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Resumo/Abstract

O tecido adiposo é um orgdo enddcrino dinamico, secretando factores importantes na
regulacdo do metabolismo, fluxo vascular sanguineo e linfatico, e fungdo imunoldgica,
entre outros. Em caso de acumulacéo de tecido adiposo por ingestdo de uma dieta gorda,
ou por disfuncdo metabdlica, os adipocitos podem desencadear uma reaccdo inflamatoria
por falha na drenagem linfatica, acumulando-se mediadores inflamatorios, os quais
potenciam a propagacgéo da reac¢do. Assim, questiona-se uma potencial associagdo entre o
aumento de tecido adiposo na obesidade, hipdxia adipocitaria e estimulacdo da
linfangiogénese. Além disso, a expressdo de adipocinas varia de acordo com a distribuicéo
do tecido adiposo (subcutaneo, TAS e visceral, TAV). Deste modo, pretende-se com este
estudo contribuir para 0 aumento do conhecimento sobre os complexos mecanismos
moleculares subjacentes a linfangiogénese. Ensaios com ratinhos da estirpe C57BI/6J
(modelo de obesidade) e BALB/c (modelo de asma e obesidade), divididos em grupos
submetidos a dieta normal e dieta rica em gordura. Avaliacdo semi-quantitativa da
expressao tecidular de LYVE-1 (marcador da linfangiogénese) por imunohistoquimica em
material embebido em parafina, no TAS e TAV, e cromatografia liquida de ultra-
performance acoplada de espectrometria de massa (UPLC-MS) para analise da expressao
plasmatica de ceramida e esfingosina-1-fosfato (S1P). No modelo de obesidade observou-
-se diminuicdo do nimero de vasos linfaticos e expressdo de LYVE-1 ao longo do tempo
no TAV, e aumento de ambos os parametros e hipertrofia adipocitaria no TAS. As
concentracdes de ceramida e S1P corroboram a existéncia de um processo inflamatério nos
ratinhos em estudo, ainda que numa fase muito inicial. No modelo de asma e obesidade,
apos 17 semanas de tratamento, observou-se incremento da linfangiogénese no TAV, mas
ndo no TAS. A resposta inflamatéria avaliada através dos diferentes parametros permite
afirmar que num estadio inicial de obesidade a proliferacdo linfatica podera estar a ser
retardada pela hipertrofia adipocitaria. A libertacdo de adipocinas serd observada apenas
numa fase posterior, desencadeando todo o processo inflamatério que incrementara a
proliferacdo linfatica. Adicionalmente, é possivel sugerir que a maior pressdo a qual o
TAV se encontra sujeito ndo favorece a proliferacdo linfatica, pelo menos num estadio

incial.

Palavras-chave: Asma, linfangiogénese, LYVE-1, PROX-1, tecido adiposo, VEGF.



Adipose tissue is an endocrine and dynamic organ which secrets important factors in
metabolism, blood and lymphatic vascular flow, and immune function, among many other
functions. In case of adipose tissue accumulation due to a high fat diet or metabolic
disfunction, adipocytes may initiate an inflammatory reaction for lymphatic drainage
failure, accumulating inflammatory mediators, which may spread the inflammatory
reaction. Consequently, this raises questions in order to a potential association between
adipose tissue increasing in obesity, adipose hypoxia and lymphangiogenesis stimulation.
Furthermore, expression of adipokines varies according to adipose tissue distribution
(subcutaneous, SAT and visceral, VAT). This contributes to an impaired molecular
heterogeneity, however there’s a lot remaining unknown. So, we pretend to contribute to
disclose the complex molecular mechanisms underlying lymphangiogenesis. Lab animals
experiments using C57BI/6J (obesity model) and BALB/c (obesity and asthma model),
divided into normal diet and high fat diet groups. Semi-quantitative evaluation of LYVE-1
tissue expression by immunohistochemistry in formalin-fixed and paraffin embedded
tissue sections, in SAT and VAT, and Ultra Performance Liquid Cromatography plus Mass
Spectrometry for ceramide and sphingosine-1-phosphate (S1P) plasma expression analysis.
In obesity model, it was observed a reduction in the number of lymphatic vessels and
LYVE-1 expression over time in VAT, and both parameters increasing in SAT, plus
adipose hypertrophy. The concentrations of ceramide and S1P corroborate the existence of
an inflammatory process in mice under study, though a very early stage. In obesity and
asthma model, it was observed an increment in lymphangiogenesis in VAT, but not in
SAT, after 17 weeks of treatment. Inflammatory response assessed by the different
parameters in study allows the statement that in an early obesity stage, lymphatic
proliferation is likely to be delayed by adipocyte hypertrophy. The release of adipokines is
observed only at a later stage, triggering the entire inflammatory process that will increase
lymphatic proliferation. Furthermore, it is plausible to suggest that the utmost pressure to
which the VAT is subjected does not favor lymphatic proliferation, at least in an initial

stage.

Keywords: Asthma, adipose tissue, lymphangiogenesis, LYVE-1, PROX-1, VEGF.
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Linfangiogénese no tecido adiposo em modelos de doenga inflamatéria crénica (asma e obesidade)

1. Introducéao

1.1.0 sistema linfatico, o tecido adiposo e a obesidade

O sistema linfatico constitui uma rede vascular complementar ao sistema vascular
sanguineo, sendo considerado um sistema vital. A vasculatura linfatica recolhe os fluidos e
as macromoléculas extravasados dos tecidos e redirecciona-os para a circulacéo sanguinea.
Esta rede desempenha importantes fun¢bes ao nivel da defesa imunitaria, transportando
antigénios e mensageiros moleculares (tais como, citocinas e quimiocinas) do intersticio
até aos nddulos linfaticos e 6rgdos linfoides, funcionando como uma interface entre o
corpo e 0 meio-ambiente. Participa na remocdo de bactérias, toxinas e outros elementos
toxicos dos tecidos, redireccionando-os para 0 sangue, € consequentemente para 0s 6rgdos
responsaveis para que ocorra a sua eliminagdo/desintoxicacdo. Adicionalmente, contribui
para a manutencdo metabolica, visto ser importante no armazenamento de energia e
funcBes metabolicas, tal como constituir um meio de absorcdo, armazenamento e ingestao
dos lipidos ingeridos (Karpanen & Makinen, 2006; Tammela & Alitalo, 2010; von der
Weid & Rainey, 2010).

Contrariamente ao sistema vascular sanguineo, o sistema linfatico é formado por
uma rede de fluxo unidireccional, no qual a linfa retorna ao sistema cardiovascular. Os
vasos linfaticos surgem apds a completa formacdo e estabilizacio do sistema
cardiovascular, sendo que as células endoteliais linfaticas derivam do endotélio venoso.
Este sistema inicia 0 seu desenvolvimento ainda durante a fase embrionaria. Na fase
adulta, as células endoteliais encontram-se num estado quiescente, contudo, competentes
para responder a variados estimulos, acompanhando o crescimento dos vasos sanguineos
em caso de regeneracdo tecidular, processos cicatriciais e inflamatérios, bem como,
proliferacdo e disseminacdo tumoral (Jeltsch, Tammela, Alitalo, & Wilting, 2003,
Karpanen & Mékinen, 2006).

Os nodulos linfaticos encontram-se na sua quase totalidade envolvidos por tecido
adiposo, e a maioria dos depdsitos periféricos de tecido adiposo contém um ou mais
nodulos linfaticos (von der Weid & Rainey, 2010).

O tecido adiposo é hoje em dia considerado um 6rgao endocrino dinamico, o qual

segrega acidos gordos, hormonas, proteinas, peptidos, factores do complemento, e muitas
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outras substancias bioactivas designadas por adipocinas — citocinas, quimiocinas e
produtos da actividade enzimatica tecidular - as quais actuam de modo autdcrino, paracrino
e/ou enddcrino. O tecido adiposo branco é composto por aproximadamente 50% de
adipdcitos, 10% macréfagos, sendo a restante parcela atribuida a pré-adipécitos,
fibroblastos e células endoteliais e epiteliais (Karastergiou & Mohamed-Ali, 2010). Todos
estes tipos celulares sdo responsaveis pela secrecdo de adipocinas. Os factores secretados
estdo envolvidos em importantes processos fisioldgicos, nomeadamente, ao nivel da
regulacdo do apetite, metabolismo energético, metabolismo lipidico e da glicose,
diferenciacdo adipocitaria, regulacdo do fluxo vascular sanguineo e linfatico e fungédo
imunolodgica. Em caso de acumulacéo de tecido adiposo por ingestdo de uma dieta gorda,
ou por disfuncdo metabdlica, os adipdcitos podem desencadear uma reaccgdo inflamatoria
por falha na drenagem linfatica pelos capilares primarios. Assim, verifica-se a acumulagdo
de neutrofilos, macréfagos e outros mediadores inflamatorios, bem como a sintese
desregulada de adipocinas (especialmente as pro-inflamatorias) no tecido, os quais
potenciam o aumento de reac¢des inflamatorias dos vasos e do intersticio. De salientar que
a infiltracdo de macrdéfagos em obesos estd directamente relacionada com a dimenséo dos
adipdcitos, implicando uma modificagdo dos macrofagos de um fenétipo nao-inflamatorio
para o de células espumosas. Para além da secrecdo de mediadores inflamatérios como a
interleucina-6 (IL-6) ou o Factor de Necrose Tumoral a (TNFa), observa-se um infiltrado
com elevado numero de macrdfagos (Figura 1), sendo provavel que as citocinas pro-
-inflamatérias sejam maioritariamente produzidas por estes, e ndo unicamente pelos
adipdcitos (Galic, Oakhill, & Steinberg, 2010; Maenhaut & Van de Voorde, 2011; Poulos,
D. B. Hausman, & G. J. Hausman, 2010; von der Weid & Rainey, 2010).

Alguns autores sugerem que o nimero de adipécitos mortos e macréfagos no tecido
adiposo aumenta com o aumento de massa gorda, estando relacionados com a inflamagao
associada a obesidade, visto esta ser considerada um estado inflamatorio cronico de baixo
grau (Costa, Incio, & Soares, 2007; Galic et al., 2010; West, 2009). Observa-se entdo o
aumento plasmatico das citocinas pro-inflamatdrias em resposta a morte adipocitaria e as
areas de hipoxia por acumulacdo de tecido adiposo. Com esse aumento, € possivel que o
fornecimento de sangue seja comprometido, tornando-se insuficiente. Assim, surgem areas
de hipoxia adipocitaria, e consequente resposta inflamatoria que estimula a angiogénese.
Como os vasos sanguineos necessitam de vasos linfaticos nas suas proximidades de forma

a assegurar a manutencdo da homeostasia de fluidos nos tecidos, é provavel que ocorram
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processos linfangiogénicos. A resposta celular ao estado de hipoxia é a producgéo do factor
de transcricdo do factor indutor de hipoxia 1 (HIF-1), o qual regula varios genes, e cuja
expressdo ¢ estimulada por citocinas como o TNFa e IL-6. Alguns dos genes-alvo para o
HIF-1 sdo os factores de crescimento vascular endotelial A, C e D (VEGF-A, VEGF-C e
VEGF-D), os quais desempenham importantes funcGes na formacdo de novos vasos
sanguineos e linfaticos. Além disso, pode existir uma associacao entre 0 aumento de tecido
adiposo na obesidade, hipdxia adipocitaria e estimulacdo da linfangiogénese (Schaffler et
al. 2005; Wellen & Hotamisligil 2003; von der Weid & Rainey 2010).

-

" : 4
\, 7/ ‘\ )
MACROFAGO - e, - )

Vv
TIL-6, T TNFa

Figura 1 - Aumento da infiltracdo de macr6fagos em caso de obesidade induzida por dieta rica em gorduras
(high fat diet). A hipertrofia do tecido adiposo contribui para a acumulagdo de neutrdfilos, macréfagos e
outros mediadores inflamatoérios no tecido, potenciando reac¢des inflamat6rias nos capilares e no intersticio.
Adaptada de Galic et al. 2010.

Recentemente, o papel activo dos macrofagos na linfangiogénese foi apoiado pela
descoberta de que estas células podem diferenciar-se em células endoteliais linfaticas, ou
partilhar os mesmos progenitores. A diminuicdo de macréfagos e consequente inactivacao
contribui para a reducdo da formacdo de vasos linfaticos, essencial para a redugdo do
estado inflamatorio tecidular (Karpanen & Alitalo, 2008; Karpanen & Mékinen, 2006; von
der Weid & Rainey, 2010).

No que concerne a expressédo de adipocinas de acordo com a distribuicdo do tecido
adiposo, observou-se que o padréo secretado pelo tecido adiposo visceral (TAV) apresenta
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diferencas relativamente ao tecido adiposo subcutaneo (TAS). Ou seja, o TAV €
responsavel por uma maior secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como, por exemplo,
VEGEF e IL-6. Este diferencial secretorio permite concluir que o potencial danoso do TAV
sobre os diferentes 6rgdos é superior aos efeitos causados pelo TAS (Deng & Scherer,
2010; Karastergiou & Mohamed-Ali, 2010). As diferencas observadas ao nivel da
expressao de adipocinas contribuem para alteracfes do fluxo de metabolitos nos sistemas,
as quais poderdo causar alteracOes estruturais observadas em diferentes situagdes
patoldgicas. Destas, destacam-se alteracOes lipidicas, diabetes, hipertensdo e aterosclerose,

as quais apresentam elevada correlacdo com o aumento de TAV.

Estudos realizados em ratinho revelaram existir elevada correlacdo entre 0 aumento
de adiposidade e a expressdo de um numero significativo de genes tipicamente expressos
pelos macrofagos. Nestes casos, tanto o tamanho dos adipdcitos como o peso corporal total
revelaram-se preditivos do numero de macréfagos encontrados no tecido adiposo, sendo
esta relacdo ainda maior para 0 TAV do que para o0 TAS. Assim, estabeleceu-se uma
associacdo entre o aumento de peso no ratinho e a infiltracdo dos adipdcitos pelos
macrofagos, e subsequente producdo de sinais pro-inflamatérios pelo TA, sendo que estas
alteragBes inflamatdrias foram mais visiveis no TAV, o qual esta associado a um risco
metabolico mais elevado (de Jongh et al., 2006; West, 2009; Wisse, 2004). Por outro lado,
e de acordo com estas observac@es, sugeriu-se que o TAS se encontra associado a stress
fisico e variacBes de pressdo menores, pelo que a prdpria resposta inflamat6ria num estado
de obesidade subcutanea é menor comparativamente a um estado de obesidade visceral
(Deng & Scherer, 2010; West, 2009). E de salientar que a relacdo entre o tecido adiposo

visceral e o padrdo inflamatdrio também foi observado em estudos efectuados no Homem.

1.2.0 modelo da doenca inflamatdria crénica (asma) e a obesidade

A obesidade é ainda um factor de risco para diversas doengas cronicas, como a
asma, existindo diversos dados epidemiolégicos e estudos sobre os efeitos do aumento e
reducdo de peso indicativos de uma forte relacdo entre a asma e a obesidade. Alguns dados
publicados sugerem uma associagdo entre a ingestdo de uma dieta rica em gordura com
uma hipersensibilidade das vias aéreas e risco de desenvolvimento de asma. Assim,
estabeleceu-se a existéncia de um risco relativo significativo de desenvolvimento de asma
com estados de excesso de peso e obesidade. A obesidade pode ainda aumentar a

gravidade da patologia em individuos afectados pela asma, bem como interferir

Pagina 5



Linfangiogénese no tecido adiposo em modelos de doenga inflamatéria crénica (asma e obesidade)

negativamente com a medicacdo a estes administrada (Shore, 2007; Wood, Garg, &
Gibson, 2011).

Ainda que a etiologia da relacdo entre obesidade e asma ndo tenha sido
estabelecida, apresentam-se diferentes e variadas explicacbes. Uma das explicagdes
recentemente apresentada relaciona-se com alteragcdes ao nivel da fungdo enddcrina do
tecido adiposo na obesidade. Como foi referido anteriormente, o tecido adiposo secreta
uma elevada quantidade de adipocinas, as quais podem representar um importante elo na
relacdo entre a obesidade e a asma, podendo a obesidade levar ao desenvolvimento ou
progressdo da asma atraves de mecanismos inflamatérios. Um vasto conjunto de
adipocinas, nomeadamente TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10, TGF-B, PAI-1, VEGFR, entre outros,
encontram-se associadas a asma, considerando-se que 0 aumento da sua expressdo num
estado de obesidade podera exacerbar inflamacgédo e/ou obstrucdo das vias aéreas na asma.
A expressdo do VEGF encontra-se elevada no soro de individuos com excesso de peso e
obesos. Em individuos com asma, o numero de células das vias aéreas que expressam
VEGF correlaciona-se directamente com a sua vascularizagdo, e inversamente com o
calibre das vias. Também o TNF-a e a IL-6 encontram-se aumentados quer num estado de
obesidade quer de asma. Existem ainda estudos em humanos que correlacionam o aumento
destes dois marcadores com a ingestdo de uma dieta rica em gordura. Além destas
explicacbes, surgem outras considerando uma predisposi¢do genética comum ou aspectos
comuns nas condi¢fes in utero. Assim, sdo diversos os factores passiveis de contribuirem
para a relacdo existente entre obesidade e asma (Beuther, 2010; Van Hove et al., 2009;
Shore, 2007; Wood et al., 2011).

No que concerne as estirpes de ratinhos mais utilizadas no estudo da relacdo entre a
obesidade e a asma, observa-se uma preferéncia pelos C57BI/6J e BALB/c, sendo que
alguns aspectos como a duracdo da exposi¢do ao alergénio e perfil genético exercem um
elevado impacto em caracteristicas fenotipicas da patologia. Assim, estudos realizados
permitiram concluir que a estirpe BALB/c apresenta uma proliferacdo adaptativa do
musculo liso das vias aéreas, sendo ainda a Unica estirpe a apresentar uma resposta
inflamatoria mais elevada apds exposi¢do prolongada ao alergénio. Ainda assim, ndo é
possivel afirmar a existéncia de um modelo de ratinho passivel de mimetizar
completamente a patofisiologia de individuos asmaticos, principalmente porque esta € uma

patologia com elevada heterogeneidade. Deste modo, € necessario ter em consideracdo o
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perfil genético, bem como os diferentes aspectos do fendtipo patoldgico, aquando da

seleccdo do modelo para estudo (Van Hove et al., 2009).

1.3. Factores de transcricdo e diferentes vias de sinalizacdo envolvidas no processo

linfangiogénico

O estudo do processo linfangiogénico no contexto da obesidade contempla inimeras
moléculas, designadamente factores de transcri¢do, as quais se encontram envolvidas em
diversas cascatas de sinalizacdo celular. Deste modo, as abordagens adoptadas para o
estudo do metabolismo lipidico podem ser diversificadas, complementando-se entre si. As
vias associadas a proliferacdo e morte celulares ao nivel vascular e lipidico envolvem

multiplos factores de transcricdo, receptores e mediadores de sinal.

1.3.1. PROX-1, VEGFR-3 e os seus ligandos VEGF-C e VEGF-D e LYVE-1

O gene/factor de transcricdo PROX-1 (Figura 2) € um marcador especifico para o
estudo de vasos linfaticos no sistema vascular, revelando-se essencial na determinacao da
identidade das células endoteliais linfaticas (LECs). As células de ratinho nas quais nao
seja expresso 0 gene PROX-1 ndo expressam marcadores endoteliais linfaticos, mantendo
o fenotipo de vasculatura endotelial sanguinea. Além disso, uma deleccdo endotelial
especifica do gene contribui para o desenvolvimento de obesidade, indicando uma eventual
associacao entre disfungdes na drenagem linfatica e a obesidade (Saharinen, Tammela,
Karkkainen, & Alitalo, 2004).

O VEGFR-3, também conhecido por Flt4, é um dos genes sobre-expressos pelo
PROX-1 no endotélio linfatico, sendo considerado o regulador major da linfangiogénese
(Figura 2). A expressdo do VEGFR-3 € prévia a formagdo de vasos linfaticos, sendo numa
fase embrionaria expresso apenas na vasculatura sanguinea. Ao longo desse
desenvolvimento a sua expressdo diminui na vasculatura sanguinea, restringindo-se
unicamente a vasculatura linfatica e capilares sanguineos fenestrados. Contudo, existem
dados que indicam que este receptor pode ser novamente expresso pelo endotélio vascular
sanguineo em situagfes tumorais, podendo contribuir para a angiogénese e crescimento
tumoral (Liersch & Detmar, 2007). A sinalizacdo continua induzida pelos ligandos do
VEGFR-3 é necesséria para a sobrevivéncia e manutencdo dos vasos linfaticos durante o

desenvolvimento embrionario e pds-natal, tornando-se independentes apos este periodo. Os
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dois ligandos do VEGFR-3, VEGF-C e VEGF-D, induzem o crescimento linfatico, ainda

que ndo exclusivamente.

H0f— VEGF g, VEGFR:
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Figura 2 — A heterogeneidade molecular das células endoteliais linfaticas (LECs). Numa situacdo de hipdxia
observa-se a inducdo da expressdo de VEGF- C e D, os quais potenciam o recrutamento de macréfagos
positivos para 0 VEGFR-1 e VEGFR-3. O gene/factor de transcricdio PROX-1 desempenha a fungdo
essencial na identidade das LECs expressando varios outros marcadores, destacando-se o PECAM-1 e o
LYVE-1. Adaptada de Saharinen et al. 2004.

O VEGF-C é sobre expresso em resposta a citocinas pré-inflamatorias, sugerindo
que este desempenhe a funcdo de estimulacdo do crescimento linfatico durante a
inflamacdo. Além disso, o seu receptor VEGFR-3, bem como o VEGFR-1, sdo expressos
por uma fraccdo de mondcitos do sangue periférico, activando os macréfagos. O VEGF-C
é essencial para o crescimento organizado da vasculatura linfatica, sendo necessario para a
proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia das LECs até que ocorra a maturacdo pés-natal da
vasculatura linfatica (Figura 2). Além desta funcdo, os macrofagos desempenham um papel
relevante na expressdo do VEGF-C em diversas situagcdes de regeneracdo do tecido
linfatico. Encontram-se descritos muitos outros factores de crescimento indutores da
linfangiogénese tais como, factor de crescimento hepéatico (HGF), factor de crescimento
derivado das plaquetas B (PDGF-B) e factor de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2), por
vias dependentes ou independentes do VEGFR-3 (Karpanen & Makinen, 2006; Yan,
Avraham, Zampell, Aschen, & Mehrara, 2011).
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Por outro lado, o VEGF-D, ainda que envolvido na proliferacdo, migracdo e
sobrevivéncia das LECs, ndo € considerado indispensavel para o desenvolvimento
embrionério de ambos os sistemas vascular e linfatico. Esta conclusdo advém da
observagdo de apenas uma ligeira redugdo do numero de vasos linfaticos em estruturas
pulmonares em caso de delecdo deste gene (Karpanen & Makinen, 2006; Tammela &
Alitalo, 2010).

Os ligandos VEGF-C e D também apresentam afinidade com o receptor VEGFR-2
estabelecendo ligacdo e activando-o. Pensa-se que a expressdao do VEGFR-2 nos vasos
linfaticos contribua para a sinalizacdo quimiotatica e mitogénica. Além disso, foi sugerida
a sinalizacdo do complexo heterodimérico dos receptores VEGFR-2 e VEGFR-3,
considerada fundamental na migracdo e proliferacdo das LECs (Figura 2). Contudo,
observou-se que uma forma mutante do VEGF-C, a qual ndo estimula o VEGFR-2 e
VEGFR-3, € suficiente para a estimulacdo da linfangiogénese e manutencdo da vasculatura
linfatica durante a fase adulta, seja em ratinhos ou humanos (Karpanen & Makinen, 2006;
Liersch & Detmar, 2007; Schulte-Merker, Sabine, & Petrova, 2011) . Outro estudo indica
que apenas a activacdo do VEGFR-2 promove o aumento do calibre das veias linfaticas,
mas nédo a disseminagdo das mesmas (Schulte-Merker et al., 2011).

O receptor-1 do hialuronano linfatico endotelial, também conhecido por LYVE-1, é
uma glicoproteina transmembranar tipo I, membro da superfamilia de proteinas Link e
estabelece ligagdes com o glucosaminoglicano da matriz extracelular hialuronano (Gale et
al., 2007; Johnson, Prevo, Clasper, & Jackson, 2007). Encontra-se restrito quase
exclusivamente ao endotélio linfatico, revelando-se um dos marcadores endoteliais
linfaticos mais especificos e amplamente utilizados, sendo também expresso pelos
macrdfagos. Actualmente, é também utilizado como indicador da competéncia endotelial
linfatica. A sua expressdo varia com o desenvolvimento da vasculatura linféatica, sendo que
numa fase adulta a expressdo nos vasos colectores diminui, mantendo-se elevada apenas
nos capilares linfaticos. Contudo, varios autores consideram controverso e questionavel o
seu papel essencial no desenvolvimento ou fungdo normais nos vasos linfaticos, existindo
estudos que sugerem uma funcdo mais especifica ou a existéncia de
mecanismos/receptores compensatorios na sua auséncia (Gale et al., 2007; Karpanen &

Alitalo, 2008; Tammela & Alitalo, 2010). Outros autores questionam se este receptor nao
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sera expresso apenas em situacdes de stress, como é o caso da inflamagdo (Cho et al.,
2007; Johnson et al., 2007).

As diferentes vias e factores de crescimento associados ao endotélio linfatico e
envolvidos na linfangiogénese contribuem para uma heterogeneidade molecular da qual
ainda muito se desconhece. Neste contexto, quando se considera o tecido adiposo e 0
estado inflamatério que caracteriza a obesidade, muitas mais incognitas e aspectos
controversos surgem para discussdo. O objectivo principal do presente estudo é contribuir
para desvendar alguns dos mecanismos moleculares subjacentes a linfangiogénese no

tecido adiposo no contexto da obesidade.

1.3.2. Esfingolipidos e linfangiogénese: Ceramida e Esfingosina-1-Fosfato

Os esfingolipidos desempenham importantes fungdes estruturais ao nivel da
membrana plasmatica. Contudo, o papel destas moléculas vai muito além da sua funcéo
biofisica, apresentando bioactividade como mediadores de diversos processos celulares,
tais como, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e inflamacdo. Assim, as células mantém
um equilibrio dinamico dos diferentes metabolitos esfingolipidicos. Destes, € no que
concerne a esta bioactividade, destacam-se a ceramida (Cer) e a esfingosina 1-fosfato
(S1P). A ceramida pode resultar de diferentes processos: hidrolise da esfingomielina
membranar, por ac¢do da esfingomielinase, ou pela sintese de novo a partir de &cidos

gordos saturados de cadeia longa, via transferase da serina-palmitoil (Figura 3).

— e .
Ho—{ 0 HO a O
KH MH iy
“'Fg‘:’ o oH b
Esfingomielina Ceramida Esfingosina Esfingosina-1-Fosfato

Esfingomielinase Ceramidase Esfingosina-cinase

Figura 3 - Diagrama esquematico do metabolismo dos esfingolipidos, e alvos ou metabolitos da
esfingomielina e metabolismo dos esfingolipidos. A destacar a degradacdo reversivel da ceramida em S1P,
mantendo um equilibrio associado a uma situacdo de apoptose ou proliferacdo celular. Adaptado de
Alewijnse & Peters, 2008.
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Posteriormente, por accdo de duas isoformas da cinase da esfingosina (SpK1 e
SpK2), a ceramida pode ser metabolizada em esfingosina, convertendo-se esta em S1P
(Gangoiti et al., 2010; Lahiri & Futerman, 2007; Lipina & Hundal, 2011; Samad, Hester,
Yang, Hannun, & Bielawski, 2006).

Os estudos realizados com o objectivo de estudar a bioactividade destas moléculas
descrevem-nas como envolvidas em diversas vias de sinalizacao celular, nomeadamente ao
nivel da regulacdo de processos de crescimento, motilidade, sobrevivéncia, senescéncia e
apoptose celulares. Além disso, algumas alteracdes patofisioldgicas, como a obesidade e a
diabetes, ao nivel do tecido adiposo e plasma, encontram-se associadas a anomalias do
metabolismo destes esfingolipidos, entre outros, (Samad et al., 2006). A destacar que, no
gue concerne aos processos descritos, sdo propostas funcdes antagdnicas a ceramida e S1P
(Figura 4), sendo que a activacdo de determinada via de sinalizagdo em detrimento de outra
deve-se ao equilibrio entre ambas as biomoléculas (Lahiri & Futerman, 2007; Samad et al.,
2006).

A ceramida é caracterizada por ser uma biomolécula, que atingindo determinados
niveis intracelulares, apresenta  capacidade anti-proliferativa, prd-apoptotica.
Adicionalmente, é descrita como responsavel por efeitos toxicos em células mais sensiveis,
estando assim associada a complicacbes como a diabetes e resisténcia a insulina,
inflamacdo, aterosclerose e alteracdes neurodegenerativas. Esses niveis intracelulares
podem ter origem em variados estimulos extracelulares, tais como, stresse oxidativo, 6xido
nitrico, citocinas pré-inflamatorias (tais como TNF-a, IL-1), lipoproteinas de baixa
densidade, niveis elevados de &cidos gordos livres e/ou endotoxinas, condicBes que
caracterizam o tecido adiposo na obesidade. A sua funcao pro-apoptética relaciona-se com
a activacao de cascatas de sinalizacdo envolvendo a activacdo da caspase por intermédio
do citocromo C (Gangoiti et al., 2010; Lahiri & Futerman, 2007). Em todo o caso, €
importante salientar que a topologia da formacdo da ceramida esta directamente
relacionada com as suas funcbes de biomolécula reguladora, pelo que nem sempre esta
apresenta actividade pré-apoptotica e anti-proliferativa. Um exemplo destas funcdes é a
prevencdo de entrada em apoptose das células neuronais (Gangoiti et al., 2010).
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Factores de crescimento (PDGF, EGF, ...)
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Figura 4 -Representacdo esquematica das funcGes da S1P e ceramida na sobrevivéncia e morte celulares.
Mecanismos envolvidos na regulacéo da producdo de ambas as biomoléculas. Abreviaturas: Cer — Ceramida; CerS
— Ceramida Sintetase; Sa — Esfinganina; SM — Esfingomielina; SMase — Esfingomielinase; So — Esfingosina;

SpK1 — Esfingosina Cinase 1.

Por outro lado, a S1P é uma molécula bioactiva e pluripotencial, sintetizada e
secretada por plaquetas, mastocitos e mondcitos, e 0s seus receptores sdo amplamente
expressos. E responsavel por mdltiplos efeitos sobre variadas células e tecidos,
encontrando-se envolvida na proliferacdo e sobrevivéncia celular, regulacdo de processos
de migracdo celular, angiogénese, linfangiogénese e maturacao vascular, génese tumoral e
inibicdo da apoptose induzida pela ceramida, TNF-o e outros agentes toxicos (Gangoiti et
al., 2010; Hla, 2003; Tammela & Alitalo, 2010; Yoon et al., 2008). Esta biomolécula
desempenha a sua funcdo de proliferacdo celular por intermédio de efectores como a
fosfolipase C, adenilato ciclase, cinase de regulacdo de sinal extracelular (ERK), entre
outros (Lahiri & Futerman, 2007). Contudo, alguns estudos realizados com células
transfectadas com a fosfatase da S1P revelaram um aumento da morte celular em
simultdneo com o aumento dos niveis de ceramida e esfingosina. Assim, a regulacdo da
apoptose celular continua a ser considerada a principal funcdo deste mediador lipidico
(Hla, 2003). No que concerne a regulacdo da migracéo celular, o receptor S1P, apresenta-
-se como um potente inibidor da migracdo celular induzida pela S1P, bem como os
receptores da tirosina-cinase como, por exemplo, IGF-1 e PDGF. Estudos realizados in

vitro indicam a S1P como um importante regulador da migragdo celular em estados
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patofisioldgicos. Destacam-se 0s tumores primarios e as células inflamatdrias, situacfes
nas quais a SphK1 € regulada por varias citocinas inflamatorias e angiogénicas tais como,
PDGF, EGF, TNF-o e IL-1. Outra hipétese relaciona-se com o microambiente envolvendo
0 tumor, isto é, as células estromais proximas, plaquetas ou células inflamatdrias,
activarem as LECs, activando a linfangiogénese e consequente sobrevivéncia e
proliferacdo celular (Fyrst & Saba, 2010; Hla, 2003). Assim, uma potencial teoria surge em
torno da obesidade, sendo a sua base os efeitos opostos destes dois esfingolipidos nas vias
de sinalizagdo comuns, nomeadamente as de proliferagcéo e sobrevivéncia celulares. Sendo
assim, o aumento do tecido adiposo pode estar associado ao aumento de S1P, e
consequente capacidade de sobrevivéncia dos adipdcitos, bem como outras células,
nomeadamente as inflamatdrias, contribuindo assim para a hiperplasia adipocitaria
observada na obesidade (Holland & Summers, 2008; Lahiri & Futerman, 2007; Samad et
al., 2006). Fyrst e Saba referem o aumento da sobrevivéncia dos cardiomiocitos de
mamiferos durante hipoxia potenciada pelo receptor S1P;. Alem desta fungdo, o receptor
S1P; podera estar envolvido na regulacdo do desenvolvimento e manutencdo da
vasculatura e angiogénese patoldgica, visto encontrar-se activamente envolvida na
regulacdo do processo de adesdo celular e participar na producdo de citocinas (Fyrst &
Saba, 2010).

Contudo, e contrariando os dados obtidos ao nivel tecidular, estudos com ratinhos
obesos demonstraram valores plasmaticos de ceramida e S1P elevados, sem que exista uma
explicacdo bem estruturada para estes resultados, alegando-se uma eventual relacéo entre o
tipo de gorduras ingeridas e 0 aumento simultaneo de ambos os esfingolipidos (Holland &
Summers, 2008; Samad et al., 2006). Outros autores com estudos envolvendo ratinhos,
também registaram um aumento, ainda que ndo muito elevado, dos niveis totais de
ceramida plasmaticos e tecidulares. Observaram ainda que a concentracdo constantemente
elevada de TNF-a durante a obesidade, aumenta a biossintese de ceramida, a qual contribui
para diversas alteracOes caracteristicas da sindrome metabolica (Yang et al., 2009).
Contribuindo para estes resultados contraditorios, encontra-se descrito um aumento de
citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a e IL-6, por indugdo da S1P e ndo da ceramida
(Samad et al., 2006). Existe contudo um aspecto referido na literatura de que os
enfingolipidos produzidos em diferentes locais poderéo apresentar fungdes distintas, sendo
uma potencial explicacdo para as diferencas observadas entre o tecido adiposo e o plasma

sanguineo (Holland & Summers, 2008).
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O metabolismo dos esfingolipidos pode ser activado em diferentes situaces, tais
como, por acgdo de citocinas pro-inflamatdrias, factores de crescimento e stress oxidativo,

as quais caracterizam o meio em que se encontra o tecido adiposo na obesidade.

Alguns dos estudos realizados ao nivel do tecido adiposo de ratinhos com
obesidade geneticamente induzida, verificaram simultanea diminuicdo do conteudo em
ceramida, e aumento da S1P, comparativamente aos ratinhos controlo. Além disso, o
equilibrio do metabolismo dos esfingolipidos no tecido adiposo revela tendéncia para se
deslocar no sentido da formacéo de esfingosina, reduzindo assim a expressdo de ceramida
no tecido adiposo. No que concerne a linfangiogénese, alguns autores observaram in vitro,
a migracdo e formagdo de estruturas tubulares semelhantes a capilares de LECs, e
linfangiogénese in vivo, em culturas de HUVECs, por estimulacdo da migragdo e
diferenciacdo das células endoteliais linfaticas atravées da via de sinalizacdo
S1P,/Gi/PLC/Ca®*. A migracéo celular induzida pela S1P, observada in vitro, foi superior
aquela induzida pelo VEGF-C, tendo sido mais aproximada nos estudos in vivo. Estes
estudos ainda revelaram aumento dos niveis plasméticos da S1P em condicGes patoldgicas,
aumentando. Contudo, a concentracdo local da S1P ao nivel tecidular permanece uma

incégnita, nomeadamente ao nivel do tecido adiposo.
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Objectivos

Avaliar se o processo linfangiogénico ¢ alterado qualitativa e quantitativamente na

obesidade induzida por ingestdo de uma dieta rica em gorduras.

Avaliar a linfangiogénese num modelo de obesidade com e sem doenca inflamatoria

cronica (asma).

Avaliar a linfangiogénese em tecido adiposo subcutdneo e visceral observando

eventuais diferencas histoldgicas por determinacdo da expressao proteica.

Avaliar uma potencial relacéo entre o peso dos ratinhos, a expressdo do LYVE-1 e
os diferentes depositos de tecido adiposo — subcutdneo e visceral - em ambos 0s grupos

controlo e obeso.

Compreender o0os mecanismos de sinalizagdo moleculares envolvidos na
linfangiogénese no tecido adiposo, por Cromatografia Liquida de Ultra Performance
acoplada a Espectrometria de Massa (UPLC-MS) e PCR em Tempo Real (RT-PCR).
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Capitulo II:

Material e Métodos
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2. Material e Métodos

2.1.Amostra

Foram utilizados vinte ratinhos machos da estirpe C57BI/6J (CharlesRiver, EUA)
submetidos a uma dieta normal (ND) e a uma dieta rica em gorduras (HFD)
(ResearchDiets, EUA), e sacrificados as 12 e 16 semanas. Adicionalmente, foram
realizados ensaios num grupo de 18 ratinhos macho da estirpe BALB/c (CharlesRiver,
EUA), submetidos ao mesmo tipo de dieta supra-referido, e expostos a um inibidor
selectivo do NK-1, sacrificados as 17 semanas.

Extraccdo de tecido adiposo subcutdneo e visceral para fixacdo em formol

tamponado a 4% e congelacéo a -20°C.

Toda a manipulacdo animal decorreu de acordo com as directrizes e regras
estipuladas pela Unido Nacional e Europeia para os cuidados e manipulacdo de animais de
laboratdrio (Directiva 2010/63/EU).

2.2. Métodos

2.2.1. Imunohistoquimica

No presente estudo, procedeu-se a técnica de imunohistoquimica (IHQ) em tecidos
fixados em formol e embebidos em parafina, pelo que numa fase inicial foi necessario
proceder a um processo de recuperacdo antigenica, isto €, quebrar as pontes metilénicas
formadas entre o formol e o tecido, e com 0 objectivo de o preservar ao longo do tempo,
permitindo que os epitopos se encontrem disponiveis para estabelecer ligacdo com 0s
anticorpos. Previamente a incubacdo dos anticorpos foi necessario bloquear a actividade
das peroxidases enddgenas, visto que na etapa de revelacdo da marcacdo conferida pelo
anticorpo, 0 cromogénio reage com o perdxido de hidrogénio, gerando produtos de
reaccdo, o que é pretendido apenas na fase final, ap6s incubacdo com anticorpos. De
salientar que o método utilizado foi o indirecto, ou seja, para além do anticorpo primario
utilizou-se um anticorpo secundario, o qual ao ligar-se ao primario, vai permitir um

aumento da intensidade do “sinal”.

Avaliacdo qualitativa da linfangiogénese (Figura 5) e remodelacdo linfatica em

tecidos fixados em formol tamponado a 4% e parafinados de tecido adiposo visceral e
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subcutaneo. Apds desparafinacdo e hidratacdo dos tecidos, procedeu-se ao bloqueio da
peroxidase endégena em 3% peroxido de hidrogénio em metanol, seguindo-se a
recuperacdo antigénica em tampéo citrato de sédio 10 mM e pH 6. Para o blogqueio das
proteinas inespecificas recorreu-se a BSA a 5% (Sigma-Aldrich Co., EUA). Seguiu-se a
incubacdo com o anticorpo policlonal LYVE-1: ab33682 (Abcam plc, UK) coelho anti-
ratinho, numa concentracdo de 1:300. Incubacdo do tecido previamente marcado com
LYVE-1 com o anticorpo secundario biotinilado cabra anti-coelho 1gG-B: sc-2040 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., EUA), numa concentragcdo de 1:300. Amplificacdo do sinal
resultante da ligacdo antigénio-anticorpo pelo sistema VECTASTAIN Elite ABC Kit
(Vector Laboratories, Inc., EUA), e revela¢ao pela 3,3’-Diaminobenzidina (Abcam plc,
UK). Controlo da vasculatura sanguinea pelo anticorpo monoclonal CD31 (PECAM-1)
(89C2) (Cell Signaling Technology, Inc., EUA) anti-ratinho, incubado com o anticorpo
secundario biotinilado cabra anti-coelho 1gG-B: sc-2040 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
EUA).

Figura 5 — O LYVE-1 é expresso nos vasos linfaticos, mas ndo nos vasos sanguineos de ratinhos adultos. As
setas vermelhas indicam os vasos e capilares linfaticos, e as setas azuis identificam vasos sanguineos em

tecido adiposo de ratinho. Ampliacéao total de 100x.

Pagina

18



Linfangiogénese no tecido adiposo em modelos de doenca inflamatéria crénica (asma e obesidade)

2.2.2. Analise de imagem

As laminas histoldgicas foram observadas com recurso ao microscopio optico Zeiss
Primo Star (VWR International, EUA), com camara fotografica digital VisiCam™ 1.3
acoplada, e ligada a um computador. A andlise de imagem (Figura 6) foi efectuada com
recurso ao software Image J 1.44p (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA).
Foram fotografados 10 campos por lamina, com uma ampliacéo total de 100x.
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Figura 6 - Visualizacdo exemplificativa do programa de analise de imagem utilizado para quantificacdo da

expressdo de LYVE-1 em amostra histologica. Programas de open-source ImageJ e Colour Deconvolution.
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2.2.3. Espectrometria de Massa em Tandem para ceramida e S1P

A quantificacdo das espécies individuais (C14, C16, C18, C18:1, C20, C20:1, C24,
C24:1) é atingida por monitorizacdo de reaccdo multipla (MRM). Na MRM, o primeiro
analisador de massa € configurado para passar um precursor i6nico massa/carga (m/z)
especifico, enquanto que o segundo analisador é configurado para permitir a passagem de
um determinado produto i6nico m/z. De seguida, apenas os iBes que encontrem ambos,
simultaneamente, nas condi¢Ges do precursor e produto i6nico m/z sdo transmitidos ao
detector. Alem disso, utilizado em conjunto com a cromatografia liquida e os padrdes
internos adequados, a MRM fornece resultados quantitativamente mais precisos por
responder a questdes criticas em relacdo a supressdo de ionizagdo, cinética da dissociacao
ionica e sensibilidade. As curvas de calibracdo sdo construidas por adicdo de quantidades
variaveis de padrbes de esfingolipidos e uma quantidade constante de padrdo interno de
esfingolipido aos extractos controlo de matriz lipidica, os quais foram posteriormente
transportados ao longo de todo o procedimento de isolamento e purificacdo. O réacio de
resposta do esfingolipido ao padrdo interno € calculado, e a concentracdo de esfingolipido
é determinada por comparacdo com a curva de calibracdo. As areas sob 0s picos para

quantificacéo sdo determinadas através dos cromatogramas ionicos obtidos (Figura 7).
2.2.3.1.Extraccdo de esfingolipidos de fluidos bioldgicos (plasma) de ratinho

O homogeneizado plasmatico foi fortificado com 50 pL de solucdo interna
standard, e sobrenadante correspondente a fraccdo organica lipidica foi evaporado até
secagem completa com recurso a azoto gasoso.

Posteriormente, o residuo foi ressuspendido em 150 pL de Fase Movel A, e

transferido para o vial do auto-sampler do UPLC.

2.2.3.2.Quantificacdo de esfingolipidos por UPLC-MS/MS de plasma de ratinho

As separacOes foram obtidas com a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 de 1.7
micrémetros 2.1 x 150 mm. Todas as analises foram executadas utilizando o equipamento
Waters ACQUITY UPLC™ System with a Quattro Premier™ XE Triple Quadrupole
(Waters Corporation, Milford, MA) equipado com sonda Electrospray lonization (ESI).
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Resumidamente, 10 pL dos extractos ressuspendidos foram injectados numa coluna
C18 de fase reversa e eluidos a 0,250 mL por minuto, utilizando um gradiente linear de

solugéo de 30% metanol (em 70% H,0) a 100% metanol, durante 3 minutos.
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Figura 7 - Cromatogramas exemplificativos da analise dos esfingolipidos Ceramida (A) e S1P (B) através de
Cromatografia Liquida de Ultra-Performance acoplada de Espectrometria de Massa, em modelos de

obesidade.

2.2.4. Analise Estatistica

Para os diferentes casos, dos diferentes tempos de sacrificio, foram calculados a
média e o desvio-padrdo dos respectivos campos fotografados. A andlise estatistica dos
valores de expressdo proteica, e sua relagdo com as diferentes variaveis em estudo, foi
realizada com recurso ao software SPSS 15.0 (SPSS Inc., EUA). Os testes estatisticos ndo-
paramétricos utilizados foram o de Wilcoxon para amostras emparelhadas, de Mann-
Whitney para amostras independentes, e Kruskal-Wallis para analise simultanea de mais de

uma variavel, considerando uma significancia estatistica de P < 0,05.
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Capitulo I11:

Resultados
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3. Resultados

Este estudo pretende avaliar o papel da linfangiogénese no tecido adiposo,
nomeadamente verificar se a vascularizagdo linfatica se encontra alterada em ratinhos
obesos comparativamente com ratinhos normais. Um segundo objectivo é investigar
possiveis diferencas no processo linfangiogénico em tecido adiposo subcutaneo e visceral.
Deste modo, e sabendo que os ratinhos obesos apresentam inflamagdo sistémica
aumentada, espera-se encontrar ainda uma associacdo entre a capacidade de formacdo de

vasos linfaticos no tecido adiposo e a existéncia de citocinas pré-inflamatdrias séricas.
3.2. Expressao de LYVE-1 por ensaios de imunohistoquimica

3.2.1. Modelo de obesidade

Inicialmente, procedeu-se a avaliagdo do numero de vasos linfaticos e expressao de
LYVE-1 e peso dos ratinhos (Figura 7 e Figura 8), aos varios tempos de experimentacao,
nos dois tipos de tecido adiposo em estudo — TAS e TAV, sendo obtidos os seguintes

resultados na sua maioria significativos.

A analise do efeito da dieta — ND e HFD - no numero de vasos linfaticos, expressdo
de LYVE-1 e peso dos ratinhos C57BI/6J, as 12 e 16 semanas, N0 que concerne aos
diferentes tipos de tecido — TAS e TAV - permite observar diferencas, ainda que nem todas

apresentem significancia estatistica.

No que concerne ao TAS, observa-se um aumento do nimero de vasos linfaticos
das 12 para as 16 semanas, sendo sempre superior nos animais submetidos a ND. Por outro
lado, o TAV apresenta uma diminui¢do do numero médio de vasos linfaticos das 12 para as
16 semanas, em ambos 0s grupos de ratinhos — ND e HFD - sendo que a média de vasos

linfaticos apenas é superior no grupo HFD as 16 semanas.

Relativamente a expressdo de LYVE-1, revela um incremento ao longo do tempo,
apresentando-se sempre niveis superiores no grupo ND, comparativamente ao grupo HFD,
nas diferentes semanas de avaliacdo. A diferenca observada neste parametro entre os dois
tipos de dieta, as 16 semanas, revela-se estatisticamente significativa. No entanto, e no que
diz respeito ao TAV, esta tendéncia revela-se contraria, ou seja, a expressdo de LYVE-1

sofre uma diminuicdo ao longo das semanas, sendo superior no grupo submetido a HFD.
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O peso dos ratinhos aumenta em ambos os grupos — ND e HFD - ao longo do

tempo, sendo superior no grupo HFD como esperado (359 vs. 32 g).

TAS TAV
4,12
4,00" 394 -
~—
S 3,33——
[72]
Q
2 3,007 -
-
\C
b
£
o —2,37
2
@
> 2,007 -
(<5}
©
O_
z ——1,48
1,30
1,007 0,04 ’
' —0,82
T T T T
12 16 12 16
Semanas Semanas
TAS TAV
1,20 =
1,14
o
Q —1,05
‘S 1,009 -
N—
N
w
S *
Z 0,80 -
[5) ,76
hel
(=]
uwT
@ —0,63
& 0,607 -
b
o
0] —0,50
0,46
0,407 - 42
—0,36
T T T T
12 16 12 16
Semanas Semanas
36
—35
S 37 32
~—"
o
[72]
[<5)
o —30
287
24— ' 24 .
12 16
Semanas
Pagina

24



Linfangiogénese no tecido adiposo em modelos de doenca inflamatéria crénica (asma e obesidade)

v

Figura 8 - O efeito da dieta ND (castanho) e HFD (azul) no nimero de vasos linfaticos, na expressdo de
LYVE-1 associado a expressdo do LYVE-1, e peso, em tecido adiposo subcutaneo (TAS) e visceral (TAV)
de ratinhos C57BI/6J, ap6s um periodo de 12 e 16 semanas. Os dados sdo apresentados sob a forma de
média. As fotografias correspondem a vasos linfaticos em ambos o0s tipos de tecido em estudo, TAS (I, I1l) e

TAV (Il e 1V), as 12 (1 e I1), 16 (11l e 1V). Legenda: * - relagdo estatisticamente significativa.
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.-
Figura 9 - Representagdo histologica de cortes de tecido adiposo de ratinho apds marcagdo pelo LYVE-1,
por IHQ, com revelagdo pela DAB. Em A) C) E) e apresentam-se areas com auséncia de expressdo de
LYVE-1, enquanto que B) D) e F) correspondem a areas com expressao da proteina. As fotografias A) e B)

correspondem ao periodo de 12 semanas, C) e D) as 16 semanas, nos ratinhos da estirpe C57BI/6J. As

fotografias E) e F) correspondem & estirpe BALB/c as 17 semanas. Ampliagdo total de 100x.
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3.2.2. Modelo de obesidade e doenca inflamatoria crénica (asma)
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Figura 10 - Distribui¢do do nimero de vasos linfaticos (A), expressdo de LYVE-1 associado a expressdo do
LYVE-1 (B), e peso (C) observados em ambos os grupos submetidos a ND e HFD, em tecido adiposo de

ratinhos BALB/c, apds um periodo de 17 semanas. Os dados séo apresentados sob a forma de média.

Seguidamente procedeu-se a avaliagdo do numero de vasos linfaticos no tecido
adiposo de ratinhos BALB/c, submetidos a dieta HFD, utilizando um modelo de
inflamacdo cronica. Ao analisar 0 nimero de vasos linfaticos dos ratinhos com 17
semanas, e em funcdo da dieta, observa-se uma média de vasos inferior no grupo
submetido a uma dieta rica em gordura (n= 4,86) comparativamente ao grupo submetido a
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uma dieta normal (n= 5,69), ndo sendo, contudo, uma diferenca estatisticamente
significativa (Figura 11).

Relativamente a expressao de LYVE-1 em ambos 0s grupos, observa-se uma média

inferior nos ratinhos HFD (0,88 pixeis) comparativamente aos ND (1,06 pixeis).

Ao analisar o peso dos ratinhos com 17 semanas, em ambos 0s grupos submetidos a

uma dieta normal (26g) e dieta rica em gorduras (25g), observa-se uma média de pesos
bastante proxima (Figura 11C).
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Figura 11 - Distribuicdo do nimero de vasos linfaticos e expressdo de LYVE-1 associado a expressdo do
LYVE-1 observados em ambos os tipos de tecido adiposo em estudo, TAS e TAV, em funcéo da dieta — ND
e HFD - em ratinhos BALB/c, apds um periodo de 17 semanas. Os dados séo apresentados sob a forma de

média. As fotografias correspondem a vasos linfaticos em ambos 0s tipos de tecido em estudo — TAS (1) e
TAV () - as 17 semanas.
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Né&o parece haver diferenca significativa entre a densidade de vasos linfaticos ou a
sua expressao de LYVE-1 nos dois tipos de tecido adiposo em estudo (TAS ou TAV) em
ratinhos BALB/c, considerando ambos os tipos de dieta aos quais foram submetidos — ND
e HFD (Figura 12).

No que diz respeito ao nimero de vasos linfaticos no TAS de ratinhos submetidos a
ND é inferior ao observado no TAV. Pelo contrario, a média do ndmero de vasos dos

ratinhos submetidos a HFD é superior no TAS.

A expressdo de LYVE-1 acompanha a tendéncia observada no que respeita ao
numero de vasos linfaticos. Assim, a expressao do LYVE-1 revela-se mais intensa no TAS
dos ratinhos submetidos a ND, enquanto que os ratinhos submetidos a HFD apresentam
expressédo de LYVE-1 superior no TAS (Figura 13).
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Figura 12 — O efeito da dieta no nimero de vasos linfaticos (A) e na expressdo de LYVE-1 associado a
expressdo do LYVE-1 (B) em ambos os tipos de tecido adiposo em estudo — TAS (rosa) e TAV (roxo), em

ratinhos BALB/c, ap6s um periodo de 17 semanas. Os dados sdo apresentados sob a forma de média.

No entanto, a analise dos dois tipos de tecido adiposo, em ambos os grupos ND e
HFD, revelou diferencas do numero de vasos linfaticos e expressdo de LYVE-1 entre o
TAS e TAV, ainda que n&o significativas.
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Relativamente ao grupo ND, observaram-se médias superiores de nimero de vasos

linfaticos e expressdo de LYVE-1 no TAV (n=6,57 e 1,08 pixeis) do que no TAS (n=5,23
e 1,07), com valor p<0,05.

A andlise destes mesmos parametros no grupo submetido a HFD revelou um
comportamento diferente do grupo ND. Assim, observaram-se médias de vasos linfaticos

superiores no TAS (n= 5,07 e 0,91 pixeis) relativamente ao TAV (n= 4,66 e 0,84 pixeis).
3.3. Viade sinalizacao Cer/S1P

3.3.1. Modelo de obesidade
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Figura 13 - Andlise da concentragdo de ceramida no soro plasmético dos ratinhos C57BI/6J as 12 e 16

semanas, por UPLC-MS. A linha castanha corresponde aos valores obtidos para os ratinhos submetidos a
ND, e a azul os valores associados a HFD.

A avaliacdo das concentraces plasmaticas de ceramida nos ratinhos da estirpe

C57BI/6J submetidos a ND diminuiram, progressivamente, ao longo do tempo.

Contrariamente, os ratinhos submetidos a HFD aumentaram a concentracdo de
ceramida até as 16 semanas.
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Figura 14 - Andlise da concentragdo da Esfingosina-1-Fosfato (S1P) no soro plasméatico dos ratinhos
C57BI/6J as 12 e 16 semanas, por UPLC-MS. A linha castanha corresponde as concentragdes obtidas para os
ratinhos submetidos a ND, e a azul os valores associados a HFD.

A concentracdo plasmatica de S1P aumentou até as 16 semanas em ratinhos
submetidos a ambos os tipos de dieta — ND e HFD, sendo a concentracdo deste composto
no plasma de ratinho ND sempre superiores a obtida no plasma de HFD.
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Capitulo 1V:

Discussao
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4. Discussao

4.1. Modelo animal

Os diferentes modelos animais de obesidade utilizados neste trabalho expem
alteracOes celulares e moleculares inerentes aos mecanismos envolvidos nos processos de
inflamacdo e linfangiogénese. Essas alteracdes traduzem-se em diferencas relativamente
expressivas entre 0s niveis de expressdo proteica e quantidades de esfingolipidos, no

processo patologico para os diferentes grupos em estudo — ND e HFD.
4.2. Relacéo entre a dieta e 0 peso

Os pesos médios dos ratinhos de ambos 0s grupos — ND e HFD - em ambas as
estirpes estudadas, apresentaram algumas diferencas entre si, ainda que néo

estatisticamente significativas.

Nos ratinhos C57BI/6J, observou-se um aumento gradual de peso entre as 12 e as 16
semanas, em ambos os grupos ND e HFD.

Surpreendentemente, os ratinhos BALB/c submetidos a HFD apresentaram uma
diminuigdo de um grama relativamente aos ND, sendo que esta proximidade de valores ndo
estd de acordo com o que seria de esperar. Contudo, na auséncia de pelo menos mais um
periodo de comparacdo, ndo é possivel concluir se se trata de uma fase prévia ou posterior
ao aumento de peso dos ratinhos HFD. Interessa, contudo, referir que esta estirpe foi
utilizada pelo facto de estes animais serem facilmente induzida asma, ndo sendo contudo

um bom modelo de obesidade.

4.2.1 Expressdo proteicado LYVE-1

O LYVE-1 é um marcador expresso, quase exclusivamente, no endotélio linfatico,
sendo utilizado como indicador da competéncia endotelial linfatica. A sua expressdo

apresenta variagcdes de acordo com o estadio de desenvolvimento da vasculatura linfatica.

4.2.1.1.Relacdo entre a expressdo do LYVE-1 e a dieta nos diferentes tipos de tecido

adiposo

No que concerne aos ratinhos C57BI/6J cuja avaliacdo foi efectuada as 12 e 16

semanas, observaram-se varia¢es pouco significativas no grupo de ratinhos submetidos a
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HFD aos diferentes periodos de tempo, relativamente ao grupo submetido a ND, em ambos

os tipos de tecido adiposo, TAS e TAV, que alguns apresentam significancia estatistica.

Observou-se um numero de vasos linfaticos e expressao de LYVE-1 superiores no
TAV, em ambos os grupos ND e HFD, apenas as 12 semanas, ainda que essa diferenca nao
seja estatisticamente significativa. As 16 semanas observou-se o oposto, apresentando o

TAS um maior numero de vasos linfaticos e intensidade do marcador.

Assim, e relativamente ao nimero médio de vasos linfaticos no TAS aumentou ao
longo do tempo em ambos os grupos, ND e HFD, sendo sempre superior nos ratinhos
submetidos a ND. Contrariamente, no TAV observou-se uma diminui¢cdo do ndmero de
vasos linfaticos ao longo do tempo em ambos 0s grupos, destacando-se a superioridade do
nimero médio de vasos nos ratinhos HFD sobre os ratinhos submetidos a ND, as 16

Semanas.

A intensidade de expressdo do LYVE-1 no TAS aumentou ao longo do tempo em
ambos os grupos ND e HFD, revelando-se sempre superior no grupo ND. Por outro lado, e
relativamente ao TAV, observou-se uma diminui¢cdo do ndmero de vasos ao longo do

tempo, sendo constantemente superior no grupo de ratinhos submetidos a HFD.

Teoricamente, 0 aumento do nimero de vasos linfaticos e intensidade de expressao
do LYVE-1 no TAV estd fortemente correlacionado com intensa reac¢do inflamatoria,
sobre-expressdo de genes pré-inflamatorios, e consequente aumento da secrecdo de
adipocinas. Em comparacdo com o TAS € considerado o depdsito adipocitario com maior
risco metabdlico (de Jongh et al., 2006; Wisse, 2004). Monteiro et al. (2006) refere que o0s
adipdcitos do TAS estdo sujeitos a menores pressdes e stress fisicos, apresentando menor
propensdo para a ruptura. Assim, a diminuicdo do numero de vasos e expressao de LYVE-
-1 observados as 16 semanas, podem estar associados a esse aumento de pressdo dos
proprios 6rgdos dos animais sobre o tecido adiposo envolvente (TAV), cuja tendéncia ao
longo do tempo seria de expansdo, em contraponto com a baixa pressao sobre o TAS, 0

qual desempenha funcGes de proteccgdo superficial e revestimento externo.

Contudo, West (2009) sugere que o reduzido nimero de macrofagos observado no
TAS, bem como a reduzida vasodilatacdo dependente do fluxo, quando comparado com o
TAV, exerce um efeito de proteccdo da morte adipocitaria observado no TAS. Os

resultados obtidos poderdo ser sustentados por esta teoria, visto que um menor
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recrutamento de macrofagos implica uma resposta inflamatoria mais branda, e como tal,

menor crescimento e proliferacéo linfatica.

Outra explicacdo para a diminuicdo de ambos o0s parametros as 16 semanas podera
relacionar-se com os adipocitos, no periodo de avaliacdo, ainda se encontrarem na fase de
hipertrofia, e consequente producgdo de factores pro-inflamatérios, e adipocinas em geral,
para posterior libertagdo para o meio extracelular, e assim desencadear a resposta

inflamatdria perante a condicdo de obesidade.

No que concerne a dieta, esperava-se um maior nimero de vasos e expressdo de
LYVE-1 associados ao grupo HFD em virtude do aumento do tecido adiposo, e
subsequente despoletar do processo inflamatorio (Galic et al., 2010; Wellen &
Hotamisligil, 2003). O tecido adiposo de ratinhos submetidos a ND estd descrito como
secretor de adipocinas anti-inflamatdrias, e consequentemente, menos vascularizado do
que o tecido adiposo de animais obesos (Galic et al., 2010). Contudo, alguns autores
referem que o aumento de massa gorda esta associado a um aumento do ndmero de
adipdcitos, o qual ndo é acompanhado de uma vascularizacdo adequada, quer em ndmero
ou densidade dos capilares. Assim, observa-se um aumento do estado de hipdxia que
podera contribuir para um aumento da taxa de morte adipocitaria, sobrepondo-se assim a
proliferacdo de vasos linfaticos (Lee, Wu, & Fried, 2010; Maenhaut & Van de Voorde,
2011; Wellen & Hotamisligil, 2003). Os resultados obtidos nos referidos parametros —
nimero de vasos linfaticos e expressdo de LYVE-1 — podem estar relacionados com um
“atraso” no desenvolvimento da vasculatura linfatica nos ratinhos HFD devido ao estado

de hipdxia previamente referido.

Por outro lado, e uma vez mais, podera estar em causa a hipertrofia inicial dos
adipdcitos, e ndo a hiperplasia, pelo que ainda ndo ocorreu a libertacdo de adipocinas para
0 meio extracelular, e como tal, ndo se observam os efeitos associados ao processo
inflamatdrio. Assim, a inversdo de resultados no grupo HFD, em contraponto com o grupo
ND, no TAV, as 16 semanas, podera corresponder ao despoletar da resposta inflamatoria,

existindo um crescimento e proliferacao significativos do numero de vasos linfaticos.

No modelo de asma e obesidade, observou-se um namero de vasos linfaticos e
intensidade de expressdo de LYVE-1 superiores no grupo ND comparativamente ao grupo

submetido a uma dieta enriquecida com gordura. Salvaguardando, uma vez mais, a
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auséncia de dados relativos a tempos prévios ou posteriores, apenas é possivel proceder a
uma comparacao entre ambos os grupos ND e HFD. O estudo deste modelo permitiu ainda
observar nimero de vasos linfaticos e expressdo de LYVE-1 no TAS superiores ao TAV

no grupo HFD, enquanto que no grupo ND observaram-se resultados contrarios.

O reduzido numero de vasos linfaticos, bem como os niveis de expressdo do
LYVE-1 no grupo HFD, podera representar uma situacdo de hipdxia, & semelhanca do
modelo de obesidade sem doenca cronica, e defendido por alguns autores (Maenhaut &
Van de Voorde, 2011; Wellen & Hotamisligil, 2003). Adicionalmente, e perante a
disfuncdo adipocitaria adveniente da situacdo de hipoxia, o tecido pode ainda iniciar um
processo de remodelacdo adipocitaria, o qual, numa fase inicial, podera ndo necessitar de
uma vasta rede vascular sanguinea e linfatica. Além disso, e relativamente ao aporte
sanguineo, e potencial paralelismo para com vasos linfaticos, alguns autores indicam
existir um aumento de fluxo sanguineo proporcional ao aumento de tecido adiposo,
contudo, o fluxo por adip6cito diminui de modo inverso. Deste modo, o suprimento de

oxigeénio e nutrientes essenciais a proliferacdo celular sdo comprometidos (Lee et al., 2010)

O ndmero de vasos linfaticos no TAS de ratinhos submetidos a ND € inferior ao
observado no TAV. Pelo contrério, a média do nimero de vasos dos ratinhos submetidos a
HFD é superior no TAS. A expressdo de LYVE-1 acompanhou a tendéncia observada no
que respeita ao nimero de vasos linfaticos. Assim, a expressao do LYVE-1 revelou-se
mais intensa no TAS dos ratinhos submetidos a ND, enquanto que os ratinhos submetidos

a HFD apresentaram niveis de expressao de LYVE-1 superiores no TAS.

Uma explicacdo possivel para a diferenca, ainda que ndo significativa, entre o0 TAS
e TAV reside no exacerbado processo inflamatério associado aos ratinhos asmaticos, o
qual associado a ingestdo de uma dieta rica em gorduras pode promover a proliferacdo de
vasos linfaticos (Shore, 2007; Wood et al., 2011). Pelo contrario, o TAS é referido por
varios autores como estando associado a um processo inflamatorio menos reactivo (de
Jongh et al., 2006; Monteiro & Azevedo, 2010; Wisse, 2004).

Além destes aspectos, é importante salientar que 0 modelo de asma e obesidade
(estirpe BALB/c) apresenta processos inflamatorios mais agressivos do que o modelo de
obesidade (estirpe C57BI/6J), 0o que certamente também contribuira para as maiores

diferengas observadas entre os diferentes pardmetros considerados, nomeadamente o
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numero de vasos linfaticos, expressdo de LYVE-1 e concentracdo da Cer e S1P (Van Hove
et al., 2009).

4.2.2. Envolvimento da via de sinalizacdo da Ceramida e Esfingosina-1-Fosfato

Os estudos metabolomicos (lipidomica) dos esfingolipidos ceramida e S1P no
plasma de ratinho C57BI/6J, ainda que ndo significativas, revelaram concordancia com

alguns dos parametros j& analisados.

Assim, as concentracOes de ceramida em ratinhos submetidos a ND foi diminuindo
de forma progressiva ao longo do tempo, enquanto que a dos ratinhos HFD aumentou até
as 16 semanas. De acordo com a informacdo existente sobre este esfingolipido, e de
autores como Gangoiti et al. (2010), a diminui¢do da concentracdo de ceramida deve-se a
diversos factores, sendo que a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias e o aumento de
acidos gordos em estados de obesidade podem justificar o aumento da concentracdo de
ceramida observado até as 16 semanas. Ou seja, 0 estado inflamatdrio observado nesta fase
despoletou efeitos anti-proliferativos e anti-apoptoticos, por aumento da concentracao de

ceramida plasmatica.

No que concerne a S1P observou-se um aumento progressivo da concentracdo
plasmaética, ao longo do tempo, 0 que é concordante com o facto de este esfingolipido ser
sintetizado por células inflamatérias, como plaquetas e mastocitos, bem como,
desempenhar funcgdes ao nivel da proliferacdo e sobrevivéncia celulares, linfangiogénese e
inibicdo da apoptose induzida pela ceramida (Gangoiti et al., 2010; Hla, 2003; Yoon et al.,
2008). Os resultados obtidos encontram-se em concordéancia com os resultados obtidos ao
nivel do nimero de vasos linfaticos e expressdo de LYVE-1, nos ensaios histoldgicos

correspondentes.

O facto dos ratinhos submetidos a ND apresentarem uma concentracdo de S1P
superior a dos ratinhos HFD podera estar relacionado com o estado avancado de hipdxia,
referido anteriormente, o qual ndo permite ainda a manifestacdo das funcbes de
proliferagdo e anti-apoptdticas da S1P. Assim, talvez numa avaliagdo mais tardia, o
processo inflamatério ja poderia ter sido desencadeado, promovendo 0 processo
linfangiogénico e, consequentemente, 0 aumento da concentracdo de S1P num estado de

obesidade.
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Ainda que considerando o conhecimento prévio das funcbes antagonicas de ambos
os esfingolipidos, 0 aumento simultaneo da concentracdo plasmatica de ceramida e S1P
entre as 12 e 16 semanas reline menor entendimento, sendo que ndo existe, até ao
momento, qualquer explicacdo bem estruturada para estes resultados. Ainda assim, e de
acordo com trabalhos realizados em células por Hla (2003), é possivel observar-se um
aumento da morte celular em simultdneo com o aumento dos niveis de ceramida e

esfingosina.

A diferenca de resultados obtidos entre o ensaios histoldgicos e plasmaticos,
segundo Holland & Summers (2008), pode dever-se ao facto de esfingolipidos produzidos
em diferentes locais apresentarem padrdes de expresséo e fungéo distintos.
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Capitulo V:

Conclusao
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5. Conclusao

A analise dos resultados da expressdo proteica e esfingolipidica no modelo animal
de linfangiogénese em ratinho obeso permitiu detectar algumas diferencas significativas
nos parametros em estudo — nimero de vasos, expressdo de LYVE-1 e concentracdo de

ceramida e S1P.

A resposta inflamatoria avaliada através do namero de vasos linfaticos permite
afirmar que num estado inicial de obesidade a proliferacdo linfatica podera estar a ser
retardada pela hipertrofia adipocitaria. Assim, a libertagdo de adipocinas serd observada
apenas numa fase posterior, desencadeando todo o processo inflamatério que incrementara

a proliferacdo linfatica.

A intensidade de expressdao dos marcadores acompanha a tendéncia observada no
namero de vasos linfaticos, contribuindo assim para a ideia de que os adipdcitos ainda se
encontram numa fase de hipertrofia, pelo que os vasos linfaticos existentes apresentam
menor calibre e densidade, aumentando o seu calibre, e consequentemente a expressao de
LYVE-1, apenas com o desencadear e adensar da resposta inflamatdria ao estado de

obesidade, por exigéncia de uma maior aporte nutricional e drenagem linfatica.

No que concerne ao tipo de tecido, e considerando a homogeneidade dos resultados
em ambos 0s parametros, numero de vasos linfaticos e expressdo de LYVE-1, é possivel
sugerir que a maior pressao a qual o TAV se encontra sujeito ndo favorece a proliferacao
linfatica, pelo menos num estadio inicial, sendo que seria relevante aumentar o tempo de
estudo de modo a concluir se o despoletar de um intenso processo inflamatorio contribuiria
para um aumento significativo da proliferacdo linfatica neste tipo de tecido, associado a um

maior risco metabdlico.

A andlise da concentracdo de ceramida e S1P apresenta resultados néo
suficientemente esclarecedores, revelando-se essencial a continuacao deste estudo de modo
a evitar uma concluséo precoce. Ainda assim, é possivel afirmar que as concentragdes de
ceramida e S1P corroboram a existéncia de um processo inflamatério nos ratinhos em

estudo, ainda que numa fase muito inicial.

O modelo asmatico e obeso de ratinhos da estirpe BALB/c revelou ndo ser o mais

adequado ao estudo da obesidade. Contudo, permitiu concluir que num modelo de ratinho
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asmatico, a ingestdo de dieta rica em gorduras contribui para o incremento da

linfangiogénese no TAV, mas ndo no TAS, ap0os 17 semanas de tratamento.

Assim, a obesidade provoca um estado inflamatorio sistémico, o qual é promovido

pela linfangiogénese no TAV.

Este estudo sugere a importancia da analise da expressdo proteica do LYVE-1 em
estados de obesidade e processo inflamatorio associado, de modo a que possam ser
desenvolvidos métodos e potenciais drogas que auxiliem o controlo da proliferacdo de

tecido adiposo a longo-prazo.
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Capitulo VI:

Perspectivas Futuras
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6. Perspectivas Futuras

De modo a ultrapassar determinados obstaculos, e esclarecer algumas questdes
associadas aos resultados obtidos, deveriam ser executadas algumas reestruturagdes ao
plano experimental elaborado.

Assim, deverd ser aumentada a dimensdo da amostra em ambos os grupos, ND e
HFD, permitindo obter maior significancia dos resultados, e assim aumentar o poder de

esclarecimento de determinadas diferencas.

Adicionalmente, e de modo a realizar uma analise mais completa e esclarecida, sera

prolongado o tempo de estudo.

O esclarecimento acerca da relacdo entre o tamanho dos adipdcitos e o tipo de
tecido adiposo com o despoletar e desenvolvimento do processo inflamatério também

contribuird para o enriquecimento do estudo.

No que concerne a analise lipidomica da via de sinalizacdo Cer/S1P, seria de
elevado interesse e pertinéncia proceder a avaliacdo simultanea da expressdo de
esfingolipidos no soro plasmatico e tecidos-alvo, permitindo assim compreender o
comportamento dos esfingolipidos na obesidade, e sua contribuicdo para 0 processo
linfangiogénico. Seria ainda enriquecedor, compreender o seu envolvimento no modelo de

doenca cronica (asma) e obesidade, avaliando o seu mecanismo molecular.

Por altimo, mas ndo menos relevante, em virtude da escassez de dados, revelar-se-
-ia interessante estudar uma eventual relacdo entre o género (macho ou fémea) com o

processo linfangiogénico na obesidade.
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