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RESUMO

E sabido que os glicocorticoides (GCs) podem diminuir a sensibilidade
periférica a insulina, termo que é aplicado como resisténcia a insulina
(RI), fato que parece ser decorrente de alteracBes em eventos pos-
receptores de insulina. A RI est4 presente nos individuos obesos e uma
possivel explicacdo para a RI nesses individuos se deve a ativacdo
subclinica de vias de sinaliza¢do inflamatdrias que incluem as cinases c-
jun-N-terminal (JNK) e a cinase do TkB (IKKf). Quando ativadas, estas
cinases fosforilam o IRS-1 no residuo serina e atenuam a sinalizagéo
insulinica. A fim de verificar se ha alguma similaridade entre esse
processo e a RI induzida pela administracdo de GCs, verificamos o
conteldo e o grau de fosforilagdo de proteinas chaves das vias insulinica
e inflamatdrias no tecido adiposo branco (TAB) de ratos tratados com
dexametasona (DEX). Para tal, ratos Wistar receberam injecéo diaria de
DEX (1 mg/kg de peso corpdreo) durante 5 dias consecutivos, enquanto
animais controle receberam solucdo salina (CTL). Foram analisados o
peso corporeo e consumo de ragdo, glicose sanguinea, componentes
plasmaticos (triaciglicerol, insulina, lactato, TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-
10), contelido de glicogénio hepatico, liberacdo de glicerol, tolerancia a
glicose, a insulina e ao piruvato. Também foram avaliados o contetdo
de proteinas envolvidas na sinalizagdo insulinica (IRS-1 e Akt) e na
sinaliza¢do inflamatoria (JNK, IKKp, TLR-4 e NFKB) além do receptor
de glicocorticoide (GR) e da enzima 11B3-HSD1 no TAB. Os ratos DEX
apresentaram reducdo do peso corporeo (17%) e do consumo de ragéo
(58%), aumento das concentracdes de glicose (25%), insulina (500%),
lactato (80%) e de triacilglicerol (190%) (p<0,05). O conteldo de
glicogénio hepéatico bem como da liberagdo basal de glicerol ex vivo
foram 250% e 50% maiores nos ratos DEX, em relacdo aos ratos CTL
(p<0,05). Os testes in vivo revelaram a presenca de intolerancia a glicose
(GTT), reducdo da sensibilidade a insulina (ITT) bem como aumento da
gliconeogénese (PTT), provavelmente de origem hepética, nos animais
DEX (p<0,05). Os ratos DEX tiveram reducdo no contetdo total (46%)
e fosforilado (44%) da Akt, aumento da fosforilagdo em serina do IRS-1
(63%), redugdo no contetdo do GR (47%) e aumento do conteldo da
enzima 11B-HSD1 (69%) em TAB em relacéo ao grupo CTL (p<0,05).
A fosforilacdo das proteinas-cinases JNK e IKKp 0i46% ¢ 52% menor
no TAB de ratos DEX, respectivamente (p<0,05), enquanto das
proteinas TLR-4 e NFkBp65 mantiveram-se similares aos do grupo
CTL. As concentragdes plasmaticas de TNF-a ¢ IL-1f também
estiveram diminuidas nos ratos DEX (p<0,05). Com base em nossos



resultados concluimos que o tratamento com DEX por 5 dias
consecutivos reproduz a atenuacdo da sinalizacdo insulinica (reducédo da
fosforilacdo de Akt e aumento da fosforilagdo do IRS-1 em serina) em
TAB de ratos. Essa atenuagdo da sinalizagdo insulinica parece nao ser
resultante de uma ativagdo exacerbada dos componentes da via
inflamatdria ja que o tratamento com o GC esta associado a reducéo ou
inalteracdo do conteldo e/ou da atividade das proteinas JNK, IKKf,
TNF-0, TLR-4 e NFKkBp6b5.

Palavras-chave:  dexametasona, glicocorticoide, receptor de
glicocorticoide, sensibilidade a insulina, sinalizagdo insulinica,
sinalizacdo inflamatoria.



ABSTRACT

It is known that glucocorticoids (GCs) may decrease peripheral insulin
sensitivity, which means insulin resistance (IR), and appears to be a
consequence of changes in the insulin post-receptor events. IR is present
in obese individuals and a possible explanation for the IR in these
individuals is due to the subclinical activation of inflammatory pathways
including the c-jun N-terminal (JNK) and IkB kinase (IKKp) kinases.
When activated, these kinases phosphorylate IRS-1 at serine residues
attenuating the insulin signaling. To elucidate if there is a similarity
between this process and the GCs induced-IR, we evaluated the content
and the activity of key proteins of the insulin and inflammatory
pathways in white adipose tissue (WAT) of rats treated with
dexamethasone (DEX). For this purpose, Wistar rats received daily
injection of DEX (1 mg / kg body weight) for 5 consecutive days, while
control animals received saline (CTL). Body weight and food intake,
blood glucose, plasma components (triacyglycerol, insulin, lactate,
TNF-0, IL-6, IL-1p and IL-10), hepatic glycogen content, glycerol
release and glucose, insulin and pyruvate tolerance were analyzed. We
also evaluated the content of proteins involved in the insulin pathway
(Akt, and IRS-1) and in the inflammatory pathway (JNK, IKKp, NFkB
and TLR-4), as well as the glucocorticoid receptor (GR) and the enzyme
11B-HSD1 in the WAT. DEX rats showed reduced body weight (17%)
and food intake (58%), increased blood glucose values (25%) and
augmented circulating insulin (500%), lactate (80%) and triacylglycerol
(190%) (p<0.05). The hepatic glycogen content as well as the ex vivo
glycerol release were 250% and 50% higher in DEX, compared to CTL
rat, respectively (p<0.05). In vivo tests revealed impaired glucose
tolerance (GTT), decreased insulin sensitivity (ITT) and increased
hepatic gluconeogenesis (PTT), probably of hepatic origin, in DEX rats
(p<0.05). DEX rats showed reduced Akt content (46%) and
phosphorylation (44%), increased IRS-1 serine phosphorylation (63%),
reduced GR content (47%) and augmented 113-HSD1 content (69%) in
WAT, compared to CTL group (p<0.05). The JNK and IKKp
phosphorylation was 46% and 52% lower in WAT from DEX rats,
respectively (p<0.05), whereas the TLR-4 and NFkBp65 protein
contents remained similar between the groups. Plasma concentrations of
TNF-o and IL-1p were also reduced in DEX rats (p<0.05). Based on our
results we conclude that dexamethasone treatment for 5 consecutive
days reproduces the attenuation of the insulin signaling (reduction of
Akt phosphorylation and increase of IRS-1 serine phosphorylation) in



WAT of rats. This attenuation of insulin pathway does not seem to be a
result of an exacerbation of the inflammatory pathway activation,
considering the GC treatment is associated to a reduction or no change
in the content and/or activity of the INK , IKKp , TNF-a, TLR-4 and
NFkBp65 proteins.

Keywords: Dexamethasone, glucocorticoid, glucocorticoid receptor,

insulin sensitivity, insulin pathway, inflammatory pathway
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1 INTRODUCAO
1.1 PAPEL FISIOLOGICO DOS GLICOCORTICOIDES

Os glicocorticoides (GCs) enddgenos (cortisol em humanos e
corticosterona em roedores) sdo hormonios derivados do colesterol,
produzidos e secretados por células presentes na zona fasciculada do
cortex adrenal e exercem papel importante em varios 6rgdos e sistemas,
participando da regulacdo fisioldgica e da adaptagdo as situacdes de
estresse (BIDDIE; CONWAY-CAMPBELL; LIGHTMAN, 2012). A
concentracdo de GC circulante é regulada pelo eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA) (FARIA; LONGUI, 2006) e influenciada por
fatores como o ritmo circadiano, (BRADBURY et al., 1991) o estresse
(MAKINO; HASHIMOTO; GOLD, 2002) e a retroalimentacdo
negativa. Este Gltimo fator é exercido pelo préprio GC que modula a
sintese e secrecdo de hormonios liberadores hipotalamico-hipofisarios
através de sinalizacdo que envolve receptores de glicocorticoides (GR)
(LAUGERO, 2004) (Figura 1).
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Figura 1 - Regulacao da secrecéo de GC pelo eixo HPA.
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CRH: horménio liberador de GC; ACTH: horm6nio adrenocorticotrofico.
Adaptado de OAKLEY; CIDLOWSKI, 2013.

Em condicdes fisiol6gicas, os GCs desempenham papel
fundamental na regulacdo do metabolismo hidrico e eletrolitico, da
pressdo arterial sistémica, da funcdo imunoldgica e do metabolismo
energético (ANDREWS; WALKER, 1999). Em periodos de estresse,
esses hormonios atuam sobre o metabolismo de proteinas, lipidios e de
carboidratos, promovendo disponibilizacdo de substratos para o
metabolismo oxidativo (HOMO-DELARCHE, 1991; ANDREWS;
WALKER, 1999). A liberagdo de GC e sua atividade tecido-especifica

requer um controle fino para uma regulacdo metabdlica adequada.
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Alteracdo da regulacdo das concentracdes dos hormdnios esteroides, tais
como hipercortisolemia ou hipocortisolemia crénicas podem resultar em
condicdes patologicas como a sindrome de Cushing ou doenca de
Addison, respectivamente (ANDREWS; WALKER, 1999; KADMIEL,;
CIDLOWSKI, 2013). A Sindrome de Cushing é resultado da
hipersecrecdo de GCs por adenomas hipofisarios, tumores produtores de
hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), ou administracdo excessiva de
GCs, apresenta sintomas como imunodeficiéncia, hipertensdo arterial
sistémica, aumento da obesidade central e intolerancia a glicose (IG)
(SHIBLI-RAHHAL et al., 2006). A doenca de Addison pode ser
decorrente de uma resposta autoimunitaria que atinge as células do
cortex adrenal, da redugdo na sintese de GCs ou por disfungdo da
hipofise. Esta doenca caracteriza-se por sintomas como hipertrofia de
orgaos linfoides, hipotensdo postural, perda de peso e hipoglicemia
(NIEMAN; TURNER, 2006).

Em humanos a forma biologicamente ativa do GC é o cortisol
livre (YANG; ZHANG, 2004) que circula no plasma em trés estados: i)
70 a 75% ligados a globulina transportadora de corticosteroides (CBG),
ii) 15 a 20% ligado a albumina e iii) 5 a 10% circulam livres. O cortisol
livre pode se difundir pela membrana celular e interagir com seus
receptores intracelulares (ANDREWS; WALKER, 1999; BREUNER,;
ORCHINIK, 2002). Desta forma, as proteinas plasmaticas, CBG e
albumina, constituem um sistema tampdo para as concentracdes de
cortisol livre. Todavia, esse sistema tampdo apresenta saturacdo,
permitindo assim, variagdo fisiol6gica nas concentracBes de cortisol
plasmatico livre ao longo do ciclo circadiano (ANDREWS; WALKER,
1999).
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Além da regulacdo sistémica dos GCs pelo eixo HPA, sua
biodisponibilidade pode ser modificada através de um mecanismo pré-
receptor. Neste sentido, as principais enzimas envolvidas nesse processo
sdo as 11p-hidroxiesteroide desidrogenases (11p-HSDs). Essas
isoenzimas sdo proteinas intracelulares que regulam o metabolismo do
GC ativo, o cortisol, com seu precursor inativo, a cortisona. Em
condicdes fisioldgicas, a isoenzima 11p-HSD1 promove a conversao do
cortisol a partir de seu precursor cortisona, aumentando as
concentragBes no microambiente tecidual (YANG; ZHANG, 2004,
COOPER; STEWART, 2009). Por outro lado, a isoenzima 11p-HSD2
converte o cortisol a cortisona, sua forma inativa (Figura 2). Apesar de
ser amplamente utilizada como esteroide oral, a cortisona ndo tem
habilidade de se ligar ao GR, devendo ser convertida em cortisol pela
11B-HSD1 no figado (COOPER et al., 2001; YANG; ZHANG, 2004). A
isoforma 11B-HSD1 é amplamente distribuida nos diversos tecidos,
sendo especialmente abundante no figado e no tecido adiposo branco
(TAB) enquanto a isoforma 113-HSD2 é distribuida predominantemente
nos rins, célon e nas glandulas salivares, onde atenuam o efeito
mineralocorticoide que pode ser exercido pelos GCs ao se acoplarem
com certa afinidade aos receptores mineralocorticoide (MR)
(PATERSON et al.,, 2004). MutagcBes nos genes destas enzimas
modificam a biodisponibilidade e, por conseguinte, a acdo dos GCs
(FUNDER, 1992).
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Figura 2 — Reacg0es catalisadas pelas enzimas 115-HSDs.
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Interconversdo do cortisol e cortisona pelas enzimas 11B-HSD1 e 2. Em
roedores cortisol é denominado de corticosterona e cortisona em 11-
dehidrocorticosterona. Adaptado de CHAPMAN et al., 2013.

1.2 MECANISMO DE ACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Os GRs sdo membros da superfamilia de receptores nucleares
de hormoénios que agem como fatores de transcricdo ativados por
ligantes. Esses receptores medeiam os efeitos de hormdnios
corticosteroides desde espécies como peixes até mamiferos (EVANS,
1988; LAUDET, 1992). Os receptores nucleares, como todas as
proteinas celulares, sdo sintetizados nos ribossomos citoplasmaticos e a
migracdo dessas proteinas para o nuicleo requer a existéncia do sinal de
localizacdo nuclear, situado proximo ao dominio de ligacdo ao DNA. A
maioria dos receptores nucleares se localiza no nucleo mesmo na
auséncia de interacdo com seu horménio (YUDT; CIDLOWSKI, 2001).
O GR é uma excecdo, pois na auséncia do ligante ele é localizado
primariamente no citosol, onde permanece inativo, associado a proteinas
de choque térmico (HSP), como HSP90 e HSP70 dentre outras
proteinas. O GR possui uma alta afinidade ao cortisol e o acoplamento

do GC ao GR induz uma sequéncia de eventos intracelulares que resulta
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na dissociacdo das HSPs com a posterior translocacdo do GR ao nucleo
(BEATO, 1995; PRATT; TOFT, 1997). As HSPs permitem que o
receptor adquira conformacgdo tridimensional adequada para a sua
ligagdo ao horménio (MENDEL; ORTI, 1988).

Os GCs podem desempenhar suas respostas intracelulares por
pelo menos trés mecanismos (Figura 3). O primeiro mecanismo,
classico, envolve ativacdo da transcricdo de determinados genes em
resposta a ativacdo pelo complexo GC-GR (STROMSTEDT, 1991).
Este mecanismo inicia-se com a formacdo do complexo GC-GR no
citosol que se move para o nucleo, onde se liga a elementos responsivos
ao glicocorticoide (GREs) (Figura 3A). Os GREs podem modular a
transcricdo génica positivamente (transativacdo) ou negativamente
(transrepressdo). Genes que sdo regulados positivamente por GREs,
tanto in vivo quanto in vitro, incluem aqueles que estdo envolvidos na
gliconeogénese, tais como a enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase e a
glicose-6-fosfatase (SASAKI et al., 1984; JIN et al., 2004; KOOI et al.,
2005). De fato o gene da PEPCK conttm GRES em sua regido
promotora e é considerado como um componente importante para o
desenvolvimento da hiperglicemia induzida por GCs (VEGIOPOULOS;
HERZIG 2007). Exemplos de genes regulados negativamente por GRES
incluem o gene da prd-opiomelanocortina (precursor de ACTH) e da
prolactina (SAKLATVALA, 2002). Os GRs também podem participar
da regulacdo de outros genes responsivos aos GCs. Esta via envolve
interacdo entre o complexo GC-GR e outros fatores de transcricdo
como, por exemplo, membros especificos da familia do transdutor de
sinal e ativador da transcricdo (STAT) (ROGATSKY; IVASHKIV,
2006; LELLIS-SANTOS et al., 2012), o fator nuclear kappa-B (NFkB) e
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a proteina de ativacdo 1 (AP-1) (YANG-YEN et al., 1990) (Figura 3B).
Esta acdo parece ocorrer em concentracfes menores de cortisol do que
as que sdo necessarias para a modulacdo da transcricdo génica
(MCKAY; CIDLOWSKI, 1999). A interacdo do GR com membros da
STAT parece resultar em aumento da transcricdo de genes responsivos
(ROGATSKY; IVASHKIV, 2006) enquanto sua interacdo com o0s
fatores de transcricdo AP-1 e NFkB parece antagonizar suas atividades e
sdo de especial interesse, uma vez que se constitui um dos mecanismos
gue explicariam as propriedades anti-inflamat6rias e imunossupressoras
clinicamente relevantes do GC (YANG-YEN, 1990; RAY;
PREFONTAINE, 1994; NISSEN; YAMAMOTO, 2000). Os GCs
podem ainda atuar se ligando aos GREs na dupla fita de DNA e
associar-se fisicamente a AP-1 e NFkB ligados a sitios vizinhos do
DNA (CHINENOV et al., 2012) (Figura 3C).

Embora os principais efeitos dos GCs ocorram através da
transcricdo génica, processo que leva de minutos a horas, inimeras
evidéncias sugerem que 0 GR pode ainda atuar de forma ndo gendmica,
promovendo respostas celulares rapidas, que ocorrem dentro de
segundos a minutos e ndo sdo dependentes de alteracfes na transcri¢do
génica (GROENEWEG et al., 2012; SAMARASINGHE; WITCHELL;
DEFRANCO, 2012). Diversos mecanismos tém sido propostos para
estarem envolvidos nesta sinalizagdo, como o aumento da atividade de
proteinas como a fosfoatidilinositol 3-cinase (Pi3K), proteina cinase C
(PKC) e proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK) (SOLITO et al.,
2008) (Figura 3D).
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Figura 3 - Mecanismos de a¢do dos glicocorticoides.
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O complexo GC-GR regula a expressdo génica por 3 maneiras: Diretamente,
ligando-se aos GREs presentes no DNA (A); interagindo com outros fatores de
transcricdo ligados ao DNA (B); ligando-se diretamente ao DNA e formando
complexos com fatores de transcri¢do ligados a0 DNA nas suas proximidades
(C). O GR pode agir também de forma ndo gendmica através de alteragdes na
atividade de vérias proteinas cinases (D). MTB, maquinaria de transcri¢do basal.
Adaptado de OAKLEY; CIDLOWSKI, 2013.

O gene do GR esta localizado no braco longo do cromossomo
cinco (5g31), que est4 constituido de cerca de 140.000 pares de base
(pb), e é composto por 9 exons (HOLLENBERG, 1985). O GR é um
produto da traducdo alternativa que resulta na produgdo das formas GRo
e GRP (YUDT; CIDLOWSKI, 2001). Um splicing alternativo do exon
9a produz o RNAm do GRa que ¢ traduzido em uma proteina com uma

Unica sequéncia de 50 aminoacidos na sua extremidade carboxiterminal
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e possui a forma bioativa do receptor. Outro splicing alternativo, no
exon 9B, produz o RNAm do GRp. Ambas as isoformas sao idénticas ao
longo dos primeiros 727 aminoacidos, porém se diferem na sua
extremidade carboxiterminal (OAKLEY; SAR; CIDLOWSKI, 1995). O
GRa pode atuar como homodimero e se ligar em sequéncias especificas
de genes responsivos ao GC na dupla fita de DNA e sua dimerizagdo é
necessaria para a ativacdo da expressdo génica (HECK, et al., 1994).
Embora o GRp também forme homodimeros que interagem com GREs
no DNA ele ndo é capaz de modular a transcricdo génica
(HOLLENBERG, 1985; LU; CIDLOWSKI, 2004). Além disso, o GRp
pode formar heterodimero com GRa e interferir com a fungdo do GRa
(PUJOLS et al., 2001). As concentragdes relativas de GRa e GRf nas
células podem influenciar na sensibilidade das células para 0 GC, com
maiores concentracdes de GRP levando a resisténcia aos GCs. As
citocinas pro-inflamatorias como o fator a de necrose tumoral (TNF-a) €
a interleucina (IL)-1 podem supraregular as concentragdes de GRf e
promoverem o0 aumento do processo inflamatério (WEBSTER et al.,
2001; TORREGO et al., 2004) .

1.3 USO CLINICO DOS GLICOCORTICOIDES E EFEITOS
COLATERAIS

Alguns farmacos apresentam atividade GC, como por exemplo,
a prednisolona, prednisona (precursor de prednisolona) e dexametasona.
Esses farmacos diferem dos GCs enddgenos devido a maior poténcia e
diferencas na depuracdo metabolica (WEINSTEIN, 2012). Dentre os

derivados sintéticos, a dexametasona esta entre 0S compostos com
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atividade GC mais utilizados, apresentando afinidade 50 vezes superior
a0 GR em relagdo ao proprio cortisol (SCHACKE; DOCKE;
ASADULLAH, 2002). Ao contrario do cortisol, a dexametasona nao
esta susceptivel a inativagdo pela enzima 11B-HSD2 Ihe garantindo,
assim, maior biodisponibilidade. Esses farmacos também circulam
livremente, sem interacdo com proteinas plasmaticas, que permite menor
flutuabilidade nas concentragdes plasmaticas (WEINSTEIN et al.,
2012).

A administracdo de dexametasona é indicada para diversos fins
terapéuticos, como na supressdo da inflamagio (SCHACKE; DOCKE;
ASADULLAH, 2002; CZOCK et al.,, 2005) e atenuagdo da émese
associada a quimioterapia (MARANZANO et al., 2005), além disso, é o
farmaco mais eficaz para o tratamento das manifestacdes clinicas da
artrite reumatoide (SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002). Os
GCs sdo em muitos casos a primeira op¢do ndo cirlrgica para
tratamento de dor e inflamacdo musculoesquelética, inflamacdes
oculares, dermatoldgicas e articulares (FUENFER et al.,1975; GARBE
etal., 1997).

Os efeitos colaterais pelo uso agudo dos GCs ndo representam
problemas significativos a salide; porém, os efeitos adversos decorrentes
de terapias de longo prazo ou por administragdio de doses
suprafarmacologicas devem ser observados com cautela (THOMAS,
1984). Portanto, administragao cronica de GC pode acarretar em atrofia
muscular (PRELOVSEK et al., 2006), hiperfagia (DEBONS et al.,
1986), hipertensdo arterial sistémica, osteoporose, crescimento retardado
em criancas (DAVIS, 1986; RHEN et al., 2005), aumento da deposicao
de gordura central (DAVIS, 1986; KORACH-ANDRE et al., 2005)
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dislipidemia (DAVIS, 1986) e distlrbios metabdlicos como a resisténcia
periférica & insulina (R1) KORACH-ANDRE et al., 2005; BUREN et al.,
2008; RAFACHO et al., 2008a).

1.4 SINALIZACAO INSULINICA

A insulina é o principal horménio que controla a homeostase
glicémica. Isso se da através da estimulagdo da captacéo de glicose em
tecidos periféricos, como por exemplo, no musculo esquelético (ME) e
no TAB bem como pela supressdo da gliconeogénese hepatica (WHITE;
KAHN, 1994). Além dos efeitos largamente conhecidos da insulina
sobre tecidos periféricos insulinorresponsivos (ME, TAB e hepatico) a
insulina regula inmeros processos metabdlicos em praticamente todos
0s tecidos do organismo (WHITE; KAHN, 1994).

1.4.1 Mecanismo de sinalizacéo da insulina

O receptor da insulina (IR) é uma proteina heterotetramérica
com atividade cinase intrinseca, composta por duas subunidades o e
duas subunidades B, unidas por pontes dissulfeto. A subunidade a
contém o dominio de ligacdo da insulina, enquanto que a subunidade [
possui uma atividade tirosina cinase estimulada quando ocorre a
associacdo da insulina com o IR (BECKER; ROTH, 1990;
CHEATHAM; KAHN, 1995). A insulina inicia seus efeitos metabdlicos
e anabolicos ao se ligar a subunidade a do IR (KASUGA, 1982;
ROSEN, 1987). Na auséncia da insulina a subunidade a do IR exerce
influencia inibitéria tbnica sobre a porcdo intracelular contendo a

atividade tirosina cinase da subunidade . Quando a insulina se liga em
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regides especificas da subunidade o, ocorre rapida mudanca
conformacional do receptor que resulta na ativacdo do dominio tirosina
cinase na subunidade B (SHOELSON; WHITE; KAHN, 1988;
GUSTAFSON; RUTTER, 1990). Esse evento resulta na
autofosforilacdo de pelo menos seis residuos de tirosina da subunidade
B, aumentando de forma progressiva a atividade tirosina cinase do IR
para outros substratos proteicos. Ativado, o IR promove a fosforilagéao,
em residuos tirosina, de proteinas citoplasmaticas ancoradas ao mesmo,
denominadas de substrato do receptor de insulina (IRS)-1 (WHITE;
KAHN, 1994). O IRS-1 fosforilado associa-se a subunidade regulatdria
p85 da Pi3K (SALTIEL; PESSIN, 2002). Essa enzima possui ainda uma
subunidade catalitica, p110, que catalisa a fosforilagdo de fosfoinositois
(PI) na posicéo 3 do anel de inositol, produzindo o segundo mensageiro
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PI(3,4,5)P3), o qual recruta a proteina
cinase dependente de inositois 1 (PDK)-1 para as proximidades da
membrana plasmatica (WHITE; KAHN, 1994). A PDK1 fosforila o
residuo treonina 308 da Akt e ativa também isoformas atipicas da
proteina cinase C (PKC), (PKC M€) (CHOU et al., 1998; LE GOOG et
al., 1998; BAYASCAS, 2008). Para se tornar completamente ativa, a
Akt requer uma segunda fosforilacdo no residuo serina 473, realizada
pelo complexo 2 do alvo da rapamicina em mamiferos (MTORC2)
(SARBASSOV; ALI; SABATINI, 2005; TANIGUCHI; EMANUELLL;
KAHN, 2006). A Akt ativa, por sua vez, fosforila e inativa a cinase da
glicogénio sintase 3 (GSK-3) levando a ativacdo da glicogénio sintase
(GS) e consequente sintese de glicogénio (COHE; ALESSI; CROSS,
1997). Além disso, a ativacdo da Akt também regula o transporte da

glicose estimulado pela insulina através da estimulacdo da incorporacao
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do transportador de glicose tipo 4 (GLUT)-4 na membrana celular
(SALTIEL; KAHN, 2001) (Figura 4).

Figura 4 — Simplificagdo da via de sinalizagdo da insulina e seu efeito em
tecidos responsivos (TAB, hepatico e ME).
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1.5 EFEITOS DIABETOGENICOS DOS GLICOCORTICOIDES

A insulina desempenha papel chave no metabolismo da glicose
no ME e no TAB por estimular a captacdo da glicose via translocacéao de
GLUT-4 a partir das vesiculas intracelulares para a membrana celular
(BUREN et al., 2008). Os efeitos adversos dos GCs sobre a
sensibilidade periférica & insulina sdo conhecidos desde longa data. A

hipercortisolemia estd associada ao aumento da gliconeogénese
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hepatica, diminuicdo do transporte e da captacdo periférica de glicose,
assim como reducdo da sintese e aumento da degradacdo proteica
muscular (OLEFSKY; 1975; RANNELS; JEFFERSON, 1980;
AMATRUDA; LIVINGSTON; LOCKWOOD, 1985).

Para doses farmacologicas e/ou exposicdo aguda de GC, a
elevacdo na secrecdo de insulina € suficiente para impedir qualquer
desarranjo na homeostase da glicose, porém, diversos estudos
demonstram a incapacidade das células B de compensarem as demandas
metabdlicas ao longo de tratamentos prolongados e/ou com dose
elevadas de GC (SAAD et al., 1993; BUREN et al., 2008; RAFACHO et
al., 2008a).

Burén et al., (2002) em estudos realizados com adipdcitos
isolados de ratos e incubados por 24 h na presenca de glicose (5 ou
15mM) efou insulina com ou sem adicio de GC (300 nM
dexametasona), demonstraram que a ligacdo da insulina ao seu receptor
ficou reduzida por cerca de 40% apds o tratamento com dexametasona,
independente das concentragdes de glicose. Porém, este e outros estudos
in vitro demonstram que eventos poOs-receptores sdo 0s principais
responsaveis pela RI induzida pela dexametasona. Neste mesmo estudo
foi observado que o GC reduziu de forma marcante a captacdo de
glicose pelas células apds estimulo com insulina em ambas as
concentracdes de glicose (BUREN et al., 2002). Em relacéo as proteinas
envolvidas na sinalizagdo insulinica, o tratamento com GC promoveu
reducdo significante do conteldo total de IRS-1. O estudo também
revelou reducdo do contetido da Pi3K bem como redugdo marcante do
contetdo de Akt fosforilada apds estimulo com insulina (BUREN et al.,

2002). No mesmo sentido, mioblastos C2C12 incubados na presenca de
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1 uM de dexametasona por 72 h tiveram reducdo da fosforilagdo no
residuo serina 473 da Akt, no residuo treonina 389 da S6K e aumento da
fosforilagdo no residuo serina 307 do IRS-1 (KUO et al. 2012)

Através de estudos in vivo foi demonstrado que a administracao
de 1 mg de dexametasona por 5 dias (SAAD et al.,, 1993), 11 dias
(BUREN et al., 2008) ou 12 dias (RUZZIN; WAGMAN; JENSEN
2005) em ratos resulta em desenvolvimento de RI associada a
hiperinsulinemia e dislipidemia, acompanhada ou ndo por hiperglicemia.
O impacto da dexametasona sobre a sinalizacdo insulinica foi
diversificado sobre os tecidos insulino-responsivos.

Em TAB foi observado redugdo da captacdo de glicose basal e
estimulada pela insulina e aumento na lipdlise estimulada por 8-bromo
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) em adipécitos de ratos tratados
com dexametasona onde a insulina foi menos eficaz em inibir tal efeito
(BUREN et al., 2008). Estes autores também encontraram reducio no
contetido total e fosforilado (serina 473 e treonina 308) da Akt bem
como redugdo do contetdo total da GS. A reducdo da fosforilagcdo do
IRS-1 e do IRS-2, bem como da proteina cinase Akt apds estimulo com
insulina in vivo também foi demonstrada em TAB de ratos tratados com
dexametasona por outro grupo de pesquisa (CAPERUTO et al. 2006).
Saad et al. (1999) mostraram reducdo no conteldo proteico de IRS-1 e
Pi3K em ME de ratos ap6s tratamento com dexametasona. Este estudo
ndo revelou alteragBes na fosforilagdo do IRS-1, mas demonstrou
reducdo significativa na associacdo entre IRS-1 e Pi3K estimulada pela
insulina. No mesmao sentido, tratamento com dexametasona resultou em
reducdo da captacdo da glicose estimulada por insulina em ME de ratos
(RUZZIN; WAGMAN; JENSEN 2005; BUREN et al., 2008). Esses
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achados ocorreram em paralelo com a reducdo da fosforilagdo da Akt e
da GSK-3 estimuladas pela insulina. Em tecido hepético é sabido que o
tratamento com dexametasona estd associado a reducdo da fosforilagao
do IRS-1 e da atividade da Pi3K (SAAD et al., 1993). Em resumo, 0s
efeitos diretos e indiretos da dexametasona sobre a sinalizag&o insulinica

em tecidos insulino-sensiveis estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Efeitos in vitro e in vivo da dexametasona sobre proteinas da
sinalizacéo insulinica em cultivos celulares e tecidos periféricos de ratos.

GC  Condigéo Dose Evento p6s-receptor Referéncia
DEX ip 1mg/kgp.c  Reducdo da fosforilagdo =~ SAAD et al.,
in vivo 5 dias em tirosina do IRS-1 e 1993
consecutivos da associacgdo do
complexo IRS-1/Pi3K
DEX adipécitos 300uM Redug&o do contetido BUREN et
in vitro 24 horas total do IRS-1, aumento al.,
do IRS-2, reducdo da 2002
Pi3K e da fosforilagéo
em serina da Akt
DEX ip 1mg/kg p.c  Reducdo da fosforilagéo RUZZIN;
in vivo 12 dias em serina/treonina da WAGMAN;
consecutivos Akt e do contetido de JENSEN,
GSK-3 e aumento da 2005
p85a em ME
DEX ip 1 mg/kg p.c Reducéo do conteudo CAPERUTO
in vivo 5 dias total e a fosforilado em et al., 2006
consecutivos  tirosina do IRS-1 e IRS-
2 e da Akt
DEX ip 1 mg/kg p.c Reducéo do conteudo BUREN et
in vivo 11 dias total e fosforilado em al.,
consecutivos serina/treonina da Akt 2008
estimulado por insulina
em ME
DEX células 1uM Reduc&o do contetdo MORGAN et
C2C12 24 horas total do IRS-1, aumento al., 2009
in vitro da fosforilagdo em serina
do IRS-1 e Reducéo da
fosforilagdo em serina da
Akt
DEX células 1uM Reducéo da fosforilagdo KUO et al.,
C2C12 72 horas em serina da Akt em 2012
in vitro treonina da S6K e

aumento da fosforilagdo
em serina do IRS-1 e do
conteudo de p85a

p.C. peso corpdreo; ip. intraperitoneal.
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1.6 RESISTENCIA A INSULINA NA CLIiNICA

A RI é um estado clinico no qual uma dada concentracdo de
insulina produz uma resposta bioldgica atenuada (HUNTER; GARVEY,
1998). Tal anormalidade ocorre por uma reducdo na ac¢do da insulina em
tecidos periféricos sensiveis a insulina como o tecido hepéatico, muscular
e adiposo (REAVEN, 1988). Em condigdes de RI, a captagdo da glicose
estimulada pela insulina nos tecidos muscular e adiposo encontra-se
diminuida (FORMIGUEIRA; CANTON, 2004). Por mecanismos nédo
totalmente esclarecidos, o pancreas aumenta sua capacidade secretdria a
fim de manter a homeostase glicémica. Dessa forma, instala-se um
guadro de normoglicemia associada a hiperinsulinemia (SALTIEL;
KAHN, 2001).

Embora os mecanismos responsaveis pela Rl ainda ndo sejam
completamente compreendidos, alguns estudos relacionam a obesidade
com respostas inflamatdrias sistémicas de baixo grau, também
conhecida como inflamacdo metabdlica ou metainflamacdo, que é
diferente de uma resposta inflamatéria aguda (KALUPAHANA;
MOUSTAID-MOUSSA; CLAYCOMBE, 2012; ROMEO; LEE;
SHOELSON, 2012). Algumas evidéncias tém mostrado que o aumento
na atividade de vias pré-inflamatdrias intracelulares podem levar a Rl na
obesidade. Quimiocinas e citocinas como a CCL2, IL-6, IL-1p e TNF-a
podem ser secretadas por adipdcitos e macrofagos (HALBERG;
WERNSTEDT-ASTERHOLM; SCHERE, 2008; OLEFSKY; GLASS,
2010). Nesse sentido, concentracdes aumentadas de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-o ¢ IL-6 tém sido observadas em individuos
com RI e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (TAJIRI; MIMURA; UMEDA,

2005). Os efeitos negativos desencadeados pela elevacdo das
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concentrac@es circulantes de TNF-o podem ser comprovados a partir da
neutralizagdo de TNF-o em roedores obesos, acarretando em melhora da
sensibilidade a insulina nesses animais (HOTAMISLIGIL et al., 2005).

Ja existem evidéncias de que as citocinas como TNF-a, IL-6,
IL-1B entre outras, exercem efeitos paracrinos no microambiente do
TAB que resulta na ativacdo de vias de transducdo de sinais pro-
inflamatdrias nos adipdcitos. Isto resulta na ativacdo das cinases c-jun
N-terminal (JNK) e a cinase do IkB (IKK[) entre outras serinas-Cinases.
Em condi¢cdes de RI, a sinalizacdo da JNK1 (HIROSUMI, 2002;
BANDYOPADHYAY; 2005) e IKKB (HOTAMISLIGIL et al., 2005;
ITANI, 2002) sdo suprarreguladas no tecido muscular esquelético, no
TAB, além de outros tecidos em humanos e roedores
(HOTAMISLIGIL, 2003). Essas serinas-cinases ativam fatores de
transcricdo alvos como o AP1, c-Jun/Fos e o complexo NF-xB, que
entdo estimulam a transcricdo de um conjunto de genes envolvidos com
respostas inflamatorias (NGUYEN et al., 2007). A JNK e a IKKf
também podem fosforilar o IRS-1 em serina e possivelmente outras
moléculas da via insulinica levando a atenuacdo dos efeitos da insulina
para o tecido acometido e, dependendo da cronicidade do evento,
interferem continuamente na sensibilidade a insulina (KANETY et al.,
1995; SETHI; HOTAMISLIGIL, 1999; YUAN et al., 2001;
TUNCMAN et al., 2006).

De fato, modelos experimentais de obesidade induzida por dieta
ou por alteragdes genéticas (camundongo ob/ob) demonstram associacéo
entre obesidade e elevacéo do contetdo de JNK1 em TAB, ME e figado.
Auséncia da JNK1 protege estes animais da RI induzida pela obesidade

evidenciando o papel crucial INK1 neste processo (HIROSUMI et al.,
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2002). Ablagdo da enzima Ikbkb, que codifica o IKKP em hepatocitos,
resulta em manutencao parcial da sensibilidade a insulina no figado, mas
ndo em ME e TAB, em resposta a dieta hiperlipidica, obesidade e
envelhecimento. Esses achados demonstram o papel importante da
IKKp hepatica na sensibilidade a insulina (ARKAN et al., 2005).

Dentre os possiveis fatores causais da ativacdo da via
inflamatdria destacam-se ainda, o0s acidos graxos saturados (AGS)
(SOLINAS et al, 2006). Evidéncias sugerem que &cidos graxos, que
normalmente estdo com concentragdes circulantes elevadas na
obesidade e doengas associadas, podem exercer um papel no
desenvolvimento da Rl no ME, (HIRABARA; CURI; MAECHLER,
2010) e TAB (SHI et al., 2006). Os &cidos graxos podem se acumular no
citosol de midcitos, denominado gordura intramiocelular. Os &cidos
graxos acumulam-se principalmente na forma de acil-CoA de cadeia
longa, monoacilglicerol, diacilglicerol, acido fosfatidico, triacilglicerol e
ceramidas e em algumas condi¢Bes parecem estar diretamente
relacionado com a Rl (SCHMITZ-PEIFFER, 2000; COONEY et al.,
2002; NAGLE; KLETT; COLEMAN, 2009). Especificamente os acidos
graxos de cadeia longa palmitico e estedrico parecem desempenhar
efeitos negativos sobre a sensibilidade muscular a insulina
(YUZEFOVYCH; WILSON; RACHEK, 2010).

Diversos mecanismos tém sido propostos como responsaveis
pela inibicdo da sinalizagdo insulinica induzida por AGS, incluindo a
ativagdo de varias cinases, como PKCs, IKK, JNK, e MAPK (PAZ et
al., 1997; ZHANDE et al., 2002). Evidéncias recentes sugerem que tanto
AGS provenientes da dieta, como os enddgenos ativam a sinalizacdo

inflamatdria diretamente através da interacdo com membros da familia
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do receptor do tipo toll like (TLR), como o TLR-4 (HUANG et al.,,
2012). Neste sentido, o0 TLR-4 pode estar envolvido no desenvolvimento
da RI induzida por dieta hiperlipidica (SHI et al., 2006).
Adicionalmente, os AGS podem agir indiretamente na instalacédo da RI
através da mediacdo da secrecédo de citocinas, incluindo TNF-o, IL-1p ¢
IL-6 (HOTAMISLIGIL, 2006; WEN et al., 2011), mostrando que
demais vias estdo envolvidas na RI induzida por AGS. Quando ativado,
0 TLR-4 promove a ativacéo de proteinas cinases intracelulares como a
JNK e IKKP que estdo associadas com a atenuacdo da sinalizacdo
insulinica devido a fosforilagdo em residuos de serina do IRS-1 e
inibicdo da sua fosforilacdo em tirosina pelo receptor de insulina como
descrito anteriormente (HOTAMISLIGIL; SHARGILL;
SPIEGELMAN, 1993; HOTAMISLIGIL, 2008).
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1.7 JUSTIFICATIVA

E sabido que a atenuac&o dos sinais pds-receptores que ocorrem
na sinalizacéo insulinica em individuos obesos e/ou DM2 séo similares,
em diversos aspectos, aos que ocorre apds tratamentos cronicos e/ou a
exposicdo a doses elevadas de GC. Por exemplo, reducdo da fosforilacdo
em tirosina do IRS-1, da fosforilagdo em serina/treonina da Akt e do
acoplamento IRS-1/Pi3K estdo entre as principais modificacfes
moleculares na RI, seja na condicdo de obesidade ou ap6s administracdo
crobnica de  dexametasona (HOTAMISLIGIL; SHARGILL,;
SPIEGELMAN, 1993; SAAD et al., 1993; SHOELSON; LEE;
GOLDFINE, 2006; BUREN et al., 2008). Também s&o bem conhecidos,
como descritos anteriormente, os efeitos negativos que a via
inflamatdria pode exercer sobre o grau de fosforilacdo das proteinas
chaves da via insulinica na condi¢cdo de obesidade (ITANI, 2002;
HIROSUMI, 2002; BANDYOPADHYAY, 2005; HOTAMISLIGIL et
al., 2005). Partindo deste pressuposto buscamos, dentre outras questdes
que serdo apresentadas a seguir, verificar se haveriam alteracdes
significantes no contetdo e no grau de fosforilacdo de proteinas proé-
inflamatdrias chaves em TAB de ratos tratados com dexametasona.

Ao passo que a administracdo/exposicao a dexametasona possa
promover atenuacdo da sensibilidade periférica a insulina, também esta
bem estabelecido que seus efeitos anti-inflamatdrios inclui a inibi¢ao da
transcricdo génica de componentes pro-inflamatérios e, por conseguinte,
reducdo na secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias para os tecidos
responsivos aos GCS, como, por exemplo, o0 TAB (BARNES, 1998;
KREINER; GALBO, 2010). Assim, pelo julgamento 6bvio, se esperaria

uma reducdo nas concentragdes circulantes de citocinas pro-
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inflamatdrias em individuos submetidos a terapia a base de GCs. Esse
aspecto, contudo, ainda ndo estd completamente estabelecido em nosso
modelo. N&o ha& nenhuma associagdo entre citocinas circulantes e
sensibilidade periférica a insulina em ratos tratados com dexametasona;
aspecto que tentaremos elucidar.

Ademais, ndo sabemos se o tratamento prolongado com GCs
pode resultar de fato em reducdo do conteldo de GR em tecidos
periféricos, mecanismo fisioldgico denominado de infra-regulacéo e que
regula a responsividade a um dado horménio de acordo com a
concentracdo circulante deste. Algumas evidéncias apontam para a
reducdo do contetido de GR apds exposicdo a concentracles elevadas de
GCs em varias linhagens celulares (CIDLOWSKI; CIDLOWSKI, 1981;
SVEC; RUDIS, 1981) em ratos saudaveis (TORNELLO et al., 1982) e
células sanguineas de voluntarios humanos (SCHLECHTE;
GINSBER; SHERMAN, 1982; SHIPMAN et al., 1983). Dependendo da
intensidade da infra-regulacéo é possivel observar diminuicdo do efeito
bioldgico ao dado horménio (SEIGLER; SVEC, 1984; MCINTYRE;
SAMUELS, 1985). Deste modo hipotetizamos que 0s animais tratados
com dexametasona poderiam apresentar reducdo do contetdo de GR e,
por sua vez, atenuacdo de seus efeitos inibitdrios sobre os fatores de
transcricdo pro-inflamatérios, que levariam ao aumento da transativacao
dos genes regulados por esses fatores na circulacdo, como a JNK e o
IKKP além das interleucinas IL-6, IL13 e TNFa. Se isto se confirmar,
teriam estes Gltimos alguma influéncia sobre a sinalizacdo insulinica?
Teria também, a concentracdo elevada de &cidos graxos livres (AGLs)

nestes ratos submetidos ao tratamento com dexametasona, algum efeito
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sobre a via pré-inflamatoria, dada a regulacdo dos TLR-4 pelos AGLs
(HUSSEY etal., 2012)?

Também cabe ressaltar que em algumas condi¢des de RI, como
observado na obesidade e na sindrome metabdlica, ha aumento dos
efeitos dos GCs sem que haja aumento das concentra¢fes circulantes
destes (MORGAN et al., 2009). Isso pode ser explicado pelo aumento
da atividade da enzima 11B-HSD1, uma vez que a insulina é um
importante inibidor da sua expressdo (HAMMAMI; SIITERI, 1991). O
aumento da atividade desta enzima pode influenciar nos efeitos
negativos dos GCs sobre a agdo da insulina (PATERSON, 2004) e sua
guantificacdo ainda ndo foi verificada no TAB do presente modelo
experimental.

Em suma, propomos um esquema com base em nossas

hipdteses como pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 - Hipotese da resisténcia a insulina induzida por glicocorticoides.
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O excesso de GCs promoveria o aumento de AGL na circulagdo por
consequéncia do aumento da atividade lipolitica no tecido adiposo. Os AGLs,
por sua vez, se ligariam a receptores que incluiriam os TLR-4 e interfeririam
negativamente sobre a sinalizacdo insulinica por ativagdo das cinases JNK e
IKKp que poderiam resultar na fosforilagdo em serina de proteinas como IRS-1,
Akt, entre outras. Como resultado, por exemplo, poderia ser observada reducéo
na captacdo de glicose acoplada a insulina por esta célula. Além disso, o
excesso de GC poderia promover a infra-regulacdo do contelido de GR, que
reduziria o efeito supressor do complexo GC-GR sobre os fatores de transcrigdo
NFkB e AP1 e causaria aumento da expressdo de citocinas prd-inflamatdrias,
como IL-6, IL1B e TNF-a. Estas citocinas se ligariam em seus receptores
especificos e contribuiriam para o desenvolvimento da resisténcia a insulina

periférica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o contelido total e fosforilado de proteinas chaves
envolvidas nas vias de sinalizagdo insulinica e inflamat6ria, bem como o
contedo do receptor de glicocorticoide em tecido adiposo epididimario

de ratos tratados com dexametasona.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinacédo de parametros metabdlicos para caracterizacdo do
modelo experimental tais como:

1- peso corpéreo e consumo de racao;

2- concentragdo de glicose sanguinea e de insulina,
triacilglicerol e lactato plasmaticos de jejum;

3- tolerancia a glicose, insulina e ao piruvato;

Determinacdo de pardmetros moleculares para avaliacdo de
possiveis fatores envolvidos na RI induzida pelo tratamento com a
dexametasona:

4- concentracdes de adipocitocinas envolvidas com respostas
anti- ou pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-10) em jejum;

5- conteldo total das proteinas GR, TLR-4 e¢ 113-HSD1 em
TAB;

6- contelido total e fosforilado das proteinas IRS-1, PKB/AKt,
IKKp, INK e NFkB em TAB.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos desse estudo foram realizados de acordo com
0s principios éticos de experimentacdo animal, postulados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal e devidamente aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) — protocolo n° PP00782.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar com 3 meses de idade, provenientes do
Biotério Central da UFSC, localizado no Campus Trindade,
Floriandpolis, SC. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com
5 animais em cada caixa e em ambiente com temperatura controlada (21
+ 2°C) em ciclo de iluminacdo claro-escuro (iluminado entre

06:00:18:00), com livre acesso a comida e agua.
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em grupo controle (CTL) - ratos tratados
com solucdo NaCl 0,9% (Iml/kg, peso corpéreo, i.p.) e grupo
dexametasona (DEX) - ratos tratados com fosfato de dexametasona
(Decadron®, Aché, Campinas, SP, Brasil; 1 mg/kg peso corpéreo (p.c),
intraperitonealmente (i.p) por cinco dias consecutivos entre 07:30-08:30
(Figura 6), sendo que cada grupo experimental contou com “n” de 6-7

animais.
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Figura 6 - Periodo de administragdo de dexametasona ou solugdo salina em
grupos DEX e CTL, respectivamente.
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D;: Inicio do tratamento, Ds: Fim do tratamento, Dg: Eutanasia. Inicio do
tratamento ocorreu por volta dos 90 dias de vida.

3.3 PARAMETROS METABOLICOS
3.3.1 Peso corpdéreo

A verificacdo do peso corpdreo foi acompanhada diariamente a
partir de 2 dias antecedentes ao inicio das inje¢Ges intraperitoneais até o
dia posterior ao quinto dia de tratamento (dia da eutanasia) em balanca
eletronica digital (TECNAL,; Piracicaba, SP, Brasil).

3.3.2 Consumo de ragéo

O consumo de racdo foi acompanhado diariamente como
descrito para 0 peso corpdreo. A determinacdo foi realizada através da
pesagem da racdo remanescente (ndo ingerida) descontada do total
daquela depositada no dia anterior. A diferenca representa a quantidade
ingerida por gaiola diariamente. A quantidade média de racdo ingerida
por animal foi obtida através da divisdo da massa total de ragdo ingerida
pelo nimero de animais contidos por gaiola. Os resultados foram

expressos em gramas de ragdo ingeridos por quilo de peso corpéreo.
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3.3.3 Glicose sanguinea

A glicemia foi quantificada ap6s jejum (12-14 h) através do
sistema de fitas (monitor digital) “Accu-CheckPerforma” (ROCHE;
Jaguaré, SP, Brasil). Ap6s pequena seccdo da ponta da cauda, foi
descartada a primeira gota de sangue e a segunda gota de sangue obtida

foi utilizada para determinacgéo da glicemia.

3.3.4 Componentes plasmaticos

Imediatamente apds a eutandsia dos animais (jejum de 12-14 h),
gue se procedeu por exposicdo a CO,, seguido por decapitacdo, o sangue
do tronco foi coletado em tubo de ensaio de vidro, previamente lavado
em solucdo salina, contendo anticoagulante NaF (Glistab — Labtest;
Lagoa Santa, MG, Brasil). Em seguida, os tubos foram centrifugados a
400 x g por 10 min a 21°C (eppendorf 5804R) e o plasma foi aliquotado
e armazenado a -20°C ou -80°C para posterior quantificacdo da insulina
(Sistema de micro esferas, Alpha Technology — PerkinElmer),
triacilglicerol e lactato (espectrofotometria em leitor de placas) de acordo

com instrugdes dos fabricantes (Biotécnica®; Varginha, MG, Brasil) .

3.3.5 Avaliacao da sensibilidade & insulina pelo modelo de analise
homeostatica (HOMA\) e indice TyG

O HOMA foi calculado a partir da formula: [glicemia de jejum
(mM) x insulinemia de jejum (ulU/mL)}/22.5 (MATTHEWS et al.,
1985). O TyG, cdélculo alternativo recentemente proposto para

verificacdo da sensibilidade periférica a insulina, foi definido a partir da
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formula Ln[(triacilgliceridemia de jejum (mg/dL) x glicemia de jejum
(mg/dL))/2] (GUERRERO-ROMERO et al., 2010).

3.3.6 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT)

O ipGTT foi realizado em grupo separado de ratos em jejum
(12-14 h) sem uso de anestesia. Os animais tiveram a ponta da cauda
seccionada para a coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota foi
descartada e a segunda utilizada para determinacdo da glicemia no tempo
0. Imediatamente, foi injetada solucdo de p-glicose 50% a 36°C (2g/kg
de peso corporeo) e amostras de sangue foram posteriormente coletadas
aos 30, 60 e 90 minutos para determinagdo das concentracfes de glicose
sanguinea. (RAFACHO et al., 2008).

3.3.7 Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT)

O iplTT foi realizado em grupo separado de ratos alimentados.
A glicemia basal (min 0) foi obtida como descrito previamente no
ipGTT. Imediatamente, receberam injecdo intraperitoneal de insulina
humana recombinante (Biohulin®; Contagem, MG, Brasil) equivalente
a 2 lU/kg de peso corpéreo. Amostras de sangue foram coletadas para
determinacdo da glicemia nos tempos 10, 20, 30 e 45 min. A constante
de decaimento da glicose sanguinea (K;rt) foi calculada a partir do
“slope” da linha de regressdo obtida com valores de glicose log-

transformados entre 0 e 45min.
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3.3.8 Teste de tolerancia ao piruvato intraperitoneal (ipPTT)

O ipGTT foi realizado em grupo separado de ratos em jejum
(12-14 h) sem uso de anestesia. A glicemia basal (min 0) foi obtida como
descrito previamente. Imediatamente, foi injetada solucio de piruvato
25% a 36°C (1,59/kg de peso corp6reo) e amostras de sangue foram
posteriormente coletadas aos 30, 60, 120 e 150 minutos para

determinacdo das concentragfes de glicose sanguinea.

3.3.9 Glicogénio hepatico

Para determinagdo do glicogénio hepéatico, amostras de figado
(300 a 500mg) foram transferidas para tubos de centrifuga contento
KOH 30% e fervidas por 1 h para completa digestdo. Em seguida, foi
adicionado Na,SO, e o glicogénio foi precipitado com etanol submetido
ao banho-maria por aproximadamente 15 seg. As amostras foram
centrifugadas a 800 x g por 10 min, o sobrenadante contendo lipides
saponificados, aminodcidos, etc, foi descartado e o ‘pellet’
ressuspendido em &gua destilada quente. Etanol foi adicionado em
seguida, o material foi homogeneizado e levado rapidamente ao banho-
maria, e as amostras foram conduzidas novamente a centrifugacdo. Apés
diluicio do precipitado em 25 ml de 4gua destilada quente o contelido
do glicogénio foi quantificado por espectrofotometria em reagdo com
reagente fenol e H,SO,. A absorbancia foi determinada a 490 nm
(RAFACHO et al. 2008b).
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3.4 LIPOLISE

Optou-se por utilizar TAB epididimario no presente estudo em
funcdo da demonstracdo de que o TAB epididimario em roedores é mais
sensivel aos efeitos lipoliticos das catecolaminas em comparacdo ao
TAB subcutdneo (HARTMAN; CHRIST, 1978; PORTILLO et al.,,
2000). A taxa de lipdlise do tecido adiposo foi analisada por incubagédo
de fragmentos deste tecido e avaliago da liberagdo do glicerol ao meio
de incubacdo (VAUGHAN; 1962). Fragmentos de tecido adiposo
epididimério (100mg) foram incubados em tampéo de Krebs aerado com
carbogénio (5% CO, e 95% O,) pH 7.4, contendo albumina de soro
bovino (1%) e glicose a 5,6 mM por 1 h a 37°C na presenga ou ndo de
20 uM de isoproterenol. Ao final da incubagdo, amostras do meio de
incubacdo foram coletadas e mantidas a 4°C. O glicerol foi determinado
por um ensaio colorimétrico enzimatico de acordo com Bucolo; David,
(1973). Resultados foram expressos como microgramas por miligrama

de tecido por hora (ug/mg/1h).
3.5 CITOCINAS PLASMATICAS

As amostras de plasma foram obtidas como descrito
previamente. Aliquotas de 100 pL foram utilizadas para mensurar as
concentragdes de TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-10 através do método de
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN) de acordo com instru¢des
do fabricante. O comprimento de onda utilizada para quantificacdo das

citocinas foi de 450nm com corre¢éo em 540nm.
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3.6 EXTRACAO PROTEICA E WESTERN BLOTT

Um terceiro grupo de ratos em jejum recebeu um bolus de glicose 50%
a 36°C (2g/kg de peso corporeo) ou solucdo salina, 20 minutos antes
da eutandsia e os fragmentos dos tecidos (hepatico, muscular e
adiposo) foram removidos e homogeneizados em solucdo de lise
celular a 4°C (CellSignaling, MA, USA) em ultraturrax (IKA®;
Campinas, SP, Brasil) por 3 séries de 15 segundos cada.
Posteriormente foram centrifugados a 13.000 x g por 50 min a 4°C
(Eppendrof 5804R). A determinacdo da concentragio proteica total do
lisado foi realizada pelo método de Bradford, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Bio-Rad, CA, USA). Aliquotas de proteina
total (50 pg) foram fervidas a 100 °C por 4 minutos em 25% do
volume em tampdo Laemmli (fosfato de sédio 1M pH 7,0, 10% SDS,
10% B-mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol). As
amostras foram submetidas a eletroforese (Mini Protean Il - Bio-Rad)
em gel de poliacrilamida 6,5-15%. Apds eletroforese, as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Santa Cruz
Biotechnology) na presencga de 20% metanol e 1% SDS em voltagem
constante de 120 V por 2 h. O fragmento lisado por cada animal foi
considerado como n=1. Depois de 2 h de bloqueio em temperatura
ambiente, membranas contendo lisado dos tecidos foram lavadas em
TBST (solugdo basal) e incubadas por 14 h com anticorpos primarios
apropriados a 4°C. As membranas foram incubadas com anticorpos
policlonais GRa/p (1:1000), anti-Akt (serina 473) (1:500), anti-Akt
total (1:1000), anti-IRS-1 total (1:200), anti-JNK (treonina 183/tirosina
185) (1:750), anti-JNK total (1:200), anti-IKKBa/B (serina 180/181)
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(1:100), anti-IKKBa/p  total (1:100), anti-TLR-4 (1:200), anti-
11BHSD-1 (1:500), anti-NFkB total (1:1000) e anti-a-tubulina (1:500)
(Santa Cruz Biotechnology). Anti-NFkBp65 (serina 536) (1:500) (Cell
Signaling) e anti-IRS-1 (serina 307) (1:2000) e anti-B-actina (1:4000)
(Abcam). Depois de lavadas em TBST as membranas foram incubadas
com anticorpo secundario apropriado em temperatura ambiente. O
anticorpo ligado foi detectado por quimioluminescencia pelo sistema
de fotodocumentacdo Chemidoc MP (BioRad, CA, USA), como

descrito pelo fabricante.
3.7 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2007®. A andlise estatistica dos
dados foi realizada no programa estatistico Graphpadprism v.5.01
(Graphpad Inc.; La Jolla, USA). As variaveis dependentes descritivas
foram apresentadas como média e erro padrdo da média (E.P.M). O
teste “t” de Student ou ANOVA de uma via (one-way ANOVA) e
ANOVA para medidas repetidas, sequido de post test Tukey, foram
aplicados para dados ndo emparelhados quando os valores passaram
pelo teste de normalidade e de homocedasticidade. Em casos de
heterocedasticidade, teste “t” de Student ndo emparelhado com
correcdo de Welch ou Mann-Whitney, ou Kruskal-Wallis seguido de
post test Dunn foi aplicado para avaliacdo de dados ndo paramétricos.
O nivel de significancia adotado foi de 95% (p< 0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL
4.1.1 Peso corpdreo e consumo de racao

O peso inicial (identificado como -2 na Figura 7A) dos ratos dos
grupos CTL e DEX foram 327 = 10 g vs. 319 £ 7 g, respectivamente
[ndo significativo (NS)]. Ao final do tratamento (dia 4 na Figura 7A) 0s
pesos corpéreos nos grupos CTL e DEX foram 348 + 11 g vs. 287 £6 g,
respectivamente (p<0,05, n=6). Ratos tratados com DEX apresentaram
reducdo significativa de 9% da massa corpérea apds 48 h de tratamento
em comparacao ao grupo CTL (p<0,05, n=6). Reducbes de 13%, 17% e
17% foram observadas nos dias 3, 4 e 5; respectivamente, no grupo
DEX em relagdo ao grupo CTL (p<0,05, n=6). Também foi observada
reducdo significativa de 27% no consumo de ragdo pelo grupo DEX a
partir de 24 h do tratamento (Figura 7B; p<0,05, n=6). Reduc¢fes de
25%, 49% e 58% foram observadas nos dias 2, 3 e 4 respectivamente,

em relacdo aos valores do grupo CTL (p<0,05, n=6).
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Figura 7 - Tratamento com dexametasona promove redugdo do peso corpéreo e

consumo de rag&o.
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Os ratos DEX tiveram reducdo significante do peso corp6reo a partir do terceiro
dia de tratamento (A). Do mesmo modo, os ratos DEX apresentaram redugédo
significante do consumo de ragdo a partir do segundo dia de tratamento (B).
Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca significante em relagéo
ao CTL. Teste “t” de student foi utilizado, p<0,05, n=6.

4.1.2 Parametros plasmaticos e glicogénio hepatico

A fim de verificar se o tratamento com dexametasona promoveu
alguma alteracdo na homeostase glicémica e lipidica, quantificamos os
valores de glicose sanguinea bem como de outros parametros
metabdlicos. As concentracdes de glicose sanguinea e insulina
plasmética em jejum aumentaram significantemente nos ratos DEX em
relacdo ao grupo CTL (Tabela 2; p<0,05, n=6). Os ratos DEX também
apresentaram aumento das concentragGes plasmaticas de triacilglicerol e
de lactato, bem como do contetido de glicogénio hepético. A reducdo da
sensibilidade periférica a insulina foi constatada através do calculo de
indice HOMA e TyG (Tabela 2).
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Tabela 2 - Parametros sanguineos e metabélicos em ratos CTL e tratados com
DEX ap6s jejum de 12 a 14 horas.

CTL DEX DEX/CTL

Glicemia (mg/dL) 97+5 122+7 1,25
Insulinemia (ng/mL) 20+04 120£30 6,0
Triacilgliceridemia (mg/dL) 62 +7 179+15 29
Lactatemia (mg/dL) 12+1 22+1 1,8
Glicogénio hepético 20+05 70+10° 35
(mg/100g)

HOMA-IR 11+ 4 6321 9,3

TYG 81+04 91+0.2* 1,1

Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca significante em relacéo
ao CTL. Teste “t” de student foi utilizado, p<0,05, n=6.

4.1.3 Tolerancia a glicose e sensibilidade periférica a insulina

Com o objetivo de verificar se a hiperglicemia e, especialmente
a hiperinsulinemia estdo associadas a alguma alteracdo da tolerancia a
glicose e sensibilidade periférica & insulina, realizamos os testes de
tolerancia a glicose, piruvato e insulina, respectivamente. O teste de
tolerancia a glicose revelou incremento nos valores de glicose sanguinea
apos desafio de glicose no grupo DEX em relacdo ao grupo CTL (Figura
8A,; p<0,05, n=6,). A elevagdo dos valores glicémicos persistiu por 90
min ap6s a sobrecarga de glicose intraperitoneal. O grupo DEX
apresentou habilidade reduzida para lidar com a glicose em rela¢éo ao
grupo CTL, como pode ser observado no minuto 90 (146 + 7 vs. 350 £ 4
mg/dL para CTL e DEX, respectivamente). Os valores da area sob a
curva (ASC) da glicose durante o ipGTT foram significantemente

maiores no grupo DEX (1,95 vezes) em relacdo ao grupo CTL (Figura
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8B; p<0,05, n=6). O teste de tolerancia ao piruvato, que prediz o grau de
sensibilidade hepéatica a insulina, revelou aumento expressivo dos
valores da glicose sanguinea apés a administracdo de piruvato no grupo
DEX em relacdo ao grupo CTL (Figura 8C; p< 0,05, n=6,). Os valores
de ASC da glicose durante o ipPTT foram significantemente maiores no
grupo DEX (1,83 vezes) em relagdo ao grupo CTL (Figura 8D; p<0,05,
n=6). O teste de tolerancia a insulina revelou reducdo significante da
sensibilidade a insulina, a julgar pela constante de decaimento da
glicose. Os valores do Kt foram 2,1 + 0,2 vs. 1,4 £ 0,2 %.min* para
CTL e DEX respectivamente) (Figura 8E; p<0,05, n=6). Estes dados

corroboram os resultados obtidos pelos indices HOMA e TYG.
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Figura 8 - Tratamento com dexametasona induz reducdo na tolerancia a

glicose e sensibilidade & insulina.
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Os ratos DEX apresentaram reducdo da tolerancia a glicose (A). Os valores
obtidos pela ASC confirmam a IG nos ratos tratados com DEX (B). Os ratos
DEX também apresentaram aumento significante dos valores de glicose
sanguinea ap6s a administragdo i.p. de piruvato (C). Os valores obtidos pela
ASC confirmam o aumento da produgdo enddgena de glicose nos ratos DEX
(D). A constante de decaimento glicose sanguinea durante o ipITT (K1) mostra
reducdo da sensibilidade periférica a insulina no grupo DEX comparado ao
grupo CTL. (E). Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca
significante em relagdo ao CTL; Cerquilha (*) indica diferenca significante em
relagdo ao minuto 0. Teste “t” de Student foi utilizado, p<0,05, n=7.
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4.1.4 Secrecao de glicerol estimulada por isoproterenol

A lip6lise é um processo exacerbado na condicdo de RI; assim,
para verificar se 0 TAB estd mais ou menos lipolitico, realizamos um
ensaio funcional para verificar esse processo ex vivo. A Lipélise no TAB
(epididimario) foi determinada na presenca ou auséncia do agonista
adrenérgico isoproterenol. A taxa de lipdlise basal foi significantemente
maior no grupo DEX apds 1 h de incubacdo em relacdo ao grupo CTL
(1,2 + 0,08 vs. 1,8 + 0,09 ug/mg.h™ para CTL e DEX respectivamente)
(Figura 9A; p< 0,05, n=12 fragmentos). Ambos 0s grupos apresentaram
aumento significante na liberacdo de glicerol quando estimulados com
isoproterenol em relacdo ao seu estado basal (p< 0,05, n=12), porém,
ndo houve diferenca entre os grupos apds estimulo com isoproterenol
(Figura 9A; NS). Os valores obtidos a partir da razéo entre as condigdes
estimulado e ndo estimulado foram significantemente menores no grupo
DEX em relacdo ao CTL (Figura 9B, p< 0,05, n=12), assim como a
razdo entre o grupo tratado com DEX (estimulado e ndo estimulado)
para os seus respectivos controles (Figura 9C, p< 0,05, n=12). Estes
dados apontam para maior atividade lipolitica no TAB dos ratos DEX

durante situagdes basais.
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Figura 9 — Lipdlise estimulada por isoproterenol ex vivo em TAB epididimario.
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N&do foram observadas diferencas na liberacdo de glicerol entre os grupos
quando expostos ao estimulo com isoproterenol; porém, os ratos DEX
apresentaram maior liberagdo de glicerol na condicdo basal comparado ao CTL
(A). A razdo obtida entre as condicOes estimulada pela basal (intragrupo) (B),
bem como estimulada/estimulada e basal/basal (entregrupos) (C) mostram
reducdo significante para o grupo DEX comparado ao grupo CTL. Dados séo
média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca significante em relagdo ao CTL,
cerquilha (#) indica diferencga significante em relagdo ao estado basal. Teste “t”

de Student foi utilizado. p<0,05, n=12.

4.2 SINALIZACAO INSULINICA
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4.2.1 Tratamento com dexametasona promove reducdo da
fosforilago em serina da Akt em TAB epididimario

Constatada as alteracGes metabdlicas, seguimos para a avaliacdo
da sinalizacdo insulinica nos trés principais tecidos periféricos
insulinossensiveis (TAB, ME e hepatico). Consideramos a Akt como a
proteina norteadora para a avaliagdo da integridade da sinalizacdo
insulinica em acordo com trabalhos prévios (BUREN et al., 2008).
Nossos experimentos de immunoblotting para a Akt mostraram que a
sinalizacdo insulinica esta atenuada apenas no TAB. Ambos o conteldo
total e a razdo entre a Akt fosforilada apds bolus oral de glicose pela a
Akt fosforilada em condicdo basal estiveram reduzidos (Figura 10A-C).
Os valores referente a razdo da Akt fosforilada ap6s bolus oral de
glicose pela fosforilagdo basal foram menores no TAB dos ratos DEX
guando comparados aos valores do grupo CTL (100 £ 15% vs. 56 + 5%
para CTL e DEX, respectivamente) (Figura 10A; p<0,05, n=6). Além
disso, o contelido total da Akt foi significativamente menor no grupo
DEX em relacdo ao grupo CTL (100 + 13 vs 54 + 4, para CTL e DEX
respectivamente, Figura 11A), (p<0,05, n=6).

Considerando que foi observada atenuacdo da fosforilacdo da
Akt apds estimulo com bolus de glicose, seguimos com a avaliacdo do
status da fosforilagdo do IRS-1. A razdo entre o IRS-1 fosforilado em
residuos de serina 307 para 0 seu contelido total ap6s bolus oral de
glicose aumentou no grupo tratado com DEX em relagéo ao grupo CTL
(100 £ 24% vs 163 +10% para CTL e DEX respectivamente) (Figura
11B; p=0,06, n=3).
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Figura 10 - Ratos DEX possuem menor ativacdo da Akt no TAB em resposta ao
bolus de glicose.
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Razdo entre Akt fosforilada ap6s bolus oral de glicose pela fosforilagdo basal
em TAB (A), ME (B) e figado (C). Note a redugdo da fosforilagdo da Akt em
TAB de ratos DEX. A fosforilacdo da Akt em ME e figado foi similar entre os
grupos DEX e CTL. Dados sdo média £ EPM. Asterisco (*) indica diferenca
significante em relagdo ao grupo CTL. Teste “t” de Student foi utilizado.
p<0,05, n=6.
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Figura 11 - Akt total e IRS-1 fosforilado em serina em TAB de ratos DEX em
TAB.
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O contetdo total da Akt foi menor no TAB do grupo DEX em comparagao ao
grupo CTL (A) A razdo entre p-IRS-1 fosforilado em serina para o IRS-1 total
apoés bolus oral de glicose foi maior no grupo DEX em relagdo ao CTL (B). A
imagem representativa do IRS-1 teve as bandas selecionadas na mesma
membrana (ndo sdo sequenciais) a fim de compor a imagem. Dados sdo média +
EPM.

4.3 CONTEUDO TOTAL DO RECEPTOR DE GLICOCORTICOIDE
E DA ENZIMA 118-HSD1 NO TAB

4.3.1 Tratamento com GC promove reducéo do contetido de GR e
aumento modesto da enzima 11B-HSD1 em TAB epididimério

A fim de verificar se 0 excesso de GC pode alterar o contetdo
de GR no TAB, este foi avaliado em ambos 0s grupos experimentais.
Como esperado, o tratamento com dexametasona resultou em reducgédo
significante (47%) do contetido total do GR (100 £ 13% vs. 53 + 4%
para CTL e DEX, respectivamente) (Figura 12A; p<0,05, n=6). Além
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disso, estudos mostram aumento do conteudo da enzima 11B-HSD1 em
guadro de RI (MORGAN et al.,, 2009). Assim, esta também foi
verificada no TAB, e constatou-se aumento, porém ndo significante no
contetido da enzima no TAB dos animais tratados com DEX (100 + 15%
vs. 164 + 32% para CTL e DEX, respectivamente) (Figura 12B; p=0,09,
n=6).

Figura 12 - Redugdo do conteido de GR e contetido da enzima 115-HSD1 em
TAB epididimario.
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O grupo tratado com dexametasona apresentou reducdo significante do
conteldo de GR no TAB em comparagdo ao grupo CTL (A) O contetdo da
enzima 11B-HSD1 aumentou no grupo DEX, porém sem significancia
estatistica (B). Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca
significante em relagdo ao CTL. Teste “t” de Student foi utilizado. p<0,05, n=6.
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4.4 CONTEUDO TOTAL E FOSFORILADO DA JNK, IKK8,
NFkBp65 E CONTEUDO TOTAL DO RECEPTOR TLR-4 NO TAB

4.4.1 Componentes da sinalizag¢io inflamatoria parecem néo estar
envolvidos na atenuacéo da sinaliza¢do insulinica em TAB
epididimério

Para verificar se ha um possivel impacto negativo da sinalizacdo
inflamatdria sobre a atenuacdo da sinalizacdo insulinica em TAB de
ratos DEX, avaliamos o conteldo total e o grau de fosforilagdo das
proteinas cinases JNK e IKKB. O conteudo total da JNK foi menor no
grupo DEX em relagdo ao grupo CTL (100 + 7% vs. 70 £ 12% para
CTL e DEX, respectivamente) (Figura 13A; p=0,06, n=6). O conteldo
da JNK fosforilada também foi menor no grupo DEX em relagdo ao
grupo CTL (100 £ 5% vs. 54 + 12% para CTL e DEX, respectivamente)
(Figura 13B; p<0,05, n=6). A relacdo entre a JNK fosforilada para seu
contetdo total também foi menor no grupo DEX em relacdo ao grupo
CTL (100 £ 5% vs. 73 + 10%, para CTL e DEX, respectivamente)
(Figura 13C; p<0,05, n=6).

O contetdo total da IKKP foi similar entre os grupos (100 +
12% vs. 111 + 17% para CTL e DEX, respectivamente) (Figura 13D;
p=0,06, n=6). Entretanto, houve reducéo significante da fosforilacdo da
IKKp no grupo DEX em relacdo ao grupo CTL (100 & 20% vs. 48+ 14%
para CTL e DEX, respectivamente) (Figura 13E; p<0,05, n=6). A
relacdo entre a IKKp fosforilada para seu conteudo total também revelou
tendéncia a reducdo no grupo DEX em relacdo ao grupo CTL (100 +
22% vs. 52 £+ 9%) ( Figura 13F; p=0,07, n=6).
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Figura 13 - Conteldo total e fosforilagdo das proteinas-chaves envolvidas na

sinalizacdo inflamatdria.
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Conteudo total (A) e fosforilado da JNK (B) e razdo entre JNK fosforilada para
JNK total (C). Contetdo total (D) e fosforilado da IKKp (E) e razdo entre IKKf
fosforilada para IKKp total (F). Note que o contetido total da JNK apresentou
tendéncia a redugdo, enquanto sua fosforilagédo e razdo entre JNK fosforilada
para seu contetido total foram menores no grupo DEX em relagdo ao CTL. Em
relagdo ao IKKp, o seu contetdo total foi similar em ambos os grupos; no
entanto, sua fosforilacdo e razdo entre IKKp fosforilada para seu conteudo total
foram menores no grupo DEX em relagdo ao grupo CTL. Dados sdo média +
EPM. Asterisco (*) indica diferenca significante em relagdo ao CTL. Teste “t”
de Student foi utilizado. p<0,05, n=6.
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4.4.2 Reducéo do contetddo de GR nao esta associada a aumento do
conteddo de proteinas relacionadas com a sinalizagdo pro-
inflamatdria em TAB epididimario e no plasma

Para analisar se a reducdo do contelldo do GR poderia resultar
em aumento do conteldo de proteinas envolvidas com a sinalizag&o proé-
inflamatoria, seguimos com a avaliagdo do contetdo do receptor TLR-4,
do fator de transcricio NFkBp65 bem como das concentracBes
circulantes das citocinas IL-6, IL-1p e TNF-a e IL-10.

N&o houve diferenca entre os conteldos totais do TLR-4 em
ambos os grupos (100 = 14% vs. 83 + 9% para CTL e DEX,
respectivamente) (Figura 14A; p<0,05, n=6). O conteldo total (100 *
8% vs. 93 £+ 1%; CTL e DEX respectivamente) e fosforilado (100 + 12%
vs. 83 + 9%; CTL e DEX respectivamente) de NFkBp65 néo
apresentaram diferencas entre os grupos DEX e CTL (NS, n=6; dados
ndo apresentados). A relagdo entre 0 NFkBp65 fosforilado para o seu
conteldo total (100 + 18% vs. 84 + 8% para CTL e DEX,
respectivamente) também ndo apresentou diferenca entre os grupos
(Figura 14B, n=6).
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Figura 14 - Conteldo total e/ou fosforilado de proteinas relacionadas com a

sinalizagdo pro-inflamatoria.
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Conteldo total do receptor TLR-4 (A) e razdo entre NFkBp65 fosforilada para
seu conteddo total (B). Observa-se que conteldo de TLR-4 e a razdo entre
NFkBp65 fosforilada para seu contetdo total foram similares entre 0s grupos.
Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca significante em relagéo
ao CTL. Teste “t” de Student foi utilizado. p<0,05, n=6.

Em relacdo as citocinas pré-inflamatorias, as concentracdes de
IL-1B (67 + 2 vs. 53 + 3 pg/mL) e de TNF-a (29 = 5 vs. 16 + 2 pg/mL)
foram menores no grupo DEX em relagcdo ao grupo CTL (Figura 15
A,B, respectivamente; p<0,05, n=7). As concentra¢bes de IL-6 foram
similares entre os grupos (45 + 2 vs. 51 + 3 pg/mL para CTL e DEX,
respectivamente), enquanto as concentragcfes da citocina anti-
inflamatdria 1L-10 foram menores em ratos DEX comparado aos ratos
CTL (55 + 8 vs. 37 £ 1 pg/mL) (Figuras 15C,D, respectivamente;
p<0,05 para 15D, n=7).
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Figura 15 - Citocinas circulantes em ratos DEX e CTL. IL-1PB (A), TNF-a (B),
IL-6 (C) e IL-10 (D).
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Houve redugdo significante das citocinas pro-inflamatérias IL1- B e TNF-a e da
citocina anti-inflamatoria I1L-10 nos grupos DEX. As concentragdes de IL-6
foram similares entre os grupos. Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica
diferenca significante em relacdo ao CTL. Teste “t” de Student foi utilizado.

p<0,05, n=7.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que a administracdo de
dexametasona em ratos adultos promoveu 1) reducdo no peso corporeo,
2) hipofagia, 3) hiperglicemia, 4) hiperinsulinemina, 5)
hipertriacilgliceridemia, 6) aumento do contetido de glicogénio hepético,
7) maior atividade lipolitica no TAB epididimal, 8) redugdo da
sensibilidade periférica a insulina e 9) intolerancia a glicose. Esses
resultados estdo de acordo com dados do nosso grupo e de outros grupos
de pesquisa que vém demonstrando essas alteracGes em trabalhos
anteriores (SAAD et al., 1993; CAPERUTO et al., 2006; BUREN et al,
2008; RAFACHO et al., 2008a; RAFACHO et al., 2011). Os ratos DEX
também reproduziram alterages na sinaliza¢do insulinica similares aos
demonstrados previamente por outros grupos de pesquisa (CAPERUTO
et al., 2006; BUREN et al, 2008) como a reducéo do contetdo total e
fosforilado da Akt em TAB. Ainda, observamos marcante reducdo do
contetdo proteico do GR em TAB dos ratos DEX. Contudo, apesar da
reducdo do conteldo do GR, as proteinas envolvidas em vias pro-
inflamatdrias, como as proteinas-cinases JNK ¢ IKKB e as
concentracBes circulantes de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p e TNF-
o) foram menores nos animais tratados com dexametasona. Em suma,
demonstramos pela primeira vez um paralelo entre os principais
componentes proteicos da via insulinica e da via pré-inflamatéria no
TAB de ratos insulinorresistentes, por meio da administracdo de
dexametasona.

A reducdo do peso corpéreo, bem como reducdo do consumo de

racdo ao longo do tratamento com dexametasona esta de acordo com
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estudos anteriores (RAFACHO et al., 2008a; COSTA et al., 2012). E
sabido que a insulina exerce efeitos anorexigenos no hipotalamo
(WOOD et al., 1979), uma vez que nossos ratos DEX apresentam
concentracdes de insulina elevadas, sugerimos que este pode ser um dos
fatores responsaveis pela hipofagia nesses animais. A perda de peso
observada nos ratos DEX pode ser devida, em partes, a0 aumento da
excrecdo de agua (THUNHORST et al.,, 2007) e ao aumento da
atividade catabdlica (CARPUSO; CARPUSO, 2012). O aumento do
conteldo total de glicogénio hepatico encontrado no grupo DEX
também corrobora os dados publicados previamente (MOKUDA et al.,
1991; NUNES et al., 2013). Os efeitos dos GCs sobre 0 metabolismo de
glicose incluem redugdo na captacéo de glicose estimulada pela insulina
em tecidos periféricos e aumento da gliconeogénese hepatica (RIZZA;
MANDARINO; GERICH, 1982; ROONEY et al. 1994). Sob a acéo da
dexametasona o figado aumenta a producdo de glicose hepética pela
inversdo da via glicolitica a partir de substratos resultantes dos processos
de lipdlise, protedlise e cetogénese. Durante esse processo, parte da
glicose pode ser desviada para a glicogénese. Assim, mesmo em jejum,
0s animais tratados com dexametasona apresentam maior contelddo de
glicogénio hepatico (MARCHESINI et al., 2001; NUNES et al., 2013).
Ainda, é possivel que ocorra uma preferéncia pela gliconeogénese em
detrimento da glicogenolise que favoreca a manutencdo do contetido de
glicogénio hepético nos ratos DEX.

Dependendo da dose e periodo de administracdo, os GCs podem
induzir aumento das concentracBes plasméaticas de insulina e de
triacilglicerol associado a nenhum efeito ou ao aumento nas

concentragdes de glicose sanguinea em jejum (RUZZIN; WAGMNAN;
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JENSEN, 2005; BUREN et al., 2008). Nossos dados mostraram que
administracdo de dexametasona (1 mg/Kg de peso corpdreo) resultou
em marcante aumento das concentracfes plasmaticas de insulina e de
triacilglicerol que esteve acompanhado de elevagdo dos valores
glicémicos de jejum. A hiperinsulinemia é normalmente decorrente da
compensagdo pancreatica exercida pelas células B que elevam a sintese e
a secrecdo de insulina contrapondo-se a reducdo da agdo da insulina
decorrente dos efeitos diabetogénicos dos GCs (BONNER-WEIR et al.,
1981; RAFACHO et al., 2008a). A elevacdo dos valores de glicose
sanguinea pode ser explicada, pelo menos em partes, pela possivel
combinacdo da 1) reducdo da captacdo de glicose em decorréncia da
diminuicdo do recrutamento de vesiculas contendo GLUT-4 para a
superficie da membrana celular (WEINSTEIN et al., 1998; MORGAN
et al., 2009), 2) da gliconeogénese, provavelmente de origem hepatica,
exacerbada neste modelo, como prova nossos experimentos de ipPTT e
3) do aumento das concentragdes circulantes de glucagon apés
exposicdo a GCs (BEAUDRY et al., 2013; CUMMINGS et al., 2013).
Os ratos DEX também apresentaram alteragdes funcionais no TAB,
a julgar pelo aumento na liberacdo de glicerol em estado basal, em
comparacdo com o grupo CTL. O aumento da lipdlise em ratos tratados
com dexametasona também foi demonstrado por outros autores
(BUREN et al., 2008, NUNES et al., 2013). Contudo, estes autores
mostraram um aumento da lipdlise apds estimulo, mas ndao em
condi¢des basais. Por uma analise relativa, avaliando a razédo da lipdlise
entre a condicdo estimulada pela basal, demonstramos que os ratos DEX
apresentam uma resposta incremental maior do que aquela vista no TAB

dos ratos CTL. Isto poderia ser explicado, pelo menos em partes, pelo
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aumento da expressdo da lipase horménio sensivel e da lipase de
triacilglicerol do TAB (VILLENA et al.,, 2004) ou até mesmo pela
resisténcia ao efeito antilipolitico da insulina (BUREN et al., 2008).
Existem inGmeras evidéncias experimentais de que os GCs
promovem reducdo da sensibilidade a insulina em ratos (SAAD et al.,
1993; BUREN et al., 2008; NICASTRO et al., 2012) e em humanos
(ROSMOND, 2005). O teste de tolerancia a insulina realizado em nosso
estudo corrobora estes achados nos DEX. O ITT consiste na
administracdo de dose suprafisiolégica de insulina e a diminuicdo dos
valores glicémicos depende da inibicdo da producdo enddgena de
glicose e do estimulo de sua captacdo pelos tecidos periféricos. O Kt
representa essencialmente a medida da utilizagdo da glicose pelos
tecidos, principalmente 0 ME (WAJCHENBERG et al., 1999). Os ratos
DEX apresentaram reducdo da sensibilidade a insulina, a julgar pelos
valores obtidos pelo Kt e pelos indices HOMA e TyG. HOMA e TyG
sdo calculos matematicos que predizem alteracdo da sensibilidade a
insulina. O HOMA-IR € calculado a partir dos valores de glicemia e
insulinemia de jejum em estudos epidemioldgicos, além de ser utilizado
na préatica clinica (WALLACE; LEVY; MATTHEWS; 2004). O TyG
foi recentemente proposto como célculo alternativo ao HOMA, uma vez
que substitui os valores de insulinemia pelos de triacilgliceridemia
tornando o0 método mais acessivel nos casos em que a quantificacdo da
insulinemia ndo seja viavel (SIMENTAL-MENDIA et al., 2008;
GUERRERO-ROMERO et al.,, 2010). Também foi constatada a
presenca de IG no grupo DEX, uma vez que apds o desafio com glicose
a secrecdo de insulina provavelmente ndo foi suficiente para contrapor-

se ao incremento da glicemia nesses animais. Sabe-se que a exposicao
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das células B pancreaticas a glicose resulta em padrao bifasico da
secrecdo de insulina. A resposta inicial a glicose é caracterizada pelo
aumento na secrecdo de insulina seguida do declinio proximo da
concentracdo basal (PRATLEY; WEYER, 2001). Dados prévios de
nosso aupo (RAFACHO et al., 2010) e de outros grupos de pesquisa
(KARLSSON et al., 2001; NOVELLI et al., 1999) tém demonstrado
uma hipersecrecdo de insulina em resposta a glicose em ilhotas isoladas
de ratos tratados com DEX. Contudo, essa hipersecre¢do que também é
observada in vivo ap6s estimulo com glicose (RAFACHO et al., 2008a;
RAFACHO et al., 2011) parece ndo ser suficiente para contrapor o
impacto negativo dos GCs sobre a sensibilidade periférica a insulina,
como por exemplo na supresséo da producdo hepética de glicose. Nesse
sentido, avaliamos a resposta hepatica ao piruvato. O aumento na
producdo enddgena de glicose nos ratos tratados com dexametasona foi
constatado pelo PTT que revelou maior incremento nas concentracfes
de glicose sanguinea apds o desafio com piruvato. Esses resultados
confirmam nossa hip6tese de que o figado dos ratos tratados com DEX
sd0 menos responsivos ao efeito supressor da insulina corroborando para
a IG e o desequilibrio da homeostase glicémica (RIZZA;
MANDARINO; GERICH, 1982; ROONEY et al. 1994).

A reducgdo da acdo da insulina em tecidos periféricos parece ser
mediada principalmente por eventos pds-receptores (Tabela 1). Neste
estudo mostramos reducdo no contelido total de Akt em estado basal,
além de reducdo da razdo entre Akt fosforilada em serina 473 pela
fosforilagdo em estado basal ap6s bolus oral de glicose no TAB dos
ratos DEX. Esses achados sdo consistentes com outros estudos, Burén et

al (2008) mostrou reducdo do contetdo da Akt em TAB apdés 11 dias de
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tratamento com dexametasona (1 mg/Kg de peso corpéreo). A Akt é
uma das proteinas chaves da sinalizagdo insulinica, uma vez que apds
ativada (fosforilada em seus dois residuos —serina 473 e treonina 308)
promove, dentre inUmeros processos, por exemplo, a translocacdo de
vesiculas contendo GLUT-4 para a membrana celular de TAB e ME
para posterior captacdo da glicose. A Akt também pode participar da
estimulacdo da sintese de glicogénio através da ativacdo da GS. Esses e
outros efeitos da Akt contribuem para a regulacdo das concentragdes de
glicose sanguinea. Quando sua atividade estd diminuida, como na
exposicdo prolongada ou quando hd GCs em excesso, as a¢des da Akt
encontram-se  atenuadas podendo  contribuir tanto para o
desenvolvimento da RI quanto para o desenvolvimento de hiperglicemia
(MCMANUS et al., 2005; RAMM et al., 2006). A redugdo da atividade
da Akt est associada a reducdo de seu contetdo total e/ou ao aumento
da fosforilagdo em serina do IRS-1 (MORGAN et al., 2009). Apesar de
ndo mostrarmos alteracBes estatisticas significantes em relacdo a
fosforilaco do IRS-1 em serina 307, ndo podemos descartar os efeitos
biologicos do aumento de 63% observados no TAB dos ratos DEX.
Nosso “n” experimental ¢ insuficiente para langarmos conclusdes (nN=3)
e acreditamos que ao obtermos um “n” suficiente confirmaremos essa
tendéncia que estaria em acordo com dados demonstrados por outros
grupos (MORGAN et al, 2009; KUO et al., 2012).

Os efeitos imunossupressores e anti-inflamatérios dos GCs
ocorrem predominantemente através de suas acles transrepressoras
sobre a transcricdo génica (MCEWAN et al., 1993). Vérios trabalhos
demonstram reducdo no contetido do GR apds exposicdo prolongada ao
GC (CIDLOWSKI; CIDLOWSKI, 1981; SVEC; RUDIS, 1981;
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SAPOLSKY; KREY; MCEWEN, et al., 1984). Corroborando esses
estudos, nossos ratos DEX apresentaram reducdo significante do
conteldo de GR, porém, apesar desta reducdo, o0 GR aparentemente
manteve suas propriedades imunossupressora e anti-inflamatoria, como
pdde ser evidenciado pela redugdo no conteldo da maioria dos
componentes pro-inflamatdrios avaliados neste estudo. Uma das
deficiéncias de nosso trabalho estid no fato de ndo termos avaliado a
distribuicdo do GR, se estd presente predominantemente no citosol ou
no nicleo. Presumimos que mesmo que tenhamos uma reducdo
marcante no conteddo do GR no TAB dos ratos DEX, sua atividade
continue presente. No mesmo sentido, a biodisponibilidade dos GCs
pode ser modulada pela acdo da enzima 11p-HDS1. O produto da
ativacdo desta enzima reside no aumento das concentragdes teciduais de
GCs (cortisol em humano e corticosterona em roedores) e € sabido que o
aumento de sua atividade ocorre em modelos de obesidade (ENGELI et
al., 2004; MORGAN et al., 2009). As repercussdes de sua atividade
exacerbada incluem, além de obesidade e RI, doencas como osteoporose
e glaucoma (GATHERCOLE, et al., 2013). Considerando que os ratos
tratados com dexametasona tiveram um aumento relativo (sem
significncia estatistica) no conteudo da 11B-HDS1, ndo podemos
desconsiderar o possivel impacto negativo sobre a sinalizagéo insulinica
no TAB destes animais. Essa suposi¢do estd apoiada em um estudo
recente onde foi demonstrado que o tratamento de voluntarios com
prednisolona por 6 dias consecutivos parece resultar em aumento da
atividade da 11p-HSD1 (DIEDERICH et al., 2011). Os autores
demonstraram neste estudo que os voluntarios tiveram aumento nas

concentracdes do cortisol sérico apos receberem uma dose de cortisona.
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Inimeros estudos tém mostrado correlagdo entre a ativacao crénica
das vias pro-inflamatdrias com a presenca de Rl (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993; CAI et al., 2005; SHOELSON;
LEE; YUAN, 2003). As proteinas-cinases JNK e IKKP estdo
relacionadas de forma negativa com a sinalizagéo insulinica em modelos
de RI induzida por obesidade e DM2 (AGUIRRE et al., 2002; ITANI,
2002; BANDYOPADHYAY; 2005; HOTAMISLIGIL et al., 2005).
Contrariando nossa hipotese de que a RI induzida pela administracdo de
dexametasona poderia resultar em aumento da atividade das vias pro-
inflamatdrias, constatamos, de fato, redugdo no contetido da JNK e da
IKKp fosforiladas no TAB dos ratos DEX. Esses resultados primeiro:
mostram que a dexametasona, nas condigdes aplicadas no presente
modelo, estd exercendo seus efeitos atenuadores sobre a via pro-
inflamatdria periférica. Segundo, ndo podemos afirmar que exista um
‘cross-talk’ significativo entre a JNK e/ou IKKB que impacte
negativamente sobre a atividade (grau de fosforilacdo) das proteinas
centrais da via insulinica - Akt e do IRS-1 - como mostram outros
estudos de modelos de Rl (AGUIRRE et al., 2000; ITANI, 2002). Para
responder a essa questdo, a ablacdo génica (knock-out) ou silenciamento
(knock-down) das cinases como a JNK e IKKfB de maneira tecido-
especifica nos permitiriam compreender os efeitos da dexametasona
sobre este quadro. De toda maneira, outras vias e/ou agentes podem
estar impactando sobre a sinalizagdo insulinica que ndo seja mediada
diretamente por receptores que sejam exclusivos de citocinas.

A ativagdo do receptor TLR-4 pode modular a atividade e a
expressdo de diversos fatores de transcricdo sinais-dependentes,

principalmente os fatores de transcri¢do pro-inflamatérios NFkB e AP1
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(TAKEDA; AKIRA, 2004). Dentre os ligantes do TLR-4 pode ser
destacado alguns tipos de AGLs (LEE et al., 2001; HUSSEY et al.,
2012). Dados prévios de nosso grupo mostram que os ratos DEX
apresentam aumento das concentracGes séricas prandiais e pds-prandiais
de AGLs (RAFACHO et al., 2008a). Verificamos se a redugdo no
contetdo do GR poderia resultar em aumento do contetdo do TLR-4
bem como de fatores de transcricdo que sdo sabidamente suprimidos
pelo complexo GC-GR como o NFkB. Nenhuma alteracdo no contetdo
total e fosforilado destas proteinas foram observadas. Estes dados
sugerem que o GR parece ndo ser indispensavel para o controle da
expressao regular destes fatores ja que a reducdo de ~50% no conteldo
proteico de GR no TAB dos ratos DEX ndo causou nenhuma alteracdo
no contetido do TLR-4 e NFkB. Além disso, 0 aumento da liberacdo de
AGL observado nos ratos DEX (RAFACHO et al., 2008a; FRANSSON
et al, 2014) parece ndo explicar a atenuagdo da via insulinica por um
‘cross-talk’ que seria desencadeado pela ativacdo dos TLR-4 e seus
mensageiros intracelulares como a JNK e IKKP. Neste sentido, o
tratamento com dexametasona esta sendo eficaz em suprimir esta via, ou
sinais alternativos poderiam estar modulando a fosforilagdo da Akt e do
IRS-1 no TAB destes animais. Sabe-se que a ativacdo do TLR-4 resulta
na ativacdo de inimeras proteinas intracelulares que incluem, além da
JNK e IKKB, o fator regulador de interferon 3 (IRF-3) e 7 (IRF-7).
WANG et al., (2013) demonstraram que a expressdo de IRF-7 aumenta
em TAB, figado e mulsculo de camundongos obesos, sugerindo o
envolvimento da IRF-7 nas anormalidades metabdlicas presentes neste
modelo experimental. Assim, ndo descartamos a possibilidade das IRFs

exercerem alguma modulagdo sobre a atenuagdo da sinalizagdo
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insulinica observada no TAB dos ratos DEX. No mesmo sentido, tém-se
sugerido que PKCs atipicas sejam possiveis proteinas mediadoras da Rl
induzida por obesidade (HAASCH et al., 2006; CHANGHUA et al.,
2009) ou pela administracdo de GCs (KAJITA et al., 2001). Em especial
a PKC®, cuja ativacdo esta associada com RI induzida por aumento das
concentracdes plasméticas de AGL além de estar associada a reducédo do
contetdo de IRS-1, PKD1 e da Akt (HAASCH et al., 2006;
CHANGHUA et al., 2009). Assim, especulamos que as PKCs atipicas,
como a PKC0, possam ser alvos de investiga¢do no desenvolvimento da
RI induzida pela dexametasona em nosso modelo animal.

Outro ponto interessante de nossos dados é que o tratamento com
dexametasona interferiu nas concentragBes de citocinas plasmaticas.
Diferente do que é observado em condi¢Bes como obesidade e DMT2
(TAJIRI; MIMURA; UMEDA, 2005), onde as concentragdes dessas
citocinas encontram-se elevadas, observou-se reducdo das concentrages
circulantes das citocinas pré-inflamatérias IL-1p ¢ de TNF-a, além de
reducdo da citocina anti-inflamatoria 1L-10. As citocinas TNF-a, IL-6 e
IL-1p podem promover ativagdo das vias intracelulares pro-
inflamatdrias e impactar sobre a fosforilagdo em serina do IRS-1 em
quadros de RI como a obesidade, SM e DM2 (REAVEN,1988;
OLEFSKY:; GLASS, 2010; HUSSEY et al., 2012). Considerando que 0s
ratos DEX ndo apresentaram aumento das concentracOes de IL-1f e de
TNF-a, podemos concluir, pelo menos em parte, e pelo raciocinio linear,
que essas citocinas ndo compdem nenhuma retroalimentacdo positiva
expressiva que contribuiria para a atenuagdo da sinalizacdo insulinica

como hipotetizamos neste trabalho.
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Em resumo, nossos dados nos permitem concluir que o tratamento
com dexametasona por 5 dias consecutivos reproduz a atenuacdo da
sinalizacdo insulinica (reducdo do contetdo total e fosforilacdo de Akt e
aumento da fosforilacdo do IRS-1 em serina) em TAB epididimario de
ratos como demonstrado previamente (SAAD et al., 1993; CAPERUTO
et al., 2006; BUREN et al., 2008) (Figura 16A). Essa atenuacdo da
sinalizacdo insulinica parece ndo ser resultante de uma ativacdo
exacerbada dos componentes da via inflamatoria j4 que o tratamento
com o GC esta associado a reducdo ou inalteracdo do contetdo e/ou
atividade das proteinas JNK, IKKf, TLR-4 (Figura 16B), e NFkBp65
(Figura 16C) no TAB epididimario e das citocinas circulantes TNF-a,
IL-6 e IL-1p (Figura 16D).
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Figura 16 - Hip6tese da resisténcia a insulina induzida por glicocorticoides.
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O tratamento com GC promove atenuagdo da via insulinica (A) queparece ndo
estar relacionada com aumento do contelido e/ou da atividade das proteinas-
cinases JNK e IKKp e do receptor TLR-4 (B). A redugdo do contelido de GR
observada no TAB epididimario apds tratamento dos ratos com dexametasona
ndo resultou em aumento do contetdo proteico e da fosforilagdo do fator de
transcricdo NFkBp65 (C). As concentracdes plasmaticas das citocinas pro-
inflamatdrias IL-1p e TNF-a, além da citocina anti-inflamatéria IL-10 foram

menores nos ratos DEX em relagéo ao grupo CTL (D).
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6 PERSPECTIVAS

Os mecanismos responsaveis pela Rl induzida por GCs nao estéo
completamente esclarecidos. Neste sentido, inimeros estudos serdo
necessarios para o esclarecimento desta questdo. Estudos que envolvam
nocaute génico ou sinlenciamento de componentes inflamatorios
envolvidos diretamente com a RI; avaliagdo do envolvimento de PKCs
atipicas bem como dos efeitos diretos do GR sobre as proteinas
envolvidas na cascata de sinalizacdo insulinica sdo algumas das

possibilidades que poderiam contribuir para tal elucidagao.
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