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RESUMO

Chimin P. Carcteristicas metabdlicas diferenciais de distintos territérios adiposos em
ratos submetidos a tratamento prolongado, continuo e excessivo com
glicocorticoides: um modelo de sindrome de Cushing iatrogénica. [tese (Doutorado
em Fisiologia Humana)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sé&o Paulo; 2013.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar um quadro experimental que apresenta
excesso de glicocorticoides e verificar o efeito desse excesso de glicocorticoides
sobre o metabolismo dos carboidratos no tecido adiposo branco. Vinte ratos Wistar
foram usados, e ap0s a aclimatacdo ao biotério, foram divididos aleatoriamente em
dois grupos: controle (CON — receberam salina 0,9%) e dexametasona (DEX —
receberam 0,25 mg/kg/d de dexametasona). Ao completarem 10 semanas,
microbomba osmotica foi inserida entre as escapulas dos animais, e o tratamento foi
liberado ao longo de 4 semanas. Ao final do periodo experimental, os animais foram
sacrificados, e sangue do tronco, glandulas adrenais, musculo soOleo, além das
gorduras subcutanea (SC), periepididimal (PE), retroperitoneal (RP) e mesentérica
(MS) foram retirados e armazenados para analise. Adipocitos foram isolados e
submetidos a ensaios biolégicos (oxidacdo de D-[U-'*C]-glicose até **CO,,
incorporacdo de D-[U-**C]-glicose em triacilgliceréis, em &cidos graxos de
triacilglicerdis e em glicerol de triacilgliceréis). Os resultados mostraram que o
tratamento foi capaz de bloquear o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, como verificado
pela menor concentragdo de corticosterona plasmatica (CON = 337,4 + 15,2 ng/ml;
DEX = 140,5 + 10,1 ng/ml, P < 0,05) e atrofia das glandulas adrenais, tanto direita
(CON = 0,0264 + 0,0015 g; DEX = 0,0213 + 0,0011 g, P < 0,05), quanto esquerda
(CON =0,0284 +0,0011 g; DEX =0,0229 + 00,0010 g, P < 0,05) no grupo DEX. Além
disso, os animais tratados com dexametasona apresentaram resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose, dislipidemia e aumento nas concentracbes de leptina e
adiponectina. Esses animais também apresentaram adipdcitos maiores (SC - CON =
429 +£2,1 uym; DEX =455+ 2,0 um; RP - CON =49,4 + 23 um; DEX =54,4 + 3,9
pm; e MS - CON = 36,2 + 3,3 um; CS = 40,8 + 2,6 um; P < 0,05) que, juntamente
com a andlise de celularidade, demonstraram estar hipertrofiados. Em relacdo ao
acumulo de gordura, o grupo DEX apresentou maior lipogénese nos coxins RP e
MS, sendo que houve maior incorporacdo de glicose na porcdo acido graxo dos
triacilglicerdis. Corroborando essa maior sintese de novo de &cidos graxos, a
atividade maxima das enzimas envolvidas nessa via, como &acido graxo sintase; e
das enzimas responsaveis pela formacdo de cofatores reduzidos, glicose-6-fosfato
desidrogenase e enzima malica, também foram maiores no grupo DEX,
principalmente no coxim MS. Essa maior resposta também foi refletida na expressao
génica dessas enzimas. Esses resultados mostram que diversos aspectos da
inducéo iatrogénica de sindrome de Cushing em ratos foram obtidos, e que uma
possivel explicacdo para esse maior acumulo na regido visceral pode ser a maior
atividade e expressdo de enzimas envolvidas na formagdo de NADPH, ao invés da
atividade de enzimas envolvidas mais diretamente na via de sintese propriamente
dita.

Palavras-chave: Lipogenese. Glicocorticoides. Tecido adiposo.



ABSTRACT

Chimin P. Differential metabolic characteristics of distinct fat territories in rats
submitted to a prolonged, continuous and excessive glucocorticoid treatment: a
model for iatrogenic Cushing’s syndrome. [Ph. D. thesis (Human Physiology)]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

The aim of the present study was to characterize an experimental condition of
glucocorticoid excess and to verify the effect of this glucocorticoid excess in
carbohydrate metabolism in white adipose tissue. Twenty male Wistar rats were
used, and after acclimatization to vivarium conditions, they were divided at random
into two groups: control (CON — received saline 0.9%) and dexamethasone (DEX —
received 0.25 mg/kg/d dexamethasone). After complete 10 weeks old, an osmotic
micro pump was inserted in the subcutaneous dorsal interescapular region, and the
treatment was derived for 4 weeks. At the end of experimental period, animals were
sacrificed, and trunk blood, adrenal glands, soleus muscle, and also subcutaneous
(SC), periepididymal (PE), retroperitoneal (RP) and mesenteric (MS) fat pads were
excised and stored for further analysis. Also, adipocytes were isolated and submitted
to in vitro tests (oxidation of D-[U-*C]-glucose into **CO,, incorporation of D-[U-**C]-
glucose into triacylglycerol, incorporation of D-[U-**C]-glucose into fatty acids of
triacylglycerol and incorporation of D-[U-*C]-glucose into glycerol of triacylglycerol).
The results showed that the treatment was able to block hypothalamic-pituitary-
adrenal axis, as verified by lower corticosterone plasma levels (CON = 337.4 + 15.2
ng/ml; DEX = 140.5 + 10.1 ng/ml, P < 0.05) and adrenal gland atrophy, in both right
(CON = 0.0264 £ 0.0015 g; DEX = 0.0213 + 0.0011 g, P < 0,05), and left glands
(CON = 0.0284 £ 0.0011 g; DEX = 0.0229 £ 0.0010 g, P < 0.05) in DEX group.
Furthermore, animals treated with dexamethasone presented insulin resistance,
glucose intolerance, dyslipidemia and increased leptin and adiponectin levels. These
animals also presented increased adipocytes diameters (SC - CON =42.9 £ 2.1 um,;
DEX =455+ 2.0 um; RP - CON =49.4 + 2.3 uym; DEX =54.4 + 3.9 ym; and MS -
CON = 36.2 £ 3.3 um; CS = 40.8 £ 2.6 um; P < 0.05), that together with cellularity
analysis, demonstrated that these adipocytes were hypertrophied. In relation to lipid
accumulation, DEX group presented increased lipogenesis in RP and MS fat pads,
with increased incorporation into fatty acids of triacylglycerol. According to this
increased fatty acids de novo synthesis, the maximal activity of enzymes involved in
this pathway, like fatty acid synthase; and of enzymes that supply NAPDH for
lipogenesis, glucose-6-phosphate dehydrogenase and malic enzyme, were also
increased in DEX group, especially in MS fat pad. This increased response was also
reflected in the gene expression of these enzymes. These data show that certain
aspects of the induction of iatrogenic Cushing’s syndrome were obtained, and that a
possible explanation for this increased lipid accumulation in visceral depots can be
due to increased activity and gene expression of enzymes that supply NADPH,
required for lipogenesis, instead of the increase in enzymes that participate in
lipogenesis itself.

Keywords: Lipogenesis. Glucocortioids. Adipose tissue.
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1 INTRODUCAO

Nas Uultimas décadas, o tecido adiposo passou de um simples tecido
“coadjuvante” para um 6rgao endocrino, com papel importante em varias funcées do
metabolismo. Sua fungdo no controle da homeostase corporal € creditada, entre
outras coisas, pela ampla capacidade de aumentar seu volume, dessa forma,
aumentando a quantidade de triacilgliceréis (TAG) que podem ser armazenados sem
que haja prejuizos para o tecido.

Por outro lado, essa mesma caracteristica que o torna impar entre os 6rgaos
corporais, também causa efeitos sistémicos deletérios, dependendo do local onde
esse acumulo ocorre. Individuos que apresentam acumulo de gordura na regido
mais central do corpo, chamado de gordura visceral, apresentam maior risco de
desenvolverem complicagBes cardiovasculares, além de outras doencgas associadas;
enquanto que o acumulo de gordura na regido mais periférica, chamada de
subcuténea, apresentam um risco menor de desenvolver essas doencas.

Além da genética, fatores hormonais também podem levar a um maior
acumulo de gordura corporal. Dentre os varios hormdnios que atuam sobre o tecido
adiposo, podemos citar os glicocorticoides. Os glicocorticoides sao hormonios
esteroides secretados pelo cortex da adrenal, e em condicbes de estresse,
promovem, entre outros efeitos, “quebra” dos TAG liberando acidos graxos (AG) e
glicerol na circulacéo.

Apesar desse papel lipolitico ja estabelecido, quando esse hormdénio esta
presente em excesso, como no caso da sindrome de Cushing, ele promove acumulo
de gordura, principalmente na regido central do corpo (gorduras viscerais), enquanto
diminui a quantidade de gordura nas extremidades (gordura subcutanea). Além do
acumulo de gordura, na sindrome de Cushing os glicocorticoides promovem efeitos
deletérios agindo sobre outros 6Orgdos e tecidos corporais, como 0sso0s, tecido
conjuntivo, musculo, figado, entre outros.

Ainda néo se sabe ao certo como e por que os glicocorticoides causam esse
efeito tdo particular sobre o tecido adiposo. O que ja estd estabelecido é que os
glicocorticoides, de alguma forma, alteram a atividade de enzimas que atuam na via

lipogénica, mas até agora nao ha resultados conclusivos demonstrando por que e
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como esse acumulo diferenciado de gordura ocorre quando esse horménio esta

presente em excesso.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Adiposo Branco

Os mamiferos sdo capazes de estocar 0 excesso de energia consumida e nao
requisitada, como lipideos (TAG) e carboidratos (glicogénio). Os TAG formam a
reserva mais eficiente de energia com teor calérico mais de duas vezes superior por
grama em comparacdo com carboidratos (glicogénio) ou proteinas e com menor
conteudo de agua (Hillgartner et al., 1995).

Os adipdcitos do tecido adiposo branco (TAB) armazenam TAG em uma gota
lipidica predominante, e goticulas menores, que ocupam o centro da célula,
representando cerca de 85-90% da massa da célula, e desloca o citoplasma, nucleo
e outras organelas para a periferia celular. Eles podem variar em tamanho, podendo
alterar seu didmetro em até 20 vezes e seu volume em centenas a milhares de
vezes. Alem de adipécitos, o TAB possui uma matriz conjuntiva (colageno e fibras
reticulares), fibras nervosas, estroma vascular, nodos linfaticos, células do sistema
imunoldgico (leucdcitos e macréfagos), fibroblastos e pré-adipécitos (células-tronco
com potencial de se diferenciarem em adipdcitos) (Ahima, Flier, 2000).

Os adipdcitos possuem a maquinaria enzimatica necessaria para sintetizar
AG e estocar TAG durante periodos de abundancia de suplemento energético e para
mobiliza-los quando ha déficit caldrico. Nesses processos, 0 sistema nervoso central
tem papel na regulacao, via atividade neural direta, através da divisdo simpatica do
sistema nervoso autbnomo regulando a lipolise e a lipogénese (Kreier et al., 2002;
Pénicaud et al., 2000).

Por um longo tempo, o adipdcito foi considerado uma célula, com funcdes
limitadas, ou seja, era considerado somente uma barreira lipidica altamente
expansivel capaz de garantir o estoque e a mobilizacdo de TAG. Mais recentemente,
o adipdcito ganhou o status de uma célula endécrina com a descoberta da
capacidade de producédo e secrecao regulada de varios produtos (ex. citocinas e
outras proteinas) que estdo envolvidas em ac¢bBes autdcrinas, paracrinas e
enddcrinas (Ahima, Flier, 2000; Fonseca-Alaniz et al., 2007; Trayhurn, Beattie,
2001).

Os variados produtos secretados pelo TAB, chamados adipocinas,

desempenham um papel importante na homeostasia energética, modificando a
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sensibilidade a insulina e a resposta imunolégica e alterando o curso da doenca
cardiovascular (Fantuzzi, 2005; Trayhurn, Wood, 2005). Um resumo das proteinas

sintetizadas e liberadas pelos adipocitos encontra-se na figura 1.

Figura 1 — Alguns dos produtos secretados pelos adipdcitos.

A
[ |
Com Acdo Paracrina Com Acdo Enddcrina Outras Proteinas  Hormodnios Lipidicos
IGF-1 Leptina CETP Monobutirina
Hepatocyte GF Adiponectina LLP Prostaglandinas
TGFp TNFa Apo E Ac.Palmitoléico w-7
Angiotensinogénio IL-6 Retinol BP Endocanabindides
MCP-1 IL-8 CRP
Fatores Angiogénicos Resistina Haptoglobina
Bradicinina PAI-1 SAA
Adipsina Modifica mensagens
ASP
VEGF Cortisona = Cortisol
Visfatina Andrégenos = Estrégenos

IGF-1 — fator de crescimento semelhante a insulina; hepatocyte GF — fator de crescimento do
hepatécito; TGFB — fator de crescimento tumoral B; MCP-1 — proteina quimiotatica de monécito 1;
TNFa — fator de necrose tumoral a; IL-6 — interleucina 6; IL-8 — interleucina 8; PAI-1 — inibidor do
ativador do plasminogénio-1; ASP — proteina estimuladora de ascilacao; VEGF — fator de crescimento
vascular endotelial; CETP — proteina de transferéncia do éster de colesterol; LLP — lipase lipoproteica;
ApoE — apolipoproteina E; CRP — proteina C reativa; SAA — amilase sérica A.

2.2 Lipogénese

A lipogénese € a sintese de AGs esterificados que formam os TAG. O
acumulo de lipideos no TAB depende da captacdo dos AGs circulantes provenientes
da hidrolise enzimatica do TAG que estdo contidos nos quilomicrons e nas
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), realizada pela lipase de
lipoproteinas (LPL) extracelular. Adicionalmente também ha a sintese de novo de
AG (também chamada de lipogénese de novo), que reflete a sintese de AGs a partir
de substratos néo lipidicos. O processo de sintese de novo de AG sera abordado

com mais detalhe no préximo tépico.
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Apbés os AGs entrarem nos adipdcitos, a esterificacdo é necesséria para
estocé-los em forma de TAG (Zechner et al., 2000). Para isso, algumas enzimas
estdo envolvidas, como por exemplo, a acil-CoA sintase (ACS), a glicerol-fosfato
aciltransferase (GPAT), a monoacilglicerol-fosfato aciltransferase (MGAT), a
fosfatase de acido fosfatidico (PAP) e a diacilglicerol-fosfato aciltransferase (DGAT).

Outras enzimas, como a AG sintase (FAS), acetil-CoA carboxilase (ACC),
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e enzima malica (ME) sdo importantes
para a sintese local de AGs a partir de acetil-CoA (Hellerstein, 1999).

A lipogénese é altamente influenciada por fatores como a dieta e o jejum. A
quantidade e a composi¢ado da dieta também influenciam o processo de lipogénese,
sendo que dietas ricas em carboidratos a estimulam (tanto no figado quanto no
tecido adiposo), enquanto que dietas ricas em gorduras reduzem a sintese de novo
de AG e o jejum reduz e a lipogénese no tecido adiposo (Wong, Sul, 2010). Essas
alteracbes sao relacionadas, entre outros, com o aumento (dietas ricas em
carboidratos) e diminuicdo (jejum e dietas ricas em gorduras) da expressao e
atividade da enzima LPL (Voshol et al., 2009).

Palou et al. (2010) identificaram o padrao de expressao génica de enzimas
lipogénicas (LPL, ACC, FAS e GPAT) em resposta a diferentes periodos de jejum (4,
8 e 24 horas) e apds realimentacéo (8 horas de jejum e realimentacdo por 3 horas).
Os autores verificaram que a expressado génica das enzimas lipogénicas diminuiu
logo apdés o periodo de jejum, sendo que o deposito retroperitoneal o que
apresentou resposta mais rapida. Mesmo apos 3 horas de realimentagcdo, a
expressdo génica dessas enzimas ndo retornou aos niveis “normais”, sendo que a
enzima FAS foi estatisticamente menor quando comparado com o valor de jejum de
8 horas nas gorduras subcutanea e retroperitoneal; além da enzima LPL também ter
sido menor na gordura mesentérica.

Estudos adicionais mostram diferenca na resposta lipogénica em adipocitos
de individuos magros e obesos. Swierczynski et al. (2003) compararam a atividade
da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase em adipdcitos obtidos da regido
subcuténea de individuos obesos e magros. Eles encontraram que a atividade da
enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (que catalisa a formacé&o do esqueleto de
carbono do glicerol a partir da di-hidroxiacetona-fosfato), que formam os TAG, foi

aproximadamente 2x maior em adipécitos de individuos obesos. Também
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verificaram uma correlagdo inversa entre a atividade das enzimas FAS e ATP-citrato
liase (ACL) e o indice de massa corporal. Semelhantemente, Ortega et al. (2009)
verificaram que individuos obesos apresentam reduzida expressao génica das
principais enzimas da via de sintese de novo de AG (representadas pela FAS e
ACC) no tecido adiposo visceral, sugerindo que este processo metabdlico, pelo

menos ao nivel da expressao génica, € menos responsiva na obesidade.

2.3 Sintese de novo de acidos graxos

Sintese de novo de AG é a que se da a partir de substratos néo lipidicos,
principalmente carboidratos. Ela pode ocorrer tanto no figado quanto no tecido
adiposo, e a sua importancia e a respectiva contribuicdo do figado e do tecido
adiposo varia entre espécies (Lau et al., 2005). Estudos indicam que ela € menos
ativa no tecido adiposo de humanos quando comparado com o figado por grama de
tecido (Aarsland et al., 1997; Diraison et al., 2002). Além disso, ha controvérsia em
relacdo a capacidade lipogénica entre ratos e humanos, sendo que, de acordo com
Letexier et al. (2003), essa via € mais ativa em ratos. Ja outros autores apontam que
a diferenca na capacidade lipogénica entre ratos e humanos se da pela composicéo
da dieta consumida, isto €, quando a composi¢do da dieta € similar entre humanos e
ratos, essa diferenca desaparece (Swierczynski et al., 2000).

Os niveis de glicose sanguinea agem diretamente sobre a capacidade
lipogénica estimulando a producédo de acetil-CoA através da glicolise promovendo a
sintese de AGs. Esse acetil-CoA formado é condensado com o oxaloacetato
proveniente do ciclo de Krebs na mitocondria formando citrato, que, quando em
excesso, € transportado para o citosol e apdés uma série de reacdes acaba
favorecendo a formacdo dos AGs (Haugen, Drevon, 2007). Também a glicose
aumenta a sintese de enzimas lipogénicas por estimular alguns fatores de
transcricdo génicos (SREBP, por exemplo) (Coleman, Lee, 2004). Finalmente, a
glicose estimula a secrecdo de insulina e inibicdo da liberacdo de glucagon pelo
pancreas (promovendo a captacdo de mais glicose pelo musculo, figado e tecido
adiposo) (Girard et al., 1994). Esse ultimo fator corrobora com o estudo de
Assimacopoulos-Jeannet et al. (1995) que verificaram que a hiperinsulinemia favorece

a lipogénese no TAB.
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Nesse processo metabdlico, as enzimas que fazem parte da glicélise podem
ser incorporadas ao processo de lipogénese. Dessa forma, a enzima piruvato
desidrogenase (localizada na mitocondria, e responsavel pela conversédo do piruvato
em acetil-CoA) fornece substrato (acetil-CoA) provindo da quebra da glicose para a
formacéo de AG.

Ademais, o acetil-CoA reage com oxaloacetato na presenca da enzima citrato
sintase, formando citrato. Este € exportado da mitocondria para o citosol, onde é
clivado pela enzima ACL em acetil-CoA e oxaloacetato (Ballard, Hanson, 1967). O
acetil-CoA é entdo carboxilado em malonil-CoA pela enzima ACC, enquanto que o
oxaloacetato é reduzido pela enzima malato desidrogenase em malato. Sucessivas
unidades de carbono sédo adicionadas a molécula de malonil-CoA por acdo da
enzima FAS, formando AGs que serdo substratos para a formacdo de TAG. Essa
ltima reacao é estritamente dependente do cofator reduzido NADPH.

Esse NADPH necessario para a sintese de AGs pode ser sintetizado por duas
vias no citoplasma. O mesmo oxaloacetato formado a partir a clivagem do citrato
pode ser reduzido a malato pela enzima citosélica NAD-malato desidrogenase. O
malato, por sua vez, sofre descarboxilacdo oxidativa a piruvato e COy,
simultaneamente gerando NADPH a partir de NADP* em uma reacéo catalisada pela
EM (Wise, Ball, 1964). O piruvato pode entrar novamente na mitocondria, onde se
combina com CO, para formar oxaloacetato (em uma reacédo catalisada pela enzima
piruvato carboxilase), dessa forma, completando um ciclo.

O cofator também pode ser formado a partir da primeira reacdo da via das
pentoses fosfato, que tem como principal funcdo produzir NADPH e ribose-5-fosfato.
Nessa via, a glicose-6-fosfato € oxidada pela enzima G6PDH, formando CO,,
NADPH e frutose.

Na figura 2 estao resumidas as vias lipogénicas.
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Figura 2 — Representacao das vias lipogénicas no adipdcito.
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Setas pretas: lipogénese a partir da glicose; setas vermelhas: gliceroneogénese; setas verdes:
sintese de TAG a partir de AG circulantes. ACC — acetil-CoA carboxilase; ACL — ATP-citrato liase;
AGPAT - 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase; aP2 — proteina ligadora de acidos graxos; DGAT —
diacilglicerol aciltransferase; EM — enzima malica; FAS — acido graxo sintase; GPAT — glicerol-3-
fosfato aciltransferase; GPDH — glicerol fosfato desidrogenase; LPL — lipase de lipoproteina; MDH —
malato desidrogenase; OAA - oxaloacetato; PC - piruvato carboxilase; PDH - piruvato
desidrogenase; PEPCK — fosfoenolpiruvato carboxiquinase; VLDL — lipoproteina de muito baixa
densidade.

2.4 Distribuicdo do TAB

O TAB esta distribuido em diversos depdsitos anatbmicos. O tamanho desses
depositos € altamente variavel, alcancando desde 5 a 60% do peso corporal total. O
tecido adiposo subcutaneo estoca cerca de 80% de toda a gordura corporal,
engquanto que a gordura visceral representa entre 10 a 20% da gordura corporal em
homens e 5 a 10% da gordura corporal em mulheres (Smith et al., 2001).

A distribuicdo de gordura corporal parece ser influenciada pela idade, raga,
condicdo metabolica e género (Lee et al., 2012). Em relacdo ao género, ja se sabe
qgue homens apresentam uma distribuicdo de gordura na parte mais central do

corpo, classicamente classificada como obesidade androide; enquanto que mulheres
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apresentam acumulo de gordura mais na periferia do corpo, classificada como
obesidade ginoide. Varios estudos tém demonstrado que a distribuicdo do tecido
adiposo possui importancia clinica, sendo que a adiposidade central, especialmente
a obesidade visceral, € mais deletéria, e é correlacionada com risco aumentado para
o desenvolvimento de diabetes e doencgas cardiovasculares; enquanto que o
acumulo de gordura mais subcutaneo (periférico) pode ser protetor (Bjorntorp, 1991;
Karastergious et al., 2012).

Diferencas regionais também sao vistas na morfologia e na funcéo do tecido
adiposo. Os varios depodsitos adiposos diferem, entre outras coisas, na histologia,
caracteristicas metabdlicas e produtos secretados (Fonseca-Alaniz et al., 2007;
Ibrahim, 2010). Um exemplo disso pode ser visto no trabalho de Palou et al. (2009)
que verificaram que o tamanho dos adipdcitos de ratos adultos era diferente
dependendo do coxim adiposo estudado, sendo que adipécitos retroperitoneais
eram maiores em comparagdo com os adipécitos mesentérico e subcutaneo. Outros
autores também ja verificaram essa diferenca no tamanho dos adipécitos nos
diferentes depdsitos adiposos (Deveaud et al., 2004; Drolet et al., 2008).

A forma com que o tecido adiposo cresce também varia e é dependente do
deposito. Esse crescimento de novos adipocitos pode ocorrer pela formagéo de
novas células (hiperplasia), assim como pelo aumento do tamanho (hipertrofia) dos
adipdcitos ja existentes. Esse processo péde ser observado no estudo de Drolet et
al. (2008), em que foi verificado que em mulheres obesas, a hiperplasia era
predominante no depdsito subcutaneo, enquanto que a hipertrofia era observada
tanto no depoésito subcutdneo quanto no omental. Essa diferenga no crescimento
nos diversos depositos pode favorecer o acumulo de gordura e o agravamento de
condicOes patologicas (Weyer et al., 2000).

Respostas metabdlicas também diferem em relacdo a localizagéo corporal.
Diversos pesquisadores ja demonstraram que ha diferenca na resposta lipolitica
entre os coxins, sendo que o0s depdsitos subcutaneos tem uma menor atividade
lipolitica quando comparado aos depdésitos viscerais (Arner, 1995; Lafontan, Berlan,
2003). Essa diferenca na resposta lipolitica pode ser devido a quantidade de
receptores, ndo sO beta adrenérgicos, mas também de varios outros hormonios.

Como indicado acima, a quantidade de receptores hormonais também varia de

acordo com o depdésito estudado. Wajchenberg et al. (2002) e Lafontan e Berlan
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(2003) em suas revisOes, relataram uma imensa quantidade de receptores
hormonais presentes nos adipécitos, além de classificarem a quantidade relativa
entre os depdsitos subcutaneo e visceral. Dentre os hormdnios que atuam sobre o
tecido adiposo podemos citar a insulina (um dos principais), glucagon, hormoénios
sexuais (testosterona, androgénio, progesterona, prolactina), horménio do
crescimento, catecolaminas e glicocorticoides. Esse ultimo em particular, possui
efeitos impares sobre o tecido adiposo tanto quando na escassez, quanto em

EXCeSSO.

2.5 Glicocorticoides

Os glicocorticoides enddgenos sdo hormoénios esteroides secretados pelo
cortex adrenal sob influéncia do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, que constitui um
componente integral de resposta ao estresse. Além do seu papel no crescimento e
desenvolvimento, os glicocorticoides tém efeitos multi-sistémicos que sao essenciais
para a sobrevivéncia em tempos de estresse, influenciando a pressdo sanguinea,
balanco hidrico, fungcdo imune e metabolismo energético celular (Macfarlane et al.,
2009).

Ha diferencas na quantidade, meia-vida e ritmo circadiano desses esteroides,
com os picos ocorrendo no inicio do periodo de atividade espontéanea. Em humanos,
o glicocorticoide mais abundante € o cortisol, com uma meia-vida de 1-2 horas e
pico de liberacdo no inicio da manha (Van Cauter et al., 1996), enquanto que no
rato, o esteroide mais abundante é a corticosterona, com meia-vida de 15-30
minutos e pico no inicio da noite (Mitsugi, Kimura, 1985).

O cortisol e a corticosterona sao convertidos para sua forma ativa na
presenca da enzima 11B-hidroxiesteroide desidrogenase (11p3-HSD) (Seckl, Walker,
2001). Essa enzima é co-localizada com os receptores de glicocorticoides, e esta
presente, além do cortex da adrenal, em varios outros tecidos corporais, como por
exemplo, figado, rim, tecido adiposo (tanto subcutdneo guanto mesentérico), entre
outros. A 11B-HSD apresenta 2 isoformas, sendo uma redutase (113-HSD tipo 1),
gue converte 11-desoxicortisona inativa em cortisol, e uma desidrogenase (11p-HSD
tipo 2), que catalisa o processo inverso (Agarwal, 2003; Espinola-Antunes, Kater,

2007). As duas isoformas estdo presentes em quantidades diferentes nos varios
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tecidos, por exemplo, a 11B-HSD2 esta presente em grandes concentragdes no rim,
onde inativa o cortisol e dessa forma “protege” os receptores de mineralocorticoides
da ligacéo dos glicocorticoides. Ja a isoforma 113-HSD1 esta presente em grandes
concentracbes no tecido adiposo, mais especificamente, no depdsito visceral
(Espinola-Antunes, Kater, 2007).

A atividade da enzima 11B3-HSD1 é modulada pela presenca de cofatores
reduzidos, como por exemplo, o NADPH. Esse NADPH é produzido, entre outras, a
partir da reacdo catalizada pela EM na via de sintese de novo de AG e pela G6PDH
nas primeiras reacgdes da via das pentoses fosfato (Agarwal, 2003).

O cortisol e a corticosterona circulam no plasma sob duas formas, livre ou
ligado a uma globulina ligadora de corticosteroide (que corresponde a 80% do total).
Juntas essas formas correspondem ao nivel total de cortisol e corticosterona.
Quando ligada a globulina, o glicocorticoide ndo consegue transpor a membrana
plasmatica, o que restringe o acesso do glicocorticoide as células-alvo, e regulam
sua biodisponibilidade e o clearence metabdlico. J& foi mostrado que em ratos
Zucker obesos, a capacidade de ligacdo da globulina ligadora de corticosteroide é
menor em comparagao aos ratos magros, sugerindo uma agao aumentada dos
glicocorticoides no tecido adiposo de obesos (Grasa et al., 1998).

Por serem lipofilicos, os glicocorticoides conseguem atravessar a membrana
plasmatica quando estdo no estado livre. Uma vez dentro da célula, eles promovem
seus multiplos efeitos através da ativacédo do receptor intracelular de glicocorticoide
situado no citoplasma (Rose et al., 2010). O receptor de glicocorticoide é parte de
uma grande familia de fatores de transcricdo ativada por ligante. O receptor de
glicocorticoide € um complexo multimérico, consistindo em um receptor polipeptideo,
um complexo proteico formado por chaperonas heat shock protein 90 e 70 (HSP90 e
HSP70), uma molécula de p23 e um dominio repetido tetratricopeptideo (TRP). O
dimero HSP9O0 liga-se diretamente ao dominio de ligagdo do receptor, sendo essa
associacdo necessaria para a ligacdo do hormoénio, assim como para a translocacéo
do receptor para o nucleo. A molécula p23 esta envolvida na estabilidade
conformacional da ligacdo do hormonio e liga-se exclusivamente a HSP90. Os TPR
estdo ligados com o receptor através do dimero HSP90, mas ainda ndo se sabe ao
certo qual o papel dessas proteinas TPR na regulacédo da atividade do receptor

(Heitzer et al., 2007). Ja foi identificado também um receptor de glicocorticoide
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localizado na membrana (especificamente nas membranas plasmatica e
mitocondrial), sendo que esse ndo é apenas a translocacdo do receptor
citoplasmatico para a membrana, mas sim uma nova variante de receptor. Esses
poderiam ser responsaveis pela resposta em curto prazo dos glicocorticoides (Stahn
et al., 2007).

A formacdo do complexo receptor/hormdnio resulta em dissociagcdo das
chaperonas do receptor de glicocorticoides. Esse complexo € entdo translocado para
0 nucleo da célula, onde se liga a regibes especificas chamadas de elementos
responsivos aos glicocorticoides. Esses elementos responsivos aos glicocorticoides
podem ser positivos ou negativos. Quando a ligacdo é em um elemento positivo, 0
resultado é a sintese de proteinas e a transcricdo de genes, porém quando o
elemento é negativo, os glicocorticoides inibem a transcricdo génica (Stahn et al.,
2007). Além disso, as respostas dos glicocorticoides podem ser divididas em 2 tipos:
direta (o receptor ativado diretamente leva a transcricdo de genes-alvo, interagindo
com suas regides regulatérias); ou indireta (requer sintese de proteinas de novo, por
exemplo, fatores de transcricdo e cofatores, que sao regulados pelos
glicocorticoides, os quais podem ativar a transcricdo de genes-alvo) (Schoneveld et
al., 2004). Recentemente, foi descrito na literatura que os glicocorticoides também
podem possuir alguns receptores na membrana plasmatica, 0s quais seriam
responsaveis por alguns dos seus efeitos rapidos nas células (Stahn et al., 2007).
Uma visdo resumida da sinalizacdo e acdo dos glicocorticoides pode ser vista na

figura 3.
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Figura 3 — Esquema simplificado da acao dos glicocorticoides.
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FKBP52 — proteina de ligacdo FK52; HSP90 — heat shock protein 90; HSP70 — heat shock protein 70;
GR - receptor de glicocorticoide; GRE — elemento responsivo ao glicocorticoide.
Fonte: Adaptado de Ogias (2009).

Os receptores de glicocorticoides estdo envolvidos na regulacéo e distribuicao
da gordura corporal mostrando variacdo regional na sua densidade, com maiores
concentracfes na gordura visceral (Sjogren et al., 1994).

Também os glicocorticoides estdo intimamente envolvidos na regulagdo da
homeostase da glicose e do metabolismo lipidico. Lee et al. (2011) verificaram que
os glicocorticoides (representado pela dexametasona) adicionado com a insulina em
cultura de células primarias de tecido adiposo humano, promovem a regulacdo de
varios tipos de genes nos diferentes depdsitos de gordura (omental e subcutaneo),
sendo que alguns genes sdo comumente regulados engquanto que outros sao
especificos ao deposito.

Os glicocorticoides também sdo conhecidos por alterar o metabolismo da
glicose principalmente pela inducdo de resisténcia a insulina tanto em humanos
quanto em animais (Dimitriadis et al., 1997; Willi et al., 2002), assim como j& foi
mostrado que eles também pioram o transporte de glicose e o metabolismo em
tecidos periféricos (Dimitriadis et al., 1997; Rafacho et al.,, 2008), estimulam a

gliconeogénese e aumentam a liberacdo de glicose hepatica (Asensio et al., 2004).
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Outros estudos indicam que os glicocorticoides estimulam a lipdlise através
de acdo sobre a lipase hormdnio sensivel (Djurhuus et al., 2002; Slavin et al., 1994)
e 0s AGLs resultantes devem contribuir para o desenvolvimento da resisténcia a
insulina (Gao et al., 2004). Esse efeito é consistente com seu papel de “hormdnio do
estresse”, mobilizando AGLs para a 3-oxidagao.

Gounarides et al. (2008) investigaram a relagéo dos glicocorticoides sobre o
metabolismo lipidico de camundongos obesos resistentes a insulina. Eles
encontraram aumento no peso dos animais e no consumo alimentar, sendo que
esses valores retornaram aos valores basais apds a cessacao do tratamento com
dexametasona. Além disso, um resultado interessante foi o acumulo intramiocelular
de lipideos. No musculo tibial anterior dos animais tratados com dexametasona foi
encontrada maior incluséo lipidica, sendo que o tamanho da gota lipidica foi maior
gue nos animais controles. Outro dado curioso foi a correlacdo encontrada entre os
valores de inclusédo lipidica intramiocelular e a gordura visceral (r = 0,76), indicando
qgue os glicocorticoides podem promover trocas entre o tecido adiposo e o musculo
esquelético.

Os glicocorticoides sdo hormdnios importantes para a homeostase corporal e
participam de muitos processos no organismo, porém em condi¢cdes onde ocorre sua
falta ou excesso, complicagcbes clinicas ainda ndo tdo bem compreendidas se

estabelecem.

2.6 Excesso de Glicocorticoides

O excesso de glicocorticoides, seja enddégeno ou exdgeno, por tempo
prolongado leva ao quadro da Doenca de Cushing e sindrome de Cushing,
respectivamente. A Doenca de Cushing é caracterizada, entre outras, pela producéo
exacerbada de ACTH pelo tumor hipofisario, e é responsavel por cerca de 70% dos
casos de Doenca de Cushing. E mais frequente em mulheres com idade entre 25-45
anos, com uma incidéncia de aproximadamente 5 a 25 casos por milh&o de pessoas
por ano (National Adrenal Diseases Foundation, 2012). J4 a sindrome de Cushing é
um disturbio enddcrino causado pela exposicao cronica aos glicocorticoides devido
ao uso prolongado de medicamentos que possuem glicocorticoides sintéticos (como

hidrocortisona, prednisona e dexametasona, por exemplo), usados para tratar
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doencas inflamatodrias, entre outras. Essa forma € extremamente comum, porém ao
retirar 0 medicamento contendo glicocorticoides, a pessoa recupera-se dos efeitos
causados. Estima-se que entre 10 a 15 pessoas por milhdo por ano sejam afetadas
por essa sindrome (Cushing’s Support & Research Foundation, 2012).

Individuos com sindrome de Cushing apresentam um fendtipo peculiar. Entre
as caracteristicas apresentadas, observa-se atrofia muscular, surgimento de estrias
avermelhadas, diminuicdo no crescimento, esteatose hepatica, entre outros, sendo a
caracteristica mais marcante o acumulo diferenciado de gordura na regidao mais
central do corpo. O acumulo de gordura diferenciado também leva ao aumento de
gordura na face, sendo chamado de face em “lua cheia”, e na regidao dorsal e
supraescapular, formando a chamada “corcova de bufalo” (Fernandez-Rodriguez et
al., 2009). Apesar de essas caracteristicas serem bem estabelecidas, ainda nao se
sabe ao certo por que esses tecidos especificamente sdo afetados pelo excesso de
glicocorticoides. Na figura 4 estdo representadas algumas das principais

caracteristicas da sindrome de Cushing.

Figura 4 — Caracteristicas da sindrome de Cushing.
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Fonte: Adaptado de Fernandez-Rodriguez et al. (2009).

Além das caracteristicas ja citadas acima, hipertensao, intolerancia a glicose,

resisténcia a insulina e hipertrigliceridemia sdo também alguns dos sinais e sintomas
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desenvolvidos devido ao excesso de glicocorticoides. Contudo, nem todas as
pessoas apresentam todos esses sintomas. Chanson e Salenave (2010) em uma
revisdo de literatura demonstraram que a obesidade e o0 ganho de peso estavam
presentes em 95% dos pacientes, enquanto que hipertensdo em 75% e intolerancia
a glicose em 60% dos pacientes. Além disso, somente 20% dos pacientes
apresentam concentraces elevadas de triglicérides e 36% deles baixos niveis de
HDL-c.

Os glicocorticoides também regulam outros processos no tecido adiposo.
Quando presente em excesso, como no caso da sindrome de Cushing, os
glicocorticoides induzem a diferenciagédo dos pré-adipdcitos em adipécitos maduros,
e 0 acumulo de gordura nas diferentes regifes adiposas e no figado (Bujalska et al.,
2002; Macfarlane et al., 2009). Além do acumulo diferenciado, Rebuffé-Scrive et al.
(1988) verificaram que na sindrome de Cushing, o didametro dos adipdécitos viscerais
encontram-se hipertrofiados.

Poucos estudos se propuseram verificar os efeitos dos glicocorticoides sobre
a lipogénese no tecido adiposo (Galton, Wilson, 1972; Wilson, Galton, 1972), ou
entdo tentaram identificar alteracdo na atividade das enzimas envolvidas na
lipogénese em resposta aos glicocorticoides (Diamant, Shafrir, 1975); sendo que
esses poucos estudos sdo muito antigos e nao identificaram os fatores criticos para
a diferenca no acumulo de gordura nos diferentes coxins adiposos. Além de estudos
antigos, outro ponto critico no estudo da lipogénese em resposta aos
glicocorticoides, é que a maioria dos estudos realizados até entdo investigaram a
lipogénese hepatica (Cai et al., 2011; Postic, Girard, 2008; Rockall et al., 2003).

Estudos mais recentes que se propuseram a estudar a reposta da lipogénese
sob condicdo de excesso de glicocorticoide foram feitos em cultura de células.
Campbell et al. (2011) analisando a lipogénese em cultura de células 3T3-L1 (com
incubacédo de 48 horas com 1 pM de corticosterona) ndo encontraram diferenca
significante na incorporacdo de glicose em lipideos, porém verificaram maior
adipogénese. Ja Gathercole et al. (2011) verificaram que a alta dose de
dexametasona (500 nM) diminuiu a lipogénese basal (caracterizada pela
incorporacdo de acetato marcado nas células), enquanto que baixa dose do
glicocorticoide (5 nM) melhorou a resposta lipogénica tanto na linhagem Chub-S7

qguanto em cultura primaria de adipécitos da regido subcutanea. Esses resultados
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conflitantes podem ser atribuidos as diferentes doses empregadas e protocolos
usados.

Apesar de muitos estudos focarem o papel da enzima 113-HSD1 no acumulo
de gordura visceral promovida pelo excesso de glicocorticoides (Bujalska et al.,
2002; Espinola-Antunes, Kater, 2007; Paulsen et al., 2007), alguns buscaram
investigar outros fatores envolvidos na regulagéo energética da célula, entre eles, a
AMPK (proteina quinase ativada por AMP). Recentemente, Christ-Crain et al. (2008)
verificaram que a AMPK estava envolvida em muitas mudancas metabdlicas
observadas na sindrome de Cushing. Usando modelo animal, esses autores
verificaram que a AMPK atua de uma maneira tecido-especifica, o que explicou o
aumento do apetite, a obesidade visceral e a dislipidemia. Em particular, os
glicocorticoides inibiram a atividade da AMPK no tecido adiposo visceral levando a
um aumento da lipogénese e da estocagem de gordura, enquanto que, no figado,
sua atividade foi aumentada. A partir desses resultados, os autores propuseram que
a AMPK pode ser um novo mecanismo que poderia explicar algumas mudancas
caracteristicas no excesso de glicocorticoides. Em humanos, os glicocorticoides
também inibiram a atividade da AMPK no tecido adiposo, mais uma vez sugerindo
que a deposicao de gordura visceral pode ser explicada por esse mecanismo (Kola
et al., 2008).

Os glicocorticoides sao importantes determinantes do metabolismo lipidico,
tanto em animais quanto em humanos. Enquanto seu papel na lipélise (promovendo
“quebra” de TAG) em condi¢cfes de estresse esta bem estabelecido, ainda ndo se
sabe ao certo como ele age para promover o acimulo de gordura (principalmente

visceral) quando presente em excesso, como no caso da sindrome de Cushing.
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3 JUSTIFICATIVA

Para estocar e liberar AGs, o TAB realiza uma variedade de processos
quimicos regulados por inervacdo simpatica, horménios e enzimas.

Entre os hormonios reguladores, o cortisol, um glicocorticoide liberado pelo
cortex adrenal, tem papel importante induzindo a lipdlise. Porém, em situacées em
que ha excesso desse hormdnio, uma condicdo clinica chamada sindrome de
Cushing se estabelece.

Nessa condi¢cdo, uma das caracteristicas € o aumento do TAB na regido
central do corpo. Os estudos que tentaram identificar os fatores responsaveis por
esse acumulo diferenciado do TAB indicaram que os receptores de glicocorticoides,
a atividade das enzimas LPL e 11B-HSD1 sejam alguns deles, porém esses fatores
ainda ndo foram totalmente estabelecidos.

Contudo, a literatura ainda é inconsistente em relagdo aos efeitos dos
glicocorticoides sobre o TAB, e os estudos realizados até entdo enfatizaram papel
dos glicocorticoides sobre a lipdlise. Porém, eles possuem papel importante sobre
outros processos como, por exemplo, a diferenciagdo dos adipécitos, assim também
como devem influenciar a lipogénese, seja alterando a atividade de enzimas da via
lipogénica, ou a transcricdo de genes relacionados a ela.

Uma vez que a lipogénese promove a estocagem de TAG, torna-se
necessario investigar se as atividades enziméticas envolvidas nesse processo
sofrem algum tipo de alteragdo em resposta ao excesso de glicocorticoides. Além
disso, a localizacdo dos coxins adiposos pode apresentar respostas enzimaticas
diferenciadas, assim como responsividade de receptores modificada e alteracdo em
resposta a alguns hormonios. A determinagdo desses fatores poderia trazer um
melhor entendimento sobre esse acumulo central de TAB, e dessa forma, promover
melhor entendimento sobre uma das caracteristicas desenvolvidas durante o quadro

clinico de excesso de glicocorticoides, a saber, sindrome de Cushing.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar o grupo experimental que apresenta excesso de glicocorticoides
e verificar o efeito desse excesso de glicocorticoides sobre o metabolismo dos

carboidratos no tecido adiposo branco.

4.2 Objetivos especificos

Verificar as respostas induzidas pelo excesso de glicocorticoides sobre:
- Ingestéo alimentar e hidrica;

- Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina;

- Alteragdes corporais;

- Perfil lipidico plasmatico (triglicérides, colesterol total, VLDL-c, LDL-c, HDL-

c);
- Perfil hormonal (corticosterona, insulina, leptina, adiponectina);

- Oxidacdo de D-[U-'*C]-glicose até **CO, nos coxins adiposos subcutaneo,

periepididimal, retroperitoneal e mesentérico;

- Incorporacdo de D-[U-**C]-glicose em TAG, e nas porcbes acido graxo e
glicerol de TAG nos coxins adiposos subcutaneo, periepididimal, retroperitoneal e

mesentérico;

- Atividade maxima das enzimas lipogénicas (FAS, EM, G6PDH) nos coxins

adiposos subcutaneo, periepididimal, retroperitoneal e mesentérico,

- Expressédo génica das enzimas lipogénicas (ACL, ACC, FAS, G6PDH) e
enzima envolvida na ativagdo de corticosterona (113-HSD1) nos coxins adiposos

subcutaneo e mesentérico.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentagdo Animal e passaram por aprovagdo da
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (protocolo n° 010 na folha 82 do livro 02).

Foram utilizados 42 ratos Wistar (8 semanas de idade) fornecidos pelo
Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.
Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno (46x24x20 cm) sendo
mantido 1 animal/caixa, sob condi¢cdes de temperatura ambiental controlada de 25+2
°C, ciclo escuro/claro 12/12 h (periodo claro iniciando as 6 h) e exaustdo de aménia
controlada. Os animais receberam racdo balanceada padrdo Nuvilab® (Nuvital SA,
Colombo, PR, Brasil), com composicdo seguindo as recomendacfes do National
Research Council e National Institute of Health-USA para alimentos de ratos de

laboratoério e agua ad libitum.

5.2 Padronizagao do grupo experimental

5.2.1 Estudo Piloto 1

Os animais, a partir da chegada ao biotério, foram distribuidos aleatoriamente
em 2 grupos: controle (CON, n =5) e dexametasona (DEX, n = 5).

- Grupo CON: o grupo controle ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. Apds
completarem 10 semanas de vida, os animais passaram por um procedimento
cirirgico em que foi inserido, subcutaneamente entre as escapulas, microbombas
osméticas (Alzet®, Cupertino, CA, Estados Unidos) contendo uma quantidade de
veiculo (salina 0,9%). ApOs 4 semanas, esses animais foram eutanasiados.

- Grupo DEX: esse grupo representou o excesso de glicocorticoides
(sindrome de Cushing). Apds 10 semanas de vida, esses animais passaram por um
procedimento cirdrgico, em que foi inserido, subcutaneamente entre as escapulas,

microbomba osméticas (Alzet®) contendo dexametasona (Sigma-Aldrich Co®, S&o
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Paulo, SP, Brasil) diluida em salina (concentracdo de dexametasona de 25 mg/ml, e
dose de 0,1 mg/kg/d) (adaptado de Rafacho et al., 2008).

A microbomba osmdética possuia um volume total de 100 ul, sendo liberada
uma dose de 0,11 pl por hora ao longo das 4 semanas. A microbomba osmaotica foi
usada com o intuito de quebrar a ritmicidade diaria da liberagédo de corticosterona e
de promover aumento dos niveis circulantes de glicocorticoides.

Durante o tratamento, os animais de ambos os grupos foram pesados uma
vez por semana para acompanhamento. O consumo alimentar e hidrico também
foram acompanhados 1 vez por semana.

Apés a analise dos resultados obtidos a partir desse grupo experimental, o
quadro esperado nao foi atingido, fazendo surgir davidas sobre a dose utilizada e
sobre a eficacia da microbomba osmatica. Decidiu-se entdo tentar outra forma de

inducéo e outra dose de dexametasona.

5.2.2 Estudo Piloto 2

Nesse estudo, foram utilizados 12 ratos Wistar que também foram distribuidos
aleatoriamente nos mesmos dois grupos anteriormente citados: controle (CON, n =
6) e dexametasona (DEX, n = 6).

- Grupo CON: o grupo controle ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. Apds
completarem 10 semanas de vida, os animais foram submetidos a injecdes
subcutédneas semanais, contendo uma quantidade de veiculo (salina 0,9%). Apés 4
semanas, esses animais foram eutanasiados.

- Grupo DEX: apos 10 semanas de vida, esses animais foram submetidos ao
mesmo processo que o grupo controle (injecdes subcutaneas semanais), porém
recebendo uma dose de 75 pg/kg de peso corporal (pc) de dexametasona
(Decadronal®, Aché® Laboratérios Farmacéuticos S.A, Guarulhos, SP, Brasil) diluida
em salina. A dose de cada animal foi ajustada semanalmente em relacdo ao peso
corporal.

O medicamento Decadronal® apresenta em sua composicdo a dexametasona
na forma de acetato, caracterizando-se como uma solucéo de depdsito e de atuacéo

prolongada, porém com inicio imediato. A partir dessas caracteristicas, esperava-se
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que sua aplicacdo semanal fosse suficiente para quebrar a ritmicidade diaria da
liberag&o de corticosterona.

A dose de 75 pg/kg pc foi estipulada a partir do trabalho de Cole et al. (2000),
em que os autores verificaram que com a administracdo de 50 pg/kg pc de
dexametasona em ratos, ja € possivel bloquear a resposta do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal ao estresse de contengdo em 80%. A partir dai, acreditava-se que a
dose administrada fosse suficiente para caracterizar o quadro iatrogénico desejado.

Mais uma vez, apos a analise dos resultados obtidos, o quadro esperado nao
foi conseguido, apresentando resultados inconsistentes, assemelhando-se mais com
0 quadro de diabetes. ApGs esse segundo grupo experimental, optou-se pelo uso da

microbomba osmética mais uma vez, porém ainda havia davida sobre sua eficacia.

5.2.3 Teste da microbomba osmoética

Para testar a eficacia da microbomba osmdtica, trés tubos com diferentes
condi¢cbes foram usados:

- Tubo 1: uma microbomba contendo 100 ul de solugéo de Azul de Evans foi
colocado no tubo contendo 5 ml de agua MiliQ, sendo que essa solucédo de Azul de
Evans era liberada conforme o funcionamento da microbomba. Nos dias 3, 7, 15 e
21 apos o procedimento, 100 pl da agua do tubo foi retirada e a leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro;

- Tubo 2: nesse tubo, 100 ul de solucdo de Azul de Evans foi diluida em 5 ml
de 4gua MiliQ, representando a liberacao total do volume da microbomba osmética.
Nos dias 3, 7, 15 e 21 apos o procedimento, 100 ul da agua do tubo foi retirada e a
leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro;

- Tubo 3: esse tubo foi usado como controle, sendo que sé continha agua
MiliQ. Nos dias 3, 7, 15 e 21 ap0s o procedimento, também foram retirados 100 pl da
agua do tubo para a leitura da absorbancia em espectrofotémetro.

O resultado das leituras encontra-se na figura abaixo (Figura 5).
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Figura 5 — Teste de liberacdo da microbomba osmdtica.
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Ao analisar o padrao de liberacdo da microbomba osmdtica pela absorbancia
obtida, verificamos que seu funcionamento estava de acordo com as instru¢des dos
fabricantes, demonstrando que o problema no grupo experimental anterior foi
relacionado com a dose de dexametasona administrada.

ApoOs readequacdo da dose a ser administrada, o grupo experimental foi
definido e os experimentos relacionados com a resposta lipogénica dos adipdcitos
foram feitos. Todos os detalhes sobre o0 novo grupo experimental e os experimentos

realizados estdo descritos a seguir.
5.3 Procedimentos experimentais

Os animais, a partir da chegada ao biotério, foram distribuidos aleatoriamente
em 2 grupos: controle (CON, n = 10) e dexametasona (DEX, n = 10).

- Grupo CON: o grupo controle ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. Apos
completarem 10 semanas de vida, os animais passaram por um procedimento
cirdrgico em que foi inserido, subcutaneamente entre as escapulas, microbombas
osméticas (Alzet®) contendo uma quantidade de veiculo (salina 0,9%). Apés 4
semanas, esses animais foram eutanasiados.

- Grupo DEX: esse grupo representou o excesso de glicocorticoides
(sindrome de Cushing). Apos 10 semanas de vida, esses animais passaram por um
procedimento cirargico, em que foi inserido, subcutaneamente entre as escapulas,

microbombas osméticas (Alzet®) com dexametasona diluida em salina
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(concentracdo de dexametasona de 25 mg/ml, e dose de 0,25 mg/kg/d) (adaptado
de Rafacho et al., 2008).

A microbomba osmdética possuia um volume total de 100 ul, sendo liberada
uma dose de 0,11 ul por hora ao longo das 4 semanas. A microbomba foi usada com
o0 intuito de quebrar a ritmicidade diaria da liberacéo de corticosterona e de promover
aumento dos niveis circulantes de glicocorticoides. E ao final do tratamento os
animais foram eutanasiados.

Durante o tratamento, os animais de ambos os grupos foram pesados uma
vez por semana para acompanhamento. O consumo alimentar e hidrico também

foram acompanhados 1 vez por semana.

5.4 Teste de tolerancia a glicose oral (0GTT)

Uma semana antes da eutandsia, os animais de ambos 0s grupos, em jejum
prévio de 8 horas, foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose oral (teste
comecando as 16 h). Antes da administracdo de glicose, foi coletado sangue da
calda dos animais para a mensuracao da glicemia no tempo 0. Logo apds, houve a
administracdo da glicose (75 mg/100 g pc) por gavagem, e novas coletas
sanguineas foram feitas nos tempos 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos. O sangue
foi analisado em glicosimetro (One Touch Ultra®, Johnson & Johnson®, S&o Paulo,
SP, Brasil). A area sob a curva a partir dos valores obtidos foram calculados e
usados para as analises.

Nos tempo 0, 15, 30 e 60 minutos, 25 pl de sangue foram retirados e

armazenados em solucéo salina para posterior analise de insulina plasmatica.

5.5 Teste de tolerancia a insulina intravenosa (ivli  TT)

Uma semana antes da eutanasia, 10 animais (sendo 5 de cada grupo),
também foram submetidos ao teste de tolerancia a insulina intravenosa. Antes da
administracdo de insulina, foi coletado sangue da calda dos animais para a
mensuracdo da glicemia no tempo 0. Logo apds, os animais foram anestesiados
(Zoletil 0,2 ml e Fentanila 0,1 ml; 0,3 ml/500 g pc, intramuscular), e entdo houve a

administracdo da insulina (75 mU/100 g pc) pela veia peniana, e novas coletas
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sanguineas foram feitas nos tempos 3, 5, 7, 9, 12, 15 e 20 minutos para mensuracao
da glicose sanguinea. O sangue foi analisado em glicosimetro (One Touch Ultra®). A
constante de tempo para o desaparecimento da glicose (Kitt) foi calculado a partir da
regressao linear obtida com a transformacao de log dos valores de glicose entre os

tempo 0 e 15 minutos apds a administracdo de insulina.

5.6 Experimentos in vitro

Apoés as 4 semanas de tratamento, os grupos CON e DEX, foram mantidos
em 12 h de jejum e foram eutanasiados as 18 h. Esse horario foi definido
considerando o ritmo de liberacdo de corticosterona pelo animal, e pela atividade
espontanea de alimentacdo do animal estar aumentada (Jahng et al., 2008). Antes
da eutanasia, os animais foram anestesiados com tiopental sédico (Tiopentax®, S&o
Paulo, SP, Brasil) (3%, 5 mg/100 g pc, ip) e entdo decapitados. Foi coletado sangue
do tronco, e posteriormente, a laparotomia mediana foi feita para a retirada dos
tecidos adiposos subcutaneo abdominal (SC), periepididimal (PE), retroperitoneal
(RP) e mesentérica (MS). O musculo séleo e as glandulas adrenais também foram
retirados e pesados.

Fragmentos das gorduras SC, PE, RP e MS foram retirados para isolamento
dos adipdcitos, e submetidos, in vitro, aos testes bioldgicos para avaliacdo das taxas
basais ou maximamente estimuladas por insulina de oxidagéo de D-[U-'*C]-glicose
até *CO,, além da incorporacdo de D-[U-'*C]-glicose TAG, incorporacdo de D-[U-
4C]-glicose em AG de TAG e a incorporacdo de D-[U-'*C]-glicose em glicerol de
TAG. Os adipécitos passaram ainda por analises morfométricas, para determinacéo

do volume.

5.6.1 Isolamento dos adipdcitos e analise morfométr  ica

Os adipdcitos foram isolados atravées de digestdo do tecido pela colagenase
(Rodbell, 1964), com algumas modificacdes para adaptar o método as condi¢cbes
laboratoriais para realizacdo do estudo. Em resumo, os coxins adiposos SC, PE, RP
e MS foram retirados, picados em finos fragmentos e incubados em 4 ml de tampé&o
digestivo (DMEM/HEPES 20 mM/BSA 4%, colagenase Il [Sigma Chemical, St. Louis,
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MO, Estados Unidos] - 1,0 mg/ml, pH 7,40) por cerca de 45 minutos a 37 °C em
banho-maria com agitacdo orbital (150 rpm). Em seguida, as amostras foram
filtradas em peneira plastica com malha fina (que retém restos teciduais e vasos nao
digeridos) e lavadas por trés vezes com 25 ml de tampdo EHB (sais de
EARLE/HEPES 25 mM, BSA 1%, piruvato de sédio 1 mM, sem glicose, pH 7,45) e
mantido a 37 °C. Para determinacdo do lipocrito (porcentagem de adipdcitos
contidos na suspensao celular total), aproximadamente 40 pl da suspensao celular
em tampao EHB foram colocados em capilar de vidro e submetidos a centrifugacao
(2000 rpm por 1 minuto). O volume total da suspensao corresponde a 100% e o
volume de adipdcitos obtido apds a centrifugacéo nos fornece o lipdcrito da amostra.

Para analise morfométrica, aliquotas de suspensédo celular foram avaliadas
em microscopio optico (aumento de 40x) acoplado a camera digital 1.3 MP (Moticam
1000 — MOTIC®). Utilizou-se o programa Motic-Images Plus 2.0® para medicdo da
area transversal celular, da qual se obteve o raio celular médio. Em cada preparacdo
foram medidas 50 células. A partir do diametro celular médio e admitindo-se que o
adipdcito isolado € esférico, o volume e o numero de células foram calculados de

acordo com as seguintes férmulas:

_ [(r/6) x D’
1000

Vv

(lipdcrito x 107)
\Y

N =
Onde:
D é o didametro médio de 50 adipdcitos (um), N € o nimero de células e V é o

volume médio (Fine, Di Girolamo, 1997). A divisdo por 1000 na primeira equacgao

visa expressar 0 volume em picolitros.



5.6.2 Célculo indireto da celularidade

O calculo indireto da celularidade do tecido adiposo foi realizado através da

relacdo entre a massa total do coxim adiposo e a massa de um adipécito:

Celularidade = Massa do tecido (mg)

Massa de um adipécito (ng)

A massa de um adipdcito é calculada a partir da formula da densidade:

Onde:

D = densidade média do adipdcito; m = massa média de um adipécito, e v =

volume médio do adipdcito.

Sendo a densidade média do adipdcito igual a 0,91, tem-se:

m=0,91 xv

5.6.3 Oxidacdo de D-[U- *C]-glicose até '*CO, e teste de incorporacdo de D-[U-
14Cl-glicose em triacilgliceréis em adipécitos isolad ~ os

Adipdcitos (conc. final de 20% viv) em tampéo Krebs/Ringer/Fosfato/BSA
1%/glicose 5 mM, pH 7,4 a 37 °C, saturado de uma mistura gasosa de carbogénio
5%, foram pipetados em tubos de ensaio de polipropileno 17x100 mm contendo D-
[U-*C]-glicose (1850 Bg/tubo), com ou sem insulina (10 nM). Estes tubos foram
vedados com tampas de borracha. A seguir, os tubos foram enriquecidos de uma
atmosfera com 95% de O, 5% de CO; e incubados por 120 min em banho-maria a

37 °C. Ao término da incubacéo, 0,2 ml de H,SO, 8N foi pipetado sobre a mistura de
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reacdo e um flaconete com papel de filtro (2x4 cm embebido com 0,2 ml de
etanolamina) foi emborcado (para absorver o **CO, liberado da reac&o).

Foi incubado por mais 30 minutos, e apos o flaconete foi preenchido com
coquetel de cintilacdo biodegradavel para contagem da radioatividade beta
incorporada (Lima et al., 1994; Rodbell, 1964).

Em seguida, foi realizada a extracdo dos lipides mediante a adicdo de 2,5 ml
de reativo de DOLE (isopropanol:n-heptano:H,SO,4 8N, 4:1:0.25 v:v:v) no meio de
incubacdo (Dole, Meinertez, 1960). Dessa mistura, 500 ul foram transferidos para
vial de cintilacdo, e apds secagem completa, 2,5 ml de liquido de cintilacdo foram
colocados no tubo, e finalmente levados para contador beta por 5 minutos. Os

resultados estdo expressos em nmol.10°® cels.

5.6.4 Teste de incorporacdo de D-[U- 'C]-glicose em A&cidos graxos de

triacilglicerois

Da mistura composta por TAG previamente obtida no teste de incorporagao
de D-[U-**C]-glicose em triglicerideos, foram retirados 1000 pl, seguido por secagem
completa. Apés este processo, houve adicdo de 1 ml de etanol (95%) e 250 ul de
KOH (40%), os tubos de ensaio foram frouxamente tampados e colocados em
banho-maria a 60 °C por 1 hora. Em seguida o material foi resfriado a temperatura
ambiente por aproximadamente 10 minutos e logo apés adicionou-se 2 ml de HCL
3N e 2 ml de n-heptano. Esta mistura foi homogeneizada em vortex e deixada em
repouso por 10 minutos. Uma amostra de 1000 ul da fase superior desta mistura foi
retirada e transferida para um vial, e apés a secagem, 2,5 ml de liquido de cintilacéo

foi colocado e, finalmente, foi levado ao contador beta por 5 minutos.
5.6.5 Teste de incorporacdo de D-[U- *C]-glicose em glicerol de triacilgliceréis
A partir dos valores obtidos na incorporacédo de D-[U-**C]-glicose em TAG e em

AGs, uma subtragdo foi feita e o valor final considerado uma estimativa da

incorporacédo de D-[U-'*C]-glicose em glicerol de TAG.
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5.7 Determinagfes bioquimicas e hormonais

5.7.1 Determinacao de glicose

A concentracdo sérica de glicose foi determinada pelo método enzimatico
colorimétrico da glicose-oxidase (Lott, Turner, 1975). O ensaio foi realizado
utilizando o kit Glicose HK Liquiform (Labtest, ref. 85-2/100, Lagoa Santa, MG,
Brasil). A concentracdo minima detectavel é de 2 mg/dl, com coeficiente de variacao

interensaio de 1,6%.

5.7.2 Determinacao de triglicérides

Os triglicérides foram determinados pelo método enzimatico-colorimétrico
(GPO/POD). Para este ensaio, foi utilizado o kit Triglicérides Liquiform (Labtest, ref.
87-2/100). A concentracdo minima detectavel é de 3 mg/dl, com coeficiente de

variacao interensaio < 2,0%.

5.7.3 Determinacao de colesterol total e suas fracd  es (HDL-c, LDL-c e VLDL-c)

O colesterol total foi determinado por método enzimatico, pelo kit Colesterol
Liquiform (Labtest, ref. 76-2/100I). A concentragcdo minima detectavel é de 2 mg/dl,
com coeficiente de variacao interensaio de < 3,0%.

O HDL-c foi determinado pelo método de precipitacdo usando o kit HDL LE
(Labtest, ref. 98-80).

As concentracdes de LDL-c e VLDL-c foram calculadas através da equacgao

de Friedewald (Friedewald et al., 1972), como segue a sequir:

Triglicérides
5

VLDL colesterol =

LOL colesterol = Colesterol total — (HDL-¢ + VLDL-c)
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5.7.4 Determinagéao de insulina, leptina, adiponecti  na e corticosterona

As concentracdes séricas de insulina, leptina, adiponectina e corticosterona
foram determinadas usando kits comerciais especificos para rato. Insulina (kit RI-
13K, Millipore Corporation, St Charles, MO, Estados Unidos): sensibilidade de
0,0329 ng/dl. O coeficiente de variacdo intraensaio € < 5,8% e 0 coeficiente de
variacao interensaio € < 10,8%. O ensaio foi realizado em 100 ul de amostra. Leptina
(kit RL-83K, Millipore Corporation): sensibilidade de 0,639 ng/dl. O coeficiente de
variagdo intraensaio é < 4,6% e o coeficiente de variacdo interensaio é < 5,7%. O
ensaio foi realizado em 100 pl de amostra. Adiponectina (kit MADP-60HK, Millipore
Corporation): sensibilidade de 1 ng/dl. O coeficiente de variagdo intraensaio € <
4,5% e o coeficiente de variacao interensaio é < 8,3%. O ensaio foi realizado em 100
ul de amostra (soro diluido na proporcdo de 1:1000). Corticosterona (kit TKRC1,
Siemens Healthcare Diagnostics Inc, Los Angeles, CA, Estados Unidos):
sensibilidade de 5,7 ng/dl. O coeficiente de variacdo intraensaio é < 12,2% e o
coeficiente de variacdo interensaio é < 14,9%. O ensaio foi realizado em 50 pl de

amostra.

5.8 Anélises enziméaticas

5.8.1 Preparo das amostras para atividade de enzima s lipogénicas

As amostras de TAB SC, PE, RP e MS (aproximadamente 0,3 g), foram
suspensas em tampao de extracdo (na proporcdo de 1:3 peso/volume para a
gordura SC, e 1:1 peso/volume para as gorduras PE, RP e MS) contendo sacarose
(250 mM), EDTA (1 mM), DTT (1 mM), leupeptina (50 puM) e aprotinina (5 pM), pH
7,4. O material mantido em gelo foi homogeneizado em Polytron (PT 3100,
Kinematica AG, Littau-Lucerne, Suica) e centrifugado a 20.000 g a 4 °C. Apés a
centrifugacéo, o infranadante livre de gordura (fat cake free) foi utilizado para a
determinacdo da atividade enzimatica méxima. Para todas as enzimas, a
absorbancia a 340 nm foi medida em espectrofotbmetro, sendo o coeficiente de
extincdo para este comprimento de onda igual a 6,22. As proteinas foram

quantificadas pelo kit de ensaio proteico BCA® (PIERCE Biotechnology, Rockford, IL,
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Estados Unidos). Os resultados estdo expressos em nmol.mint.mg™ de proteina

presente no extrato.

5.8.2 Atividade maxima da enzima glicose-6-fosfato-  desidrogenase (G6PDH)

A atividade da G6PDH foi determinada segundo Bergmeyer et al. (1974),
como medida indireta da atividade enzimatica da G6PDH, pela producéo total de
NADPH pela via das pentoses-fosfato.

Para a reacdo enzimética, 15 ul de amostra foram adicionados a 270 pl de
tampao de ensaio contendo Tris-HCL (8,6 mM), MgC,.6H,0O (6,9 mM), NADP (0,4
mM) e Triton X-100 (0,05%, v/v), pH 7,6. A reacéo foi iniciada com a adicdo de 15 pl
de glicose-6-fosfato (1,2 mM) ao extrato enzimatico, e acompanhada por 10 minutos
a 25°C.

5.8.3 Atividade maxima da enzima acido graxo sintas e (FAS)

A atividade da FAS foi determinada segundo Bazin e Ferré (2001), como
medida da oxidag&o (consumo) total de NADPH.

O tampéo de ensaio utilizado (volume de 260 pl por pogo) consistiu de
KH,PO4 (100 mM), acetilCoA (100 uM) e NADPH (200 uM), pH 6,5. A reacéao foi
iniciada com a adicdo de 10 ul de malonil-CoA (600 uM) e KH,PO, ao extrato

enziméatico, sendo acompanhada por 10 minutos de leitura a 37 °C.

5.8.4 Atividade maxima da enzima malica (EM)

A atividade da EM foi determinada segundo método descrito por Bazin e Ferré
(2001). Para medir a atividade dessa enzima, foram utilizados 270 ul de tampé&o de
ensaio contendo Tris-HCL (200 mM), MgCL, 6H,O (20 mM) e NADP (0,2 mM), pH
7,4. A reacdao foi iniciada com a adicdo de 15 ul da solu¢do de malato (100 mM),
Tris-HCL (200 mM) e MgCL, 6H,O (20 mM), pH 7,4 ao extrato enzimatico e
acompanhada por 10 minutos a 37 °C.
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5.9 Analise da expressdo génica por reacdo em cadei a da polimerase
quantitativo — gPCR

5.9.1 Extracdo de RNA total

Amostras de 200 mg dos tecidos adiposos SC e MS foram homogeneizadas
em Polytron por 30 segundos com trizol (Trizol Reagent®, Invitrogen, Life
Technologies, PA, Estados Unidos), na propor¢cdo de 1 ml para cada 100 mg de
amostra, seguindo-se as especificacdes do fabricante. A seguir, 0s homogenatos
foram aliquotados em tubos de 1 ml e armazenados a -80 °C para posterior
extracao.

Na etapa da extracdo, as amostras foram incubadas por 5 minutos em
temperatura ambiente (15-25 °C) para permitir a completa dissolugédo dos complexos
nucleoproteicos. Em seguida, 0,2 ml de cloroférmio foram adicionados aos tubos,
agitando-se vigorosamente em vortex, por 15 segundos, com posterior incubacéo a
temperatura ambiente por 3 minutos. A mistura foi centrifugada a 1200 g por 15
minutos a 4 °C, e ao final foram formadas 3 fases. A fase aguosa superior, contendo
RNA, foi transferida para outro tubo e a purificagdo do RNA foi feita por coluna,
seguindo o protocolo do kit manufaturado PureLink RNA Mini kit® (Cat. No. 12183-
018A, Ambion by Life Technologies, Sado Paulo, SP, Brasil).

O RNA total foi quantificado em leitura espectrofotométrica em Quibit® 2.0
Fluorometer (Life Technologies) a 260 nm. Para analise da pureza do RNA, adotou-
se o calculo da razdo do valor da absorbancia a 260 nm pelo valor da absorbéancia a
280 nm (comprimento de onda definido para leitura de proteinas), onde se estipula
como razao ideal para aceitacdo da amostra o intervalo entre 1,6-2,0. Aliquotas de 8
ul de amostras contendo 1 pg de RNA total diluido em &gua DEPC foram
amazenadas a -80 °C.

Para confirmar a integridade do RNA extraido, 2 pg de cada amostra foram
submetidos a eletroforese em minigel de agarose 1% (em acido
morfolinopropanosulfénico [MOPS] 200 mM, acetato de s6dio 50 mM, EDTA 0,5mM,
pH 8,0; solucdo 10x concentrada, pH 7,0) com formaldeido 4% e corado com 1

png/ml de brometo de etidio (Figura 6).
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Figura 6 — Eletroforese em gel para verificar a integridade do RNA total extraido.

Gordura SC — grupo controle Gordura SC — grupo dexametasona

285 —>
185 =>

Gordura MS — grupo controle Gordura MS — grupo dexametasona

285 —>
1858 =>

285 =
185 =>

285 >
185 =2

As bandas ilustradas representam as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal.

5.9.2 Sintese de cDNA por transcri¢cao reversa

Na etapa inicial, pipetou-se 1 ul de tampao de DNAse (10x) e 1 ul da enzima
DNAse (1 U/1 pl) em tubos contendo 1 pg de RNA total. A mistura foi incubada a 25
°C por 15 minutos com a finalidade de evitar uma possivel amplificacdo de DNA
gendmico, que pode contaminar o RNA extraido. A seguir, adicionou-se 1 pl de
EDTA 25 mM e a mistura foi submetida a incubacdo a 65 °C por 10 minutos. Na
etapa seguinte (sintese de DNA), pipetou-se 1 ul de oligo DTs 146 ng/ul e 1 ul de
mistura de dNTPs 10 mM, seguido de incubacédo a 70 °C por 10 minutos. Apds esse
tempo, as amostras foram colocadas em gelo por 1 minuto, e entdo 5 pl de tampéao
da enzima transcriptase reversa (5x), 1 pl de ditiotreitol (DTT) 0,1 M e 1 ul da enzima

transcriptase reversa (Superscript® lIl,

Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil) foram
adicionados a mistura, que foi entdo incubada novamente. Na etapa final, as
amostras foram submetidas a incubacéo a 42 °C por 55 minutos e mais 15 minutos a
70 °C. As incubacdes foram realizadas em termociclador (Eppendorf®, Hamburg,
HH, Alemanha). O material obtido (cDNA) foi entdo mantido em freezer a -20 °C até

a realizacdo da proxima etapa — amplificacdo por PCR.

5.9.3 PCR quantitativo (real time)

Aliguotas de 1 ul de amostra de cDNA obtidas a partir da reacdo de RT foram

adicionadas a um mix contendo 3,65 pl de agua DEPC autoclavada, 0,5 pl de
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TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, coédigo do produto:
4304437, S&o Paulo, SP, Brasil), 0,35 pl de TagMan® Gene Expression Assay Mix
20x (para rato e especifico para cada gene) contendo os dois primers para PCR e
uma sonda MGB TagMan® marcada com FAM e um mix pré-formulado na
concentragdo de 20x, na concentracdo final 1x de 250 nM de sonda e 900 nM de
cada primer (a tabela 1 mostra a lista dos kits inventariados utilizados com seus

respectivos numeros de catalogo).

Tabela 1 — Lista de kits inventariados (Applied Biosystems, TagMan® Gene
Expression Assay Mix 20x)

Gene Sigla de catalogo N° de catalogo
Acido Graxo Sintase FASN Rn_00569117
Acetil-CoA Carboxilase ACACA Rn_ 00573474
ATP-citrato liase ACLY Rn_00566411
Glicose-6-Fosfato Desidrogenase G6PDH Rn_00566576
Enzima Malica ME1 Rn_00561502
11B-Hidroxiesteroide desidrogenase 1 11HSB1bl Rn_ 00567167
B-actina ACTB Rn_00667869
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 HPRT-1 Rn_01527840
ribosomal protein L37a RPL 37a Rn_02114291

Fonte: Life Technologies

As reacdes de PCR foram realizadas em aparelho StepOnePlus® Real Time
PCR System (Applied Biosystems). A reacdo de PCR iniciou-se com um periodo de
2 minutos para ativacdo da AmpErase® UNG seguida de 10 minutos a 95 °C para a
ativacdo da AmpliTagq Gold® DNA Polymerase. Essa fase s6 ocorreu no primeiro
ciclo de reacdo. As etapas seguintes envolveram desnaturacdo da fita de cDNA a
temperatura de 95 °C por 15 segundos, seguida da fase de anelamento do primer e
extensao da fita por 1 minutos na temperatura de 60 °C. Essas 2 fases se repetiram
a cada ciclo por 40 ciclos.

A analise da expressédo génica foi realizada por quantificacdo relativa pelo

método de Ct comparativo (AACy).
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5.9.4 Quantificacdo relativa — Método de C 1 comparativo ( AACr)

Analise comparativa entre a expressdo do gene alvo normalizada por um
controle endogeno (housekeeping).

Resumidamente, para cada condicdo acima descrita, foram calculados o0s
valores de ACt para cada gene de interesse [ACt = Cy(gene alvo) — Cy(controle
endogeno)]. Em seguida, tomando-se como referéncia os valores de ACt do grupo
controle, calcularam-se os valores de AACt [AACt = AC+r(gene) - (média geométrica
do ACt do grupo controle)]. A partir do resultado obtido, foi calculado o contetdo
relativo de RNAm do gene estudado (Contetdo relativo = 27 24¢T),

Valores sé@o apresentados como contetdo normalizado de RNAm do gene de

interesse relativo a média do grupo controle.

5.9.5 Selec¢do de controladores enddgenos (housekeep  ing)

Realizou-se reacdes de qPCR para cada possivel controle endégeno: B-actina
(ACTB), hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT-1) e ribosomal protein
L37a (RPL 37a), utilizando-se amostras dos animais submetidos ao protocolo
experimental da pesquisa (CON e DEX). Os resultados foram submetidos a analise
estatistica para a escolha, utilizando-se amostras de controle endégeno com menor
variagcao para o protocolo experimental da pesquisa; que nesses tecidos e para esse
modelo experimental foi RPL.

5.10 Tratamento estatistico dos dados

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Para verificar as diferencas entre os grupos nos valores de Kitt, area sob a curva,
além do tamanho das células, estruturas, determina¢des bioquimicas e hormonais,
e atividade maximas das enzimas e expressao génica, foi aplicado teste “t” Student
nao-pareado, quando os dados foram paramétricos, e o teste de Mann-Whitney
guando os dados foram nao-parameétricos. Para o experimento “in vitro”, foi aplicado
ANOVA two-way para medidas repetidas para comparar a ingestdo alimentar e

hidrica, curva de oGTT e ivITT, além dos testes basal e maximo intra e entre grupos.
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A esfericidade dos dados foi verificada por meio do teste de Mauchly, e quando os
valores foram significativos, a correcdo de Greenhouse-Geisser foi utilizada. Quando
o valor de F foi significante, a analise foi complementada por meio do teste de post
hoc de Bonferroni para identificar as diferencas pontuais. Os dados estao expressos
como média + EP. A significancia foi fixada em P < 0,05. O software utilizado foi o
Graph Prism 5.0° (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, Estados Unidos).
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6 RESULTADOS

6.1 Peso corporal

Ao longo das 4 semanas de tratamento, o peso corporal dos animais foi
mensurado uma vez por semana. Houve diminui¢céo significativa do peso corporal no
grupo DEX comparado ao grupo CON nas duas ultimas semanas de tratamento
(semanas 3 e 4). O grupo CON apresentou aumento de peso corporal a cada
semana, enquanto que o grupo DEX apresentou reducdo de peso significante

somente na primeira semana de tratamento (Figura 7).

Figura 7 — Evolucdo do peso corporal dos animais ao longo das 4 semanas de
tratamento (n = 10).
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* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05); ” Diferenca significativa em relacdo a semana 0 (P <
0,05). Dados estdo expressos como média + EP.

Ao analisar o ganho de peso (peso ao final do periodo experimental subtraido
pelo peso inicial), houve diferenca estatistica entre os grupos, com 0s animais do
grupo DEX praticamente mantendo seu peso corporal ao longo do tratamento (CON
=46,8+3,99; DEX=6,2+3,8g, P<0,05).

6.2 Ingestao alimentar e hidrica

Apesar do aumento do peso corporal do grupo CON, ndo houve diferenca no

consumo alimentar entre os grupos ao longo do tratamento (Figura 8 A). Da mesma

forma, a ingestdo hidrica também n&o apresentou diferenca significativa entre os
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grupos. Somente o grupo CON apresentou diferenca significativa entre as semanas
2,3 e 4 emrelacdo a semana 1 (P < 0,05) (Figura 8 B).

Figura 8 — Ingestdo alimentar (A) e ingestao hidrica (B) ao longo das 4 semanas de
tratamento (n = 10).
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* Diferenca significativa em relacéo a semana 1 (P < 0,05). Dados estdo expressos como média + EP.

6.3 Teste de tolerancia a glicose oral (0GTT) e tes te de tolerancia a insulina

intravenosa (iviTT)

Para verificar se 0s animais estavam intolerantes a glicose e resistentes a
insulina, que séo algumas das caracteristicas do quadro de sindrome de Cushing,
foram aplicados os testes oGTT e ivITT nesses animais. Houve diferenca na area
sob a curva entre os grupos no teste oGTT, indicando que os animais tratados com
dexametasona estavam intolerantes a glicose (Figura 9 A), além de diferenca entre
os tempos 10 e 15 minutos (P < 0,05). Por outro lado, ndo houve diferenca nos
valores obtidos a partir do teste ivITT, tanto entre os tempos do teste, quanto no Kitt
(Figura 9 B). Os testes foram feitos em dois dias, sendo que em cada dia 5 animais
de cada grupo era testado. Como nao foi encontrada nenhuma tendéncia sequer no
teste ivITT no primeiro dia de teste, optamos em ndo submeter os outros animais ao

teste devido seu carater estressante e para ndo correr o risco de “perder” animais.
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Figura 9 — A — Teste de Tolerancia a Glicose oral (0GTT) (n = 10); inset: valores de
area sob a curva. B — Teste de Tolerancia a Insulina intravenosa (iviTT)
(n = 5); inset: valores de Kitt.
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* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05); Barra em branco — grupo Controle, Barra em preto —
grupo Dexametasona. Dados estédo expressos como média + EP.

Em outra analise feita, quando se dividiu a curva do teste de oGTT em duas
partes, sendo uma do tempo 0 a 15 minutos, e a outra do tempo 15 a 90 minutos,
somente a primeira parte da curva apresentou diferenca significativa entre os grupos
na area sob a curva (P < 0,05; Figura 10 A); enquanto que na segunda parte do
teste ndo houve diferenca (P > 0,05; Figura 10 B). Isso indica que o excesso de

dexametasona pode ter alterado as fases de liberacdo de insulina pelo pancreas.
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Figura 10 — A — Curva de oGTT e area sob a curva do tempo 0 a 15 minutos (n =
10); B — Curva de oGTT e area sob a curva do tempo 15 a 90 minutos (n

= 10)
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* Diferenca significativa em relacdo a semana 1 (P < 0,05). Dados estdo expressos como média + EP.

Apesar de néo ter havido diferenca no teste de ivITT,, os valores de insulina

analisados durante o teste de oGTT apresentaram diferenca significativa entre os

grupos (Figura 11). Foram coletadas amostras de sangue nos tempos 0, 15, 30 e 60

minutos, e a insulina plasmatica foi dosada. Houve diferenca significativa entre os

grupos nos tempos 15 e 30 minutos, com o grupo DEX apresentando maiores

valores de insulina (P < 0,05). Também foi verificada diferenca significativa entre os

grupos na area sob a curva. Além disso, o grupo DEX também apresentou diferenca

significante nos tempos 15, 30 e 60 minutos em relacdo ao tempo 0, sendo que essa

diferenca nao foi vista no grupo CON (Figura 11).



58

Figura 11 — Valores de insulina plasmatica ao longo do teste de oGTT (n = 10);
inset: valores de area sob a curva.

200
5= 150 x
Q
2 100
44 * * A —
- # # 50
S
g’ 0 Cont'role Dexametasona
#
£ 2-
=
2
- e/?_\—ﬁ\g
C L) ) ) Ll
0 15 30 60
Tempo (min)

* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05); ” Diferenca significativa em relagéo ao tempo 0 (P <
0,05). Dados estdo expressos como média + EP.

6.4 Caracteristicas corporais

Um dos efeitos do uso excessivo de glicocorticoides é a diminuicdo do
crescimento 0sseo. No final das 4 semanas de tratamento, o0 comprimento naso-anal
dos animais foi mensurado, e o grupo DEX foi significativamente menor em relacéo
ao grupo CON (CON =24,8 +0,2 cm; DEX = 23,8 £0,2 cm).

Além dos coxins adiposos, durante o sacrificio as glandulas adrenais e o
muasculo soleo esquerdo também foram retirados e pesados. Uma das
caracteristicas da sindrome de Cushing, que nos permitiria ver logo no momento do
sacrificio se o tratamento administrado aos animais foi eficiente era a diminui¢cdo do
tamanho das glandulas adrenais.

Foi encontrada diferenca significativa no peso das glandulas adrenais, tanto

na direita quanto na esquerda (P < 0,05) (Figura 12).
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Figura 12 — Peso e representacdo das adrenais direita e esquerda apos 4 semanas
de tratamento (n = 10).
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* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05). A — Adrenal direita — DEX; B — Adrenal esquerda —
DEX; C — Adrenal direita — CON; D — Adrenal esquerda — CON. Dados estao expressos como média
+ EP.

Além disso, no quadro de sindrome de Cushing também ocorre perda de
massa muscular. No presente estudo, houve uma reducéo significativa no peso
absoluto do musculo s6leo no grupo tratado (CON = 0,1454 + 0,01 g; DEX = 0,1339
+ 0,001 g, P < 0,05); porém, quando foi considerado o peso do musculo soleo
relativo ao peso corporal a diferenca entre os grupos desapareceu (CON = 0,0373 =
0,0011 g; DEX = 0,0380 + 0,0008 g, P > 0,05), indicando que nao houve perda da

massa do musculo séleo com tratamento.

6.5 Determinag8es bioguimicas

As concentracfes plasmaticas de glicose, triglicérides, colesterol total e suas
frac6es foram analisadas no soro dos animais (Tabela 2). Em todas as analises, 0
grupo DEX apresentou valores significativamente maiores que do grupo CON (P <
0,05).

Além dos niveis citados acima, também foi analisado a concentracao sérica
de hormdnios, como a insulina, leptina, adiponectina, além da corticosterona. O
grupo DEX apresentou maiores valores plasmaticos de insulina, leptina e
adiponectina quando comparado ao grupo CON (P < 0,05). Ja a corticosterona foi
significativamente menor no grupo tratado em relagéo ao grupo controle (P < 0,05).
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Esse resultado comprova que o tratamento administrado foi eficaz para bloquear o
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeito de 4 semanas de tratamento com dexametasona sobre os niveis
de glicose plasmatica, perfil lipidico e hormonios séricos (n = 10).

Controle Dexametasona
Glicose (mg/dL) 104 £3,5 146 £6,9*
Triglicérides (mg/dL) 29,5+3,8 43,6 +5,3*
Colesterol total (mg/dL) 28,4 £ 3,3 47,0 £ 3,0*
LDL-c (mg/dL) 16,5+1,6 21,2+25
HDL-c (mg/dL) 10,8+1,1 17,1 £0,8*
VLDL-c (mg/dL) 59+0,8 8,7+1,1*
Corticosterona (ng/mL) 337,4 £15,2 140,5+10,1*
Insulina (ng/mL) 1,16 £ 0,2 5,09 +1,2*
Leptina (ng/mL) 2,89+0,3 4,59 + 0,5*
Adiponectina (ug/mL) 3,22+0,2 4,63 +0,2*

* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05). Dados estédo expressos como média + EP.

6.6 Coxins adiposos

Apés eutanasia, os coxins adiposos SC, PE, RP e MS foram retirados e
pesados. Quando se comparou o peso absoluto das gorduras, ndo houve diferenca
entre 0s grupos nos diferentes coxins adiposos (P > 0,05) (Figura 13 A). Ja quando
os coxins foram analisados em relacdo ao peso relativo (por 100 g do peso
corporal), houve tendéncia dos coxins PE, RP e MS serem maiores no grupo DEX
em relacdo ao grupo CON (P = 0,07) (Figura 13 B).
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Figura 13 — A — Peso total dos coxins adiposos ao final das 4 semanas de
tratamento. B — Peso dos coxins adiposos relativo ao peso corporal
dos animais (n = 10).
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Dados estdo expressos como média + EP.

Os adipdcitos dos coxins RP e MS apresentaram maior volume no grupo DEX
(P < 0,05). Além dos coxins mais viscerais, 0s adipdcitos da gordura SC também
apresentaram maior volume quando comparado ao grupo CON (P < 0,05). Ja a

gordura PE n&o apresentou diferenca entre os grupos (Figura 14).

Figura 14 — Volume dos adipdcitos dos diferentes coxins adiposos ao final das 4
semanas de tratamento (n = 10).
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* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05). SC — subcuténeo; PE — periepididimal; RP —
retroperitoneal; MS — mesentérica. Dados estdo expressos como média + EP.

Em relacdo ao diametro das células, o comportamento foi semelhante, com os
coxins SC (CON =429 +2,1 um; DEX =455 +2,0 um), RP (CON =494 £ 2,3 um,;
DEX = 54,4 + 3,9 um) e MS (CON = 36,2 + 3,3 um; DEX = 40,8 £ 2,6 um)
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apresentando diametros estatisticamente maiores no grupo DEX (P < 0,05),
enquanto que a gordura PE (CON = 48,7 = 3,4 um; DEX = 49,4 + 2,7 um) né&o
apresentou diferenca alguma entre os grupos (P > 0,05).

A celularidade, que corresponde a estimativa do numero de adipécitos dos
coxins adiposos, também apresentou diferenca estatistica nos coxins SC, RP e MS
entre os grupos (P < 0,05); porém dessa vez, os valores foram estatisticamente

menores no grupo DEX quando comparados ao grupo CON (Figura 15).

Figura 15 — Celularidade dos diferentes coxins adiposos ao final das 4 semanas de
tratamento (n = 10).
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* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05). SC — subcutdneo; PE — periepididimal; RP —
retroperitoneal; MS — mesentérica. Dados estdo expressos como média + EP.

A partir dos resultados mostrados acima, em que os animais do grupo DEX
apresentaram maiores volumes celulares dos adipdcitos SC, RP e MS, e também
apresentaram diferenca entre a celularidade (menor numero de células), podemos
inferir que esse aumento na massa adiposa ocorreu por hipertrofia dos adipécitos.
Abaixo, segue a representacdo do tamanho dos adipdcitos nos diferentes coxins

adiposos em cada um dos dois grupos (Figura 16).
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Figura 16 — Representacdo do tamanho dos adipécitos dos diferentes coxins nos
grupos.
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6.7 Testes biologicos

6.7.1 Oxidacdo de D-[U- **C]-glicose at¢ **CO,

No teste de oxidacdo de glicose, a gordura SC apresentou diferenca
estatistica entre os valores basal e estimulado com insulina nos dois grupos, e
também houve diferenca estatistica nos valores maximamente estimulados entre os
dois grupos (P < 0,05), indicando que a gordura SC do grupo DEX apresentou uma
maior capacidade de oxidar glicose quando comparado com o grupo CON (Figura
17).

Ja na gordura PE foi encontrada diferenca somente entre o valor basal e
estimulado dentro dos proprios grupos (P < 0,05), e ndo houve diferenca entre os
grupos em nenhum dos valores (Figura 17). A gordura RP apresentou resposta
semelhante ao coxim PE, ndo apresentando diferenca entre os grupos (P > 0,05)
(Figura 17).

Ja a gordura MS, além de apresentar diferenca significante entre o valor basal

e maximo dentro do proprio grupo, apresentou diferencas significativas entre os
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valores basais e estimulados com insulina entre os grupos (P < 0,05) (Figura 17),

indicando que o tratamento alterou a condicdo metabdlica desse coxim.

Figura 17 — Oxidacdo de D-[U-**C]-glicose até *CO, nos adipécitos dos coxins
adiposos SC, PE, RP e MS ao final das 4 semanas de tratamento (n =
10).
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periepididimal; RP — retroperitoneal; MS — mesentérica. Dados estdo expressos como média + EP.

Outra maneira interessante de olhar os dados é comparando-os entre 0s
diferentes coxins em uma mesma condicdo. Por exemplo, quando comparada
somente a condicdo basal, somente a gordura MS apresentou diferenca entre
grupos, com o grupo DEX oxidando mais gordura na condicdo basal que o grupo
CON (P < 0,05) Quando a mesma andlise foi feita, porém na condicdo maximamente
estimulada pela insulina, os coxins SC, RP e MS apresentaram diferenca entre os
grupos, mais uma vez com o grupo DEX sendo maior que o grupo controle (P <
0,05) (Figura 18).
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Figura 18 — Oxidacdo de D-[U-**C]-glicose até **CO., nos adipécitos dos coxins
adiposos SC, PE, RP e MS ao final das 4 semanas de tratamento, nas
condicbes basal (A) e maximamente estimulada pela insulina (B)
separadamente (n = 10).
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* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05). SC — subcuténeo; PE — periepididimal; RP —
retroperitoneal; MS — mesentérica. Dados estdo expressos como média + EP.

6.7.2 Incorporacdo de D-[U- '*C]-glicose em triacilgliceréis

A partir desse teste podemos avaliar, a quantidade de glicose que é
incorporada no TAG. Na gordura SC foi encontrada diferenca estatistica somente
entre o basal e o estimulado com insulina em ambos os grupos (P < 0,05) (Figura
19). O mesmo comportamento foi observado no coxim PE (P < 0,05) (Figura 19).

Ja nas gorduras mais viscerais, representadas pelos coxins RP e MS, além
da diferenca entre o valor basal e maximo nos proprios grupos, houve uma maior
capacidade lipogénica no grupo DEX em relagéo ao grupo CON quando os mesmos

foram estimulados com insulina (P < 0,05) (Figura 19).
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Figura 19 — Incorporacdo de D-[U-**C]-glicose em triacilglicerdis nos adipécitos dos
coxins adiposos SC, PE, RP e MS ao final das 4 semanas de
tratamento (n = 10).
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* Diferenca significativa entre basal e insulina; * Diferenca significativa entre as condicdes estimuladas
(P < 0,05). SC — subcutaneo; PE — periepididimal; RP — retroperitoneal; MS — mesentérica. Dados
estao expressos como média + EP.

Novamente, olhando os dados de forma individual, na condigéo basal o grupo
DEX apresentou tendéncia de maior lipogénese no coxim MS quando comparado
com o grupo CON (P = 0,069). Ja na condicdo estimulada pela insulina, tanto o
coxim RP guanto o MS apresentara maior lipogénese no grupo DEX, indicando que
0S coxins mais viscerais possuiam maior capacidade lipogénica nos animais

tratados com dexametasona (Figura 20).
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Figura 20 — Incorporacdo de D-[U-**C]-glicose em triacilglicerdis nos adipécitos dos
coxins adiposos SC, PE, RP e MS ao final das 4 semanas de
tratamento, nas condicbes basal (A) e maximamente estimulada pela
insulina (B) separadamente (n = 10).
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* Diferenca significativa entre grupos (P < 0,05). SC — subcuténeo; PE — periepididimal; RP —
retroperitoneal; MS — mesentérica. Dados estdo expressos como média + EP.

6.7.3 Incorporacdo de D-[U- '*C]-glicose em acidos graxos de triacilgliceréis

O teste de incorporacdo de D-[U-**C]-Glicose em AG livres de TAG permite a
analise do que chamamos de sintese de novo de AG (lipogénese de novo), que
indica a quantidade de glicose que é incorporada a por¢cao AG do TAG.

A gordura SC néo apresentou nenhuma diferenca no teste, seja entre o valor
basal e maximo nos grupos ou seja entre 0s grupos, indicando que o tratamento
com glicocorticoide nao influenciou esse coxim (P > 0,05) (Figura 21). Na gordura
PE, somente foi encontrada diferenca significativa entre o valor basal e o estimulado
no grupo DEX (P < 0,05) (Figura 21).

Mais uma vez, as gorduras centrais foram as mais responsivas ao tratamento
com glicocorticoide, sendo que os coxins RP e MS apresentaram diferenca
significativa entre seus valores basais e maximamente estimulados no grupo DEX,
além desses valores estimulados serem significativamente maiores que nos animais
controles (P < 0,05) (Figuras 21).
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Figura 21 — Incorporacdo de D-[U-'*C]-glicose em &cidos graxos de triacilglicerdis
nos adipdcitos dos coxins adiposos SC, PE, RP e MS ao final das 4
semanas de tratamento (n = 10).
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Mais uma vez, a analise separada pelas condicbes mostrou diferenca
significativa na condicdo basal no coxim RP e MS no grupo DEX em relacdo ao
grupo CON (P < 0,05). J& na condi¢cdo estimulada pela insulina, os coxins RP e MS
apresentaram diferenca significativa entre os grupos (Figura 22).
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Figura 22 — Incorporacdo de D-[U-'*C]-glicose em &cidos graxos de triacilglicerdis
nos adipdcitos dos coxins adiposos SC, PE, RP e MS ao final das 4
semanas de tratamento, nas condicbes basal (A) e maximamente
estimulada pela insulina (B) separadamente (n = 10).
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6.7.4 Incorporacdo de D-[U- '*C]-glicose em glicerol de triacilgliceréis

A incorporacdo de D-[U-**C]-Glicose em glicerol de TAG somente apresentou

diferenca estatistica no valor basal e estimulado nos grupos (P < 0,05) (Figura 23).

Esse comportamento foi visto nos quatro coxins adiposos estudados. A Unica

diferenga observada é

gordura MS.

é em relagcdo a amplitude de incorporacao, que foi maior na
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Figura 23 — Incorporacéo de D-[U-'*C]-glicose em glicerol de triacilgliceréis nas nos
adipdcitos dos coxins adiposos SC, PE, RP e MS ao final das 4

semanas de tratamento (n = 10).
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* Diferenca significativa entre basal e insulina (P < 0,05). SC — subcutaneo; PE — periepididimal; RP —

retroperitoneal; MS — mesentérica. Dados estdo expressos como média + EP.

Analisando separadamente, tanto a condicdo basal, quanto a maximamente

estimulada pela insulina ndo apresentaram diferencga significante entre grupos (P >
0,05) (Figura 24).
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Figura 24 — A incorporacdo de D-[U-**C]-Glicose em glicerol de triacilgliceréis nos
adipdcitos dos coxins adiposos SC, PE, RP e MS ao final das 4
semanas de tratamento, nas condi¢cdes basal (A) e maximamente
estimulada pela insulina (B) separadamente (n = 10).
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Nao houve diferenca significativa entre grupos (P > 0,05). SC — subcutaneo; PE — periepididimal; RP
— retroperitoneal; MS — mesentérica. Dados estdo expressos como média + EP.

6.8 Anélises enzimaticas

A via de sintese de AG apresenta uma grande quantidade de enzimas
atuantes. No presente estudo, a atividade maxima de duas enzimas relacionadas
com a sintese local de TAG propriamente dita (FAS) e de outras duas enzimas
relacionadas com a producdo de um importante cofator (NADPH) para a sintese de
AG (G6PDH e EM), foi avaliada nos quatro diferentes coxins adiposos.

No coxim SC, a enzima FAS nao apresentou diferenga significativa entre
grupos (Figura 25). Da mesma forma, as enzimas G6PDH e EM também nao

apresentaram diferenca significativa entre os grupos (P > 0,05).



72

Figura 25 — Atividade enzimatica maxima no tecido subcutaneo (n = 10).
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Subcutaneo. Dados estdo expressos como média + EP.

Ja no depodsito PE, a atividade maxima das enzimas FAS e G6PDH foi
significativamente maior no grupo DEX (P < 0,05). Da mesma forma que no coxim
SC, a atividade maxima da enzima ACL ndo apresentou diferenca entre os grupos
(P > 0,05), mesmo comportamento encontrado na atividade maxima da EM (P >
0,05) (Figura 26).

Figura 26 — Atividade enzimatica maxima no tecido periepididimal (n = 10).
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Acido Graxo Sintase; G6PDH - Glicose-6-Fosfato Desidrogenase; PE — Tecido Adiposo
Periepididimal. Dados estéo expressos como média + EP.

No tecido retroperitoneal, ndo foram encontradas diferencas nas atividades
maximas das enzimas FAS e G6PDH entre os grupos (P > 0,05), enquanto que a
EM apresentou maior atividade no grupo tratado em comparacao ao grupo CON (P <
0,05) (Figura 27).
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Figura 27 — Atividade enzimatica maxima no tecido retroperitoneal (n = 10).
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Acido Graxo Sintase; G6PDH - Glicose-6-Fosfato Desidrogenase; RP — Tecido Adiposo
Retroperitoneal. Dados estédo expressos como média + EP.

JA& no coxim MS, a atividade méaxima de todas as enzimas foi

significativamente maior no grupo DEX em relacdo ao grupo CON (P < 0,05) (Figura

28).

Figura 28 — Atividade enzimatica maxima no tecido mesentérico (n = 10).
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A partir dos resultados das atividades enziméticas pode-se inferir que a EM

parece ter um papel fundamental provendo o cofator NAPDH para a sintese de AG

nas gorduras RP e MS (viscerais).

6.9 g-PCR

ApoOs a andlise da atividade enzimatica maxima, verificamos que as principais

diferencas foram encontradas nos coxins SC e MS, portanto a analise da expresséo
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génica por gPCR de algumas das enzimas lipogénicas foi feitas somente nesses
dois coxins.

Tanto no coxim SC quanto no coxim MS, a expressao génica das enzimas
envolvidas na via lipogénica propriamente dita foi significativamente maior no grupo
DEX quando comparado com o grupo CON, corroborando o dado de atividade

enzimatica maxima (Figura 29) (P < 0,05).

Figura 29 — Expressao génica das enzimas lipogénicas nos coxins SC e MS apos 4
semanas de tratamento (n = 6).
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* diferenca significativa entre grupos. (P < 0,05). Dados estdo expressos como média + EP. ACL —
ATP-citrato liase; ACC — Acetil-CoA Carboxilase; FAS — Acido Graxo Sintase; SC — Tecido Adiposo
Subcutaneo; MS — Tecido Adiposo Mesentérico. Dados estdo expressos como média * EP.
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Ao analisar a expressdo génica das enzimas G6PDH e EM, que séao
importantes fornecedores do cofator NADPH, também foi encontrada diferenca
significativa em ambos os coxins adiposos estudados, sendo que a expressao

génica foi maior no grupo DEX (P < 0,05) (Figura 30).

Figura 30 — Expressao génica das enzimas G6PDH e Méalica nos coxins SC e MS
apos 4 semanas de tratamento (n = 6).
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* diferenca significativa entre grupos. (P < 0,05). Dados estdo expressos como média + EP. G6PDH —
Glicose-6-Fosfato Desidrogenase; SC — Tecido Adiposo Subcutaneo; MS - Tecido Adiposo
Mesentérico. Dados estao expressos como média + EP.

Além das enzimas que fazem parte da sintese de novo de AG, a expressao
génica da enzima 11p-HSD1, que é responsavel por converter a corticosterona na
sua forma ativa também foi analisada. Nao foi encontrada diferenca entre os grupos

nos dois coxins adiposos estudados (P > 0,05) (Figura 31).
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Figura 31 — Expressao génica da enzima 11p-HSD1 nos coxins SC e MS apos 4

semanas de tratamento (n = 6).
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7 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi verificar as adaptaces especificas das gorduras
viscerais induzidas pela acdo excessiva de glicocorticoides. Porém no primeiro
momento, buscou-se padronizar o quadro iatrogénico de sindrome de Cushing para
entdo investigar o papel do excesso de glicocorticoides sobre a lipogénese e sintese
de novo de AG em diferentes territérios adiposos.

7.1 Caracterizacao do modelo experimental

A dexametasona € um potente glicocorticoide sintético que pode promover
alteracdes tanto no metabolismo dos carboidratos quanto no dos lipideos, além de
atuar em outros tecidos, sendo seu efeito dose-dependente (Rafacho et al., 2008).
Ao administrar um glicocorticoide exdgeno, o0 eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal é
afetado, fazendo que, por feedback negativo, o hipotdlamo deixe de liberar o
horménio liberador de corticotropina, responsavel pela sintese do horménio
adrenocorticotropico (ACTH), deixando este de atuar sobre a glandula adrenal.
Uma vez que as adrenais ndo sao mais estimuladas pelo ACTH, ocorre atrofia.

Como um dos objetivos do estudo era padronizar o quadro de sindrome de
Cushing, uma das principais caracteristicas, a atrofia das adrenais, realmente se
verificou no grupo DEX. Além da atrofia das glandulas, espera-se que as
concentracbes séricas de corticosterona dos animais do grupo DEX estejam
significativamente menor que no grupo CON. Esse menor valor plasmatico de
corticosterona foi verificado nos animais tratados com dexametasona, corroborando
outros estudos que também usaram a dexametasona como glicocorticoide exdgeno
(Rafacho et al., 2008; Zakrzewska et al., 1999), sendo que os valores plasmaticos
de corticosterona no presente estudo reduziram em torno de 58%. Dessa forma, o
tratamento aplicado parece ter atingido o efeito esperado no que diz respeito a
concentracao de corticosterona.

Entre os outros efeitos da dexametasona esta a perda de peso corporal. Ha
estudos indicando uma tendéncia de perda de peso corporal em animais tratados
com dexametasona (Bouillon et al., 1980; Severino et al., 2002), enquanto outros

verificaram uma perda de peso significante (Barel et al., 2010). No presente estudo,
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0S animais tratados com dexametasona nao apresentaram diferenca no peso
corporal ao longo das 4 semanas de tratamento quando comparando os dados
brutos. No entanto, ao comparar o ganho de peso (peso final — peso inicial), essa
diferenca ficou evidente, com o grupo DEX ganhando apenas 6 g de peso corporal
comparado com o grupo CON (que ganhou 46 g), corroborando os resultados de
outros estudos na literatura (Barel et al., 2010; Campbell et al., 2011).

Ja foi mostrado que os glicocorticoides aumentam a expresséo do gene ob e
a secrecédo de leptina in vivo em ratos (Bradley, Cheatham, 1999; Murakami et al.,
1995). A leptina é um hormdnio liberado pelo tecido adiposo, que sinaliza o status
das reservas energéticas ao sistema nervoso central para regular o apetite e o gasto
energético (Villanueva, Myers, 2008). No presente estudo, ndo houve diferenca na
ingestdo alimentar entre 0s grupos, porém o0s animais que receberam
dexametasona apresentaram uma tendéncia a comer menos que 0 grupo controle.
Campbell et al. (2011) também verificaram que os animais que receberam um pellet
com corticosterona consumiram menos ragdo que 0s controles. Interessantemente,
os animais do grupo DEX também apresentaram uma tendéncia a ingerir menos
agua que o grupo CON.

A reducéo na ingestdo alimentar e do peso corporal em animais tratados com
dexametasona ja foram reportados em outros estudos (Barel et al., 2010; Jahng et
al., 2008; Novelli et al., 2008), e é mostrada estar relacionada com aumento nos
niveis circulantes de leptina. Nossos resultados corroboram a literatura, uma vez
gue os animais do grupo DEX apresentaram maiores niveis circulantes de leptina. A
leptina atua em neurbnios orexigenos (neuropeptideo Y [NPY] e peptideo
relacionado ao gene Agouti) e anorexigenos (horménios estimulante de melandcito
alfa e transcrito regulado por cocaina e anfetamina) localizados no ndcleo arqueado,
regulando a ingestao alimentar. Foi mostrado que a dexametasona diminui os niveis
de NPY no ndcleo arqueado quando administrada intraperitonealmente, e dessa
forma, diminuiu a ingestdo alimentar dos animais. Por outro lado, quando a
dexametasona € infundida de forma intracerebroventricular, os animais apresentam
aumento na ingestdo e peso corporal, aumentando os niveis desse neurbnio
(Zakrzewska et al., 1999). Portanto, a forma de induc&o dos glicocorticoides também

parece influenciar a resposta de ingestao alimentar do organismo.
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A literatura também registra que o tratamento com glicocorticoides aumenta a
liberacdo de leptina pelo tecido adiposo (Bradley et al., 1999; Jahng et al., 2008).
Dessa forma a tendéncia de maior quantidade de tecido adiposo encontrada nos
animais tratados com dexametasona pode estar contribuindo para essa maior
concentracdo de leptina plasmatica.

Véarios estudos ja demonstraram que o0s glicocorticoides diminuem a
concentracdo e a expressdo da adiponectina (horménio produzido exclusivamente
pelo tecido adiposo), tanto in vitro quanto em modelos animais (Fasshauer et al.,
2002; Shi et al.,, 2010). Ao analisar os dados de adiponectina plasmatica dos
animais tratados com dexametasona, ficamos surpresos com a alta concentracdo
plasmatica encontrada nesses animais. Contudo, essa alta concentracéo plasmatica
de adiponectina corrobora os dados de Shinahara et al. (2009) que também
verificaram altos niveis plasmaticos de adiponectina em camundongos transgénicos
gue superexpressavam CRH, porém seus niveis de RNAmM estavam diminuidos.
Uma possivel explicacdo para esse resultado € que os glicocorticoides de alguma
forma inibiram a degradacdo da adiponectina plasmatica ou induziram resisténcia a
adiponectina, o que mantém seus niveis aumentados. Outras analises sao
necessarias para a confirmacado dessas suposicoes.

Além da influéncia sobre o peso corporal, os glicocorticoides podem atuar
sobre o metabolismo da glicose, dos lipideos e das proteinas, sendo a atrofia das
fibras musculares uma das caracteristicas mais predominantes (Ahtikoski et al.,
2004; Fernandez-Rodriguez et al., 2009). No presente estudo, o peso do musculo
séleo entre os grupos apresentou diferenca estatistica, porém quando esse dado foi
corrigido pelo peso corporal essa diferenca desapareceu. Esse resultado esta de
acordo com Barel et al. (2010), que também néo verificaram diminuicdo no peso do
musculo so6leo de ratos submetidos tanto ao tratamento com dexametasona (1
mg/kg/d, ip, 10 dias), quanto ao exercicio fisico (corrida em esteira a 60% da
capacidade fisica, 8 semanas); enquanto que o peso dos musculos tibial anterior e
extensor longo dos dedos foi diminuido pelo tratamento com esse glicocorticoide,
demonstrando que a dexametasona atinge principalmente musculos com
predominancia de fibras brancas. Outra caracteristica do excesso de
glicocorticoides observada nos nossos animais foi 0 menor comprimento naso-anal,

demonstrando os efeitos dos glicocorticoides sobre o crescimento.



80

7

O excesso de glicocorticoides € frequentemente usado para induzir
resisténcia a insulina farmacoldgica em ratos, levando-se em consideracdo a dose e
o tempo de administracdo (Angelini et al., 2010; Rafacho et al., 2008; Severino et
al., 2002). No presente estudo, apés 3 semanas de tratamento, 0s animais que
receberam dexametasona ndo apresentaram essa caracteristica a julgar pelo
resultado do teste de tolerancia a insulina intravenosa. Esse resultado corrobora os
de Novelli et al. (2008), que trataram animais durante trés semanas com
dexametasona (0,125 mg/kg pc) e também n&do encontraram resisténcia a insulina.
Porém, apds a quarta semana de tratamento (chegando ao final do periodo
experimental), os valores de insulina plasmatica foram significativamente maiores
nos animais tratados, indicando que eles se tornaram resistentes a insulina. Esses
dados realmente refletem o quadro de resisténcia a insulina induzida pelos
glicocorticoides, em que ha hiperglicemia e hiperinsulinemia moderada (Zakrzewska
et al., 1999).

Ao analisar mais especificamente a curva do teste de oGTT, verifica-se que
ha um aumento inicial da glicemia, e, ao final do teste, os animais de ambos os
grupos apresentam o mesmo valor de glicemia. Adicionalmente, a area sob a curva
entre os pontos 0 a 15 minutos foi maior nos animais tratados com dexametasona
quando comparado aos controles (Figura 10). Essa maior concentracao de glicose
no inicio do teste poderia estar relacionado com a perda da primeira fase de
liberacdo de insulina, e um aumento da segunda fase de liberacdo. Estudos usando
modelo animal e humanos ja relataram que a perda desse primeiro pico de liberagédo
de insulina esta diretamente relacionado com o surgimento de diabetes mellitus tipo
2 (Del Prato, Tiengo, 2001). No presente estudo, também foram analisadas as
concentracfes plasmaticas de insulina ao longo do teste de oGTT (tempos 0, 15, 30
e 60), e foi verificado que o grupo DEX apresentava maior area sob a curva de
liberacdo de insulina durante o teste que os animais controles, indicando que o
excesso de glicocorticoides atuou de alguma forma alterando a liberacdo de
insulina.

Rafacho et al. (2008, 2009) demonstraram que ratos tratados com diferentes
doses de dexametasona (0,1; 0,5 e 1 mg/kg/d), durante 5 dias apresentaram
aumento na massa, no tamanho, na proliferacdo e na apoptose de células beta

pancreaticas, aléem de aumento na secre¢cdo de insulina dessas células quando
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estimulada pela glicose, sendo essas alteracbes dose-dependentes. Podemos
especular que essas sejam algumas das causas para a maior concentragdo de
insulina plasmatica durante o teste de oGTT encontrados no presente estudo. De
forma geral, os glicocorticoides parecem promover perda da primeira fase de
secrecdo de insulina e aumento da segunda fase; entretanto, essa hipotese deve
ser vista com cautela, uma vez que essa primeira fase de liberacdo € esperada
ocorrer em torno de 5 minutos apds o estimulo com glicose, e durante o teste de
oGTT o primeiro ponto foi coletado apenas aos 15 minutos. Porém, o aumento da
concentracéo de insulina ao longo do teste indica um aumento na segunda fase de
liberacao.

Por muitos anos, ja foi mostrado que os glicocorticoides podem causar
hipertrigliceridemia tanto em humanos quanto em animais (Bagdade et al., 1976;
Chanson, Salenave, 2010; Elshourbagy et al., 1985). No presente estudo, os
animais tratados com dexametasona apresentaram quadro de hipertrigliceridemia
confirmando os achados ja estabelecidos. Essa hipertrigliceridemia e maior
concentracdo de VLDL-c plasmatico podem ser devido a estimulacdo da liberacdo
de VLDL-c e triglicérides hepatico em decorréncia da deposi¢do de gordura ectopica
no figado e musculo esquelético, sendo essa em funcdo de uma maior
disponibilidade de AG livres circulantes (Bagdade et al., 1976). Infelizmente n&o foi
possivel analisar as concentracdes de AG livres plasmaticos nesses animais para
confirmar essa suposicao.

Além de hipertrigliceridemia, nossos animais também apresentaram
hipercolesterolemia. Ja foi reportado que a administracdo de glicocorticoides para
ratos resulta em aumento de VLDL-c plasmatico (Bagdade et al.,, 1976), e o
mecanismo mais provavel pelo qual os glicocorticoides influenciam os niveis de
lipideos plasmaticos € por mudanca na expressdo de genes envolvidos no
metabolismo das lipoproteinas (Staels et al.,, 1991; Taylor et al., 1996). Além de
altas concentracdes de colesterol total, LDL-c e VLDL-c, os niveis de HDL-c também
estavam elevados nos animais tratados com dexametasona. Taylor et al. (1996)
verificaram que os glicocorticoides aumentaram 0s hiveis da apolipoproteina A-l,
gue é um dos principais componentes da molécula de HDL-c. Apesar do aumento
nos niveis de HDL-c serem correlacionados com efeitos cardioprotetores, no

presente estudo esse beneficio deve ser visto com certa cautela, pois o0s
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glicocorticoides promoveram aumento nos niveis de HDL-c, mas também de LDL-c
e VLDL-c, os quais neutralizam os efeitos benéficos do HDL-c.

Além dos pontos considerados até o momento, devemos observar também
que a adiposidade visceral € um dos fatores para a pré-disposicdo a resisténcia a
insulina (Korach-André et al., 2005; Wajchenberg, 2000). Além disso, ja se sabe que
os glicocorticoides promovem acumulo de gordura na regido visceral do corpo em
detrimento a periferia (Macfarlane et al., 2009). Ao analisar o peso bruto dos coxins
adiposos no presente estudo, nao foi verificado diferenca de peso entre eles, porém
ao analisar o peso dos coxins adiposos relativo ao peso corporal, as gorduras PE,
RP e MS (representantes das chamadas gorduras viscerais), tenderam a ser maior
no grupo tratado com glicocorticoide, enquanto que a gordura SC permaneceu igual.
Ja é amplamente sabido que os diferentes coxins adiposos possuem caracteristicas
distintas, o que pode favorecer o acumulo ou “quebra” de gordura. Dessa forma,
essas respostas encontradas no peso dos coxins adiposos podem estar
relacionadas com as diferencas metabolicas, enzimaticas e de expressdo génica
entre eles (Einstein et al., 2005; Lafontan, Berlan, 2003; Palou et al., 2009; Palou et
al., 2010).

O tamanho das células adiposas também apresentou diferencas entre os
grupos. As células adiposas das gorduras SC, RP e MS foram maiores no grupo
DEX que no grupo CON, enquanto que na gordura PE n&o houve diferenca. O
mesmo foi verificado no volume dessas células; enquanto que a celularidade, que
corresponde ao numero estimado de células, foi estatisticamente menor nesses
mesmos coxins no grupo tratado. Ja se sabe que o aumento do tecido adiposo pode
ocorrer por dois processos, hipertrofia (que corresponde ao aumento do volume da
célula) e hiperplasia (que corresponde a o aumento do namero de células) (Ailhaud
et al., 1992). No presente estudo, ao correlacionar os resultados dos animais do
grupo DEX, que apresentaram maiores volumes das células adiposas nos coxins
SC, RP e MS, concomitantemente com menor nimero de células, podemos afirmar
que houve hipertrofia dos adipdcitos, e ndo hiperplasia; confirmando mais um dos
efeitos dos glicocorticoides sobre o TAB (Rebuffé-Scrive et al., 1985; Rebuffé-Scrive
et al., 1988). Além disso, esse aumento no tamanho das células do grupo tratado

pode refletir o inicio da disfuncdo dessas células, uma vez que, ja se sabe que o
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aumento exacerbado no tamanho dos adipdcitos os tornam disfuncionais e
patogénicos (Weyer et al., 2000).

Masuzaki et al. (2001) em seu modelo transgénico de sindrome metabdlica,
verificaram que em animais que superexpressavam a enzima 11B-HSD1, essa
enzima ndo estimulava a diferenciagdo dos pré-adipdcitos, ao invés disso, promovia
aumento no seu tamanho causando hipertrofia dos adipécitos viscerais. Além disso,
essa hipertrofia dos adipdcitos pode estar relacionada com a quantidade de
interleucina-18, uma vez que é mostrado que essa citocina poderia diminuir o
potencial adipogénico no tecido adiposo por afetar fatores de transcricdo como
PPARYy (Speaker, Fleshner, 2012). Essas podem ser algumas das explicagdes para
a maior hipertrofia verificada nos animais tratados com dexametasona no Nnosso

estudo.

7.2 Respostas fisiologicas frente ao excesso de gli  cocorticoides

Os objetivos principais do projeto relacionam-se com ensaios biologicos para
determinacdo da oxidacao e incorporacdo de glicose em TAG (lipogénese) e em
suas fracdes: acido graxo (sintese de novo de AG) e glicerol. Poucos estudos na
literatura buscaram verificar o papel dos glicocorticoides na lipogénese, tanto em
humanos, ratos e cultura de células (Bouillon, Berdanier, 1980; Campbell et al.,
2011; Galton, Wilson, 1971; Gathercole et al., 2011; Wilson, Galton, 1972), e
nenhum deles foi conclusivo, devido entre outros, a diferentes doses de
glicocorticoides utilizadas nesses estudos. Enquanto alguns verificaram aumento na
incorporacao de glicose em lipideos apods tratamento com glicocorticoides (Bouillon,
Berdanier, 1980), outros encontraram que os efeitos do tratamento com
glicocorticoides se dao sobre a adipogénese, e ndo sobre a lipogénese (Campbell et
al., 2011). Outros ainda observaram que altas doses de glicocorticoides diminuem a
lipogénese em cultura de células (Gathercole et al., 2011). Assim, ainda ha certa
contradicdo sobre os efeitos dos glicocorticoides sobre a reposta lipogénica no TAB.

A oxidacdo de glicose compreende trés passos metabolicos, a saber,
glicdlise, ciclo de Krebs e cadeia respiratéria, liberando ao final CO, e agua. Essa via
demonstra o estado metabdlico da célula. No presente estudo, ambos grupos (CON

e DEX) apresentaram diferenca significativa entre os valores basais e maximamente
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estimulados nos coxins adiposos das quatro regides (SC, PE, RP e MS). Além disso,
os coxins SC e MS apresentaram diferenca significativa entre os grupos nos valores
maximamente estimulados, e o coxim MS apresentou também diferenca entre os
valores basais entre grupos. Nossos resultados corroboram aqueles encontrados por
Deveaud et al. (2004), que demonstraram em adipdcitos isolados de ratos, que o
depdsito PE (que representa um depédsito visceral) possui maior capacidade
oxidativa que o depdsito SC. Essa maior capacidade foi demonstrada pela atividade
da succinato desidrogenase, citrato sintase, citocromo oxidase c, além de maior
consumo de oxigénio por esses adipdcitos.

Quando os valores de oxidagdo foram analisados separadamente
(considerando os coxins adiposos de forma distinta entre os grupos), na condi¢cao
basal o coxim MS apresentou maior oxidacdo no grupo DEX quando comparado ao
grupo CON. J& na condi¢cdo estimulada pela insulina, além do coxim MS, 0s coxins
SC e RP também apresentaram maiores valores no grupo tratado em relagdo ao
grupo controle. Dessa forma podemos concluir que os glicocorticoides atuam de
maneira semelhante sobre a oxidacdo da glicose tanto na gordura mais periférica
guanto na mais visceral quando estimulada pela insulina.

No presente estudo, foi encontrada diferenga na lipogénese (incorporacgéo de
glicose em TAG) em ambos 0s grupos entre 0s valores basais e méaximos, nos
quatro coxins adiposos. Além disso, foi encontrada diferenca significativa entre os
valores maximamente estimulados nas gorduras RP e MS, sendo maior no grupo
DEX. Ja foi mostrado que os coxins adiposos denominados “viscerais”,
representados pelas gorduras PE, RP e MS sdo mais suscetiveis a acdo dos
glicocorticoides (Macfarlane et al., 2009; Wajchenberg et al., 2002). No entanto,
nossos resultados diferem daqueles encontrados por Campbell et al. (2011), que
ndo verificaram diferenca na lipogénese (porém seu estudo foi feito em cultura de
células 3T3-L1 incubadas com corticosterona). A diferenga encontrada na
incorporacdo de glicose em TAG, principalmente nos coxins RP e MS, pode ser
explicada pela maior quantidade de receptores para glicocorticoides encontrados
nesses depodsitos (Wajchenberg et al.,, 2002), concomitante com uma maior
afinidade desses receptores pelo glicocorticoide (Sjogren et al., 1994). A partir dessa
maior quantidade e afinidade dos glicocorticoides pelo seu receptor, esses podem

ter promovido maior expressdo de genes envolvidos na resposta lipogénica da
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célula, seja de forma direta e/ou indireta, como, por exemplo, aumento nas enzimas
lipogénicas ou de fatores transcricionais para essas enzimas (SREBP1c, por
exemplo) (Berdanier, 1989; Drake et al., 2010).

Novamente quando esses dados foram analisados separadamente, na
condicdo basal somente o coxim MS apresentou tendéncia (P = 0,069) de maior
incorporacao de glicose em TAG no grupo DEX quando comparado ao grupo CON;
enquanto que na condicdo estimulada, tanto o coxim RP quanto MS incorporaram
mais glicose em TAG no grupo tratado. Ja foi mostrado que os glicocorticoides
inibem a atividade da AMPK no TAB visceral (Christ-Grain et al., 2008; Kola et al.,
2008). Uma vez que esse AMPK é um sensor energético celular, sua menor
atividade “ativa” vias anabolicas celulares o que poderia favorecer o aumento da
lipogénese nos coxins viscerais. Infelizmente, ndo foi possivel analisar os niveis e a
expressdo de AMPK no presente trabalho para confirmar essa suposicao.

Quando analisada a incorporagdo de glicose na por¢cao AG de TAG, que
permite inferir a sintese de novo de AG, somente as gorduras RP e MS
apresentaram diferenca entre os valores basal e maximo no grupo DEX, e também
apresentaram diferenca significativa entre os valores maximamente estimulados,
com o grupo DEX apresentando o maior valor. Nossos resultados estédo de acordo
com os encontrados por Wang et al. (2004), demonstrando que a maior sintese de
novo de AG em cultura de células primarias humanas esta relacionada com aumento
da atividade da enzima FAS, especialmente quando as células foram incubadas com
insulina e dexametasona. Também em cultura de células, Gathercole et al. (2011)
verificaram aumento da lipogénese quando essas foram incubadas com baixa dose
de dexametasona, sendo essa resposta melhorada quando a insulina estava
presente.

Também ao analisar separadamente os dados, mesmo na condi¢do basal os
coxins RP e MS apresentaram maior sintese de novo de AG no grupo DEX, sendo
gque 0 mesmo comportamento se repetiu na condicdo estimulada pela insulina.
Esses dados demonstram que mesmo sem a presenca da insulina, o0s
glicocorticoides apresentaram um efeito permissivo sobre as células, facilitando a
incorporacdo da glicose em AG, provavelmente atuando sobre a expressdo e

atividade de enzimas atuantes nessa via.
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Vérios estudos ja demonstraram que os glicocorticoides alteram a atividade
das enzimas lipogénicas, seja aumentando ou diminuindo sua atividade (Bouillon,
Berdanier, 1980; Diamant, Shafrir, 1975; Volpe, Marasa, 1975; Wang et al., 2004).
No presente trabalho, trés enzimas participantes da sintese de novo de AG foram
analisadas, e o resultado foi curioso. O Unico coxim a responder ao tratamento,
aumentando a atividade das trés enzimas estudadas foi o coxim MS. Sabe-se que
esse coxim apresenta maior quantidade de receptores de glicocorticoide
(Wajchenberg et al.,, 2002) e maior afinidade pela dexametasona (Sjogren et al.,
1994) que os outros, e esse aumento pode estar relacionado com o efeito do
corticoide sobre o TAB.

Os glicocorticoides promovem seus efeitos através da ligacdo a elementos
responsivos no nucleo celular promovendo, entre outras coisas, a transcricdo de
genes (Stahn et al., 2007). A expresséo génica das enzimas lipogénicas estudadas
no presente trabalho estavam aumentadas tanto no coxim SC quanto no MS no
grupo DEX, corroborando estudos da literatura que também encontraram aumento
na expressao génica de enzimas lipogénicas em resposta ao tratamento com
glicocorticoides (Drake et al., 2010; Gathercole et al.,, 2011). No coxim MS, esse
resultado de maior expressao génica das enzimas lipogénicas foi refletido nos
resultados da atividade enzimatica encontrados nesse mesmo coxim. Um dado
interessante € que a magnitude de aumento na expressao génica da enzima G6PDH
no grupo DEX foi maior no coxim MS que no coxim SC. Isso demonstra a
importancia das enzimas responsaveis por fornecer cofatores reduzidos para a via
de sintese de novo de AG em resposta ao tratamento com excesso de
glicocorticoides no tecido adiposo visceral.

Fato interessante € que a enzima responsavel pela conversao de cortisona
em cortisol (em humanos) e 11-desoxicorticosterona em corticosterona (em ratos), a
11B-HSD1, necessita do cofator NADPH para realizar a reagao (White et al., 2007).
Dessa forma, poderiamos inferir que a maior atividade da EM encontrada nos coxins
RP e MS, e da enzima G6PDH no coxim MS, poderiam, além de atuar na sintese de
novo de AG, prover cofatores para a conversao de corticosterona, e dessa forma,
aumentar a atividade lipogénica desses depdsitos. Porém, quando a expressao
génica da 11B-HSD1 foi analisada, ndo houve diferenca entre os grupos tanto no

coxim SC quanto no coxim MS. Apesar de alguns dados da literatura relacionarem a
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concentracéo de glicocorticoides com aumento da atividade e expressdo da enzima
11B-HSD1 (Bujalska et al., 2002; Bujalska et al., 2006; Seckl, Walker, 2001), o
tratamento empregado no presente trabalho n&o foi suficiente para promover
qualquer alteracdo na expressdo génica dessa enzima. Outros estudos tambéem
encontraram resposta diferenciada na atividade e expressao dessa enzima, como
por exemplo, Balachandran et al. (2008), que verificaram que o tratamento de
células 3T3-L1 com dexametasona diminuiu a atividade e a expressdo da enzima
11B3-HSD1.

Outro ponto para ser considerado nessa maior sintese de novo de AG, é a
concentragdo plasmatica de triglicérides e colesterol total. No presente trabalho, os
animais tratados com dexametasona apresentaram maiores valores de triglicérides e
colesterol total comparado aos controles. Esses podem ser hidrolisados pela LPL,
gque ja foi mostrada estar aumentada em resposta ao tratamento com
glicocorticoides (Macfarlane et al., 2009), para posteriormente serem incorporados
como AG pelo TAB e esterificado a TAG por acdo de enzimas, como por exemplo,
GPAT, MGAT e DGAT (Zechner et al., 2000).

Finalmente, a incorporacéo de glicose na porcéo glicerol dos TAG apresentou
apenas diferenca entre os valores basal e maximo intragrupos, e quando analisados
separadamente, ndo houve diferenca entre os grupos nos diferentes coxins. Esse
comportamento pode indicar que os glicocorticoides agiram predominantemente
sobre a via da sintese de novo de AG, e mais especificamente nos depositos RP e
MS. Apesar de nao ter havido diferenca entre os grupos na incorporagao de glicose
em glicerol, cerca de 85% da glicose destinada a formacéo de TAG foi revertida para
a porcao glicerol na condicdo estimulada com insulina (dados ndo mostrados). Essa
destinacao preferencial dos carbonos da glicose para a porcéo glicerol dos TAG é
semelhante aquela encontrada por Nye et al. (2008) que verificaram que, em ratos
submetidos a dieta rica em sacarose, aproximadamente 90% do glicerol usado para
a sintese de TAG no tecido adiposo foi proveniente da gliceroneogénese. Outro
ponto que a ser considerado € que os glicocorticoides aumentam a expressao
génica e atividade da enzima PEPCK no tecido adiposo (sendo essa uma enzima
chave dessa via), e dessa forma favorece a gliceroneogénese (Christ-Grain, et al.,
2008; Kola et al., 2008). Apesar desses indicios, analises mais detalhadas sé&o

necessarias para confirmar essa observacao.
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8 CONCLUSOES

A partir da andlise dos dados podemos concluir que a administracdo de 0,25

mg/kg/d de dexametasona durante 4 semanas para ratos Wistar:

- foi capaz de reduzir a resposta normal do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,
como verificado pela atrofia das glandulas adrenais e valores de corticosterona

plasmatica;

- promove caracteristicas relacionadas com o0 quadro de excesso de
glicocorticoides, como por exemplo, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,

alteracdes hormonais e dislipidemia;

- promove certo grau de acumulo de gordura nos depositos viscerais

(especificamente no coxim MS), além de promover hipertrofia desses adipocitos;

- promove maior incorporacéo de glicose na por¢cdo AG dos TAG nos coxins

viscerais;

- promove alteracéo na atividade de enzimas lipogénicas nos coxins RP e MS
[principalmente daquelas envolvidas na geracdo de cofatores reduzidos (a saber,
G6PDH e EM)];

- promove alteracdo na expressao génica de enzimas lipogénicas (ACC, FAS,
ACL, G6PDH e EM) tanto no coxim SC quanto no MS (porém com maior magnitude

de aumento na expressao génica da enzima G6PDH no coxim MS);

- ndo altera a expressao génica da enzima 11HSD1, que é responsavel pela

conversao da forma inativa da corticosterona para sua forma ativa;

Contudo, esses resultados mostram que certos aspectos da inducao
iatrogénica de sindrome de Cushing em ratos foram obtidos, e que uma possivel

explicacdo para o maior acumulo de gordura na regido visceral pode ser devido a



89

maior atividade e expressao de enzimas envolvidas na formacdo de cofatores
reduzidos, ao invés da atividade de enzimas envolvidas na via de sintese

propriamente dita.
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