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RESUMO

SILVA, R.S. Insulina e captacdo de glicose em corpo luteo cawin[insulin and glucose
uptake in canine corpus luteum]. 2012. 105 folHissertacdo (Mestrado em Ciéncia) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, emsidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

O diestro é a fase luteinica na cadela caracteripatb aumento de progesterona (P4) sérica
na primeira metade e por flutuacdes dg-&3tradiol (E2) na segunda metade. O corpo lateo
(CL) é uma glandula endécrina temporaria, que ppesaim processo de desenvolvimento,
manutencdo e regressdo, atingindo atividade seergiena quando sua formacgdo estd
completa. A insulina € o horménio anabdlico essdrmara a manutencdo da homeostase de
glicose e do crescimento e diferenciacao celudargds secretado pelas célufapancreaticas.

A sinalizacao intracelular da insulina comeca cosua ligacdo a um receptor de membrana
especifico, 0 que desencadeia uma série de acOehdieas. Sabe-se que uma das
consequéncias desta ligacao € a translocacao rdgpadréadores de glicose 4 (GLUT4; gene
S.C2A4) para que ocorra a captacdo de glicose. Nossam gtamonstrou a expressao de
GLUT4 no corpo luteo de cadelas, expressao estdadda diferencialmente ao longo do
diestro. A presenca deste transportador levou-rfopadetizar que a insulina seja importante
para regulacdo da funcéo luteinica. Para testamnipakese, utilizamos imuno-histoquimica
para localizar o receptor de insulina (RIl) e outfa®res regulatorios (NFKB e IL6) de
GLUT4 no CL canino durante o diestro (dias 10 a p@6-ovulacdo, po) e western blotting
para quantificar estas proteinas; investigamos presgdo génica dos fatores acima
mencionados por PCR em tempo real; e por fim, ser@los os efeitos da insulina sobre a
expressao génica d e S_LC2A4 em células luteinicas nos dias 20 e 40 po e tansodme a
captacdo de glicose destas células. No presenigoesbservou-se que o corpo luteo canino
expressa as proteinas do RIl, NFKB e IL6 de mauigstanta ao longo do diestro. A expressao
do RNAmM doRI apresentou maior expressao nos dias 20 e 70, iauigdo no dia 40. O
NFKB apresentou maior expresséo no dia 40, enqualité apresentou maior expressao do
dia 10 ao 40. Observou-se correlacdo negativa engjeneRl e os niveis de insulina (r = -
0,69; P = 0,006) e positiva coghC2A4 (r = 0,89; P = 0,01) em todo o diestro, enquanto o
IL6 correlacionou-se de maneira positiva corRlcapenas na primeira metade (r = 0,96; P
<0,0001) e dNFKB, negativamente comRI nos dias 30, 40 e 50 (r = -0,57 P <0,05). Apés a
adicao de insulina no meio de cultivo, observogise as expressdes génicafie S_.C2A4

se comportaram de maneira oposta de acordo cosealtadiestro estudada: células do dia
20 po apresentaram um aumento desta expressadia 40 um declinio. Por fim, através da



captacdo de glicose, observou-se que as célukisiltgs caninas sdo capazes de responder a
insulina, aumentando a captacdo na ordem de 4 {leasal: 2,05 + 0,8; insulina: 5,73 £ 0,5;
valor de P <0,01 em cpm/ug proteina; basal: 7936,8; insulina: 212,5 + 34,5, valor de P
<0,05 em cpm/10células). Esses resultados apontam a insulina,coeno o IL6 e o NFKB
como fatores importantes que desempenham um pagehgédo do CL canino e trazem o CL
para o grupo de tecidos que respondem ao estimsidinico aumentando a expresséo de
GLUT4 e consequentemente a captacdo de glicosm @ieso, estes eventos parecem sofrer

controle adicional pelos horménios esteroéides.

Palavras-chave: Cadelas. Diestro. Corpo lateolimasuCaptacéo de glicose



ABSTRACT

SILVA, R.S.Insulin and glucose uptake in canine corpus luteuminsulina e captagao de
glicose em corpo Iuteo canino]. 2012. 105 folhassértacdo (Mestrado em Ciéncia) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, emsidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Diestrus is the luteal phase in dogs charactetizean increase in progesterone (P4) levels in
the first half and fluctuations of p+estradiol (E2) in the second half. The corpusuntéCL)

Is a temporary endocrine gland, which undergoeeegs of development, maintenance and
regression, reaching full secretory activity whes formation is complete. Insulin is an
anabolic hormone essential for the maintenancelwfoge homeostasis, cell growth and
differentiation, and is secreted by pancreatic lmhs. Intracellular signaling of insulin
begins with its binding to a specific membrane ptéae which triggers a series of metabolic
actions. It is known that one consequence of thrmection is the translocation of glucose
transporters 4 (GLUT4; gen8LC2A4) for glucose uptake. Our group demonstrated the
expression of GLUT4 in the canine corpus luteumairtime-related manner throughout
diestrus. The presence of this transporter led Unypothesize that insulin is important for the
regulation of luteal function. To test this hypatlse we used immunohistochemistry to detect
the insulin receptor (IR) and possible regulat@astdrs (IL6 and NFKB) of GLUT4 in canine
CL during diestrus (days 10 to > 70 after ovulatipn) and western blotting to quantify these
proteins. In addition, we investigated the generesgion of the above mentioned factors by
real-time PCR and analyzed the effects of insulini® and SLC2A4 gene expression in
canine luteal cells at days 20 and 40 po and aisglacose uptake by these cells. Canine CL
differentialy expressed RI, NFKB and IL6 during streis. The R expression was higher on
days 20 and 70, with and decreased at dayNFB&B expression was higher on day 40 and
IL6 increased on days 10 to 40 po. It was observeegative correlation betweelR
expression and insulin levels (r = -0.69 P = 0.08&) positive witlSLC2A4 (r = 0.89, P =
0.01) throughout diestrusR was positively correlated withL6 only in the first half of
diestrus (r = 0.96, P <0.0001), while it was negai correlated with NFKB on days 30, 40
and 50 (r = -0.57 P <0.05). After insulin treatmert and SLC2A4 expressions behave
differently according to the diestrus phase: on @y they increased and on day 40 they
declined. Finally, we could observe through glucagke method that canine luteal cells are
able to respond to insulin stimuli, increasing gise uptake by approximately four folds
(basal: 2.05 £ 0.8; insulin: 5.73 £ 0.5 cpm / ugtpm, P < 0.01; basal: 79.6 + 35.3; insulin:
212.5 + 34.5 cpm/T0cells, P < 0.05). These results point towards gulegory function



exerted by insulin, IL6 and NFKB in the canine Qhdgplace this organ among the insulin
sensitive ones, which respond to insulin stimudrégasing GLUT4 expression and glucose

uptake. Moreover, these events seems to undengheif control by steroid hormones.

Keywords: Bitches. Diestrus. Corpus luteum. InsuBfucose uptake
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1 INTRODUCAO

As fémeas da espécie canina sdo classificadas como monoestricas ndo estacionais por
apresentarem apenas um estro a cada novo ciclo reprodutivo, o qual néo apresenta relagcdo
com as estagfes do ano. O ciclo estral das cadelas difere das demais espécies domésticas,
sendo dividido em proestro, estro, diestro e anestro (FELDMAN; NELSON, 2004). As
cadelas ciclam de 1 a 4 vezes por ano, dependendo da raca e também de variac@es individuais,
apresentando um ciclo reprodutivo muito particular. No diestro existe uma intensa atividade
do corpo luteo (medida através da secrecdo de progesterona), e este € tdo longo nas cadelas
prenhes quanto nas ndo prenhes, 0 que ndo ocorre em outras espécies. Os hormdnios
hipofisiarios estimulam a producéo de progesterona pelo corpo liteo na segunda metade do
diestro (CONCANNON, P. W. et al., 1987; OKKENS, A.; BEVERS, 1990; HOFFMANN et
al.,, 1992; HOFFMANN; RIESENBECK; KLEIN, 1996), no entanto, a primeira metade
parece transcorrer sem a influéncia hormonal central (HOFFMANN et al., 2004).

Como o CL apresenta periodos regulares de formacéo, atividade e regressdao marcados
por intensa remodelacdo tecidual, um suprimento de glicose adequado para as células
luteinicas deve ser assegurado. Em recente estudo (comunicacéo pessoal®), foi identificada a
expressdao da proteina GLUT4 no corpo luteo de cadelas, expressdo esta presente no
citoplasma de células luteinicas Este achado sugere a captacdo de glicose dependente de
insulina no corpo ldteo. A insulina € o mais importante dos hormonios controladores do
metabolismo energeético. Exerce multiplas acGes sobre o metabolismo e o crescimento celular,
que se iniciam sempre pela ligacdo da insulina com receptores especificos situados na
membrana plasmatica das células-alvo. E um horménio capaz de induzir respostas anabélicas
no figado, tecido muscular e tecido adiposo, sendo importante para a homeostase de lipidios e
carboidratos e, consequentemente, para o funcionamento do organismo. Além disso, a
insulina regula varios processos fisiologicos em diferentes tipos celulares e tecidos como
fluxo de ions, captacdo de aminoacidos, expressao génica, proliferacdo celular, apoptose,
rearranjo do citoesqueleto e regulacdo de enzimas celulares (MYERS; WHITE, 1996;
MAASSEN; OWENS, 1997). A acdo da insulina é mediada por um receptor de membrana,
constituido por duas subunidades A e duas subunidades B, unidas por liga¢Ges dissulfeto. A

subunidade A é inteiramente extracelular e contém o sitio de ligacdo da insulina. A

! Informacdo fornecida por SOUSA, L.M.M.C, 2012.
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subunidade B € uma proteina transmembranica responsavel pela transmissdo do sinal e possui
atividade tirosina quinase. O ATP age como doador de fosfatos e a fosforilacdo ocorre em
residuos de tirosina.

A captacdo de glicose do plasma para o espaco intracelular € realizado por meio de
compostos facilitadores no transporte de glicose, caracteristico de células com metabolismo
de carboidrato dependente de insulina. GLUT4 é o chamado transportador de glicose insulino-
sensivel, cujo principal papel é proporcionar a captacdo de glicose insulino-mediada em
tecidos que expressam especificamente, mas ndo unicamente, a proteina GLUT4
(MACHADO; SCHAAN; SERAPHIM, 2006). O estimulo insulinico determina a
movimentacdo de GLUT4 e sua translocacdo em dire¢cdo & membrana plasmatica e aumenta
agudamente a captacdo de glicose, participando de forma importante no controle da
homeostase glicémica em nivel tecidual e plasméatico (REA; JAMES, 1997). Os tecidos em
que a captacdo da glicose é estimulada pela insulina s&o os musculos, esquelético e cardiaco, e
os tecidos adiposos, branco e marrom, os quais sdo chamados de tecidos insulino-sensiveis:
nestes territorios a insulina estimula a captacdo da glicose para estoque de sua energia
(SERAPHIM et al., 2000). A presenca deste transportador nos leva a acreditar que ocorra a
presenca de receptores de insulina em corpo lteo de cadelas, uma vez que a ativagdo destes
receptores sdo 0 primeiro passo para ocorrer a translocagdo de GLUT4 para a membrana
plasmatica, o que tornaria a insulina um importante horménio regulador também da atividade
luteinica. Se esta acdo depende da influéncia dos horménios esteroides secretados pelas
células luteinicas da cadela (PAPA; HOFFMANN, 2011) de maneira estagio-dependente
também necessita de esclarecimento. Vale ressaltar que modificagfes na expressao deste gene
séo correlacionadas de maneira direta com a resisténcia a insulina (THORENS; CHARRON,;
LODISH, 1990), e que diferentes fatores sdo descritos como reguladores destas modificagdes.
O fator nuclear kappa B (NFKB) é citado na literatura como um regulador da expressao de
GLUT4, e a depender do 6rgdo estudado, pode agir como estimulador (ROHER et al., 2008)
ou inibidor de sua expressdo (KARNIELI; ARMONI, 2008). Assim como NFKB, a
interleucina 6 (IL6) também é descrita como reguladora negativa (ROTTER; NAGAEV;
SMITH, 2003) ou positiva da expressao de GLUT4. Com isso estudos sobre a expressao de
receptores de insulina, e de possiveis reguladores de GLUT4 em corpo liteo de cadelas ao
longo do diestro sdo de grande importancia para um melhor entendimento da morfofisiologia
da célula luteinica e do papel dos hormdnios esterdides em associa¢do a acdo da insulina no

CL canino.



2 REVISAO DE LITERATURA



31

2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisdo de literatura s@o abordados temas referentes ao ciclo reprodutivo de
cadelas, insulina e seus mecanismos de acdo no corpo luteo, fatores reguladores de GLUT4 e

sua influéncia na resisténcia insulinica.

2.1 CICLO REPRODUTIVO DA CADELA

Em cadelas, o ovario € um orgéo par e de forma variavel de acordo com 0 momento do
ciclo estral, posiciona-se na cavidade abdominal dorsal e caudalmente em conformidade com
a posicdo assimétrica dos rins. O ovario esquerdo localiza-se um pouco mais caudal em
relacdo ao seu oposto (DYCE; SACK; WENSING, 2010). O tecido predominante do ovario €
0 cortex, e este contém foliculos ovarianos e/ou corpos lGteos em varios estagios de
desenvolvimento ou regressdao (HAFEZ, 1995). Apds a luteinizacdo do foliculo ovariano (em
seu estagio mais avangado), e a ovulagdo serem estimuladas pelo aparecimento do horménio
luteinizante (LH) secretado pela adenohipdfise 38 a 48 horas antes (MIALOT, 1988), as
células foliculares da granulosa e teca interna cessam sua atividade estrogénica e comegcam a
produzir progesterona. O foliculo se luteiniza e este periodo do ciclo estral, dominado pela
progesterona produzida pelo proprio corpo ldteo (KOLB, 1974; DERIVAUX, 1980) é
denominado de fase luteinica.

O corpo luteo (CL) é uma glandula enddcrina temporaria, que passa por um processo
de desenvolvimento, manutencao e regressdo, atingindo atividade secretéria plena quando sua
formacdo estd completa (STOUFFER, 2006).

A duragédo da atividade do CL em cadelas ndo prenhes pode superar o tempo das
prenhes, e alcancar mais de 80 dias (BURKE, 1986; HOFFMANN; RIESENBECK; KLEIN,
1996; TSUTSUI et al., 2007). Uma das peculiaridades mais importantes € o fato de cadelas
prenhes e ndo prenhes apresentarem praticamente o mesmo perfil hormonal de progesterona e
17B-estradiol (E2) até pouco antes do parto (CONCANNON, P. W., 1993).

A cadela é considerada monoéstrica, isto €, exibe apenas um ciclo estral por época
reprodutiva. O ciclo estral da cadela compreende as trés fases caracteristicas: o proestro, o

estro e diestro, as quais sdo sucedidas por um periodo de inatividade funcional ovarica — o
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anestro. O diestro comecga quando uma cadela previamente receptiva abruptamente se recusa a
aceitar a monta de um macho (BRICHARD; SHERDING, 1994). O corpo luteo esta formado,
e se mantém em pleno funcionamento, com uma elevada atividade proliferativa em células
luteinicas e ndo luteinicas.

Posteriormente a ovulagdo inicia-se um processo hipertréfico e de luteinizacdo das
células granulosas, as quais secretam progesterona sob a forma de granulos (HAFEZ, 1995).
A concentracdo de progesterona no plasma eleva-se acima da concentracdo basal (>0,5 ng/ml)
72 a 96 horas antes da ovulagdo; o desenvolvimento do corpo liteo ocorre na cavidade
folicular, formando uma fonte continua para manter a concentracdo plasmatica elevada
(FELDMAN; NELSON, 2004). O corpo lateo ganha sua maior capacidade sintética avaliada
pela concentracdo de P4 no sangue periférico entre os dias 25 e 35 depois da ovulacdo (po) e
apos este periodo a concentragdo de P4 diminui gradativamente para niveis de <1 ng/ml
(CONCANNON, P. W., 1993). A integridade morfoldgica do CL é prolongada até 45 dias,
embora as alteracdes que desencadeiem a regressédo funcional ocorram nitidamente mais cedo
(SONNACK, 2009). Durante a fase pre-ovulatéria, o E2 atinge picos de concentracdes
bastante elevados, porém apds a ovulacao ocorre uma rapida queda desta concentracao.

Os horménios hipofisiarios (LH e prolactina) ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia
do corpo luteo (CONCANNON, 1980; OKKENS, et al., 1986) durante o primeiro terco da
fase luteinica, mesmo tendo suas funcGes de suporte de horménios gonadotréficos bastante
conhecidas, porém possuem papel determinante na manutencao da producéo luteinica de P4
na segunda metade do diestro.

Em cadelas ndo prenhes a regressdo do corpo liteo ndo é dependente de luteolisinas
uterinas como acontece em outras espécies e em cadelas prenhes (HOFFMANN et al., 1992;
KOWALEWSKI et al., 2006; PAPA; HOFFMANN, 2011). Durante a regressdo, o fluxo
sanguineo para o ovario luteinizado declina bruscamente. De maneira interessante, recente
avaliacdo atraves de microscopia eletronica de transmissao revelou que os primeiros sinais de
regressao ocorrem apenas apds o dia 45 e que sinais de apoptose ap6s o dia 65 foram
observados também pelo método de TUNEL e caspase 3 (SONNACK, 2009). Ainda ndo ha
nenhuma evidéncia de um mecanismo ativo que leve a regressdo luteinica em cadelas nédo

prenhes.
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2.2 INSULINA

A insulina é um polipeptidio formado por duas cadeias de aminoécidos (cadeias A e
B), unidas entre si por duas pontes dissulfeto de cistina (AIRES, 1999). Uma terceira ponte de
dissulfeto liga outros dois residuos de cisteina pertencentes a propria cadeia A.

Em cées € codificada por um gene localizado no cromossomo 18 (KWOK; CHAN;
STEINER, 1983). E um horménio anabélico com efeitos metabolicos diversos, as implicagoes
que ocorrem apds a ligacdo da insulina sdo especificas. A cadeia A possui uma ponte
dissulfeto interna. A ruptura dessas cadeias por alcalis ou agentes redutores inativa o
hormdnio. A estrutura da insulina varia com a espécie animal, mas apesar das diferencas na
estrutura primaria, a atividade bioldgica por unidade de peso & muito semelhante
(COSTANZO, 2004). A insulina ¢ o mais importante dos hormonios controladores do
metabolismo energético. Além de exercer mdltiplas ac¢bes sobre o metabolismo e o
crescimento celular, que se iniciam sempre pela ligagdo da insulina com os receptores
especificos situados na membrana plasmatica (HABER et al., 2001).

A insulina atua como reguladora da homeostase de glicose em varios niveis, reduzindo
a producdo hepatica de glicose (via diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise) e
aumentando a captacdo periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo
(COSTANZO, 2004). Além de estimular a lipogénese no figado e nos adipdcitos e reduzir a
lipolise, a insulina ainda aumenta a sintese e inibe a degradacgédo protéica (CARVALHEIRA,;
ZECCHIN; SAAD, 2002). A principal funcdo da insulina é o transporte da glicose para o
interior das células, e também o transporte transmembrana de aminoéacidos, formacdo de
glicogénio, producdo de triglicerideos, e sintese de &cidos nucléicos e proteinas (JONES;
HUNT; KING, 2000).

E formada a partir da pro-insulina, e sua sintese e secrecio estdo relacionadas a
concentracdo sanguinea de glicose. A insulina é liberada por exocitose e se liga ao seu
receptor, acarretando a ativacdo rapida dos sistemas de transporte de glicose e aminoacidos da
membrana, 0 aumento da sintese protéica e a inibicdo da sua degradacdo, além da inibicao da
lipdlise e da gliconeogénese hepatica (ANDRADE, 2002).
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2.3. RECEPTOR DE INSULINA

O receptor de insulina (RI) pertence a uma grande familia com mais de 50 membros,
denominados “receptores de tirosina quinase” que inclui varios fatores de crescimento celular,
e estd presente em todos os vertebrados (SEEDORF, 1995; NYSTROM; QUON, 1999). O
receptor € um grande complexo glicoprotéico transmembrana que pertence a superfamilia de
receptores tipo 3 ligados a quinases (GROZOVSKY, 2006).

Os receptores exercem basicamente trés funcdes: reconhecem e se ligam a insulina ou
IGF-1 com alta especificidade; transmitem um sinal que resulta na ativagado/inativacao de vias
metabdlicas intracelulares e sdo, posteriormente, internalizados, juntamente com o hormonio
ligado por meio de protedlise lisossomal (FELIG; BERGMAN, 1995; GENUTH, 1998).

O RI é uma proteina heterotetramerica formada por duas subunidades (A)
extracelulares dispostas simetricamente que se ligam cada uma delas por ponte de dissulfeto,
a uma subunidade (B) transmembranica, com dominio intracelular que possui atividade
tirosina quinase, contendo residuos especificos de tirosina passiveis de fosforilagdo
(STEPHENS; PILCH, 1995; PROCOPIO; CURI, 2009).

A insulina sérica se liga a um receptor especifico na superficie de suas células alvo,
como resultado final ocorre uma cascata de fosforilacdo de proteinas sinalizadoras. Esse
evento de estimulacdo da atividade de proteina quinase, desencadeada pela ligacédo da insulina
ao receptor, esta relacionado com varios processos intracelulares, como: o metabolismo de
carboidratos, lipideo e proteinas, transporte de metabdlitos e proliferacdo celular. Esse é um
evento comum, a partir do qual varias vias de transducdo de sinal podem ser ativadas,
resultando em multiplos efeitos da insulina sobre o metabolismo (WAHL et al., 1992).

Os receptores ocupados se agregam em grupos, que séo interiorizados em vesiculas,
resultando em regulacdo. A ligacdo da subunidade A permite que a subunidade B adquira
atividade quinase e autofosforilacdo do receptor (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD,
2002). Essa chamada autofosforilacdo faz com que a cadeia B passe a ter atividade tirosina
quinase e fosforile a tirosina de substratos do receptor de insulina (IRS). Os substratos do
receptor de insulina (IRSs) interagem especificamente com os receptores de insulina e IGF-I,
funcionando como proteinas ancoradouras, que sdo fosforiladas em residuos tirosina,
recrutando proteinas para a cascata de sinalizacdo (MYERS; WHITE, 1996).

A familia de substratos do receptor de insulina (RI) apresenta nove membros: quatro
substratos do receptor de insulina (IRSs), as proteinas IRS1, IRS2, IRS3, e IRS4; trés
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proteinas Shc (Src-Homology Collagen); Grb-2 (grown fator receptor bound-2) associado ao
ligante-1 (Gab-1); e p62 (VAN OBBERGHEN et al., 2001). Dentre os IRS identificados, o
IRS1 e 0 IRS2 sdo os mais expressos nos tecidos de mamiferos. A fosforilagdo do IRS1
propicia a ativacdo de outros intermediarios da via de sinalizagdo insulinica, desencadeando
as vérias a¢des do horménio (PIPER; HESS; JAMES, 1991). O papel do receptor de insulina,
assim como dos IRS1 e IRS2 parece ser fundamental para a sobrevivéncia, a falta ou a
disfuncéo destes fatores estdo associadas a resisténcia a insulina (KIDO; NAKAE; ACCILI,
2001).

2.4 MECANISMOS DE ACAO DA INSULINA

Sendo a insulina um hormdnio de natureza protéica, age no receptor localizado na
membrana plasmatica das células-alvo dando inicio a um sinal que € transmitido para o
citossol por uma sequéncia de reacdes. Todas as agbes do horménio iniciam-se com sua
ligagdo a um receptor especifico. Pode-se obter o efeito méximo de certas agdes da insulina
com apenas 5% dos receptores ocupados, fato que demonstra a existéncia de receptores de
reserva (AIRES, 1999). Tanto a afinidade como a capacidade (ndmero) desses receptores
pode ser modulada por outros hormonios ou por metabolicos. A propria insulina produz uma
diminuicdo do numero de receptores (down regulation) quando seus niveis aumentam, ou um
aumento (up regulation) quando os seus niveis do horménio diminuem (PROCOPIO; CURI,
2009). O RI estd presente em praticamente todos os tecidos dos mamiferos, mas suas
concentracdes variam desde 40 receptores nos eritrocitos circulantes até mais de 200.000 nas
células adiposas hepaticas (HABER et al., 2001).

A ligacdo da insulina a subunidade A permite que a subunidade B adquira atividade
quinase levando a alteragcdo conformacional e autofosforilagdo, que aumenta ainda mais a
atividade quinase do receptor (PATTI; KAHN, 1998). Semelhante a outros fatores de
crescimento, a insulina estimula a ativagdo da proteina mitdgena quinase.

A ativacdo do RI resulta em fosforilagdo em tirosina de diversos substratos (WHITE,
1998), os pertencentes a familia das proteinas substrato do receptor de insulina (IRS1, IRS-2,
IRS3 e IR4) (SALTIEL; KAHN, 2001), além dos substratos Gab-1, p60dok, Cbl, APS,
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isoformas de Shc assim como sinais de transducdo e ativadores de transcricdo — STAT (VAN
OBBERGHEN et al., 2001).

As proteinas pertencentes aos substratos do receptor de insulina apresentam dominios
SH (sarcoma-homology), tem como fungéo principal promover a ligacdo a fosfotirosinas, com
isso ajudam a ativar as proteinas para transmitir a funcdo correspondente. Podemos encontrar
quatro dominios principais. O SH1 que possui acdo catalitica (atividade tirosina quinase); 0s
dominios SH2 e SH3 mediam interacédo proteina-proteina em vias de sinalizacdo intracelular e
0 SH4 esta envolvido com a miristilacdo e sinal de localizagdo de membrana (ACCILI, 2001).
Coletivamente estas moléculas orquestram as numerosas respostas fisioldgicas mediadas pela
insulina (DOMINICI et al., 2005).

Apos a fosforilagdo em tirosina, IRS1 e IRS2 associam-se e ativam a fosfatidilinositol
3- quinase (P13-K) (HABER et al., 2001). PI3-K possuiu uma subunidade regulatéria (p58) e
uma subunidade catalitica (p110) A p58 contém dominio SH2, que se liga ao IRS1 e a p110
possui um dominio SH3, que se ligara a outras proteinas (CHEATHAM; KAHN, 1995).

A ativacdo da PI3-K aumenta a fosforilagdo em serina/treonina da proteina quinase B
(Akt) (PESSIN; SALTIEL, 2000). A quinase serina/treonina (Akt), € composta de duas
isoformas (Aktl e Akt2), sendo uma das principais efetoras da PI3-K e medeiam muitas das
respostas da insulina, fosforilando diversos substratos (SALE; SALE, 2007). A Akt pode
regular o metabolismo da glicose em diversos niveis, pois aumenta a captacdo de glicose em
tecidos responsivos a insulina aumentando a expressdo dos transportadores de glicose
(BARTHEL et al., 1999) e induz a translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica
(KOHN et al., 1996), além de estimular a sintese de glicogénio no figado e musculo, estimula
a lipogénese no tecido adiposo (SHEPHERD; KAHN, 1999; ACCILI, 2001).

Portanto, a via PI3-K tem um importante papel nos efeitos metabdlicos da insulina
sendo necessaria para muitas, mas nao todas as acdes da insulina (DOMINICI et al., 2005).
De forma similar a outros fatores de crescimento, a insulina usa fosforilacdo e interacdes
proteina-proteina como ferramentas essenciais para transmitir o sinal do receptor em direcdo
ao efeito celular final, tais como translocacdo de vesiculas contendo transportadores de
glicose (GLUT4) do pool intracelular para a membrana plasmaética, ativacdo da sintese de
glicogénio e de proteinas, e transcricdo de genes especificos (CARVALHEIRA; ZECCHIN;
SAAD, 2002).

Vale ressaltar que para ocorrer uma eficiente sinalizacdo insulinica sdo necessarias
vias alternativas que complementam o funcionamento adequado desta cascata de eventos.

Uma segunda via envolvendo a proto-oncogene Cbl é necessaria para tal, e desta forma apés
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ativacdo do receptor de insulina as proteinas acopladoras CAP e APS recrutam o Cbl, que €
entdo fosforilado, resultando na ativacao da proteina G Tc10 e consequente ativacao do efetor
TCGAP, estimulando a translocacdo das vesiculas. Esta via poderia servir como um sinal
alternativo a ativagdo da via CAP/APS/CbI/TC10 e esta, de alguma forma, envolvida em
mecanismo que atenuam as ac¢des da insulina (DOMINICI et al., 2005).

A ativagdo da via Ras-Raf-Mek-Erk € a terceira via principal de sinalizagdo da insulina
e resulta na ativacdo das proteinas quinases ativadoras de mitoses (MAPK) (DOMINICI et al.,
2005). A via MAPK, apesar de apresentar um possivel efeito sobre a translocacdo de GLUT4
para a membrana plasmatica, parece estar envolvida com a regulacdo da expressdo génica e
controle do crescimento e diferenciacdo celular; envolvida com os efeitos promotores do
crescimento deste horménio e parecendo ser relativamente dispensavel na regulacédo
metabdlica estimulada pela insulina (SALTIEL; KAHN, 2001; PIROLA; JOHNSTON; VAN
OBBERGHEN, 2004).

2.5 ACOES DA INSULINA NO CORPO LUTEO

Trabalhos evidenciam que ndo somente as gonadotrofinas, FSH e LH, mas também a
insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) tém um importante papel na
fisiologia ovariana (PIRES; RIBERIO, 2006). A insulina, bem como o GH e IGF-1 estdo
envolvidos nos estagios iniciais da foliculogénese, visando a dominancia folicular e a resposta
destes as gonadotrofinas (GONG; WEBB, 1996).

A insulina é considerada um dos principais horménios metabolicos relacionado com a
reproducédo, apresentando efeitos diretos nas células ovarianas, incluindo producdo de P4
pelas células luteinicas e a estimulacdo da mitose nestas células (PIRES; SUSIN, 1997), além
de atuar diretamente na manutencdo da glicemia, secre¢do pulsatil de LH e de IGF-1 em
algumas espécies (MAGGIONIL et al., 2008) estimulando a secre¢do de FSH e agindo
sinergicamente na diferenciacdo morfoldgica das células da granulosa (PATE; PALMQUIST,
2001). As acdes da insulina sobre os ovarios sdo bastante semelhantes as das gonadotrofinas
hipofisarias (PIRES; SUSIN, 1997). Essas ac0es sobre o ovario sugerem que sua
disponibilidade pode limitar a atividade ovariana e a sua receptividade a acdo das
gonadotrofinas (PUSHPAKUMARA et al., 2003).
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O consumo insuficiente de energia esta relacionado com um baixo desempenho
reprodutivo, resultando em um periodo prolongado de anestro pds-parto, baixa producdo de
progesterona pelo corpo luteo, e baixa taxa de concepcédo (LUCY et al., 1991). Existem fortes
evidéncias de que a associagdo entre a nutricdo e a funcdo ovariana esteja relacionada
principalmente com o sistema glicose-insulina e IGF (SCARAMUZZI et al., 2006), como é
visto quando ocorrem alteragcOes na dieta de ruminantes modificando seu metabolismo e
alterando alguns hormoénios metabolicos, entre eles GH, insulina, IGF-1 e leptina, que tém
grande participacdo na funcao ovariana (WEBB et al., 2004).

Trabalhos sugerem que as agdes da insulina influenciam a funcdo luteinica
diretamente, sem a necessidade de serem mediados pelo ovario ou pela sintese de IGF-1
(WATHES et al., 1995). Em células luteinicas, estudos demonstram que a insulina aumenta a
producdo de progesterona pelo corpo luteo in vivo (STEIN; BUSSMANN; TESONE, 1995),
assim como foi demostrado em células rescém isoladas de ratas (LADENHEIM; TESONE;
CHARREAU, 1984). Estes resultados indicam que a insulina pode aumentar a atividade
esteroidogénica em ovarios de ratas durante a fase luteinica além de estimular a biossintese de
esteroides via mecanismos que envolvem a ativacdo de enzimas responsaveis pela clivagem
da cadeia lateral do colesterol e aromatase (SARAGUETA et al., 1989).

Em geral, os efeitos da insulina nas células ovarianas sdo positivos, estimulando a

proliferacdo das células da granulosa, a atividade da aromatase e a producao de esteroides.

2.6 NFKB E IL6 COMO FATORES REGULATORIOS DE GLUT4

O transportador de glicose 4 (GLUT4) e o principal responsavel pela entrada da
glicose nas células do tecido muscular e adiposo. Localizado em vesiculas intracelulares, seu
transporte para a membrana da célula € ativado pela cascata de sinalizacdo celular ap6s
ligacdo da insulina com o RI. A expressdo reduzida da proteina GLUT4 estd intimamente
envolvida com resisténcia a insulina em individuos diabéticos do tipo 1l (ALZAID, 1996).
Quando estimulado pela insulina, as vesiculas contendo GLUT4 translocam-se e se fundem na
membrana celular, facilitando a difuséo de glicose (POLETTO et al., 2010).

E o Unico tipo de transportador regulado pela insulina e é expresso nos tecidos
sensiveis a este horménio (STEPHENS; PILCH, 1995; MACHADO; SCHAAN;
SERAPHIM, 2006).
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ModificagBes na expressdo deste gene, tanto em tecido adiposo quanto em musculo
esquelético, correlacionam-se de maneira direta com aumento ou reducdo da sensibilidade
insulinica (THORENS; CHARRON; LODISH, 1990). Diversos fatores bioldgicos ou
farmacoldgicos influenciam na expressao génica do GLUT4 como mudancas crénicas da
sensibilidade a insulina e atividade contrétil (SILVA et al., 2005).

Um importante regulador de GLUT4 é o fator nuclear kappa B (NFKB) (RUAN et al.,
2002). A depender do o6rgao estudado, é possivel encontrar na literatura que o NFKB € capaz
de atuar de maneira distinta, tanto como inibidor como estimulador das agGes de GLUTA4.
Como fator inibitério, dados preliminares sugerem que o0 NFKB pode se ligar diretamente ao
promotor do SLC2A4 e reprimir sua transcricdo (KARNIELI; ARMONI, 2008). Em ratos, o
gene SLC2A4 parece ser regulado negativamente pelo NFKB (SILVA et al., 2005) em
musculo esquelético em diferentes condicGes (hipdxia, jejum, estimulo insulinico). O diabetes
mellitus, a obesidade, a migracdo de macrofagos juntamente com o excesso de produgédo de
macrofagos derivados das citocinas e a ativacdo da via NFKB, podem reduzir a expressdo de
GLUT4 e causar a resisténcia insulinica (YUAN M et al., 2001). No entanto, em células
musculares de humanos, definidas como responsivas a insulina, existe um aumento da
expressdo de GLUT4 na membrana apds aumento de expressdo de NFKB (ROHER et al.,
2008).

Estudos evidenciam correlagdo entre os niveis elevados de interleucina 6 (IL6) com o
desenvolvimento da resisténcia insulinica, na obesidade e no diabetes mellitus (ROTTER;
NAGAEV; SMITH, 2003; SHARMA; CHETTY, 2005). Em humanos foi descrito que a IL6
pode induzir a resisténcia insulinica em tecido adiposo, quando células adiposas tratadas com
IL6 a longo prazo apresentaram a transcri¢do dos genes IRS1, IRS2 e SLC2A4 inibida. Estes
estudos ratificam que a IL6 pode estar correlacionada com a inibi¢do da expressdo de GLUT4
(ROTTER; NAGAEV; SMITH, 2003). Porém, vale ressaltar que a IL6 é considerada um
estimulador da expressdo génica do GLUT4 em algumas situa¢des (ROHER et al., 2008).

A influéncia da IL6 em corpo luteo vem sendo investigada. Foi demonstrado que IL6
tem um papel importante no sistema endocrino e atua na liberacdo de hormonios hipofisiarios
como GH e LH (NAITOH et al., 1988; SPANGELO et al., 1989), e contribui negativamente
para a esteroidogénese, induzindo a luteolise em ratos (TELLERIA et al., 1998).

A presenca da expresséo do RNAm da IL6 em corpo liteo de cadelas ja foi
demostrada anteriormente, porém os resultados obtidos ndo foram conclusivos para a melhor

compreensdo de suas fungdes durante o diestro do ciclo estral canino (ENGEL et al., 2005).
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Pesquisas apoiam o conceito de que as citocinas podem ser componentes normais do
corpo luteo e servir como fatores essenciais na regulacdo de sua funcdo em algumas espécies
(TELLERIA et al., 1998). Foi verificado em varias espécies que o sistema imunoldgico
desempenha um papel importante na funcdo do corpo luteo, possivelmente através da
liberagdo de citocinas provenientes de células imunes que adentram o CL via corrente
sanguinea (SAKUMOTO et al., 2006). Dados sugerem que as citocinas encontradas no CL
canino possam ter uma funcdo modulatoria na manutencgéo, diferenciacao e regressdo da fase
luteinica (HOFFMANN et al., 2004).

A regulacdo da homeostasia intra e extra-celular da glicose esta diretamente
relacionada ao controle preciso da expressao dos genes que codificam as diferentes isoformas
de proteinas transportadoras de glicose, as quais sd@o expressas de maneira tecido-especifica,
em consequéncia do padréo de ativacdo dos fatores transcricionais reguladores de cada gene,
em cada tipo celular (MACHADO; SCHAAN; SERAPHIM, 2006). A regulacdo da
transcricdo do gene SLC2A4 (GLUT4) envolve o controle de fatores transcricionais como
NFKB e IL6 e estes podem ativar ou inibir a transcricdo do gene (FURURYA; FURUYA,
2010).

2.7 RESISTENCIA INSULINICA

Resisténcia a insulina é um termo empregado para definir uma situacdo onde a
insulina que circula no sangue ndo tem sua atividade plena. Esse horménio é fundamental ndo
sO para 0 controle das taxas de glicose no sangue, mas também tém inimeras fungfes no
figado, tecido adiposo, rins e mesmo nos vasos sanguineos. Quando o individuo é resistente a
insulina, seu pancreas produz o horménio com estimulo gerado pela glicose, mas a acao dessa
insulina ndo é a ideal. Esta resisténcia significa uma diminuicdo na capacidade da insulina em
estimular a utilizacdo de glicose, seja com deficiéncia no receptor de insulina ou com defeito
em algum mecanismo pos-receptor durante sua utilizacdo (COMMITTE, 2003).

O Diabetes mellitus tem como definicdo uma sindrome que abrange uma serie de
doencgas de etiologias diferentes e clinicamente heterogéneas, que se caracterizam pela
hiperglicemia, decorrente da falta de insulina ou da incapacidade desta em exercer
adequadamente seus efeitos metabolicos (ASSOCIATION, 1997). Tem como principais

causas a predisposicdo genética e insulinite imunemediada, associadas a exposi¢do
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prolongada a fatores de resisténcia a insulina, como por exemplo, obesidade, progestagenos,
infec¢es, diestro e corticoides (DUNN, 2001).

O processo de instalacdo da resisténcia insulinica € caracterizado por alteragdes
teciduais da expressdo de algumas proteinas transportadoras de glicose, como o GLUTA4.
(MUECKLER, 1994; JAMES, D., 1995; DUNAIF, 1997; MUECKLER, 2001).

O transporte de glicose para as células de mamiferos é essencial para a sobrevivéncia.
Grande parte da glicose circulante no estado pos-absortivo é captada por Orgaos
independentes da insulina, sendo que apenas 1/4 € utilizado em tecidos dependentes de
insulina, principalmente a musculatura esquelética e o tecido adiposo (DEFRONZO, 1997).
No entanto, qualquer desequilibrio nesta captacdo de glicose periférica pode levar a
intolerancia a glicose ou mesmo ao diabetes mellitus.

Animais diabéticos ndo insulino dependentes apresentam resisténcia a insulina devido
a causas secundarias como hiperadrenocorticismo e diestro, porém, a administragdo de
insulina pode ser benéfica caso haja uma hiperglicemia persistente (FLEEMAN; RAND,
2001). A incidéncia da diabetes mellitus é de duas a trés vezes mais frequentemente em
fémeas caninas do que em mulheres e a fase clinica da doenca ocorre durante o diestro ou
durante a gestacdo, quando os niveis de progesterona sao elevados e prolongados (PENEDA,
DOOLEY, 2003).

A progesterona atua de duas formas na resisténcia insulinica: a forma direta, na qual
diminui o transporte da glicose para os tecidos, e indiretamente induzindo a hipersecrecéo de
hormdnio do crescimento (GH) pelas glandulas mamarias; neste caso 0 GH diminui 0 nimero
de receptores de insulina nas células e o transporte de glicose aos tecidos (EIGENMANN,
1984; RYAN; ENNS, 1988; SELMAN et al., 1994; POPPL et al., 2009). O estrogeno € a
progesterona reduzem a sensibilidade dos 6rgdos alvos para a acdo da insulina. Logo, as
fémeas ndo esterilizadas sdo mais propensas a desenvolverem diabetes mellitus. Alguns
estudos tém demonstrado que os sinais clinicos geralmente sdo observados durante o estro ou
diestro. Ainda, a administracdo frequente de progestagenos sintéticos pode levar a uma
influéncia persistente da progesterona promovendo a liberacdo de GH, que resulta em

hiperglicemia e resisténcia insulinica (MARMOR et al., 1982).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

Investigar a acdo da insulina em corpo lGteo canino mediada pelo receptor de insulina e por

possiveis agentes reguladores da sinalizacdo insulinica.

3.2 ESPECIFICOS

= Isolar e cultivar células luteinicas com ou sem adicdo de insulina para observacdo da
expressdo génica de Rl e SLC2A4 nos dias 20 e 40 apos a ovulagéo.
= Auvaliar a captacdo de glicose pelas células luteinicas estimulada pela insulina

= Verificar se a captacao estimulada por insulina se da via GLUT4.

= Localizar e quantificar a expressdo da proteina e do RNAm do receptor de insulina

(RI), IL6 e NFKB no tecido luteinico ao longo do diestro

= Determinar a correlacdo dos genes e proteinas estudadas entre si e com os perfis

hormonais de E2, P4 e insulina bem como com a glicemia durante o diestro.
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4 MATERIAL E METODOS

Amostras de corpos luteos de cadelas em diferentes fases do diestro (10, 20, 30 40, 50
60 70 >70) foram coletadas em outra oportunidade (MARIANI et al., 2006), agora, estas
foram utilizadas para analises de RI, NFKB e IL6 através de imuno-histoquimica para
identificar e localizar as proteinas, western blotting para quantificar as mesmas, além de PCR
em tempo real para avaliar as expressfes de seu RNAm. O sangue destes animais também foi
coletado para andlise de insulinemia, glicemia bem como E2 e P4. A dosagem hormonal e de
glicemia estd descrita a seguir para efeitos formais uma vez que os valores obtidos foram
usados para os estudos de correlacao, porém nao fez parte deste trabalho.

Para o cultivo celular, corpos luteos de novas cadelas provenientes de campanhas de
castracdo foram coletados para observacdo dos efeitos da insulina sobre a expressao génica do
IR e SLC2A4 através de PCR em tempo real e sobre a captagdo de glicose. O cultivo celular
foi feito em células do dia 20 e 40 po, periodos estes que apresentaram elevacdo de P4 e E2
respectivamente pos-ovulacdo para avaliacdo da expressdo de IR e SCL2A4 e do dia 30 po

para captagédo de glicose.

4.1 DELINEAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para analises através de imuno-histoquimica, western blotting e PCR em tempo real,
foram utilizados corpos luteos provenientes de cadelas clinicamente sadias, de diferentes
idades e sem padrdo racial definido. Estas passaram por ovariosalpingohisterectomia nos dias
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e acima de 70 dias ap6s a ovulagdo (Quadro 1). O acompanhamento
das cadelas a serem ovariohisterectomizadas ocorreu a partir do surgimento de sinais de
proestro, como edema vulvar e secrecdo vaginal sanguinolenta. Com o surgimento de tais
sinais foram iniciadas as coletas de sangue, feitas em dias alternados. A partir desse material
foram feitas dosagens de progesterona sérica a fim de se detectar a data de ovulacdo de cada
animal. O dia da ovulacéo foi determinado quando a concentracao de progesterona plasmatica
atingiu o valor >5 ng/mL (CONCANNON; MCCANN; TEMPLE, 1989). Esses animais
estavam alojados em um canil localizado no municipio de Itapecerica da Serra. Todos eram

saudaveis e recebiam ragdo para cdes uma vez ao dia pela manha.
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Quadro 1 - Distribuicdo das cadelas utilizadas neste estudo em 8 grupos

10 p.o. 20 p.o. 30 p.o. 40 p.o. 50 p.o. 60 p.o. 70 p.o. >70 p.o.
Bombom Linda Cacé Jade Pastora Jambinha Eva Lara 224
Luna Zezinha Bruna Boco Vilma Bca Neve Pastora Cherry 330
Tica Joana Clara Elza Jasmin Animal 483 Pastora 2 Ely 334
Bianca 2 Linda 2 Dercy Malhada Latifa Sandy Ursa Helo 222
Animal 208 | Animal 414 Preta Lala 476 Animal 202 Juju Lindinha338

p.o. = p6s ovulacdo

4.2 PROTOCOLO ANESTESICO

Foi utilizada como medicacdo pré-anestesica a Acepromazina 0,2% na dose de 0,5 a
1,3 ml para cada 10 Kg de peso vivo. Como medicacdo anestésica foram utilizados cloridrato
de quetamina e cloridrato de xilazina nas doses de 0,2 ml/Kg e 0,1 ml/kg, respectivamente,

ambos por via intra-muscular.

4.3 PROTOCOLO CIRURGICO

Primeiramente foi realizada incisdo abdominal de aproximadamente 5 cm na linha
alba, caudalmente a cicatriz umbilical. Apds localizacdo do primeiro corno uterino com um
gancho de plastico autoclavavel, foi colocada uma pinga no ligamento préprio do ovario,
enguanto o ligamento suspensor foi divulsionado com o dedo indicador. O pediculo ovariano
foi pincado e a seccdo feita entre a pinga mais proxima ao ovario e a pingca média. A pinga
mais distante ao ovario foi removida e a ligadura do pediculo feita no sulco deixado pelo
instrumento.

Nas ligaduras foram usados fios ndo absorviveis monofilamentosos de Nylon 2-0. O

pediculo foi pincado com pinga hemostatica, a Ultima pin¢a foi removida e o pediculo
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inspecionado gquanto a possiveis hemorragias. O pediculo foi entdo reposicionado no abdome
e a pinca hemostatica removida. O processo foi repetido no pediculo ovariano oposto.

No corpo uterino também foram colocadas trés pincas na regido imediatamente cranial
a cérvix. O corpo uterino foi seccionado entre as pingas proximal e intermediéria e as artérias
uterinas ligadas, quando necessario, individualmente. A pinga mais caudal foi removida e o
atero ligado no sulco deixado por este ultimo instrumento. O pediculo foi pingado com uma
pinca hemostatica, a pin¢a intermediaria removida, o pediculo inspecionado quanto a
possiveis hemorragias e depois recolocado no abdome removendo-se a pinga hemostatica.

A sutura interna foi feita com fio ndo absorvivel monofilamentoso de Nylon 2-0 e a
sutura externa com fio de algodéao preto 2-0. O curativo foi feito com nitrofurazona, atadura
de crepe e esparadrapo. Foi aplicado como antibiotico a Benzilpenicilina benzatina 1.200.000
Ul na dose de 40.000 Ul por Kg de peso vivo. Como anti-inflamatdrio e analgésico foi
utilizada a Dipirona na dose de 25 mg/Kg. O curativo e a aplicagcdo do antibiético foram

refeitos a cada dois dias durante 7 dias.

4.4 DOSAGEM DE PROGESTERONA E 17B-ESTRADIOL

Para a dosagem da P4 e do E2 foram utilizados os meios de cultura e Kits de
radioimunoensaio Genese®, onde a e o marcados com I'® competiram por sitios de
anticorpos fixos em tubos de polipropileno, com a progesterona e o estradiol presentes nas
amostras. Apos a realizacdo dos procedimentos descritos para a montagem da reacao, e
decorridas 3 horas de incubacdo em temperatura ambiente, findou-se a competicéo, e a e 0
radiomarcados estavam separados da fracdo de P4 e E2 que se ligaram aos anticorpos. Em
seguida, os tubos foram colocados em um contador gama, o qual fornece um numero, que
convertido por meio de uma curva padrdo, determinou os niveis destes hormdnios esterdides

presentes nas amostras analisadas.



48

4.5 DOSAGEM DE INSULINA

Para a dosagem de insulina foi utilizado Kits de radioimunoensaio de fase solida Coat-

A-Count®, onde a insulina marcada com 1'%

competiu por sitios de anticorpos fixos em tubos
de polipropileno, com a insulina presente na amostra. Apos a realizacdo dos procedimentos
descritos para a montagem da reacdo, e decorridas 3 horas de incubacdo em temperatura
ambiente, findou-se a competi¢cdo, e a insulina radiomarcada foi separada da fracdo de
insulina que se ligou aos anticorpos. Em seguida, os tubos foram colocados em um contador
gama, o qual forneceu um namero, que convertido por meio de uma curva padréo, determinou

0s niveis deste hormonio presente nas amostras analisadas.

4.6 DOSAGEM DE GLICEMIA

A glicemia foi analisada através do método enzimatico colorimétrico de glicose-oxidase
da empresa CELM. Este método é especifico para determinacdo da concentracdo de glicose no
sangue e outros liquidos bioldgicos (LOTT; TURNER, 1975). Adicionou-se o reativo de
trabalho fornecido pelo Kit nos tubos das amostras, com incubacdo por 10 minutos em banho a
37°C. Apbs a retirada das amostras do banho foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a
505nm.

4.7 PROCEDIMENTOS PARA O CULTIVO DE CELULAS LUTEINICAS

O cultivo foi realizado a partir de células provenientes do corpo luteo de cadelas dos
dias 20 e 40 po. Estas foram cultivadas sem insulina e com adigdo de 100ng/ml de insulina.
As amostras foram coletadas com 0, 06, e 24 horas ap06s inicio do cultivo para determinagdo
da expressdao do RNAm do RI e SLC2A4.
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4.8 ISOLAMENTO DAS CELULAS LUTEINICAS

Os ovérios foram coletados em tampao fosfato (PBS) estéril e gelado contendo 1% de
100.000 Ul/ml de solucdo antibidtica (A5955; Sigma Aldrich, USA), transferidos em
condicBes assépticas para uma placa de Petri no interior do fluxo laminar, onde os corpos
luteos foram dissecados e cortados em pedacos de aproximadamente 1 mm. Estas amostras
foram incubadas em colagenase tipo | (1 mg/ml; C0130; Sigma Aldrich, USA) diluida em
DMEM pH 7,2 - 7,4 (41965-039; Gibco BRL). O meio foi suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Sigma Aldrich, USA), 1% de L-glutamina (Sigma Aldrich, USA), 20 mM
HEPES (Sigma Aldrich, USA) e 1% 100.000 U/ ml de solucdo antibidtica e antimicotica
(Sigma Aldrich, USA). A incubacéo foi realizada por 1 hora a temperatura de 37 °C em
atmosfera imida com 5% de CO,. A suspensao foi centrifugada por 10 min a 200g, a amostra
ressuspensa em DMEM e filtrada em rede de 150 um de didmetro para remover os tecidos
ndo digeridos. O filtrado foi novamente centrifugado por 10 min a 200g, ressuspenso em
solucdo tampdo de lise de eritrocitos (0,16 M NH4CI; 0,01 M Tris-HCI pH 7,2-7,4) diluido em
DMEM por 10 min, centrifugado por 10 min a 200g e ressuspenso em DMEM. As células,
foram colocadas em placas de 24 pocos (Figura 1) e incubadas a 37 °C sob atmosfera
umidificada (5% de CO,). Os grupos experimentais foram divididos da seguinte maneira:
grupo controle, cultivados em meio livre de insulina; e meio suplementado com insulina a
100ng/mL (100mg, 16634; Sigma Aldrich, USA). As amostras de meio de cultivo foram
coletadas ap6s 0, 6 e 24 horas. Para a determinacgdo da expressdo do Rl e SLC2A4, as células
foram raspadas e colocadas em tubos livres de RNAse contendo 250 pl de TRIzol®,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para analise por PCR em tempo

real.

Figura 1- Representacdo esquemdtica da placa de cultivo de 24 pocos contendo 0s grupos experimentais
estabelecidos: controle (C) e insulina (1) e os respectivos tempos de tratamento (0, 6 e 24 horas)
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4.9 CAPTACAO DE GLICOSE EM CELULAS LUTEINICAS

Células luteinicas de cadelas provenientes do dia 30 po foram cultivadas em placas de
12 pocos (Figura 2), (seguindo mesmo protocolo ja descrito de isolamento de células
luteinicas), e separadas em trés grupos, sendo: grupo basal, grupo estimulado com insulina e
grupo background utilizado como controle da captacdo de glicose. Apos confluéncia as
células passaram pelo processo de captacdo sendo que aliquotas de células luteinicas isoladas
(40uL em suspensdo de células de 10%) foram transferidas em eppendorfs de 1,5ml com e
sem insulina (0,1; 1,0 e 10 nmol/l) diluida em tampéo de EHB 2 (pH 7,4). As células foram,
em seguida, incubadas durante 20 minutos a 37°C. No final do periodo de incubacdo, foi
adicionado 10ul de 2-desoxi-D-[3H]-glicose (3H-2DG, 0,4 concentragdo mmol/ I final e 0,05
uCi / tubo), sendo deixada em absorcdo por 3 minutos. A acdo foi inativada pela adicdo de
250ul de florentina gelada (0,3 mmol /| em EHB e DMSO a 0,05%). Subsequentemente, 200
ul desta mistura foi transferida para tubos de microcentrifugacdo (capacidade de 450-ul) em
camadas de 200ul de 6leo de silicone (densidade = 0,963 mg / ml) e centrifugado (Microfuge
E, Beckman Instruments, Paio Alto, EUA) durante 10 segundos, a 11,000 x g. Os sedimentos
de células de cima da camada de 6leo foi removido para frascos de 4 ml contendo 3 ml de
cintilacdo (Ecolume, ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, EUA), e a radioatividade aprisionada
foi medida em um contador de cintilacdo liquida (Tri Carp 2100TR, Instrumento Packard,
Meriden, CT). Valores inespecificos de 3H-2DG radiomarcado foram estabelecido em um
tubo paralelo ja preparado com 250ul de florentina gelada para interromper a reagdo do
transporte antes de adicionar o marcador. Este valor foi descontado do aprisionamento total, e
a captacdo resultante especifica foi recalculada para ser expresso como picomol por
centimetro quadrado de area de superficie da célula. A sensibilidade a insulina das células
luteinicas foi avaliada pela determinacdo da concentracdo de insulina no semi-maxima eficaz

(EC50) a partir da curva dose-resposta 2DGU.
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Figura 2- Placa de cultivo esquematizada para procedimento de captacéo de glicose

OO000O |~

O O O O Estimulado com insulina
O O O O Background

4.10 IMUNO-CITOQUIMICA

Para analise imuno-citoquimica, as células foram cultivadas em placas de cultivo de
12 pocos, apds confluéncia das células, estas foram incubadas com meio de cultivo acrescido
de BSA (controle basal) e meio de cultivo estimulado com insulina 100nM por 20 minutos a
37°, ao término deste tempo as placas de cultivo preparadas com laminulas foram fixadas com
metanol, até a realizacdo do experimento descrito a seguir.

A atividade peroxidase enddgena foi bloqueada com Dual endogenous enzyme block
(DAKO, S2003, California-USA) durante 10 minutos, em seguida, lavada em tampédo PBS.
Para reduzir ligacdes inespecificas, as células foram incubadas por 10 minutos em solucao de
blogueio Protein block serum-free (DAKO, X0909, Califérnia-USA). As células foram
incubadas com o anticorpo primario GLUT4 (IgG policlonal de coelho, C-terminal humano,
Milipore 07-1404) na diluicdo 1:2000 diluido em PBS, por 20 horas a 4°C.

No dia seguinte as celulas foram lavadas trés vezes em PBS, e incubadas com
anticorpo secundario por 15 minutos, ap6s este periodo estas foram lavadas novamente trés
vezes em PBS. Em seguida, incubaram-se por 15 minutos com o complexo STREPTAVIDIN
+ HRP (DAKO, K0690, California-USA) para a amplificacdo do sinal da reacdo. A reacédo de
imuno-citoquimica especifica foi revelada utilizando-se DAB + Substrate Cromogen System
(DAKO, K3468, California, USA) por 30 segundos. As células foram novamente lavadas em
agua destilada (2 x 10 min), contracorados com Hematoxilina de Harris por 15 segundos,

lavadas em agua destilada trés vezes de 5 minutos e, em seguida, montados com Permount®
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(Fischer Scientific, 15969B, USA). Como controle negativo foram utilizados cortes que nao

receberam o anticorpo primario, apenas incubados com PBS.

4.11 PCR EM TEMPO REAL

Para a preservacdo do RNA, as amostras de tecidos foram congeladas imediatamente
em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a extracdo. Amostras de corpo lGteo,
transportadas em nitrogénio liquido, foram descongeladas em gelo (4°C), pesadas e cortes

feitos com lamina de bisturi foram colocadas em tubos estéreis de 1,5 ml.

4.12 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Para a extracdo utilizou-se 0 reagente TRIzol®, de acordo com as instrucdes do
fabricante (Invitrogen™ Corporation, EUA). Em tubos livres de RNAse foi adicionado
TRIzol® (1 ml), onde cada amostra passou por processo de homogeneizacdo em Polytron em
velocidade maxima de trés ciclos, cada tubo foi homogeneizado vigorosamente em vortex por
10 segundos e centrifugados por 10 minutos (12.000 g) a 4°C. Apos a centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo estéril (de 1,5 ml) contendo 200 pl de
cloroférmio (200ul para cada 1 ml de TRIzol), os tubos foram agitados vigorosamente por
aproximadamente 30 segundos e incubados em temperatura ambiente por 3 minutos. As
amostras foram centrifugadas por 15 minutos, 12.000g a 4°C. Em seguida, novos tubos foram
identificados e acrescidos de 500 pl alcool isopropilico, incubados por 10 minutos em
temperatura ambiente e centrifugado por 15 minutos (12.000g) a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado (RNA-Total) solubilizado com 1 ml de etanol 75% diluido em agua
ultrapura. Uma nova centrifugacdo foi realizada por 5 minutos, 9.000g a 4 °C, todo o
contetudo do eppendorf foi descartado, com exce¢do do precipitado (RNA Total). Os tubos
foram incubados a temperatura ambiente por 10 minutos para secagem e entdo o precipitado
solubilizado em 10 pl de &gua ultrapura. Uma aliquota foi removida para quantificacédo e
analise da qualidade, e o restante da solucdo armazenada imediatamente em freezer —-80°C até

sua utilizacéo.
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4.12.1 QUANTIFICACAO DO RNA CELULAS TOTAL

Para a quantificacdo do RNA total as amostras foram diluidas na proporcao 1:50, ou
seja, em 49 pl de agua ultrapura foram adicionados 1 pl do RNA total. A quantificacdo foi
realizada no Biofotdmetro (Eppendorf 22331, Hamburgo - Germany) a 260/280nm. Foi

utilizada &gua ultrapura para calibracdo do equipamento.

4.13 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DE IR, NFKB e IL6

4.13.1 TRANSCRICAO REVERSA

Para eliminar o DNA genémico, o RNA extraido foi tratado com DNAse | (Kit
SuperScript 111, Invitrogen®, Carlsband, USA), de modo que a solucdo final contivesse 1 pg
de RNA total. A esta solucao foram adicionados: 1 ul de tampao DNAse, 1 ul de DNAse [ e
agua ultrapura, completando-se para o volume de 9 pl. Para inativar a atividade da DNAse I,
foi adicionado 1 pl de EDTA. Apds incubagdo por 10 minutos a 65°C, foram adicionados os
iniciadores da reagdo, Oligo (dt - Invitrogen®) e dNTP (Invitrogen®) 10uM (1pl cada),
incubou-se por 5 minutos a 65°C e por 1 minuto e 30 segundos em gelo. Em seguida, foram
adicionados 4 pl de tampao, 1 ul de DTT (0,1M), 1 pul de inibidor RNAse (RNAse OUT
Inhibitor - Invitrogen®) e 1 pl da enzima SuperScript I11. Tubos estéreis de 0,5 ml contendo o
RNA e os compostos para a sintese de cDNA foram colocados no termociclador, onde
permaneceram por 50 minutos a 50°C, para ocorrer a transcricdo do RNA em cDNA e,
posteriormente, por 15 minutos a 70°C e 2 minutos a 4°C para inativacdo da enzima. Os
cDNAs foram armazenados a -20°C.

As reacdes de PCR foram realizadas em um fluorometro automatizado (ABI PRISM™
7500, Applied Biosystems, Foster, USA ), usando placas Opticas de 96 poc¢os. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata. Primeiramente, os cDNAs foram diluidos em agua
ultrapura autoclavada na proporgédo de 1:8, mantidos em gelo. Em seguida, foi preparado um
mix para cada gene estudado contendo: 6,25 ul de TagMan® qPCR MasterMix, 3,25 ul de

agua ultrapura autoclavada e 0,5 pl de primer/sonda (Tabela 1), totalizando 10 pl para cada
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amostra. Este mix foi pipetado na placa e recebeu imediatamente 2,5 pl da respectiva amostra
de cDNA. Apo0s pipetar todas as amostras nos pocos, a placa foi vedada com um parafilme
Optico proprio, submetida a centrifugacéo rapida (menos de 1 minuto) e levada ao aparelho de
PCR.

Neste sistema, as fases de anelamento, extensdo e desnaturagdo ocorrem durante os
ciclos de maneira similar quando da utilizacdo do termociclador comum, uma vez que o
ABIPrism 7500 é um termociclador acoplado a uma cadmera CCD. A diferenca é que a
amplificacdo da sequéncia alvo é detectada em tempo real pela emissdo de fluorescéncia, que
ocorre quando ha formacdo de dupla fita na regido codificada pelo par de primers. A
quantificacdo relativa da amplificacdo foi feita pela fluorescéncia captada pela unidade Optica
do aparelho. Neste experimento as condi¢fes padronizadas de amplificacdo utilizadas foram:
2 minutos a 50°C — ativacdo da UNG (Uracil N-Glicosilase), que degrada residuos de RNA
caso as amostras ndo tenham sido tratadas com RNAse ao final da RT, evitando
contaminages, 10 minutos a 95°C — ativacdo da polimerase (Amplitag Gold®), 40 ciclos por
15 segundos a 95°C e 60°C por 1 minuto, 15 segundos a 95°C — desnatura¢do para abertura da
fita de cDNA. Aproximadamente a 70°C — ocorre o anelamento da sonda do TagMan.
Aproximadamente a 60°C — os primers se anelam e promovem a extensdo da fita de DNA.
Neste momento, a sonda Tagman é liberada e a fluorescéncia é emitida.

A quantificacdo relativa foi realizada normalizando-se os sinais desses genes com o
sinal do gene PPIA (ciclofilina A) (como controle enddgeno), através do programa
LinRegPCR® versdo 7.0 (RAMAKERS et al., 2003), sequido do método matemético de Pfaffl
(PFAFFL, 2001) e anélise estatistica dos dados.


http://www.jenabioscience.com/images/dded44ba94/PCR-353.pdf

55

Tabela 1 — Primers e sondas utilizados para 0 PCR em tempo real

Gene Primers Sequencia Sondas GenBank n°”
Reverse 5” GCTTCCGCTTCTCCTCCTT 3°
RI Forward 5’GCAGGATGAGGTGAATTGTTGTG 3” AAAACGAGGCCCGAGGATTT AIBJWTL_R
Reverse 5’CCGAGACCTCAGTTTCCCCA3’
PPIA Forward
Reverse ID Cf03986523_gH XM_843327.1
IL6 Forward 5’AAAGAGCAAGGTAAAGAATCAGGATG3’ GTGATGTCTGCTCGGTAAG-
TAMRA
Reverse 5’GCAGGATGAGGTGAATTGTTGTG3’
NFKB Forward 5’GCAGAAAGAGGACATTGAAGTGTATT3’ ACCAGGCTGGGAGGCCCGA- NW_876266.1
TAMRA
SLC2A4 Reverse 5" GCCTGCCAGAAAGAGTCTGAAG 3’ CAGTGCCCCAGATACAT NM_001159327
Forward 5” GCTTCCGCTTCTCCTCCTT 3°

“GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov).

4.14 IMUNO-HISTOQUIMICA PARARI E NFKB

Para obtencdo do material para imuno-histoquimica, amostras de tecidos foram fixadas
em formol tamponado 4% por 24 horas. Ap0s este periodo estas amostras foram lavadas com
solucdo tampdo fosfato (PBS) e desidratadas em uma série crescente de etanol (70%, 90% e
absolutos 1, 11 e I1I; 1 hora cada), as amostras foram diafinizadas em xilol (I, Il e 11I; 1 hora
cada) e embebidas em parafina (I e Il e de inclusdo; 1 hora cada).

Os cortes de 2um foram montados em laminas silanizadas, desparafinizadas em xilol
(2x 10 min), rehidratados em uma série de etanol em concentra¢fes decrescentes (etanol
100% 2 x 5 minutos, etanol 95% 5 minutos, etanol 70% 5 minutos) e lavados em agua
corrente (5 minutos). Para a recuperacdo antigénica incubou-se em solucdo tampao citrato 10
nM, pH 6, por 5 minutos a temperatura ambiente, em seguida, as laminas foram levadas ao
micro-ondas (em poténcia alta) em tampéo citrato durante 15 minutos. Apés resfriamento de
20 minutos, foram realizadas duas lavagens com agua destilada em tempos de dois minutos
cada. Em seguida uma lavagem com PBS em agitacdo de 5 minutos. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado com Peroxidase block (DAKO, 0679, Califérnia-USA) (10
minutos a temperatura ambiente e em camara imida). Os cortes foram lavados em tampao
PBS / Triton X 0,3%, pH 7,2 - 7,4 (0,8 mM Na;HPOy; 1,47 mM KH,POy; 2,68 mM KCI, 137


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=ref_contig&na=1&gnl=ref%7CNW_876266.1%7CCfa18_WGA52_2&gi=73983878&term=73983878%5Bgi%5D&taxid=9615&RID=GHVMYUGK01P&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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mM NaCl), trés vezes de 5 minutos, e incubadas em caseina (Protein block Serum-Free,
X0909, Dako North America, Inc) por 10 minutos, a temperatura ambiente, para bloquear
sitios de ligacdes inespecificas. Em seguida, os cortes foram incubados por 22 horas a 4°C
com anticorpos primarios especificos para cada proteina estudada (Quadro 2). Controles
negativos foram incubados com um anticorpo monoclonal irrelevante, isotipo-especifico em
uma concentragdo igual ao do respectivo anticorpo primério (Coulter Immunotech
Diagnostics, Germany). Apos o periodo de incubacdo com o anticorpo primario, as laminas
foram lavadas em PBS por 3 vezes de 5 minutos cada. Retirou-se o excesso de solugdo e os
cortes foram incubadas & temperatura ambiente, durante 15 minutos com anticorpo secundario
biotinilado (Biotinylated Link; kit Dako LSAB + System-HRP, K0679, Dako North America,
Inc). Os mesmos foram lavados em tampéo PBS por trés vezes de 5 minutos e incubados com
0 complexo estreptavidina-peroxidase (Streptavidin-HRP; kit Dako LSAB + System-HRP,
K0679, Dako North America, Inc) por 15 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida,
foram realizadas 3 lavagens em PBS por 5 minutos cada. Os cortes foram incubados durante 5
minutos com solucdo DAB (DAB + Subtrate buffer; kit Dako LSAB + System-HRP, K0679,
Dako North America, Inc) para exposicdo da marcacdo da proteina estudada (marcacéo
marrom). As laminas foram lavadas 3 vezes em agua destilada, por 5 minutos. Os cortes
foram contracorados com hematoxilina de Harris por 30 segundos ou variavel dependendo do
corte, seguido de uma lavagem com &gua corrente por no maximo 10 minutos. Em seguida
foram lavadas em uma sequéncia de etanol em diferentes concentragfes por 2 minutos e xilol
| e xilol 11, respectivamente e fechadas com laminula e Permont. Para validacdo positiva da
imunolocalizagdo foram feitos controles positivos utilizando cortes histolégicos de musculo
estriado esquelético de camundongos para Rl e carcinoma humano para NFKB, onde foi

testada a mesma concentracdo do anticorpo primario estudado.

Quadro 2 — Anticorpos usados na Imuno-histoquimica

Anticoorpos Isotipo Epitope Dilui¢do Fornecedor (n°ordem)

RI Rabbit polyclonal 19gG N-terminus human 1:100 Abcam (ab. 78424)

NFKB Mouse monoclonal IgG3 Human p65 1:400 Milipore (MAB 3026)
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4.15 IMUNO-FLORESCENCIA PARA PROTEINA IL6

O material fixado e processado de forma rotineira para inclusdo histologica em
parafina foi seccionado em cortes histoldgicos de 2um de espessura. As laminas contendo 0s
tecidos parafinizados, foram imersas em xilol (Reagentes Analiticos Dinamica) aquecido a
60°C por 20 minutos, e em seguida, em xilol a temperatura ambiente por mais 20 minutos,
para que fossem desparafinizados. Logo depois foram hidratados com etanol 100%, duas
vezes de 10 minutos cada. Em seguida, em &lcool 90% e 70%, por 10 minutos cada. Na
sequéncia, foram lavados com agua destilada por 10 minutos, e em agua corrente por mais 10
minutos. A recuperacdo antigénica foi realizada ao colocar as laminas sob acdo de tampéo
citrato de sédio (pH 6,0) aquecido por 10 minutos. Depois o material foi lavado duas vezes
em PBS sob agitacdo, por 5 minutos cada vez. A permeabilizacdo foi feita com a incubacéo,
por 15 minutos, em PBS contendo 0,2% de Triton X-100 (Triton®, Merck).

Ap0s a permeabilizacdo, foram realizadas trés lavagens das laminas com PBS, por 5
minutos cada. Em seguida, foi feita a incubacdo deste material com Peroxidase Blocking (Ref.
$2001, Dako®) por 30 minutos, para que houvesse o bloqueio das ligagdes dos anticorpos
ndo-especificos. O material foi lavado duas vezes em PBS, sob agitacdo, por 5 minutos cada.
Depois houve a incubacdo com Protein Block (Ref. X0909, Dako®), por 30 minutos.
Novamente o material foi lavado com PBS por 5 minutos; e em seguida, incubado com o
anticorpo primario (IlgG2a mouse monoclonal, para IL6 ab9324 da empresa Abcam,
Cambridge, UK, diluicdo 1:500).

No dia seguinte o material foi lavado uma vez em PBS, por 5 minutos; e incubado
com o anticorpo secundario que continha o fluoréforo (Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 1gG,
A11029, Invitrogen®), por 2 horas no escuro. Depois, o material foi lavado mais uma vez em
PBS, por 5 minutos; e foi feita a montagem das laminas utilizando-se Vectashield (mounting
médium for fluorescence with DAPI — H-1200, Vector Laboratories, Inc), e finalmente sendo
selada, também no escuro, com esmalte para prevenir a secagem e a movimentacdo sob o
microscopio. As laminas foram armazenadas no escuro a 4°C. O material foi observado e
fotografado ao microscépio para imuno-florescénicia (Olympus BX 60), utilizando-se o

programa AxioVision (AxioCam HRc — Zeiss).
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4.16 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS PARA WESTERN BLOTTING

Para quantificagdo do RI e dos possiveis reguladores de GLUT4, NFKB e ILS,
amostras de CL de cadelas foram coletadas em fragmentos de tecidos e imediatamente
armazenadas em criotubos em nitrogénio liquido e posteriormente em -80°C até a extracdo de
proteinas.

Apos pesado o tecido foi cortado a fim de separar o que seria utilizado, em cima de
uma placa de Petri com gelo seco para nao desnaturar as proteinas. Em seguida, no tubo para
homogeneizacao (falcon), foi colocado em solucdo tampdo de lise (Tris 10mM, EDTA 1mM,
Sacarose 250 nM e Agua ultrapura pH 7.4), na presenca de uma mistura de inibidores de
proteases, tais como benzamida (20ug/ml), pepstatina (1pg/ml), leupeptina (0.5pg/ml),
apoproteina (0.1ug/ml) e PMSF (phenylmethanesulphonylfluoride, 100pg/ml), em uma
propor¢do de 1:6 (peso/volume) (ex. 0, 0881g — 500ul (tampédo) Xg (peso tecido)- Xul),
sempre conservado em gelo. Foi homogeneizado em Polytron PT 3000 KINEMATICA®
(Brinkman, Westbury, USA) em velocidade maxima por no maximo 3 ciclos de 10 segundos
para dissociar e romper a célula. Apés homogeneizacdo, o material extraido foi colocado em
eppendorfs mantidos no gelo para transporte e posterior centrifugacdo, a 1000g por 10
minutos a 4°C. Em seguida, foi separado o sobrenadante. O pellet foi resuspenso em mesmo
tampédo (1/3 do volume inicial) e submetido ao vortex, posteriormente a centrifugacdo por
1000g, 10 minutos a 4°C.

O sobrenadante entdo foi desprezado e o sedimento resuspenso novamente em tampéo
de homogeneizacdo. O produto foi estocado a -20°C até a realizacdo do experimento western
blotting.

A concentracao de proteina das amostras foi analisada através do método de Bradford
(BRADFORD, 1976) (Protein Assay Kit; Bio-Rad, California, USA), comparando as medidas

obtidas para as amostras com a curva padrao de albumina lida a 595 nm.
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4.17 WESTERN BLOTTING

Para a realizagdo do western blotting foi utilizado 50ug das amostras de proteinas
totais de corpos lateos. As amostras foram separadas em um mini gel SDS-poliacrilamida
(Mini Protean Il System, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, EUA), 6% para receptor de
insulina e 12% para NFKB e IL6. A eletroforese foi realizada a 100V durante 2 horas (ou até
que as proteinas completassem a corrida). Apds a separacdo em gel, foi realizada a
transferéncia eletroforética para uma membrana de fifluoreto de polivinilideno (immunoblot
Bio-Rad Laboratories, Inc.), sob corrente constante de 400V, durante 2 horas, a 4°C, em
tampdo Tris HCI 12,5 mM, glicina 95 mM, metanol 20%, pH 8,3. Em seguida, foi realizado o
bloqueio da reacdo de transferéncia utilizando TTBS (Tween 20 0,1% em tampéo Tris: 100
mM Tris, cloreto de sédio 0,9%, pH 7,5) acrescido de leite desnatado em p6 (5%) por 1 hora
a temperatura ambiente (20-25°C) com agitacdo constante. A membrana foi lavada trés vezes
em TTBS, com intervalos de cinco minutos e incubadas com o anticorpo primario especifico
para cada proteina testada overnight a 4°C.

No dia seguinte, foram realizadas trés lavagens em TTBS e incubacdo de 1 hora, a
temperatura ambiente, com o anticorpo secundario (anticorpo conjugado a peroxidase 1gG
anti-mouse ECL, Amersham Biosciences, NJ-USA) na titulacdo de 1:7500, diluido em
solucdo de 2,5% de leite desnatado. Apds este processo, cada membrana correspondente a
cada proteina foi lavadas trés vezes em TTBS durante 5 minutos. O sinal foi detectado pela
adicdo de um substrato para peroxidase (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate;
Pierce), por 5 minutos, o qual produz uma reagdo de luminescéncia no local da ligagdo do
segundo anticorpo. As membranas foram expostas a um filme de fotografico (Hyperfilm -
Amersham), a temperatura ambiente, durante 10 minutos. O filme foi revelado com solucéo

reveladora e reforgadora GBX e solugéo fixadora e refor¢gadora GBX (Kodak Brasileira).
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4.18 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A expressao diferencial dos RNAm e proteinas estudados ao longo do ciclo estral no
CL foi avaliado pelo teste ANOVA. Caso os dados ndo apresentassem distribuicdo normal,
foi aplicado o Teste de Kruskal-Wallis (ANOVA nao paramétrico) seguido do Teste de
Comparacdes Multiplas de Dunn. Para testar a relacdo entre as expressdes dos RNAm e
proteinas bem como, entre estes e a glicemia e a insulinemia, além da concentracdo
plasmética de P4 e E2, foi aplicado o Teste de Correlacdo de Pearson. Para todos os testes foi
utilizado o software estatistico GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

USA) e o nivel de significancia adotado foi de 0,05.



5 RESULTADOS



62

5. RESULTADOS

Inicialmente, estdo demonstrados os perfis séricos de P4 e E2, bem como os indices de
insulinemia e glicemia. Mesmo né@o pertencendo exclusivamente a este trabalho, os valores
serdo apresentados por terem sido utilizados para as anélises de correlagdo desta dissertacao.

Posteriormente sdo demonstrados os resultados obtidos de expressao de Rl e SLC2A4
em células luteinicas em cultura apés estimulo da insulina, e os indices de captacdo de glicose
pelas mesmas.

Por fim, os resultados relativos & imunolocaliza¢do do receptor de insulina, NFKB e
IL6 em corpo luteo de cadelas, seguido das analises da quantificacdo proteica e génica destas
amostras. Correlacdes entre a expressao génica do receptor de insulina, 0 NFKB e IL6, bem

como com os perfis hormonais de P4 e E2 e a insulina também serdo apresentados.

5.1 PERFIL SERICO DE PROGESTERONA E 17B-ESTRADIOL

Atraveés das analises hormonais foi possivel estabelecer o perfil apresentado durante o
diestro do ciclo estral das cadelas, onde, os niveis séricos de P4 atingiram valores méximos de
22,96 ng/ml no dia 20 apds a ovulagdo, diminuindo gradativamente até o dia 70 (0,68ng/ml),
enguanto os niveis séricos de E2 aumentaram continuamente, atingindo o valor maximo de
27,34 pg/ml no dia 40 apds a ovulacdo e diminuindo para 11,52 pg/ml no dia 60 p.o, assim

como podemos visualizar na figura 3.
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Figura 3 — Concentrac@es séricas de progesterona (ng/ml; linha cinza escura) e 17p-estradiol (pg/ml; linha cinza
claro) ao longo do diestro em cadelas. Maiores concentragdes foram observadas no dia 20 po e 40 po
para progesterona e 17B-estradiol, respectivamente

5.2 PERFIL SERICO DE INSULINEMIA E GLICEMIA
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Na figura 4 séo apresentados os resultados obtidos para glicemia e insulinemia. N&o

houve diferencas significativas entre as médias de glicemia no decorrer do diestro (p>0,05).

No entanto, os niveis insulinémicos foram significativamente maiores nos dias 10 e 40 apos a
ovulacdo e menores no dia 60 (p<0,05).

Figura 4 — Concentractes de glicose (mg/dl; esquerda) e de insulina (uU/ml; direita) ao longo do diestro em
cadelas. 10 — 70: dias ap0s a ovulagdo. * valores aumentados de insulinemia em relacdo as demais fases do

diestro
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5.3 CULTIVO CELULAR

Células obtidas de diferentes cadelas, cultivadas em DMEM. Dentro de 5-7 dias,
desenvolveu-se uma monocamada celular confluente (> 80%), cujas células apresentaram
formato poligonal (estrelado), nucleo arredondado e numerosas inclusbes citoplasmaticas

granulares e vacuolos de lipidios (Figura 5).

Figura 5 - Cultivo primério de células luteinicas de cadelas. A — Células em processo de adesdo a placa de petri
apos 24 h. B — Agrupamento de células luteinicas apds 2-3 dias de cultivo. C — Monocamada
confluente formada por células luteinicas apds 5-7 dias. D — Fotomicrografia de células luteinicas
caninas demonstrando o formato poligonal caracteristico, granulos e vacuolos de lipideos (a) e
nlcleo (b). Letras A, B e C aumento 40x; D aumento 100x. Barras = 50 um

Apos confluéncia, estas células foram utilizadas para experimento com adi¢do de
insulina para mensuracdo da expressdo génica de Rl e SLC2A4.

A expressdo génica do RI foi regulada diferencialmente aos 20 e 40 dias po sob o
mesmo estimulo insulinico. No dia 20 houve um aumento bastante significativo as 6 e 24
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horas apds inicio do tratamento, enquanto que twegadeRl de células ndo tratadas
mantiveram-se constantes. Células do dia 40 peapi@am diminuicdo da expressaoRilo
sob estimulo insulinico enquanto células ndo testatio modificaram sua expressadrtie
(Figura 6).

Figura 6 - Expressdo génica &b em células luteinicas caninas apds tratamento insalina. A: expressédo
génica doRl no dia 20 apds a ovulacdo. B: expressao gé&Rlice dia 40 apos a ovulagdo. Letras
diferentes sobre as barras indicam diferenca gigtiifa (p<0,05)
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A expressao génica d&. C2A4 seguiu o0 mesmo padrao descrito pard&RiJeou seja,
aumentou (p < 0,05) em células do dia 20 po e dimi(p < 0,05) em células do dia 40 po

sob estimulo insulinico (Figura 7).
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Figura 7 - Expressao génica &hC2A4 em células luteinicas caninas ap6és tratamento iosoilina. A:
expressdo génica d&.C2A4 no dia 20 apos a ovulagdo. B: expressédo géi€2A4 no dia 40
apos a ovulacao. Letras diferentes sobre as badiaam diferenca significativa (p<0,05)
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5.4 CAPTACAO DE GLICOSE

Através da captacdo de glicose foi possivel varifgque as células luteinicas caninas
do dia 30 po respondem aumentando a captacdo aseglapds tratamento com insulina a
100 nM por 20 minutos. Quando comparados os nba&ssis de captacdo de glicose com
aqueles estimulados pela insulina, verificamos afoneonsideravel tanto em relacdo a

quantidade de proteinas totais como em relacdartigade de células (Tabela 2).

Tabela 2 - Captacao de glicose em células luteiruaainas do dia 30 apds ovulacao. Células em cimdiasal
e estimulada com insulina (100nM) por 20 minutos.

Basal Insulina P

Captacéao de glicose (cpm/ug proteina) 2.05+0.8 73 50.5 <0.01

Captacao de glicogepm/16 células) 79.6 +35.3 2125+345 <0.05
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Para confirmar que houve ativagdo da sinalizac&aliimca, foi realizado western
blotting para quantificacdo da proteina AKT totdbsforilada, que participa da via principal
responsavel pelo sinal para a translocacdo de GLB4valores proteicos de AKT total
mantiveram-se constantes mesmo com adicdo de niaseinquanto o AKT fosforilado

aumentou apos a adicdo de insulina (Figura 8).

Figura 8 - Expresséo proteica de AKT total e AKEffmilado antes e depois da adicdo de insulinaéhsas
luteinicas. A: Blot AKT total células luteinicas erondi¢cdes basal e apds adicdo de insulina. B:
Blot AKT fosforilado em condicdo basal e ap6s adligie insulina. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos.
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5.5 IMUNO-CITOQUIMICA DE GLUT4 EM CELULAS LUTEINICAS SOB
ESTIMULACAO DE INSULINA

Foi realizada imuno-citoquimica para GLUT4 aposhasghcdo das células luteinicas
com insulina, para confirmacdo do aumento de espgcedo GLUT4. Na figura 16 é possivel
verificar uma maior intensidade na marcacao magioplasmética das células tratadas com
insulina (Figura b), quando comparadas as células@ndicdo basal (Figura a) onde sua

marcacao é bem menos expressiva.
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Figura 9 - Imunocitoquimica para GLUT4 (sinal positivo equivale a cor laranja e ou marrom) em células
luteinicas estimuladas ou ndo pela insulina em experimento de captacdo de glicose. A: GLUT4 em
células luteinicas sem adicdo de insulina. B: GLUT4 em células luteinias com adicdo de insulina.
Insert: controle negativo. Barra 50um
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5.6 EXPRESSAO GENICA DOS RECEPTORES DE INSULINA EM CORPO LUTEO DE
CADELAS DURANTE O DIESTRO

A expressdao génica dos receptores de insulina (Figura 10) foi regulada
diferencialmente durante o diestro: foi observada uma up regulation nos dias 20 e 70 e down
regulation em torno do dia 40 po. Ressalta-se que esta queda de expressdo génica acontece
coincidindo com o declinio de produgdo de progesterona e com 0 aumento da taxa de
resisténcia insulinica. Observamos diferencas significativas entre os grupos conforme

demonstram as diferentes letras sobre as barras.
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Figura 10 - Expressdo de receptores de insulina em corpo liteo de cadelas durante o diestro. Expressdo relativa
do gene (média + desvio padrdo, n= 4). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)
entre 0s grupos; 10 — 70: dias ap6s a ovulacdo.
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5.7 EXPRESSAO GENICA DE NFKB EM CORPO LUTEO DE CADELAS DURANTE O
DIESTRO

O NFKB apresenta expressdo aumentada no dia 40 po e diminuida a partir do dia 70
po. Percebe-se que no CL a expressao é constante e um pico de expressao (p < 0.05) ocorre no
dia 40 po (Figura 11).

Figura 11 - Expressdo de NFKB em corpo liteo de cadelas durante o diestro. Expressao relativa do gene (média
+ desvio padrdo, n= 4). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos;
10 — >70: dias ap0ds a ovulacéo.
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5.8 EXPRESSAO GENICA DE IL6 EM CORPO LUTEO DE CADELAS DURANTE O
DIESTRO

A expressdo do IL6 mostrou-se bastante variavel ao longo do diestro do ciclo estral
canino. Pode-se observar uma maior expressao no inicio do diestro nos dias 10, 20, 30 e 40 po
(p < 0.01). Apos este periodo, observou-se que a expressao génica de IL6 sofre um declinio,

fato este que se mantém até o final do diestro e inicio do anestro (figura 12).

Figura 12 - Expressdo de IL6 em corpo liteo de cadelas durante o diestro. Expressdo relativa do gene (média +
desvio padrdo, n=4). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos; 10
— 70: dias ap06s a ovulagdo
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5.9 CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DOS GENES ESTUDADOS E A
PRODUCAO HORMONAL

A expressdo do RI foi negativamente associada com os niveis de insulina (r = -0,69 P
= 0,006) ao longo diestro. Nenhuma correlacdo pode ser observada entre a expressdo Rl e P4,
glicemia e as concentragdes de E2. A expressdo do RI foi correlacionada positivamente com
IL6 (r= 0,96, P <0,0001) do dia 10 ao 40, enquanto o RI foi negativamente correlacionado
com a expressao de NFKB (r = -0,57 P <0,05) nos dias 30, 40 e 50 (figura 13).
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Figura 13 —. Linhas de tendéncia demostrando a correlacdo do RI com diferentes perfis estudados. A: Receptor
de insulina x progesterona; B: Receptor de insulina x 17p-estradiol; C: Receptor de insulina x
insulina; D: Receptor de insulina x Glicemia; E: Receptor de insulina x NFKB; F: Receptor de
insulina x 1L6
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Houve correlagdo positiva entre a expressdo de NFKB e E2 (r= 0,99, P= 0,001)
durante toda a fase luteinica, com a glicemia na segunda metade do diestro (40, 50, 60,70 dpo;
r=0,94, P= 0,001) e com IL6 nos dias 10, 20, 30, 50 e 70 do diestro (r= 0,84, P= 0,002). Néao

houve correlacdo entre NFKB e P4 ou insulina (figura 14).
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Figura 14 —. Linhas de tendéncia demostrando a correlacdo do NFKB com diferentes perfis estudados. A: NFKB
x progesterona; B: NFKB x 17p-estradiol; C: NFKB x insulina; D: NFKB x Glicemia E: NFKB x

IL6.
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A expressdo génica de IL6 foi correlacionada positivamente com P4 (r= 0,87 P=

0,009). Em relacéo ao E2, insulina e glicemia ndo houve correlacéo (Figura 15).
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Figura 15 — Linhas de tendéncia demostrando a correlacdo do IL6 com diferentes perfis estudados. A: IL6 x
progesterona; B: IL6 x 17p-estradiol; C: IL6 x insulina; D: IL6 x Glicemia
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5.10 IMUNOLOCALIZAO DE RECEPTORES DE INSULINA NO CORPO LUTEO
CANINO AO LONGO DO DIESTRO

Através da imuno-histoquimica pode-se observar a distribuicdo tecidual do RI durante
o diestro. Visualmente foi possivel verificar sua marcacdo de diferentes maneiras ao longo
desta fase do ciclo estral. No dia 10 sua marcacdo apresenta-se mais intensa no
compartimento citoplasmatico das células luteinicas, quando comparado com 0s outros
periodos estudados, 0s quais apresentam uma diminuigdo gradativa do sinal positivo (Figura
16). Células endoteliais apresentam marcacdo nos dias 40, 50, 70 e mais que 70; em
contrapartida, as do estroma apresentam marcagao citoplasmatica mais evidente entre os dias
10 e 40 po, a qual diminui gradativamente. A expressdo do RI localiza-se apenas no

citoplasma das células. Néo foi identificado RI no ndcleo em nenhum momento estudado, o
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que era de se esperar uma vez que os receptores de insulina encontram-se distribuidos em

membranas de diferentes células.

Figura 16- Imunolocalizagdo dos receptores de insulina em corpo lGteo de cadelas ao longo do diestro. A:10
dias; B:20 dias; C:30 dias; D:40 dias; E:50 dias; F:60 dias; G:70 dias e H: mais de 70 dias po. Setas pretas
indicam a marcacdo citoplasmaética tecidual e setas brancas indicam o nucleo. Controle positivo de musculo
estriado esquelético de camundongo. Aumento 40x. Barra 50pum

5.11 IMUNOLOCALIZAGAO DO NFKB EM CL DE CADELAS

A imunolocalizacdo de NFKB pode ser observada no corpo luteo ao longo do diestro
do ciclo estral das cadelas. A marcacdo para esta proteina se da ndo apenas no citoplasma
como também no nucleo a depender da fase do ciclo observada. A localiza¢do nuclear denota
ativacdo do fator nuclear de transcricdo e a citoplasmatica a proteina ndo ativa (Figura 17).
Pode-se observar uma marcacdo citoplasmatica intensa das células luteinicas no dia 30 e uma



75

diminui¢do na intensidade do sinal nas demais fases do diestro. Quando visualizamos a
marcag&o nuclear esta imunolocalizacdo est4 presente nos dias 20, 30,40, 50, 60, 70 e >70 de
forma bastante evidente. Células endoteliais e do estroma apresentam marcacao
citoplasmatica e nuclear evidente no dia 30, fato este que ndo ocorre nas outras fases do
diestro.

Figura 17- Imunolocalizagdo de NFKB em corpo liteo de cadelas ao longo do diestro. A:10 dias; B:20 dias;
C:30 dias; D:40 dias; E:50 dias; F:60 dias; G:70 dias e H: mais de 70 dias po. Setas pretas indicam a
marcacdo citoplasmatica tecidual e setas brancas indicam imunolocalizagdo no nucleo. Controle
positivo de carcinoma humano. Aumento 40x. Barra 50um
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5.12 IMUNOLOCALIZACAO DO IL6 EM CL DE CADELAS

Através da imuno-fluorescéncia foi possivel verificar uma diferenga na intensidade da
marcagdo positiva nas células luteinicas durante o diestro do ciclo estral canino. Pode-se
observar que a presenca de IL6 ocorre mais intensa nos dias 10, 30, 70 e >70 (Figura 18) do
diestro em células luteinicas. Nos outros periodos estudados a marcagdo citoplasmatica nao
ocorre de maneira tdo evidente. A intensidade de marcacdo positiva (sinal vermelho) foi mais
alta no dia 30 p.o. (C). Células do estroma e endoteliais aparentemente ndo apresentam

marcacao.

Figura 18- Imunoflorescéncia de IL6 em corpo liteo de cadelas ao longo do diestro. A:10 dias; B:30 dias; C:70
dias; D:>70 dias po. Setas brancas indicam a marcacdo citoplasmatica tecidual em vermelho.
Aumento 40x. Barra 50um
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5.13 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN BLOT

As proteinas RI, NFKB e IL6 foram quantificadas pela técnica de Western Blotting.
Para a proteina RI foi observada uma banda de aproximadamente 135 kDa (Figura 19). A
expressao do receptor de insulina esteve presente em todas as fases do diestro. Houve uma
expressao maior no dia 10 po, seguida de diminuicdo ao longo da fase luteinica. Houve

diferenga significativa entre os grupos estudados.

Figura 19 — Expressdo da proteina Rl em corpo lateo canino. Blots ilustrativos e graficos representam o
contelido expresso em unidades arbitrarias (UA)/50 pg de proteina em relagdo a beta-actina. As
barras representam a média +desvio padrdo de n= 4. * representa diferenca significativa (p<0,05)
entre 0s grupos
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Uma banda de 65 kDa correspondente a proteina NFKB foi observada em todos 0s
periodos estudados do diestro. Na primeira metade do diestro a expressao proteica mostrou-se

mais elevada, decaindo ap6s dia 50 po (Figura 20).
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Figura 20 — Expressdo da proteina NFKB em corpo liteo canino. Blots ilustrativos e graficos representam o
conteido expresso em unidades arbitrarias (UA)/50 pg de proteina em relacdo a beta-actina. As
barras representam a média tdesvio padrdo de n= 4. * representa diferenca significativa (p<0,05)
entre 0S grupos
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Uma banda de aproximadamente 26 kDa correspondente ao IL6 (figura 21) foi
observada em todos os periodos estudados. A expressao proteica mostrou-se maior nos dias

10, 30, 70 e >70 e ndo tdo intensa nos outros periodos estudados. Houve diferenca

significativa estre grupos.

Figura 21 — Expressdo da proteina IL6 em corpo lateo canino. Blots ilustrativos e graficos representam o
contelido expresso em unidades arbitrarias (UA)/50 pg de proteina em relagcdo & beta-actina. As
barras representam a média +desvio padrdo de n= 4. * representa diferenca significativa (p<0,05)
entre 0s grupos
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5.14 CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DAS PROTEINAS ESTUDADAS E A
PRODUCAO HORMONAL

A expressdo do receptor de insulina foi negativamente associada com os niveis de
insulina (r = -0,96 P = 0,005) ao longo diestro. Nenhuma correlagéo pode ser observada entre
a expressao RI e P4, glicemia e as concentracdes de E2. A expressdo do RI foi correlacionada
positivamente com NFKB (r= 0,63 P= 0,01) durante o diestro e com IL6 (r= 0,96, P
<0,0001) nos dias 10, 20, 60 e 70 (figura 22).

Figura 22 —. Linhas de tendéncia demostrando a correlacdo da expressdo protéica do receptor de insulina com
diferentes perfis estudados. A: Receptor de insulina x progesterona; B: Receptor de insulina x 17f3-
estradiol; C: Receptor de insulina x insulina; D: Receptor de insulina x Glicemia; E: Receptor de
insulina x NFKB; F: Receptor de insulina x I1L6
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A expressdao de NFKB foi associada positivamente com a P4 (r= 0,88 P= 0,01) nos
dias 10, 20 e 50 e com 0 E2 (r= 0,99, P=0,001) na primeira metade do diestro nos dias 10, 20

e 30. N&o houve correlagdo com os valores de insulina, glicemia, bem como com a expressao
de IL6 (Figura 23).

Figura 23 —. Linhas de tendéncia demostrando a correlacdo do NFKB com diferentes perfis estudados. A: NFKB
x progesterona; B: NFKB x 17p-estradiol; C: NKFB x insulina; D: NFKB x Glicemia; E: NFKB x
IL6
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N&o houve correlacdo entre a expresséo proteica de IL6 com a P4, E2 e a glicemia. A
expressao de IL6 correlacionou-se positivamente com a insulina (r= 0,99 P= 0,006) na

primeira metade do diestro, nos dias 10, 20 e 30 (Figura 24).

Figura 24 —. Linhas de tendéncia demostrando a correlacdo do IL6 com diferentes perfis estudados. A: IL6 X
progesterona; B: IL6 x 17p-estradiol; C: IL6 x insulina; D: IL6 x Glicemia
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6 DISCUSSAO

Estudos sobre o papel da glicose e a participacao da insulina como fonte de energia em
células luteinicas (caninas ou de outras espécies) ndo havia sido abordado até o momento. Na
literatura j& é possivel encontrarmos trabalhos sobre os transportadores de glicose nas células
da granulosa de ratas (KODAMAN; ATEN; BEHRMAN, 1998), em seres humanos
(ROBERTS et al., 2004) e bovinos (CHASE et al., 1992), o que aumenta a importancia de se
entender o papel dos transportadores de glicose e da insulina dentro do ovario, mais
especificamente no corpo luteo, que desempenha um papel primordial na reprodugdo. Assim
nosso trabalho demonstrou que as células luteinicas respondem ao estimulo da insulina de
acordo com as concentracdes plasmaticas de hormonios esteroides e que 0s receptores para
insulina assim como outras moléculas reguladoras da expressao de transportadores de glicose

séo reguladas ao longo do diestro no CL de cadelas.

Analise da captacdo de glicose estimulada pela insulina em células luteinicas nédo
havia sido demostrada até 0 momento para nenhuma espécie. O mecanismo de captacao de
glicose em musculo esquelético e tecido adiposo sdo dependentes da transmissdo do sinal
insulinico (PIPER; HESS; JAMES, 1991; REA; JAMES, 1997). Estudos sobre a captacdo de
glicose eram pensados exclusivamente em o6rgaos insulino-dependentes classicos como 0s
adipdcitos, musculo esquelético e cardiaco (JAMES, D. E. et al., 1988; SLOT et al., 1991;
MARETTE et al., 1992; KLIP et al., 1996; PURCELL; CHI; MOLEY, 2012b; a), porém ja é
possivel encontrarmos alguns trabalhos que buscam entender estas vias de sinalizacdo em
orgdos considerados ndo classicos. Foram realizados ensaios em corpos luteos bovinos que
demostram que estes sdo capazes de responder a captacdo de glicose mensurando-se a
oxidacdo (CHASE et al., 1992), entretanto, estes estudos nao conduzidos sob estimulo da
insulina. Em pesquisa realizada em células do cumulus e odcitos de ratos e humanos, foi
demostrado que respondem ao estimulo da insulina captando glicose, o que foi medido
através da fosforilacdo de Akt (PURCELL; CHI; MOLEY, 2012a).

Apos estimulacdo com insulina, os valores apresentados pelas células luteinicas
caninas para captacdo de glicose demonstram que estas sdo capazes de responder ao estimulo
insulinico, como comprovado pela fosforilagdo da Akt, e pelo aumento de expressdo/
translocacdo de GLUT4. Akt é uma proteina quinase obrigatoriamente fosforilada quando a
insulina desencadeia sua sinalizacdo intracelular (SALE; SALE, 2007), ap6s a ligacao
insulina-receptor. Em recente estudo (PURCELL; CHI; MOLEY, 2012a) foi confirmado que
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ao se inibir a via Akt ndo ocorre captacdo de glicose, a qual é dependente, assim como a
translocacdo de GLUT4, desta fosforilagdo. A Akt pode regular o metabolismo de glicose em
diversos niveis, pois aumenta a captacdo de glicose em tecidos responsivos a insulina
aumentando a expressdo dos transportadores de glicose (BARTHEL et al., 1999) e induz a
translocacdo de GLUT4 para a membrana plasméatica (KOHN et al., 1996), o que foi
confirmada em nosso estudo através da imuno-citoquimica, corroborando que a via Akt
fosforilada apos a estimulacédo teve seu funcionamento pleno. A captacdo de glicose ja foi
vista em outros Orgdos considerados ndo insulino dependentes, entretanto os dados do
presente estudo nos levam a acreditar que os efeitos metabolicos desencadeados pela insulina
no CL canino estdo diretamente relacionados aos niveis energéticos disponiveis para sua
manutencdo e funcionalidade, apesar deste Orgdo ndo ser considerado, até o momento,

insulino-sensivel.

Os resultados apresentados pelo cultivo celular realizado a partir de células de 20 e 40
dias po nos mostram com mais clareza a importancia dos perfis plasmaticos de P4 e E2 na
regulacdo e manutencdo na fase luteinica, bem como no papel da insulina no CL. Foi
demostrado que o E2 e P4 estdo envolvidos na regulacdo da expressdo génica do GLUT4 no
tecido adiposo, sofrendo uma reducdo significativa na presenca de E2, mas ndo de P4
(SUGAYA, 1999). Em nosso estudo, no dia 20 po, periodo este que apresenta a maior
concentracdo de P4 plasmatica, a expressdo génica do Rl e SLC2A4 aumentou em relacdo as
células controle que ndo foram estimuladas com insulina. Diferentemente, no dia 40 po esta
expressao génica apresentou o comportamento oposto, coincidindo com o aumento de E2 que
foi observado nesta fase do ciclo estral.

O 17B-estradiol participa na homeostasia da glicose pela modulagédo da expressédo dos
genes que estdo envolvidos na sensibilidade a insulina e na captacéo de glicose (BARROS et
al.,, 2006). Uma vez que o E2 é um potente modulador da expressdo de GLUT4
(positivamente via ER-A e negativamente via ER-B) (BARROS et al., 2009) e que a
expressao destes dois receptores varia ao longo do ciclo em cadelas (HOFFMANN et al.,
2004; PAPA; HOFFMANN, 2011), onde, o ERB ndo apresenta variacdo significativa ao
longo do ciclo, enquanto que a expressdo do RNAm do ERa encontra-se maior no dia 25 po
(PAPA; HOFFMANN, 2011). O ERa e ERp apresentam alta homologia e ambos regulam a
expressdao de genes de proliferacdo celular de maneira distinta em determinados tipos
celulares, sendo que em um panorama geral, o ERa é muitas vezes considerado envolvido

com a proliferagdo celular ¢ o ERB como anti-proliferativo (WEIHUA et al., 2003). Diante
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disso, seria plausivel propor que a ativagdo dos receptores de E2 pudesse modular
diferencialmente a expressdo de GLUT4 e RI durante o diestro, uma vez que ERa €
considerado modulador positivo de GLUT4 e este encontra-se mais expresso no dia 25 po em
corpo luteo.

Observou-se para cadelas em estudo paralelo de nosso grupo que um aumento de E2
no diestro no dia 40 po esta associado aos maiores indices de resisténcia insulinica e menor
expressdao de GLUT4, o que corrobora com relatos de varias condi¢cbes caracterizadas por
concentracBes de estrdgenos elevadas que também sdo acompanhadas por resisténcia
insulinica (OKUNO et al., 1995; SOLOMON et al., 2001; KAAJA; GREER, 2005) como
gestacdo normal, diabetes gestacional e sindrome do ovério policistico (GARVEY et al.,
1993; ROSENBAUM; HABER; DUNAIF, 1993; OKUNO et al., 1995). Nossos achados
sugerem que elevados niveis de E2 podem reprimir a expressao de Rl e SLC2A4 no corpo
luteo canino mesmo sob estimulo insulinico mais efetivo, e pode assim participar da
resisténcia insulinica observada no diestro (DUNN, 2001; FLEEMAN; RAND, 2001;
PENEDA; DOOLEY, 2003; POPPL et al., 2009). Estudos semelhantes que megam a resposta
do tecido adiposo e muscular de cadelas frente aos mesmos estimulos serdo necessarios para
elucidar se nestes 6rgdos, classicamente considerados insulino-sensiveis, as concentracdes
plasmaticas de E2 desencadeariam as mesmas consequéncias.

Adiciona-se a esta discussdo o fato de que no dia 40 po, ocorre um aumento na
expressdo génica de NFKB e este se correlaciona negativamente com RI. E possivel que este
seja mais um indicio de que o NFKB regule o corpo lGteo negativamente nesta fase do diestro
e colabore para a inibicdo de Rl e SLC2A4, uma vez que esta regulagdo negativa de NFKB
sobre a expressdo de SLC2A4 ja foi descrita em outros estudos (YUAN et al., 2001; SILVA
et al., 2005; KARNIELI; ARMONI, 2008).

A ocorréncia do diestro em cadelas encontra-se associada a resisténcia insulinica.
Classicamente, a resisténcia a insulina observada durante essa fase reprodutiva é atribuida aos
efeitos diretos da progesterona sobre a sensibilidade a insulina (RYAN; ENNS, 1988;
FELDMAN; NELSON, 2004), por vias ainda ndo completamente elucidadas, e a acdo do
hormdnio de crescimento (GH), cuja secrecdo pela glandula mamaria é estimulada pela P4
(SELMAN et al., 1994). Embora as concentracdes plasmaticas da P4 e do GH sejam
superiores na primeira metade da fase luteinica (KOOISTRA et al., 2000), resultados de nosso
grupo sugerem que ha uma maior resisténcia insulinica na segunda metade da fase luteinica,
logo ndo somente estes hormdnios seriam 0S responsaveis por ocasionar a resisténcia

insulinica e uma possivel inducdo do diabetes em cadelas. Vale ressaltar que no dia 20 os
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niveis de E2 estdo mais baixos, e 0s niveis glicémicos e insulinémicos encontram-se
constantes, 0 que constitui mais um indicio de que apenas a P4 e o GH ndo seriam 0s
elementos capazes de induzir a resisténcia insulinica € nem interferir na expressao de Rl e
SLC2A4.

Outro fato que pode esclarecer os niveis aumentados do RNAm do RI e do SLC2A4
apresentados no cultivo do dia 20 po é a presenca de aumento da expresséo do IL6, que nesta
fase do diestro apresenta-se correlacionado positivamente com RI. Este efeito do IL6 como
fator estimulatério da captacdo de glicose ja foi evidenciado em células humanas in vivo
(CAREY et al., 2006) e em outro estudo dados demostraram que a administracdo aguda de
IL6 ndo prejudica a disponibilidade de glicose in vivo em seres humanos saudaveis
(STEENSBERG et al., 2003).

Os hormonios esterdides produzidos pelas células luteinicas apresentam acao
paracrina e autocrina, modulando assim sua propria producdo (PAPA; HOFFMANN, 2011)
também via disponibilidade do transportador de glicose GLUT4, responsivo a insulina. Diante
dos dados apresentados, sugerimos que os diferentes fatores estudados estdo expressos
diferencialmente no CL ao longo do diestro de acordo com o perfil hormonal, regulando o

substrato energético para sua producéo e atuando diretamente na funcao luteinica canina.

A imunolocaliza¢do do receptor de insulina, NFKB e IL6 foi observada através de
imuno-histoquimica (Rl e NFKB) e imuno-fluorescéncia (IL6) e quantificada sua expressdo
através de western blotting. Estas proteinas expressaram-se distintamente de acordo com a
fase do diestro. Atraves da imuno-histoquimica e western blotting observamos o RI esta mais
expressos no dia 10 po, apds o qual ocorre uma diminuicdo da intensidade do seu sinal ao
longo do periodo estudado. E provavel que o aumento da expressdo do RI no inicio do diestro
ocorra para garantir uma sinalizacdo insulinica adequada uma vez que esta glandula esta no
comeco de sua formacéo e precisa se tornar funcional o mais rapidamente possivel até atingir
sua plena atividade. A presenca do Rl e do GLUT4 sugere uma captacdo de glicose
dependente de insulina pelo corpo luteo, 0 que era de se esperar uma vez que 0 MesmMo
consiste em uma glandula enddcrina temporaria que apresenta periodos regulares de
formacéo, atividade e regressdo marcados por intensa remodelagéo tecidual (MILVAE, 2000;
DAVIS; RUEDA; SPANEL-BOROWSKI, 2003; FRASER; WULFF, 2003; BERISHA,
SCHAMS, 2005; STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007) e que, portanto, um suprimento de

glicose adequado para a célula deva ser assegurado.



87

Estes achados ainda ndo haviam sido apresentados na literatura para o CL canino. Em
outras espécies a presenca do receptor de insulina em corpo luteo ja foi estudada (SAMOTO
et al., 1993; NEUVIANS et al., 2003; BOSSAERT et al., 2010). Em mulheres a expressédo do
RI foi estuda em ovéario durante a fase folicular e a fase luteinica através de imuno-
histoquimica e foi descrita uma expressao distinta a depender da fase observada (SAMOTO et
al., 1993): até a metade do diestro a imunolocaliza¢do ocorre de maneira mais intensa, seguida
de um declinio desta marcacédo. Durante a regressdo, apenas as celulas periféricas adjacentes
ainda possuem alguma marcacdo. Isto implica que a insulina pode participar na remodelacéo
de tecidos ovarianos locais e na atresia folicular e lutedlise no ovario humano. Em bovinos
estudos sobre RI em células da granulosa foram realizados e evidenciaram que alteracfes na
ligacdo da insulina com seu receptor podem afetar o crescimento folicular e a esteroidogénese
e consequentemente levar a alteracdo na fase luteinica (BOSSAERT et al., 2010). Além disso,
a expressao génica do RI ja foi estudada em diferentes espécies: em humanos (SEINO; BELL,
1989; LIGHTEN et al., 1997) ratos (WATSON et al., 1992; SERRANO et al., 2005) e
bovinos, foi observada a presenca das subunidades A e B do receptor de insulina. Estes
achados indicam um papel fisiologico na mediacdo de efeitos mitogénicos, no
desenvolvimento, manutencdo e funcdo do corpo lateo (NEUVIANS et al., 2003).

Sabendo que a proteina NFKB é um regulador das atividades de GLUT4 e RI (YUAN
et al., 2001; SILVA et al., 2005; KARNIELI; ARMONI, 2008; ROHER et al., 2008) e
interfere diretamente na captacdo de glicose pelo corpo luteo, realizamos sua
imunolocalizacdo e quantificagdo. O mecanismo de acdo pelo qual o NFKB, um dos
principais reguladores do GLUT4, ¢ ativado depende da fosforilacdo de proteinas inibitorias,
as IkBs, por quinase especificas, as IKKs, que promovem a transloca¢do para o ndcleo do
NFKB liberado. Uma vez no nucleo, a atividade transcricional do NFKB se da pela ativacdo
das MAPKSs (mitogen-activated protein kinases), o que pode gerar cross-talk de sinalizagédo
com outras vias (BAUD; KARIN, 2001), inclusive influenciar a expressdo de GLUT4
(ROHER et al., 2008). Celulas musculares em humanos sdo definidas como responsivas a
insulina, aumentam sua expressao de GLUT4 na membrana ap0s aumento de expressao de
NFKB (ROHER et al., 2008). Por outro lado, o0 mesmo fator é considerado inibitério para
expressdo do RNAm de GLUT4 (SILVA et al., 2005) em musculo esquelético de ratos sob
diferentes condi¢des (hipoxia, jejum, estimulo insulinico). A expressdo proteica do NFKB
durante a fase luteinica canina ndo se correlacionou negativamente com a expressao de
GLUT4 e RI, 0 que corrobora com a ideia de que quando se trata dos valores proteicos a

regulacdo da expressdo de GLUT4 responda de maneira positiva a expressdo de NFKB, o que
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é o contrario do observado para a expressdo do mRNA de NFKB em relagdo ao SLC2A4 e RI.
No dia 40 os valores da expressao génica apresentam um elevado aumento quando comparado
com os demais periodos estudados, o que coincide com o declinio da expressao do receptor de
insulina e do SLC2A4 (GLUT4), sugerindo uma correlacdo negativa quando se trata da
expressao do RNAm, o que pode levar a um quadro de resisténcia insulinica. Vale ressaltar
que este pico da expressdao génica de NFKB coincide com os niveis plasmaticos elevados de
E2, 0 que caracteriza uma correlacdo positiva entre estes dois parametros. Células T humanas
tratadas sob concentracfes elevadas de E2 apresentam aumento de expressdo de NFKB,
indicando que o E2 em concentracdo fisiologicamente alta modula o NFKB em células T
humanas, o que pode levar a um quadro de doengas auto-imunes. Os indices elevados de E2
encontrados no plasma de cadelas poderiam ser considerados um desencadeador do aumento
da expressdo génica de NFKB. Este, por sua vez ja e considerado um regulador da expressao
de GLUT4 (HIRANO; FURUTAMA; HANAFUSA, 2007), o que aponta para um papel
inibitério do NFKB na expressdo de SCL2A4 sob influéncia dos elevados indices de estradiol
presentes no dia 40 po.

O IL6 também é expresso diferencialmente ao longo do diestro. Conforme descrito
(ROTTER; NAGAEV; SMITH, 2003; ROHER et al., 2008), esta interleucina se constitui em
outro regulador da expressdo proteica e génica de GLUT4 e RI. O sistema imune j& foi
estudado no CL canino (ENGEL et al., 2005) e também em CL de diferentes espécies como
bovinos (PETROFF; PETROFF; PATE, 1999) e ratos (TELLERIA et al., 1998). O sistema
imune parece desempenhar um papel importante no controle da funcéo luteinica (O'SHEA,;
RODGERS; D'OCCHIO, 1989), especificamente na formacdo, manutencdo e regressao do
corpo luteo (PETROFF; PETROFF; PATE, 1999; PATE; PALMQUIST, 2001). Assim como
NFKB, a depender do oOrgao estudado a interleucina 6 desempenha diferente papel na
regulacdo de GLUT4. Em ratas ja foi demostrado um efeito prejudicial do IL6 na funcéo
gonadal, ja que esta citocina tem sido apontada como reguladora negativa da esteroidogénese
e participante da lute6lise nestes animais (TELLERIA et al., 1998).

A expressdo de IL6, diferentemente da de NFKB, ocorreu juntamente com o pico de
P4 do diestro e da expressdo do SLC2A4 no tecido luteinico. Ainda, na cultura celular houve
a regulacdo positiva do Rl e SLC2A4 em células provenientes do dia 20 po; tais achados
corroboram que a IL6 possa interferir positivamente na manutencdo da funcdo do CL. Nos
mondcitos humanos, a P4 eleva a sintese das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL6 (KLIP
et al., 1996; JAIN; KANNAN; PROUTY, 2004); em ratos estudos relatam aumento do nivel
de producdo de IL6 em osteoblastos tratados com P4 (KECK et al., 1998). A IL6 ¢
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considerada um estimulador da expressdo génica do SLC2A4 em humanos (ROHER et al.,
2008) e nossos resultados indicam que a modulacdo do SLC2A4 e Rl no CL em diestro ocorra
também subordinada as concentragdes hormonais, assim como da interleucina 6,
principalmente na primeira metade do diestro.

A expressdo génica e proteica do receptor de insulina foi negativamente
correlacionada aos niveis de insulina e positivamente com SLC2A4 (comunicacéo pessoal?)
ao longo do diestro o que demonstra que os niveis de glicemia, de maneira geral, estdo
assegurados. Ainda, Rl e GLUT4 correlacionam-se positivamente para garantir uma
sinalizacdo insulinica eficiente. Nenhuma correlacdo péde ser observada entre a expressao RI
e as concentracdes de P4, E2 e glicemia. A expressdo génica do RI foi correlacionada
positivamente com IL6 do dia 10 ao dia 40, e com a proteina nos dias 10, 20 e 50 o que indica
que o IL6 seja importante principalmente na primeira metade do diestro, colaborando na
manutencdo dos niveis glicémicos adequados e agindo como fator luteotrofico. Em
contrapartida, o RI foi negativamente correlacionado com a expresséo de NFKB nos dias 30,
40 e 50, o que demonstra que a expressdo génica do NFKB € inibitoria neste periodo. Por
outrro lado, a expressao proteica do RI encontra-se correlaciona-se positivamente com NFKB
ao longo do diestro, o que constitui mais um indicio de um papel estimulatério quando se trata
da proteina. Valores do RI do dia 40 associados a expressdo génica de NFKB e ao indice
HOMA (comunicacdo pessoal®), apontam para a um quadro de resisténcia insulinica no CL
neste periodo do diestro (VARGAS et al., 2004), levando a diminuicdo da expressdao do
GLUT4, que por sua vez, resulta na diminuicdo da captacdo de glicose pelas células do CL, o
que pode contribuir para a regressao luteinica observada apds o dia 45 po (SONNACK,
2009). A expressdo proteica de 1L6 também foi correlacionada positivamente com a insulina,
e uma vez que a IL6 ndo interfere na disponibilidade de glicose (STEENSBERG et al., 2003)
era de se esperar que ndo interviesse na captacdo de glicose com isso, mas ao contrario,
pudesse garanti-la no CL canino.

Considerando estes resultados podemos sugerir que a insulina, os fatores regulatérios
de GLUT4 e os hormdnios esteroides desempenham um papel importante nas atividades da
fase luteinica em cadelas e que trabalhos nesta drea devam ser desenvolvidos para uma

melhor compreensdo da funcdo do corpo luteo de cadelas.

2 Informacdo fornecida por SOUSA, L.M.M.C, 2012.
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A partir dos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

e As células luteinicas respondem a insulina aumentando sua captacdo de glicose.

e O aumento de captacdo de glicose estd relacionado a via Akt e ao aumento da
expressao do GLUT4

e As células luteinicas respondem de maneira diferente ao estimulo insulinico de acordo

com o ambiente hormonal prévio ao qual estavam expostas (P4 ou E2).

e A expressdo génica e protéica diferencial do receptor de insulina indica que a mesma

seja importante para regulacdo da funcéo luteinica.

e A expressdo génica e proteica de NFKB indica que o mesmo atue de maneira negativa
sobre a captacdo de glicose pela célula luteinica e funcdo do CL no diestro e ainda

intrinsecamente relacionado ao E2.

e A expressdo génica e protéica de IL6 confere a esta interleucina uma caracteristica

luteotrofica para o CL canino.

e As correlagdes que se estabeleceram entre genes, proteinas e hormonios estudados
indicam que a regulacdo da funcdo do CL canino se orquestra de maneira minuciosa e

atribui a insulina para um papel central na regulacao deste 6rgéo.
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