e induz uma variedade de efeitos celulares,
incluindo danos as membranas e as proteinas mitocondriais,
reduzindo o potencial redox dessas organelas e aumentando
ainda mais a produg¢do de ERO (Bellinger et al., 2010; Brunk e
Terman, 2002).

Estudos tém mostrado que as ERO em concentracdes
fisiologicas desempenham fungdes celulares importantes. As
ERO medeiam ativacdo da cascata de sinalizacdo para o
crescimento, diferenciagdo, proliferagcdo e apoptose (Allen e
Tresini, 2000; Droge, 2002; Ji, 2007). Porém, o seu envolvimento
no metabolismo lipidico ndo esta claro. Segundo alguns estudos,
as ERO estédo envolvidas na regulacdo da lipdlise (Wolfe et al.,
1987; Campbell et al., 1994; Talior et al., 2003; Furukawa et al.,
2004; D’Autreaux et al., 2007). Na obesidade, ha aumento no
conteudo de ERO no tecido adiposo, devido ao aumento de
agentes inflamatdrios e o consumo alimentar excessivo. Como
consequéncia ao aumento de ERO, ocorre a fosforilagdo e
ativagdo da HSLS®%2 o que resulta em aumento da lipdlise
(Krawczyk et al., 2012). Por outro lado, o uso de antioxidantes
como a N-acetilcisteina (NAC), difeniliodonina (DPI) e o
resveratrol reduzem este efeito (Krawczyk et al., 2012).

A obesidade esta relacionada ao aumento na produgéo
de espécies reativas e isso resulta em alteragdes no
metabolismo celular (Furukawa et al., 2004). A fumacga de cigarro
também induz o aumento de espécies reativas, o que pode
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alterar ainda mais o metabolismo adipocitario. Desta forma,
nesse estudo hipotetizamos que o aumento das espécies
reativas, induzido pela fumaca de cigarro, pode culminar em
aumento da lipolise do tecido adiposo e que esses efeitos séo
ainda mais significativos em obesos. Diante disto, o presente
estudo buscou avaliar os efeitos metabdlicos e moleculares da
exposicdo a fumaga de cigarro no tecido adiposo de
camundongos magros e obesos sob a perspectivas de controle
do peso corporal.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos metabodlicos, moleculares da exposi¢ao
a fumaca de cigarro no tecido adiposo de camundongos magros
e obesos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os efeitos da fumacga de cigarro sobre os parametros
de ingestdo alimentar, peso corporal, indice de adiposidade, area
adipocitaria e niveis proteicos de moléculas lipoliticas e
oxidativas de camundongos magros;

b) Avaliar os efeitos da fumaga de cigarro sobre os parametros
de ingestdo alimentar, peso corporal, indice de adiposidade, area
adipocitaria e niveis proteicos de moléculas lipoliticas e
oxidativas de camundongos magros suplementados com NAC;

c) Avaliar os efeitos da cessagédo a fumaga de cigarro sobre os
parametros de ingestdo alimentar, peso corporal, indice de
adiposidade, area adipocitaria e niveis proteicos de moléculas
lipoliticas e oxidativas de camundongos magros;

d) Avaliar os efeitos da fumaca de cigarro, cessagao a fumaga de
cigarro, suplementagdo com NAC sobre os parametros de
ingestdo alimentar, peso corporal, indice de adiposidade, area
adipocitaria e niveis proteicos de moléculas lipoliticas e
oxidativas de camundongos obesos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

A metodologia do presente estudo seguiu os principios
éticos para o uso de animais de laboratério determinados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL). Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo
Sul Catarinense — UNESC sob o protocolo nimero 01/2013-2
(Anexo A) e respeitou estritamente os principios éticos na
experimentagao animal. Apos os experimentos, 0s animais foram
acondicionados em saco branco leitoso e alocados em freezer
(conservagdo) na propria universidade. Apos isso, foram
coletados e transportados por uma empresa terceirizada. Os
residuos foram tratados fisicamente e posteriormente
encaminhados para disposicao final em aterro sanitario. Todos
os procedimentos estdo de acordo com a RDC n° 306/2004 da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

3.2 AMOSTRA E PROCEDIMENTOS

3.2.1 Etapa 1- Exposi¢cdao de camundongos magros a fumacga
de cigarro em diferentes tempos (tempo-dependente)

Nesta etapa, foi determinado o time-course da exposicao
de camundongos magros a fumaga de cigarro. Para isso, foram
utilizados 60 camundongos Swiss machos, com 60 dias de idade,
provenientes do biotério da UNESC, pesando entre 30 e 35g. Os
camundongos foram alojados em gaiolas plasticas, com
cobertura metadlica. Os camundongos foram inicialmente
divididos aleatoriamente em 6 grupos (n=10): camundongos
alimentados por 8 semanas com dieta padrdo para roedores:
19,0% de proteina, 56,0% de carboidrato, 3,5% de lipidios
(11%Kcal/g), 4,5% de celulose, 5,0% de vitaminas e minerais o
que corresponde a aproximadamente 3,78 kcal/g (Nuvilab CR1,
Nuvital Nutrientes S/A). Apds, os camundongos foram divididos
em diferentes grupos de exposi¢do, a saber: i) controle (sem
exposicao); ii) 7; iii) 15; iv) 30; v) 45; vi) 60 dias. Os
camundongos receberam agua e ragao ad libitum. O ambiente foi
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mantido em 70% de umidade e temperatura em 20 + 2 °C com
ciclo claro-escuro de 12h. Durante o periodo de exposigao, foram
avaliadas as variaveis consumo de ragdo e peso corporal. O
alimento ingerido foi calculado diariamente a partir da subtragao
da quantidade ofertada pela quantidade restante de ragdo no
comedouro. Decorrido o periodo de exposi¢ao, foram extraidos e
pesados os tecidos adiposos periepididimal, mesentérico,
retroperitoneal e perirrenal para o calculo do indice de
adiposidade (grama de gordura/grama peso corporal - %).
Amostras do tecido adiposo periperiepididimal foram coletadas
para realizagao do western blot, histologia e niveis de DCFH.

3.2.2 Etapa 2 - Exposicdao de camundongos magros a
fumaca de cigarro suplementados com NAC

Uma vez que os time-course de 45 e 60 dias de
exposicdo a fumaga de cigarro em camundongos magros
apresentaram uma reducao importante no indice de adiposidade,
bem como aumento nos parametros de estresse oxidativo por
DCFH, o tempo de 45D foi utilizado para exposicdo de
camundongos magros a fumaga de cigarro suplementados com
NAC (N-acetil-cisteina). Dessa forma, para avaliar os efeitos da
fumaca de cigarro sobre o tecido adiposo, quatro grupos de
camundongos foram estabelecidos: i) controle (ndo expostos); ii)
controle suplementado com NAC (nao expostos); iii) 45 dias de
exposicdo a fumacga de cigarro; iv) 45 dias de exposigdo a
fumacga de cigarro com concomitante suplementagdo com NAC.
A suplementagdo com o antioxidante foi realizada diariamente
através de gavagem oral por um periodo de 45 dias. A dimenséao
da cénula foi suficiente para alcangar a orofaringe. A NAC
(Zanbon Brasil, Sdo Paulo, S&do Paulo) foi administrada,
diariamente, na concentragdo de 60 mg/kg, em um volume total
de 0,5ml (Farombi et al., 2008). Durante o periodo de exposigéo,
foram avaliadas as variaveis consumo de ragao e peso corporal.
Decorridos os tempos de exposigdo, os animais foram
eutanasiados para coleta das amostras. Os tecidos adiposos
periepididimal, mesentérico, retro peritoneal e peri renal foram
extraidos para o calculo do indice de adiposidade (grama de
gordura/grama peso corporal - %). Amostras do tecido adiposo
periepididimal foram coletadas para realizagdo do western blot,
histologia e niveis de DCFH.
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3.2.3 Etapa 3 — Cessacao da exposicao a fumacga de cigarro
em camundongos magros

Para avaliar os efeitos da fumaga de cigarro sobre o
tecido adiposo, seis grupos de camundongos (n=10) foram
utilizados: i) controle (ndo expostos); ii) 45 dias de exposicdo a
fumaca de cigarro iii) 45 dias de exposi¢ao a fumaca de cigarro e
seguido de 7 dias de cessacao; iv) 45 dias de exposigdo a
fumaca de cigarro e 15 dias de cessagédo; v) 45 dias de
exposicao a fumacga de cigarro e 30 dias de cessagao e vi) 45
dias de exposigao a fumaga de cigarro e 45 dias de cessagéo.

No decorrer do periodo de exposi¢cdo, foram monitoradas
as variaveis consumo de racdo e peso corporal. Apds os
respectivos periodos de exposicdo e cessacdo os tecidos
adiposos periepididimal, mesentérico, retroperitoneal e perirrenal
foram coletados para o calculo do indice de adiposidade (grama
de gordura/grama peso corporal - %). Amostras do tecido
adiposo periepididimal foram utilizadas para os procedimentos do
western blot, histologia e niveis de DCF.

3.2.4 Etapa 4 - Exposigcao de camundongos obesos a fumaga
de cigarro, em cessagiao ou suplementados com NAC

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em 5
grupos (n=10): i) controle, alimentado com dieta padrao, ii)
controle obesos (alimentados com dieta hiperlipidica), iii)
camundongos obesos expostos a fumacga de cigarro por 45 dias,
iv) camundongos obesos expostos a fumacga de cigarro por 45
dias e concomitantemente suplementados com NAC e v)
camundongos obesos, expostos a fumacga de cigarro por 45 dias
e seguidos de cessagdao de 45 dias. Para instalagdo da
obesidade os camundongos foram alimentados por 8 semanas
com dieta hiperlipidica (DH): (carboidrato: 70%; proteina: 20%;
gordura 10%, totalizando 5.4 kcal/g) (PragSolugcbes Servigcos e
Comércio Ltda, Jau, SP). Estudos do nosso grupo tém
demonstrado que o tratamento de camundongos Swiss com dieta
rica em gordura saturada (DH) leva a marcante obesidade apds 3
meses de alimentagéo (De Souza et al., 2005). Os camundongos
receberam agua e alimento ad libitum. A NAC foi administrada na
concentragdo de 60 mg/kg de peso corporal, diariamente, via
oral, por gavagem. Durante o periodo de exposi¢do, foram
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avaliadas as variaveis consumo de ragao e peso corporal. Foram
extraidos os tecidos adiposos periepididimal, mesentérico, retro
peritoneal e peri renal para o calculo do indice de adiposidade
(grama de gordura/grama peso corporal - %). Amostras do tecido
adiposo periperiepididimal foram coletadas para realizagdo do
western blot, histologia e niveis de DCFH.

3.2.5 Protocolo de exposicido a fumaga de cigarro

Os animais foram expostos a fumaga de 4 cigarros
comerciais com filtro contendo alcatrdo 10mg; nicotina 0,8mg;
mondxido de carbono 10mg (Marlboro, Philip Morris) por sessao,
3 sessobes/dia (8:30h, 13:30h e 17:30h), todos os dias da semana
por 7, 15, 30, 45 e 60 dias (Tabela 1). Os animais foram
mantidos em exposigdo a fumaga de cada cigarro durante 6
minutos em uma cadmara de inalacdo em acrilico com divisorias
(adaptado pelo autor) (40cm x 30cm x 25cm), cuja capacidade
total foi de 30 litros (Figura 3).

Cada cigarro foi acoplado a uma seringa de plastico de
60 ml com a qual se injetou a fumaga no interior da camara de
inalagdo. O procedimento de insuflar e desinsuflar a seringa foi
finalizado com a queima do cigarro até o seu tergo final, que
durou em média 3 minutos. Decorridos os 6 minutos, a cobertura
superior da caixa foi retirada e, ligando o exaustor da capela, a
fumaca foi evacuada durante 1 minuto, onde os animais entraram
em contato com o ar ambiente. O procedimento se repetiu com
os demais cigarros. A concentragdo média de monoxido de
carbono no interior da caixa variou entre 499-732 ppm (avaliado
com medidor de mondxido de carbono digital portatil Instrutherm)
durante o periodo de exposi¢do. Os animais ventilando em ar
ambiente nas mesmas condicdes foram considerados controle
(Valenga et al., 2004; Menegali et al., 2009). Cada cigarro gera
aproximadamente 1 L de fumaga que foi diluido em 30 L
(capacidade da camara). A concentragao de fumaga no interior
da camara foi de 3% durante a exposicao.
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Figura 3 — Camara de Inalagdo (40 cm de comprimento, 30 cm de
largura e 25 cm de altura).

Tabela 1. Protocolo de exposigao a fumaga de cigarro.

Manha Tarde Noite Tempol/cigarro | Tempo/exaustdao
(8:30h) | (13:30h) |(17:30h)

Domingo 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min. 1 min.

Segunda 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.

Terca 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.

Quarta 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.

Quinta 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.

Sexta 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.

Sabado i . . . .
4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.

Apods a ultima exposigédo, os animais sofreram eutanasia
e as amostras do tecido adiposo foram coletadas para posterior
analise de peso, molecular e bioquimica.

3.2.6 Controle do consumo de ragao, peso corporal e indice
de adiposidade

O alimento ingerido foi calculado semanalmente a partir
da subtragao da quantidade ofertada pela quantidade restante de
ragcdo no comedouro. O volume de ingestéo diaria foi calculado,
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tomando o consumo de ragdo semanal dividindo por sete. O
peso dos animais foi verificado semanalmente com a utilizagao
de uma balanga de precisdo da marca Marte, modelo AS 2000C
n® 259711. Decorridos os periodos de cada etapa, os animais
foram eutanasiados e extraidos os tecidos adiposos (por
dissecacao cirurgica) periepididimal, mesentérico, retro peritoneal
e peri-renal para o calculo do indice de adiposidade (grama de
gordura /grama peso corporal x 100%).

3.2.7 Quantificagdo das espécies reativas por diacetato de
difluoresceina (DCFH)

DCFH ¢é uma técnica bastante utilizada como meio de
deteccdo da produgao de radicais livres totais. A oxidacdo do
DCFH causa a fluorescéncia da difluoresceina que pode
facilmente ser lida em fluorimetro. Neste ensaio, 100 yL de agua
e 75 pL de DCFH-DA foram adicionados a 25 uL de
homogeneizado de amostra, homogeneizados em vortex e
levados ao banho-maria 37°C ao abrigo da luz por um periodo de
30 minutos. Separadamente, foi preparada a curva de calibracéo
onde se utilizou como padrdo o DCF 0,1 pM diluido em tampéo
fosfato/EDTA em pH 7,4 em diferentes concentragdes. Tanto as
amostras quanto a curva de calibracdo foram processadas em
duplicata e ao abrigo da luz. Ao final dos trinta minutos foram
feitas as leituras no fluorimetro (488 nm excitagdo e 525 nm de
emissao). Os resultados foram expressos em nmol de DCF por
mg de proteinas (Wang e Joseph, 1999).

3.2.8 Analises dos niveis proteicos e de fosforilagdo por
western blot

Doze horas apds a ultima sesséo de exposig¢ao a fumaga
de cigarro os animais sofreram eutanasia por guilhotina, o tecido
adiposo  periepididimal foi extraido e imediatamente
homogeneinizado em tampéao especifico contendo 1% de Triton
X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sddio,
100mM de fluoreto de  soddio, 10mM de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 10mM de vanadato de sddio,
2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C com Polytron
MR 2100 (Kinematica, Sui¢ca). O homogeneizado foi centrifugado
a 11000 rpm por 30 minutos a 4°C. No sobrenadante determinou-
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se a concentracdo de proteinas totais (por teste colorimétrico),
utilizando-se para isso o método de Lowry et al (1951). As
proteinas foram ressuspensas e conservadas em tampao
Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT (Laemmli, 1970) e
posteriormente realizada a determinagdo do imunoblotting com
anticorpos especificos. Para isso, aliquotas contendo 250ug de
proteina por amostra foram aplicadas sobre gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada em cuba Mini-
PROTEAN® Tetra electrophoresis system (Bio-Rad, Hércules,
Estados Unidos da América), com solugdo tampao para
eletroforese. As proteinas separadas no SDS-PAGE, foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose, utilizando-se o
equipamento de eletrotransferéncia Mini Trans-
Blot®Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, Hércules, Estados
Unidos da América). As membranas de nitrocelulose contendo as
proteinas transferidas foram incubadas em solugédo bloqueadora
por 2 horas, a temperatura ambiente, para diminuir as ligages
proteicas inespecificas. A seguir, as membranas foram
incubadas com anticorpos primarios especificos: anti-pPKA
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-CGI-58
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-
pHSLse®80 Cell Signalling Biotechnology (Beverly, Estados Unidos
da América) e p-Actina (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos
da América), sob agitagao constante e overnight a 4°C. A seguir,
as membranas foram incubadas em solucdo com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Apds, as membranas foram incubadas
por dois minutos com substrato enzimatico e expostas ao filme
de RX em cassete de revelagdo autorradiografica. A intensidade
das bandas foi determinada através da leitura das marcacgdes
radiograficas no filme de Raio X e reveladas por densitometria
otica, utilizando um scanner (HP G2710) e o programa Scion
Image (Scion Corporation, Frederick, Estados Unidos da
América). As membranas originais foram reblotadas com B-actina
como proteina controle.

3.2.9 Avaliagao histologica
Fragmentos do tecido adiposo foram coletados e

colocados em frasco contendo paraformaldeido tamponado a 5%
por 12 horas. As amostras foram entdo processadas com alcool
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em diferentes concentragées (70%, 80%, 95% e 100 %), xilol, e
xilol/parafina. A seguir, o tecido foi incluido em blocos de
parafina, seccionado em cortes de 5 uym e fixados em laminas de
microscopia. Apds um repouso de cerca de 24 horas (para
completa fixagdo dos cortes) as laminas foram desparafinizadas
com xilol, re-hidratadas em diferentes concentragdes de alcool.
Em seguida foi realizada a coloragdo com hematoxilina e eosina.
A aquisigdo das imagens se deu através de microscopia Optica
(Nikon Eclipse Ti-U). Para avaliacdo da area adipocitaria foi
utilizado o software Image-Pro Plus 6, o qual passou por
calibragdo. Inicialmente foi determinada a area de interesse
(AOI), de 421300um?, em forma de um quadrado. As células
avaliadas foram aquelas que se encontravam em contato com a
linha superior e direita da AOI, bem como no interior da area de
interesse. Os adipdcitos margeados pelas linhas esquerda e
inferior da AOI nao foram analisados.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = erro
padrao da média (EPM), e analisados estatisticamente através
de analise de variancia (ANOVA) one-way, seguida do teste post
hoc Tukey. Adotou-se nivel de significancia p<0,05. A analise
estatistica foi realizada através do software GraphPad Prisma
versao 6.0 para Microsoft Windows.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da exposicdo de camundongos magros a fumaca de
cigarro

Uma vez que o presente trabalho teve por objetivo avaliar
as alteragcbes ponderais, metabodlicas e moleculares em
camundongos magros e obesos, expostos a fumaga de cigarro,
num primeiro momento os grupos foram selecionados com o
objetivo de verificar em qual tempo ocorreriam as maximas
alteragbes. Os resultados apontaram para uma ingestdo
alimentar diaria por animal significativamente reduzida dos
grupos 15D, 45D e 60D, quando comparados ao grupo controle.
O peso corporal ao final do experimento foi significativamente
reduzido em todos os tempos de exposigédo a fumaga de cigarro
(7D, 15D, 30D, 45D e 60D) quando comparados ao grupo
controle. Houve reducédo no indice de adiposidade, no tempo de
60D, com redugado na area adipocitaria em 45D. O conteudo da
DCF apontou para aumento significativo nos tempos de 45D e
60D, quando comparado ao grupo controle. Ainda, avaliou-se os
niveis proteicos e de fosforilagdo de algumas proteinas
metabdlicas no tecido adiposo periepididimal. Nossos achados
apontaram para um aumento significativo nos niveis de
fosforilacdo da PKA, niveis proteicos da CGI-58 e de fosforilacdo
da HSLSe%%0 nos tempos de 15D, 30D, 45D, 60D. (Figuras 4, 5,
6).
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Figura 4. Efeitos metabolicos em camundongos magros expostos
a fumaca de cigarro. A) Ingestdo diaria B) Peso corporal final. Foi
utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos teste de Tukey. Os
valores expressos estdo representados por média e erro padrao da
média. * p<0,05 vs CNT. A, B, (n=10); CNT (controle) D (dias); FC
(fumaga de cigarro).
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Figura 5. Efeitos metabdlicos em camundongos magros expostos a
fumacga de cigarro. A) indice de adiposidade B) Area adipocitaria C)
Imagens representativas da area adipocitaria. Foi utilizado o teste
Anova One Way seguido pelo pos teste de Tukey. Os valores expressos
estao representados por média e erro padrao da média. * p<0,05 vs
CNT. A, B (n=10); C (n=4). CNT (controle) D (dias); FC (fumaga de
cigarro).
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Figura 6. Efeitos metabdlicos e moleculares em camundongos
magros expostos a fumaga de cigarro. A) Niveis de oxidagao por
DCFH B) Niveis proteicos da pPKA C) Niveis proteicos CGI-58 D)
Niveis proteicos da pHSLSe®° E) Bandas representativas das
moléculas. Foi utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos teste
de Tukey. Os valores expressos estao representados por média e erro
padrdao da média. * p<0,05 vs CNT. A,B,C,D (n=5). CGI-58 (gene de
identificagdo comparativa 58); CNT (controle) D (dias); FC (fumaga de
cigarro); pHSLSe%% (lipase horménio sensivel fosforilada em serina
660). pPKA (proteina kinase A).
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4.2. Efeitos da exposicdo de camundongos magros a fumaga de
cigarro suplementados com NAC

Uma vez observado que a fumacga de cigarro causou as
maiores alteragcbes metabdlicas e moleculares no tempo de 45D,
como no caso das espécies reativas e na enzima chave da
lipdlise (HSL), e que a formagédo de espécies reativas pode
participar desse processo, decidiu-se por utilizar a NAC para
melhor provar tal hipétese. Os achados apontaram para uma
ingestado alimentar significativamente menor no grupo exposto a
fumaga de cigarro e mesmo no tratado com NAC quando
comparado ao grupo controle. O peso corporal final foi reduzido
tanto no grupo exposto a fumaga de cigarro, quanto no grupo
suplementado com NAC. O indice de adiposidade, nem mesmo a
area adipocitaria apresentaram mudanga significativa quando
comparado ao controle. O conteldo das espécies reativas em
animais expostos a fumaga de cigarro, quando suplementados
com NAC foi revertido, ou seja, diminuiu. Da mesma forma, o
conteudo proteico da pPKA reduziu significativamente quando da
suplementagdo com NAC, comparado ao grupo exposto a
fumaca de cigarro. Achados semelhantes foram atribuidos ao
conteldo proteico da CGI-58, onde animais expostos a fumaca
de cigarro, apresentaram um aumento significativo da referida
proteina, porém reducdo significativa naqueles suplementados
com NAC. A suplementagcdo com NAC reduziu significativamente
a fosforilagdo da pHSLSe%, (Figuras 7, 8, 9). No entanto, pode-
se observar que a suplementacdo com NAC nao reverte
adiposidade.
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Figura 7. Efeitos metabdlicos em camundongos magros expostos a
fumaga de cigarro tratados com NAC. A) Ingestdo diaria B) Peso
corporal final. Foi utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos
teste de Tukey. Os valores expressos estédo representados por média e
erro padrao da média. * p<0,05 vs CNT; A, B, (n=10); CNT (controle);
CNT/NAC (controle + N-acetilcisteina); 45FC (exposigao a fumaga de
cigarro durante 45 dias); 45FC+NAC (exposi¢cao a fumacga de cigarro e
suplementagao com NAC por 45 dias).
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Figura 8. Efeitos metabdlicos em camundongos magros expostos a
fumaga de cigarro tratados com NAC. A) indice de adiposidade B)
Area adipocitaria C) Imagens representativas da area adipocitaria. Foi
utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos teste de Tukey. Os
valores expressos estdo representados por média e erro padrao da
média. A, B (n=10); C (n=4); CNT (controle); CNT/NAC (controle + N-
acetilcisteina); 45FC (exposi¢cao a fumacga de cigarro durante 45 dias);

45FC+NAC (exposicao a fumaca de cigarro e suplementagdo com NAC
por 45 dias).
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Figura 9. Efeitos metabdlicos e moleculares em camundongos
magros expostos a fumacga de cigarro tratados com NAC. A) Niveis
de oxidagao por DCFH B) Niveis proteicos da pPKA C) Niveis proteicos
CGI-58 D) Niveis proteicos da pHSL®°. E) Bandas representativas das
moléculas Foi utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos teste
de Tukey. Os valores expressos estao representados por média e erro
padrao da média. * p<0,05 vs CNT; # p<0,05 vs 45FC. A, B, C, D E
(n=5). CGI-58 (gene de identificagdo comparativa 58); CNT (controle);
CNT/NAC (controle + N-acetilcisteina); pHSLSe%¢ (lipase horménio
sensivel fosforilada em serina 660); pPKA (proteina kinase A); 45FC
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4.3. Efeitos da cessagao a fumaca de cigarro

Sabe-se que a cessagdo do cigarro aumenta o peso
corporal, mas o mecanismo envolvido neste processo nao esta
totalmente claro. No presente estudo, hipotetizou-se que a
cessacao a fumaca de cigarro poderia reduzir as espécies
reativas e assim reverter os processos observados até entdo. A
ingestdo diaria de ragdo padrdo e o peso corporal final
aumentaram significativamente quando comparado ao grupo
exposto a fumaga de cigarro (45FC). O indice de adiposidade
aumentou nos tempos de 15D, 30D e 45D de cessacdo quando
comparado ao 45FC. O maior tempo de cessagédo, ou seja 45D
fez o indice de adiposidade retornar ao patamar dos
camundongos ndo expostos (CNT). Houve aumento da area
adipocitaria nos tempos de cessacdo 30D e 45D, quando
comparado ao 45FC. Da mesma forma o conteudo das espécies
reativas diminuiu nos grupos de cessagao (7D, 30D, 45D). Os
niveis proteicos da pPKA, CGI-58e pHSLs®%¢ foram reduzidos
no tempo de cessacdo de 15D, 30D e 45D quando comparado
ao grupo exposto (45FC) (Figura 10, 11, 12).
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Figura 10. Efeitos metabdlicos em camundongos magros na
cessagdo a fumaga de cigarro. A) Ingestdo diaria B)Peso corporal
final. Foi utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos teste de
Tukey. Os valores expressos estao representados por média e erro
padrao da média. * p<0,05 vs 45FC; # p<0,05 vs CNT. A, B, (n=10);
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Figura 11. Efeitos metabdlicos em camundongos magros na
cessacdo a fumaga de cigarro. A) indice de adiposidade B) Area
adipocitaria C) Imagens representativas da area adipocitaria Foi
utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos teste de Tukey. Os
valores expressos estdo representados por média e erro padrao da
meédia. * p<0,05 vs 45FC; # p<0,05 vs CNT. A, B, C (n=4); CNT
(controle); D (dias); FC (fumaca de cigarro); 45FC (exposicao a fumacga
de cigarro durante 45 dias).
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Figura 12. Efeitos metabdlicos e moleculares em camundongos
magros nha cessagao a fumacga de cigarro. A) Niveis de oxidagao por
DCFH B) Niveis proteicos da pPKA C) Niveis proteicos CGI-58 D)
Niveis proteicos da pHSLSe®° E) Bandas representativas das
moléculas. Foi utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos teste
de Tukey. Os valores expressos estao representados por média e erro
padrao da média. * p<0,05 vs CNT; # p<0,05 vs 45FC. A (n=5); B, C, D,
E (n=4) CNT (controle); D (dias); FC (fumaga de cigarro); 45FC
(exposigdo a fumaga de cigarro durante 45 dias); CGI-58 (gene de
identificagdo comparativa-58); pHSLSe® (lipase hormonio sensivel
fosforilada em serina 660). pPKA (proteina kinase A).
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4.4. Efeitos da exposigdo a fumacga de cigarro de camundongos
obesos, suplementados com NAC ou seguidos por igual periodo
de cessacéao

Esta etapa do trabalho teve como objetivo avaliar os
parametros metabdlicos e moleculares em camundongos obesos
por dieta hiperlipidica (DH), expostos a fumaca de cigarro (FC),
suplementados com antioxidante (NAC) e na cessagao (CESS).
A ingestédo alimentar e o peso corporal foram significativamente
menores nos grupos FC e NAC. Ambas as variaveis foram
revertidas na CESS. O indice de adiposidade e a area
adipocitéria se mantiveram sem alteragdes significativas. A
suplementagdo com NAC reduziu significativamente o conteudo
das espécies reativas, avaliadas por DCF, conteudo este que
nao foi determinado no grupo CESS devido a questdes técnicas
e de manipulacdo da amostra. Por outro lado, os niveis de
fosforilagdo da PKA e da HSLS®®%0 bem como os niveis
proteicos da CGI-58 foram significativamente aumentados nos
animais obesos (DH) e naqueles obesos expostos a fumacga de
cigarro (FC), enquanto que naqueles suplementados com NAC,
bem como na cessagao (CESS), ocorreu redugao signfificativa.
(Figura 13, 14, 15).
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Figura 13. Efeitos metabodlicos em camundongos obesos expostos
a fumaga de cigarro tratados com NAC e na cessagdo. A) Ingestao
diaria de racgao hiperlipidica B) Peso corporal final. Foi utilizado o teste
Anova One Way seguido pelo pds teste de Tukey. Os valores expressos
estao representados por média e desvio padrao da média. * p<0,05 vs
DH. A, B, (n=10); DP (dieta padrao); DH (dieta hiperlipidica); FC (dieta
hiperlipidica + fumacga de cigarro); NAC (dieta hiperlipidica + fumaga de
cigarro + N-acetilcisteina); CESS (dieta hiperlipidica + cessagdo a
fumaca de cigarro).
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Figura 14. Efeitos metabodlicos em camundongos obesos expostos
a fumaga de cigarro tratados com NAC e na cessagdo. A) indice de
adiposidade B) Area adipocitaria C) Imagens representativas da area
adipocitaria. Foi utilizado o teste Anova One Way seguido pelo pos teste
de Tukey. Os valores expressos estao representados por média e
desvio padrao da média. A, B (n=10); C (n=4); DP (dieta padrao); DH
(dieta hiperlipidica); FC (dieta hiperlipidica + fumaga de cigarro); NAC
(dieta hiperlipidica + fumaga de cigarro + N-acetilcisteina); CESS (dieta
hiperlipidica + cessagao a fumacga de cigarro).
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Figura 15. Efeitos metabdlicos e moleculares em camundongos
obesos expostos a fumaga de cigarro tratados com NAC e na
cessagdo. A) Niveis de oxidagdo por DCFH B) Niveis proteicos da
pPKA C) Niveis proteicos CGI-58 D) Niveis proteicos da pHSLSe%° E)
Bandas representativas das moléculas. Foi utilizado o teste Anova One
Way seguido pelo pés teste de Tukey. Os valores expressos estdo
representados por média e desvio padrao da média. * p<0,05 vs DP; #
p<0,05 vs FC. A, B, C, D, E (n=5). DP (dieta padrdao); DH (dieta
hiperlipidica); FC elou CIG (dieta hiperlipidica + fumaga de cigarro);
NAC (dieta hiperlipidica + fumacga de cigarro + N-acetilcisteina); CGI-58
(gene de identificagdo comparativa 58); pHSLS®%¢0 (lipase hormonio
sensivel fosforilada em serina 660); pPKA (proteina kinase A).
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5 DISCUSSAO

A obesidade é uma doencga de incidéncia e prevaléncia
marcante em todo o mundo, considerada um dos principais
problemas de saude publica. Atualmente as iniciativas
terapéuticas ndo tém demonstrado ser tdo promissoras e novas
descobertas se fazem necessarias. Dessa forma o atual projeto
procurou investigar a possibilidade da fumaga de cigarro alterar
a adiposidade corporal. Para tanto, foi utilizado, em todas as
etapas do presente estudo o modelo animal de exposicdo a
fumacga de cigarro, tanto magros quanto obesos, suplementado
com NAC ou submetidos a cessacgdo. Os principais resultados
encontrados foram: reducdo do peso corporal em animais
expostos a fumaca de cigarro, desde o menor ao maior tempo de
exposicao, associado a uma redugao significativa na ingestao
alimentar em todos os tempos de exposicdo. Observou-se,
também, reducéo na adiposidade e na area adipocitaria do tecido
adiposo periepididimal. Nestes mesmos animais, a exposicao a
fumaca de cigarro alterou de maneira significativa o conteudo
das espécies reativas no tecido adiposo periepididimal. Em
animais expostos a fumaca de cigarro, suplementados com NAC,
ocorreu redugcdo da ingestdo alimentar, no peso corporal, nos
niveis de DCF, na fosforilacdo PKA, HSL e niveis de CGI-58. O
indice de adiposidade e area adipocitaria nao sofreram
alteragbes no grupo suplementado com NAC. Na cessacgédo a
fumaga de cigarro, ocorreu um aumento na ingestao alimentar,
no peso corporal, no indice de adiposidade, na area adipocitaria,
redugdo no conteudo das espécies reativas, nos niveis proteicos
da CGI-58 e de fosforilagdo da PKA e HS| Ser660,

Em outra etapa do presente estudo foi avaliado se a
exposigao a fumaca de cigarro em camundongos obesos poderia
levar ao aumento das espécies reativas e se isto resultaria em
aumento da lipdlise. Os achados do presente estudo nesta etapa,
apontaram para redugdo na ingestao alimentar e peso corporal
em camundongos obesos expostos a fumaga de cigarro (FC),
suplementados com N-acetilcisteina (NAC), variaveis que foram
revertidas na cessagédo (CESS), quando comparado ao controle
(DH); indice de adiposidade e area adipocitaria sem alteragoes;
aumento das espécies reativas nos animais obesos, sendo mais
acentuado nos animais expostos a fumaga de cigarro, com
redugdo significativa quando da suplementagdo com NAC e na
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cessacgao. Este aumento das espécies reativas em camundongos
obesos expostos a fumaca de cigarro pela avaliagdo do DCF,
sugere a participacdo direta destes elementos sobre o
metabolismo do tecido adiposo. As moléculas envolvidas na
lipdlise como a pPKA, CGI-58 e pHSLSe™®8  tiveram seus niveis
aumentados em animais alimentados com dieta hiperlipicia e na
exposicdo a fumaca de cigarro, com redugdo significativa na
suplementagdo com NAC e na cessacao.

Estudos utilizando modelos animais em que a nicotina foi
administrada mostraram que os animais perdiam peso corporal
(Grunberg et al., 1986; Bishop et al., 2002; Bellinger et al., 2003),
no entanto, no presente estudo ndo podemos descartar a
participacdo de outros constituintes presentes na fumaca de
cigarro. No presente estudo também observou-se redugdo do
peso corporal em animais expostos a fumaga de cigarro, mas
nao pode-se excluir o padrdo alimentar como possivel
mecanismo dessa reducdo de peso, uma vez que 0S animais
apresentaram redugao significativa na ingestao alimentar. Em um
estudo realizado por Miyata (2001), a nicotina diminuiu
significativamente o peso corporal e a ingestao alimentar através
da diminuicdo do tamanho da refeicdo e um maior intervalo entre
as refeicdes em ratos fémeas Fisher. No presente estudo, além
da redugao na ingestao alimentar e do peso corporal em animais
expostos a fumaga de cigarro, ocorreu uma reversdo da
adiposidade e area adipocitaria na cessacéo, principalmente nos
maiores periodos. Por outro lado, a exposicdo a fumaca de
cigarro alterou de maneira significativa o conteudo das espécies
reativas, no tecido adiposo periepididimal. Expondo
camundongos a 9 cigarros diarios, Raza et al., (2013) verificaram
aumento na produgao de ERO no tecido adiposo mesentérico de
animais expostos a fumaga de cigarro em relagdo aos
camundongos nao expostos. Chen et al., (2007) demonstraram
que o acumulo de ERO esta envolvido em varios processos
fisiologicamente importantes, dentre os quais talvez esteja a
atividade lipolitica no tecido adiposo. Uma analise de tomografia
computadorizada para distribuicdo de gordura, mostrou que a
nicotina reduziu eficazmente a gordura abdominal em
camundongos que consumiram uma dieta hiperlipidica,
resultando em menor gordura visceral, achados estes que estao
em acordo em camundongos magros, mas nao quando
utilizamos camundongos obesos. Em outro estudo, o efeito da
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nicotina sobre a perda de peso em camundongos tratados com
dieta hiperlipidica foi completamente bloqueado pela
mecamilamina, um antagonista ndo seletivo dos receptores
acetilcolinico nicotinicos (nAChR), mas foi apenas parcialmente
bloqueada pela vareniclina, um agonista/antagonista parcial dos
receptores acetilcolinico nicotinico a4p2, uma droga conhecida
como Chanpix que €& usada atualmente na clinica para a
cessacgao do tabagismo (Mangubat et al., 2012).

No estudo realizado por Ypsilantis et al., (2013), a
ingestdo alimentar em ratos expostos a fumaga de cigarro
reduziu significativamente, retornando aos niveis controle apds a
quarta semana de cessacdo. O mesmo estudo ainda mostrou
uma forte e brusca redugdo do peso corporal nas 4 primeiras
semanas de exposi¢cdo a fumacga de cigarro. Interessantemente,
a ingestdo alimentar apods substancial declinio na primeira
semana retornou aos niveis controle, diminuindo o papel da
ingestao caldrica e sugerindo uma elevagao no gasto energético.
Estas evidéncias tanto de estudos clinicos quanto animais
mostram a acdo simpatomimética da nicotina, que aumenta o
gasto energético (Hofstetter, et al, 1986; Chen et al., 2007;
Audrian-McGovern e Benowitz, 2011;).

Estudos tém mostrado que as espécies reativas em
concentragbes fisiologicas desempenham fungbes celulares
importantes, as quais medeiam ativacdo da cascata de
sinalizacdo para o crescimento, diferenciacdo, proliferacdo e
apoptose (Allen e Tresini, 2000; Droge, 2002; Ji, 2007). As
espécies reativas estdo envolvidas na regulagdo da lipdlise
quando da exposi¢cao a fumaca de cigarro (Wolfe et al., 1987;
Campbell et al., 1994; Talior et al., 2003; Furukawa et al., 2004;
D’Autreaux et al., 2007). Na obesidade, ha aumento no conteudo
das espécies reativas no tecido adiposo, devido ao aumento de
agentes inflamatoérios e o consumo alimentar excessivo. Como
consequéncia ao aumento de espécies reativas, ocorre a
fosforilagdo e ativagdo da pPKA e da HSLS¢™%2 o que resulta em
aumento da lipdlise. Por outro lado, o uso de antioxidantes como
a N-acetilcisteina (NAC), difeniliodonina (DPI) e o resveratrol
anulam este efeito (Krawczyk et al.,, 2012). Porém, o
envolvimento das espécies reativas no metabolismo lipidico nao
esta totalmente elucidado, muito menos na exposi¢ao a fumaca
de cigarro.
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Sabe-se que a cessagdo do cigarro aumenta o0 peso
corporal, mas o mecanismo envolvido neste processo nao esta
claro. De acordo com Stamford et al., (1986) a cessagao do
tabagismo aumenta significativamente o consumo médio diario
de calorias (227kcal), que foi responsavel por 69% no ganho de
peso em mulheres apos 48 dias de cessagdo. No entanto,
Chirico et al., (1987), verificaram que abstinentes de cigarro, ndo
consumiram mais calorias durante 8 semanas, apesar de ganhar
1,4 kg de peso corporal, apontando que alteragdes metabdlicas
podem estar acontecendo que ndo somente o controle da
ingestado alimentar. Considerando achados da literatura, a etapa
seguinte do presente estudo foi caracterizada pela cessagédo a
fumaga de cigarro. Pode-se observar aumento da ingestado
alimentar, no peso corporal, no indice de adiposidade, e na area
adipocitaria, bem como reducdo do conteudo das espécies
reativas. Assim sugere-se que, um dos fatores contribuintes no
ganho de peso na cessacao, pode estar relacionado a mudancga
no metabolismo do tecido adiposo. Linhas convergentes de
evidéncias suportam a no¢ao de que o ganho de peso corporal
apos a cessagao ao cigarro inclui ingestao caldrica aumentada e
taxa metabdlica diminuida (Moffatt e Owens, 1991; Ferrara et al.,
2001; Filozof et al., 2004; Audrain-McGovern e Benowitz, 2011).

Ainda, Ypsilantis et al., (2013) verificaram que apds a
cessacgao do tabagismo o peso corporal ndo excedeu ao peso
dos animais controle, suportando o fato de que ex fumantes
tendem a retornar aos niveis de pessoas as quais nunca
fumaram (Williamson et al., 1991). Por outro lado, o tabagismo
esta associado com uma piora na adiposidade visceral,
independente das mudangas no IMC, o que de certa forma ajuda
a explicar o paradoxo do risco metabdlico aumentado, associado
com a adiposidade visceral, apesar da perda de peso total (Onat
et al., 2007). Este achado se assemelha ao do presente estudo,
onde animais obesos expostos a fumaga de cigarro
apresentaram maior aumento percentual da gordura mesentérica
quando comparada a periepididimal, perirenal e retroperitoneal
(dados ndo mostrados).

Fumantes em média pesam 4-5 kg menos do que nao
fumantes e quando cessam o tabagismo ganham em média 4,5
kg num periodo de 6-12 meses, e seu peso retorna a mesma
trajetdria peso/idade igualmente aos dos ndo fumantes (Audrian
McGovern e Benowitz, 2011). Porém, alguns fumantes ganham
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mais peso ao cessar o cigarro, sendo que 13% ganham mais de
10kg (Williamson et al., 1991). Individuos que cessaram o cigarro
com sucesso normalmente ganham entre 7 a 10 kg em um
periodo de 8 anos de cessagdo, enquanto aqueles que
continuaram a fumar em média ganham 4 a 5 kg (O'Hara et al,
1998; Lycett et al 2011).

A oxidacdo das gorduras pode ser um importante fator
lipostatico que regula o balango energético (Schutz, 1992). A
oxidagdo de gordura por quilograma de massa magra foi
correlacionada positivamente com uma excrecdo de 24h de
nicotina, indicando que fumantes com alta absorgdo de nicotina
utilizam mais lipidios para sustentar o gasto energético de jejum
quando comparado a nao fumantes, (Stamford et al, 1986;
Perkins et al, 1989; Jansen et al., 1995; Ferrara et al, 2001).

A obesidade esta relacionada ao aumento na producao
de espécies reativas e isso resulta em alteragdes no
metabolismo celular (Furukawa et al., 2004). Assim, buscou-se
avaliar se a exposi¢gao a fumaga de cigarro em camundongos
obesos poderia levar ao aumento das espécies reativas e se isto
resultaria em aumento da dos niveis proteicos e de fosforilagdo
de proteinas chave da lipdlise, bem como, demonstrar os
mecanismos pelos quais este processo ocorre. Os resultados
apontaram para um aumento das espécies reativas nos animais
obesos, sendo mais acentuado nos animais expostos a fumaca
de cigarro, com redugdo quando da suplementacdo da NAC.
Este aumento das espécies reativas em camundongos obesos
expostos a fumacga de cigarro sugere a participagédo direta das
espécies reativas sobre o metabolismo do tecido adiposo.

A atividade lipolitica é fortemente regulada por fatores
hormonais e nutricionais. Os principais reguladores positivos da
lipdlise sdo as catecolaminas e peptideos natriuréticos
(NPS)(Nielsen et al., 2014). Considerando o exposto, nos
avaliamos o conteudo das moléculas da cascata lipolitica do
tecido adiposo periepididimal de camundongos obesos expostos
a fumaga de cigarro suplementados com NAC, na cessagéo,
especialmente tendo como alvo a regulagdo molecular de uma
das principais lipases, a pHSLS®%¢ a pPKA, e a CGI-58. Os
resultados em camundongos expostos a fumaga de cigarro
apontaram para um aumento significativo da fosforilagdo da PKA
nos grupos de 15D, 30D, 45D e 60D. Quando da suplementacéo
com NAC ocorreu uma redugdo significativa nos niveis de
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fosforilagdo da PKA. O mesmo ocorreu na cessagao. A ativagao
da PKA também pode ser mediada pelas espécies reativas, visto
que o uso do antioxidante reduz os niveis de fosforilagéo e leva
a menor agido de algumas enzimas envolvidas no evento
lipolitico. Em um estudo realizado por Alberdi et al., (2011), no
qual foi utilizado o resveratrol como antioxidante, houve redugao
do tecido adiposo, esta reducéo foi atribuida a um incremento na
fosforilagdo da PKA.

Em adipdcitos sem estimulos lipoliticos, CGI-58 liga-se
fortemente a goticulas de lipidios, interagindo com perilipina A
(Zechner et al, 2009). Contudo, a CGI-58 se dissocia da perilipina
quando de uma estimulagdo lipolitica pela ativacdo dos
receptores [(-adrenérgicos, que causa um aumento no
monofosfato de adenosina ciclico e consequente ativagdo da
proteina quinase A (PKA). Este processo libera CGI-58 para
associar-se a ATGL. No presente estudo, os niveis de CGI-58
nos animais magros expostos a fumaga de cigarro foram
auemntados em relagdo aos controle, com redugao significativa
nos grupos expostos a fumaga de cigarro suplementados com
NAC e na cessagado, com achados semelhantes no grupo de
animais obesos.

Os resultados do presente estudo apontaram para um
aumento dos niveis da pHSLS®®° nos camundongos magros
expostos a fumaga de cigarro. No entanto a suplementagdo com
NAC e a cessagéo reduziram significativamente a ativacdo da
pHSLSe®%0  Em camundongos obesos houve aumento
significativo naqueles expostos a fumaca de cigarro, redugao nos
suplementados com NAC e na cessagdo. Em camundongos a
ativacao de HSL esta relacionada com a fosforilagdo da PKA em
residuos regulatorios especificos de serina como Ser®%3, Ser®° e
Serb€0 (Stralfors et al., 1985; Garton et al., 1990; Anthonsen et al.,
1998) correspondendo aos residuos humanos da Ser%%?, Ser64°,
Serb% (Contreras et al., 1998; Watt et al., 2007), o que aponta
para o envolvimento destas proteinas na lipdliese, mediado pelas
espécies reativas, uma vez que o antioxidante reduz sua
ativacao.

Diversos estudos dentre os quais o estudo de Mineur et
al., (2011), apontam para o fato de que a fumacga de cigarro tem
seus efeitos sobre o sistema nervoso central, que aumenta o
gasto energético, inibe a fome, aumenta a lipdlise e diminui o
peso corporal. Por outro lado, resultados de outros estudos sao
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conflitantes, quando analisados os efeitos diretos da fumacga de
cigarro sobre os tecidos periféricos, especialmente sobre o tecido
adiposo. Os seus mecanismos permanecem em parte
desconhecidos. Neste sentido, estudos complementares em
cultura de células poderiam apontar se as alteragbes metabdlicas
induzidas pela fumaga de cigarro ocorrem em fungdo do
envolvimento mais acentuado do sistema nervoso central ou
periférico.

Os resultados do presente estudo, tomados em conjunto
demonstram que a exposicdo a fumaga de cigarro de
camundongos magros e obesos leva a ingestdo alimentar
reduzida, reducdo no peso corporal, bem como ativacdo das
principais enzimas lipoliticas, sugerindo efeitos das espécies
reativas neste processo, uma vez que a suplementacido com
NAC e a cessacao revertem os achados.



92



93

6 CONCLUSAO

A exposicdo a fumaga de cigarro em camundongos
magros reduz a ingestao alimentar, o peso corporal, o indice de
adiposidade e area adipocitaria, aliados a niveis aumentados das
espécies reativas e consequente aumento da pPKA, CGI-58,
pHSL. A suplementagdo com NAC em camundongos magros
expostos a fumaga de cigarro leva a redugdo na ingestao
alimentar, no peso corporal, sem alterar o indice de adiposidade
€ a area adipocitaria, bem como reduz a atividade das moléculas
da cascata lipolitica e das espécies reativas. Na cessacdo a
fumacga de cigarro ocorre aumento da ingestdo alimentar, peso
corporal, indice de adiposidade, area adipocitaria, reducéo das
espécies reativas e da pPKA, CGI-58 e pHSLse0 Em
camundongos obesos, a exposigdo a fumaga de cigarro e a
suplementagdo com NAC reduz a ingestdo alimentar e peso
corporal sem alterar de forma evidente o indice de adiposidade e
area adipocitaria. A cessagdo a fumaga de cigarro em
camundongos obesos aumenta a ingestdo alimentar e o peso
corporal. Em animais obesos, a atividade da pPKA, CGI-58 e da
pHSL sensivelmente aumenta na exposigéo a fumacga de cigarro
e reduz com na suplementacdo com NAC, e na cessacgdo. Os
resultados tomados em conjunto sugerem que em camundongos
magros e obesos a fumaga de cigarro desencadeia uma agéo
lipolitica, que parece ser modulada, pelo menos em parte, pelas
espécies reativas.
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ANEXO A — Carta de Aprovacgao da CEUA

i
ACEUA
unesc A
Resolugio

A Comizzdo de Etica mo Uko de Amimais, normotizade pela Resolugis n
02/201 I/Camara Propex d acordo com a Lei Federal 11. 794, analizou o projeto abaix.

Frotocelo: 0012013-2

Professor Responsavel: Clandio Teodore de Souca.
Eguipe: Ricardo Aurine de Pinke, Danigia Roxo de Souza, Schérolin de Olfveira Margues,
Thats Fernandes Luciano, Alessandra Gongalves Machado.

Timdo: “AVALTACA0 DAS ALTERACOES METABOLICAS E MOLECULARES Dd
EMMJHMCAMMOMMM TECIDGS DE
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OXTGENTO E AMPE™.
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Camundongo heteregenice Swiss 30 digs 20-25g. Or membros do CEUA ndo participaram
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