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RESUMO

MOREIRA, G.V. Dieta hiperlipidica e envelhecimento modificam a sensibilidade a
insulina e a expressdo das proteinas relacionadas a via intracelular da insulina em
hipotdlamo de camundongos fémeas. 2011, 58 f Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia
Humana) - Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Apesar da frequente associacdo entre hiperinsulinemia e anormalidades no sistema
reprodutor feminino, o mecanismo celular que liga a agdo da insulina a alteragcGes ovarianas
ainda ndo é completamente conhecido. Utilizamos camundongos fémeas da linhagem C57BI6
em duas condicdes: envelhecimento (10 meses) e obesidade induzida por dieta hiperlipidica
(DHL). Os controles foram camundongos de 4 meses de idade alimentados com ragéo padrao.
Nos animais com 10 meses de idade foi evidenciado maior acimulo de tecido adiposo
subcutaneo e retroperitonial, enquanto no grupo DHL houve aumento dos trés depdsitos
gordurosos subcutaneo, retroperitoneal e perigonadal. Ambos os grupos apresentaram reducéo
da sensibilidade a insulina e intolerancia a glicose. Os animais alimentados com a DHL
apresentaram reduzido nimero de corpos liteos em comparacdo aos controles, precedido de
alteracdo do padrdo estral com aumento na frequéncia de deteccdo da fase de diestro e
diminuicdo de proestro. Essas modificacdes foram acompanhadas de aumento da expressdo
das proteinas IR e PI3K no hipotdlamo e de PI3K, AKTL1 e citocina IL-6 em musculo
gastrocnémio. Por outro lado, nos animais com 10 meses de idade foi detectada redugéo na
expressdo do IR ¢ de TNFo em hipotalamo, sem modificacdes das proteinas estudadas no
tecido muscular estudado. Os dados obtidos nos permitem confirmar que o envelhecer e a
alimentacdo hiperlipidica e hipercaldrica em fémeas cursam com reducdo da sensibilidade a
insulina, intoleréncia a glicose e apresentam uma regulacao tecido especifica da expressdo do
receptor de insulina e da via PI3BK/AKT. A reducdo da expressdo do IR e da PI3K
hipotaldmicas nos animais com obesidade induzida pela DHL pode contribuir para o
mecanismo celular da reducéo do potencial de fertilidade desses animais.

Palavras-chave: Receptor de insulina. Substratos do receptor de insulina. PI3K/AKTL.
Hipotalamo. Musculo gastrocnémio. Obesidade.



ABSTRACT

MOREIRA, G.V. High-fat diet and aging impair insulin sensibility and intracellular
insulin signaling proteins in hypothalamus of female mice. 2011. 58 p. Dissertation
(Master Degree in Human Physiology) Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo
Paulo, S&o Paulo, 2012.

Despite the frequent association between hyperinsulinemia and abnormalities of female
reproductive system, the cellular mechanism that links insulin to ovarian changes is not fully
understood. Female C57BI6 mice were analyzed under two conditions: aging and diet induced
obesity (DIO). The control group was 4mo mice fed a rodent chow. Thel0mo mice had higher
adipose depots in subcutaneous and retroperitoneal, while the DIO mice had increased
adipose depots also in the periovarian fat pad. Both experimental groups had impaired insulin
sensitivity and glucose intolerance. The DIO female mice had impaired estrous cycles
followed by reduced detectable corpora lutea. These changes were accompanied by enhanced
protein expression of insulin receptor and PI3K in the hypothalamus and PI3K/AKT and IL6
in the skeletal muscle. Furthermore, the aged 10mo mice had reduced protein expression of IR
and TNFa in the hypothalamus, and no detectable change in the skeletal muscle. These data
confirm that female aging and DIO mice develop insulin resistance, glucose intolerance, and a
tissue specific regulation of IR and PI3K/AKT protein levels. The reduced hypothalamic IR
and PI3K protein levels may play a role in the cellular mechanism of reduced fertile potential
in the DIO female mice.

Key words: Insulin receptor. IRS. PI3K/AKTL1. Hypothalamus. Skeletal muscle. Obesity.
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1 INTRODUCAO

A insulina é o hormdnio mais importante para a manutencdo da homeostase glicidica
na condicdo pds-alimentar. Atua principalmente em trés tecidos para esse fim: adiposo,
musculo esquelético e hepatico. Sua principal agdo metabdlica pode ser resumida como pro-
anabolica e anti-catabdlica ou seja, promove a captacdo de glicose, a glicogénese, a
lipogénese e a sintese proteica em praticamente todas as células e inibe a producdo hepatica
de glicose, cetogénese e a lipolise (ZECCHIN et al., 2004). A sua auséncia torna a vida
invidvel devido ao imenso transtorno no pH sanguineo e consequentemente do meio interno,
devido a geracdo de &cidos metabdlicos desproporcional a capacidade de tamponamento dos
mesmaos.

A sinalizacdo intracelular da insulina inicia-se com sua ligacdo a um receptor de
membrana (IR) especifico com atividade tirosina quinase, que é formado por duas
subunidades a e duas subunidades B, sendo a subunidade a extracelular contendo o sitio de
ligacdo da insulina e a subunidade P uma proteina transmembrana responsavel pela
transmissdo do sinal. A ligacdo do horménio a subunidade o resulta em ativacdo da
capacidade quinase, autofosforilagdo da subunidade B e fosforilagdo dos substratos a
substratos intracelulares especificos. Enquanto a fosforilacdo em residuos de tirosina (Tyr)
ativa o receptor, a fosforilacdo em residuos de serina (Ser) e treonina (Thr) o inativa
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; PATTI; KAHN, 1998).

Os receptores de insulina foram identificados em inumeros tipos celulares de
mamiferos, variando suas concentracfes desde 40 receptores nos eritrocitos circulantes até
mais de 200.000 em células adiposas e hepéaticas (WHITE; KAHN, 1994). Assim, além dos
trés tecidos alvos classicos para as agdes da insulina ha varios outros como, por exemplo:
SNC/hipotalamo, ovarios, 0ss0s e hemacias.

O primeiro substrato enddgeno identificado foi o IRS-1 (substrato 1 do receptor de
insulina). A fosforilacdo em residuos tirosina das proteinas IRS permitem a associacao dessas
com outras proteinas que contém os denominados dominios com homologia a proteina Src,
SH2 e SH3, tais como a subunidade regulatéria de 85KDa da fosfatidilinositol 3-cinase (P13-
K) e a fosfatase fosfotirosina (SHP2) (CHEATHAM; KAHN, 1995; SALTIEL; KAHN,
2001). Para alguns autores, os substratos IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-4, sdo 0s mais
especificos da via de sinalizacdo da insulina. Entretanto, h4 evidéncias que as diferentes

isoformas de IRS apresentam especificidade em diferentes tecidos (VIRKAMAKI; UEKI,;
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KAHN, 1999; UENO et al., 2000). No hipotdlamo, os IRS-1, IRS-2 e IRS-4 séo substratos
encontrados em diversos nucleos (CARVALHEIRA et al., 2003; NUMAN; RUSSELL, 1999;
PARDINI et al., 2006). Camundongos knouckout para IRS-1 e IRS-2 apresentam resisténcia
a insulina; porém o primeiro modelo mostra retardo no crescimento na vida intra-uterina e
pos-natal (TAMEMOTO et al., 1994) enquanto que o segundo modelo apresenta retardo do
crescimento de somente alguns 6rgdos como o cérebro, retina e na massa total de ilhotas
pancredticas B levando ao desenvolvimento do diabetes tipo 2 (WHITERS et al., 1998).

Ap0s ativacdo do IR, subsequente fosforilagdo dos IRS e associacdo a subunidade p85
da PI3-K, ocorre a ativacdo da subunidade catalitica (p110) (FOLLI et al., 1992). A
subsequente ativacdo da PI3-K medeia varias, sendo todas as acdes metabdlicas, da insulina
inclusive na regulacéo da glicogénese e da ingestéo alimentar (CARVALHEIRA et al., 2003;
CHEATHAM; KAHN, 1995; SARDINHA et al., 2006; VELLOSO; ARAUJO; DE SOUZA,
2008). O compartimento de acdo intracelular da P13-K é peri membrana citoplasmatica. Nesse
local a PI3-K ativada fosforila o anel inositol dos fosfatidil inositdis de membrana na posi¢do
D-3. Disso resulta especialmente o 3, 4, 5 fosfatidil inositol trifosfato, PIP;. O PIP; se liga a
dominios plekcstrin (PH) de proteinas intracelulares ativando-as, as denominadas cinases
dependentes de fosfoinositdis (PDKs). As PDK1 e 2 ativam a proteina cinase B (PKB) ou Akt
e as isoformas atipicas da PKC (£ e A) (CHEATHAM; KAHN, 1995; KHAN; PESSIN,
2002). A partir da ativagdo da Akt/PKB a via de sinalizagdo pode seguir diversos caminhos
por meio da fosforilacdo de outras cinases. Proteinas localizadas a jusante a Akt sdo: o fator
transcricional FOXO; a fosfodiesterase 3B (PDE3B) que atua inibindo a lipolise; a cinase do
glicogénio sintase (GSK3) que estimula a glicogénese; a mTOR (mammalian target of
rapamycin) que regula a sintese protéica e a cinase de fosfoinositideos, PIK que participa da
reorganizacdo do citoesqueleto e com isso interfere na captacdo de glicose (TANIGUSHI,
EMANNUELLI; KAHN, 2006; SHEPHERD, 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo das vias de sinalizagdo da insulina.
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FONTE: Modificado de CARVALHEIRA et al., 2002.
Acdo da insulina desde a ligacdo da insulina ao seu receptor de membrana (IR), os fenGmenos
bioquimicos relacionados a atividade tirosina-quinase do receptor e os efeitos bioldgicos finais de
cada via.

A resisténcia a insulina € uma condi¢do em que concentrac@es fisioldgicas de insulina
ndo sdo suficientes para induzir o efeito metabdlico sobre a homeostase glicidica. Como
consequéncia pode haver hiperinsulinemia compensatéria até hiperglicemia franca
(CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006).

Apesar da existéncia de condicdes fisioldgicas e condi¢des associadas a doencas que
apresentam resisténcia a insulina e aumentam a chance de desenvolvimento de diabete melito
(DM) tipo 2, os mecanismos celulares relacionados a génese da resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia ainda ndo foram totalmente elucidados. Destacam-se duas situacdes: o
envelhecimento e a obesidade.

O tecido adiposo tem um papel central na secrecdo de inimeros mediadores quimicos
que modulam o apetite, a agdo da insulina e mesmo respostas inflamatorias. Dentre estes

mediadores estdo os acidos graxos livres e as adipocinas, como leptina, adiponectina,
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resistina, vistadina e citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e a interleucina 6 (IL-6) (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).

Com o desenvolvimento da obesidade, ocorre aumento dos acidos graxos livres
provenientes da lipélise dos adipocitos e o desenvolvimento de um estado inflamatdrio no
tecido adiposo (GUILHERME et al., 2008; HABER et al., 2001). A ineficiéncia do tecido
adiposo em metabolizar os acidos graxos livres em excesso faz com que estes compostos
sejam estocados nos musculos esqueléticos e no figado, induzindo a presenca de gordura
ectdpica nesses tecidos/orgaos. Esses, em desequilibrio de metabdlitos de &cidos graxos,
passam a liberar diacilglicerol, acetil-CoA e ceramidas que podem ativar cascatas de quinases
envolvidas com a fosforilagdo em residuos serina do IRS-1, que por sua vez reduz a
subsequente ativacdo da P13-K, resultando em interferéncia no transporte de glicose e gerando
a resisténcia a insulina (ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 2004). Além disso, a ativacdo
de vias intracelulares relacionadas as citocinas TNF-a e IL-1f, em células musculares,
hepéticas e no tecido adiposo culminam com a modulacdo negativa da via de sinalizacdo da
insulina (BASTARD et al., 2006; HOTAMISLIGIL, 2003).

Com o envelhecimento ha desenvolvimento de resisténcia a insulina associado a
aumento da adiposidade e das citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-6) circulantes
(BRUUNSGAARD; PEDERSEN, M.; PEDERSEN, B. K., 2001). Através de tomografia
computadorizada foi demonstrado que apds os 30 anos de idade ha gradual diminuicdo da
densidade muscular e aumento gordura intramuscular; e esta condicdo ¢ mais acentuada em
mulheres do que em homens (EVANS, 1997).

Outra condicdo que apresenta associacdo com resisténcia a insulina é a SOPC
(sindrome dos ovarios policisticos), um disturbio enddcrino feminino que afeta 5 a 10% das
mulheres em idade fértil (FRANKS, 1995). As manifestacdes enddcrinas desta sindrome
incluem producdo aumentada de horménios androgénicos pelos ovarios e adrenais, aumento
dos niveis de horménio luteinizante (LH), anovulagdo com oligomenorréia, presenca de cistos
ovarianos, obesidade e infertilidade (KANDARAKI, E.; CRISTAKOU; KANDARAKI,E.D.,
2009; XITA; TSATSOULLIS, 2009).

Estudos tém demonstrado que a resisténcia & insulina esta presente em mulheres com
SOPC independente do peso corporeo; porém mulheres obesas com SOPC apresentam uma

carga adicional de resisténcia frente a adiposidade em excesso. Ademais, essas mulheres
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obesas possuidoras do distarbio tém um risco aumentado de 25 a 35% de desenvolverem
diabetes tipo 2 ou intolerancia a glicose até os 30 anos de idade (NESTLER, 1998).

A hiperinsulinemia compensatoria causada pela resisténcia a insulina desempenha um
papel patogénico na SOPC por ser capaz de estimular a producdo ovariana de testosterona,
reduzir os niveis circulantes de SHBG (globulina transportadora de hormonios sexuais) e
inibir a ovulacdo (PANIDIS et al., 1999; LEGRO et al., 2005). H& evidéncias experimentais
demonstrando que a hiperinsulinemia induzida por doses crescentes de insulina associada ou
ndo a gonadotrofina coridnica (hCG) produz o aparecimento de cistos ovarianos e aumento de
esterdides gonadais em ratas ndo prenhes (PORETSKY; CLEMONS; BOGOVICH, 1992) e
com modificacdo estrutural das células foliculares (AKAMINE et al., 2010); em células
isoladas potencializa a esteroidogénese (SHORES et al., 2000), chegando a concentragdes
similares as encontradas em casos de SOPC (GREISOEN; LEDET; OVESEN, 2001). Quando
0s niveis plasmaticos de insulina sdo diminuidos por administracdo de farmacos como a
metformina ou diazéxido, ocorre decaimento das concentracBes de testosterona livre e
consequente melhora da fungéo ovariana (NESTLER, 1998).

Ha varias evidéncias demonstrando que animais tratados com dieta hiperlipidica
mimetizam achados clinicos de obesidade e resisténcia a insulina e apresentam a ativacéo de
diversas serinas quinases que interferem com a fosforilacdo do IRS-1 em residuos tirosina
(DE SOUZA et al., 2005; VELLOSO; ARAUJO; DE SOUZA, 2008).

A linhagem de camundongos C57BL6 também desenvolve fenotipo e caracteristicas
metabolicas que chegam a hiperinsulinemia e até a condicdo de DM quando alimentados com
dieta hiperlipidica (GALLOU-KABANI et al., 2007). Estudos que envolvam o trato
reprodutor feminino e a obesidade induzida por dieta hiperlipidica podem ser acompanhados
por meio de técnicas de observacdo do ciclo estral e pelo tratamento com dieta hiperlipidica,
ja que os mecanismos endocrinos envolvidos no ciclo estral de roedores assemelham-se muito
ao ciclo menstrual das mulheres.

Camundongos fémeas sdo poliestrais, ou seja, apresentam ciclos regulares e
sucessivos, que duram de quatro a cinco dias, sdo dependentes dos hormdénios sexuais
gonadais (LONG; EVANS, 1922) e sdo constituidos por quatro fases distintas denominadas
de proestro, estro, metaestro ou diestro | e diestro ou diestro II.

A primeira fase do ciclo estral € definida como proestro que apresenta elevadas

concentragfes sanguineas de estrogénios e lavado vaginal contendo células epiteliais
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nucleadas e algumas células cornificadas. Esta fase dura de 12 a 14 horas. E seguida por
alteracdo no epitélio vaginal com células queratinizadas, caracterizando a fase de estro, cuja
duracdo corresponde ao periodo de 25 a 27 horas. Nessa fase ocorre o0 pico de secre¢do de LH
que precede a ovulacdo ao final. As fases seguintes sdo caracterizadas pela acdo da
progesterona. O metaestro pode ser diferenciado no lavado vaginal por conter leucécitos em
abundancia, vistos em grumos ou separados com presenca de células nucleadas e cornificadas
em menor quantidade que a observada na fase anterior. O metaestro dura de 6 a 8 horas. A
ultima fase corresponde ao diestro e € a mais longa com duracdo de 55 a 57 horas. O diestro
apresenta predominancia de leucdcitos, embora em menor quantidade do que a fase
precedente, além de poucas células nucleadas e cornificadas (LONG; EVANS, 1922;
MANDL, 1951; MEZIANE et al., 2007) (Figura 2 e 3).

A cada ciclo sdo recrutados em média 300 foliculos, no entanto, somente 12
progridem seu desenvolvimento por serem 0s dominantes enguanto os demais seguem 0 rumo
da degeneracdo ou atresia folicular. Nesta fase ocorre aumento progressivo dos niveis de
estradiol. A ovulacdo sé ocorrera entre a noite do proestro e a manha do estro, no periodo que
compreende entre 21h00 e 03h00, precedido pelo pico de LH (KNOBIL; NEIL, 1994),
(Figura 2). Apos a ovulacdo as celulas foliculares remanescentes dos foliculos rotos se
transformam, aumentam a esteroidogénese de progesterona e sdo denominados corpos luteos.
Assim, a observacdo do corpo luteo tem servido de ferramenta a confirmacdo do ciclo estral
por até trés ciclos anteriores consecutivos, uma vez que cada corpo lateo pode demorar de 14
a 15 dias para degenerar completamente (LONG e EVANS, 1922; WESTWOOD, 2008 apud
ANDREWS e OJEDA, 1981%).

! Apud ANDREWSW. W.; OJEDA, S. R. A detailed analysis of the serum LH secretory profiles of
conscious free-moving female rats during the time of puberty. Endocrinology v.109,p. 2032-2039,
1981.
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Figura 2: Curva de variagao hormonal medida no plasma sanguineo de ratas durante as fases do ciclo

estral.
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FONTE: Adaptado de PINTO, 2007.
Estdo representados no grafico as variagdes de progesterona, estradiol e LH.

Figura 3: Esfregaco vaginal de ratas Wistar para determinagdo da fase do ciclo estral.
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FONTE: Adaptado de MARCONDES, 2002.
Fase de proestro (A), estro (B), metaestro (C) e diestro (D). Na figura estdo marcadas as células
encontradas nas diferentes fases: Leucécitos (L), Epiteliais (E) e Cornificadas (C). Os esfregacos
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vaginais foram observados em microscépio comum, sem o uso da lente condensadora e objetiva
de 40 x. A proporgao dos trés tipos de células foi utilizada para a determinagao das fases do ciclo
estral.

Estudos realizados em nosso laboratério com dieta hiperlipidica rica em gordura
animal, por 4 e 6 meses induziu resisténcia a insulina com hiperinsulinemia e obesidade em
ratas Wistar (AKAMINE et al., 2010). Essas ratas mantiveram um padrdo ciclico estral
semelhante as ratas controles, porém as ratas alimentadas com dieta hiperlipidica por 4 meses
apresentaram aumento na fase de proestro em relacdo as controles. Ademais, apresentaram
uma modificagdo no aspecto morfolégico dos ovérios com incremento na presenca de
foliculos luteos, reducdo na presenca de foliculos ovarianos cisticos e presenca de células do
estroma com aspecto luteinizado. Essas modificacdes foram acompanhadas de concentracdes
séricas dos hormdénios gonadais e das gonadotrofinas hipofisarias semelhantes entre ratas
controles e resistentes durante o diestro. Além dessas alteragbes morfoldgicas, foram
detectadas modificacbes em elementos da via intracelular da insulina no ovério e tecido
adiposo das ratas. No ovario foi detectado reducdo da via IRS/PI13-K/AKT, incrementos do
fator transcricional FOXO, da proteina JNK e das citocinas IL-1B ¢ TNF-a. No tecido
adiposo, de modo semelhante ao detectado no ovério houve reducgdo da via IRS/PI3-K, com
aumento das proteinas p70S6K e JNK e da citocina IL-1p.

Assim, considerando que o hipotalamo exerce um importante controle sobre a
fertilidade dos mamiferos e que sua acdo é regulada por fatores nutricionais, sazonais, etarios
e hormonais (DAFTARY; GORE, 2005; HILL; ELMQUIST; ELIAS, 2008), levantamos a
hipotese de que em condicBes que apresentam resisténcia a insulina e obesidade como o
envelhecimento natural e a imposi¢do da dieta hiperlipidica deva haver regulacdo especifica
na expressao das proteinas envolvidas nas etapas iniciais da acdo insulinica em hipotalamo de

camundongos fémeas.
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2 OBJETIVO

Avaliar a presenca de modulacao na expressao das proteinas iniciais da via intracelular

da acdo insulinica em hipotdlamo de camundongos fémeas, obesas, alimentadas com dieta

hiperlipidica e animais mais velhos. Para tanto foram avaliados:

a)

b)

c)

d)

Parametros zoometricos dos modelos experimentais;
Intolerancia a glicose pelo teste de tolerancia a glicose (GTT);

Constante de decaimento da glicose (K;rt) para mensuracdo da sensibilidade a

insulina;

Padrdo do ciclo estral pela citologia vaginal e o nimero de foliculos lGteos

ovarianos;

Expressdo proteica da subunidade p do IR, IRS-1, IRS-2, subunidade regulatéria de

85kDa da PI 3-K e AKT-1 no hipotalamo e musculo gastrocnémio das fémeas;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes e os aparelhos utilizados para eletroforese em gel de sodio dodecil
sulfato de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano
hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina, ditiotreitol (DTT),
albumina e poli-lisina foram fornecidos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) e insulina

regular pela Lilly. A insulina marcada (**°

), a membrana de nitrocelulose, e os kits para
deteccdo por quimioluminescéncia foram fornecidos pela Amersham (UK). Os anticorpos
anti-receptor de insulina subunidade B, anti-IRS-2, anti- Akt-1, anti-TNFa, foram da Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) e os anticorpos anti-p85 (P13-K), anti- IRS-1 e anti-
Akt-1 foram da Upstate Biotechnology Inc. (USA) e o anticorpo anti-IL-6 foi da Abcam®

(Cambridge, USA).

3.2 Animais

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 foram mantidas em nimero maximo de 5
animais por gaiolas, em sala com temperatura controlada a 25 + 2 °C com acesso ad libitum a
racdo para roedores (Nuvilab®; Nuvital Nutrientes S/A, Brasil) e a 4gua. Foram mantidas em
fotoperiodo de 12hs de claro e 12hs de escuro (luzes sdo acessas as 6:00 a.m.). Em
conformidade as orientacbes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da Universidade de S&o Paulo
(Protocolo n°119, fls.75 do livro 02). Os animais foram divididos em trés grupos como se

segue:

a) Grupo 1: fémeas com 4 meses controles - (4m);
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b) Grupo 2: fémeas que foram alimentadas com dieta hiperlipidica por um
periodo de 3 meses a partir da quarta semana de vida - (DHL);

C) Grupo 3: fémeas com 10 meses de vida - (10m).

A dieta controle consistiu de racdo comercial para roedores (Nuvilab® - CR-1),
contendo 19% de proteina, 56% de carboidrato, 3,5% de lipideos, 5% de celulose e 4,5% de
vitaminas e minerais, fornecendo 3,2 kcal/Kg de racdo. A composic¢do da dieta hiperlipidica
peletizada correspondeu a 20% de proteina (caseina), 36% de carboidrato, 34,5% de lipideos,
5% de celulose e 4,5% de vitaminas e minerais, fornecendo 5,3 kcal/Kg de ragédo (Rhoster®,
Aracoiaba da Serra, SP). Para os grupos 4m e DHL o peso corporal foi monitorado
semanalmente. Ao final do periodo da dieta e ao completarem 10 meses de vida os animais
anestesiados foram submetidos aos testes de tolerancia a glicose e a insulina curto em dias
diferentes. Para a coleta dos tecidos os animais foram submetidos & narcose com mistura de
70% de gés carbonico e 30% de oxigénio e em seguida decapitados.

Ao final do protocolo experimental, foi aferido o peso corporal (g) e 0 comprimento
naso-anal (cm), utilizados para calcular o indice de Massa Corporal (IMC=g.cm?). Os
depdsitos de tecido adiposo subcutaneo, retroperitoneal e perigonadal também foram pesados

e apresentados como porcentagem em relacdo ao peso final.

3.3 Ciclo estral e Contagem de corpos lateos

A coleta do lavado vaginal foi realizada todas as manhés entre 8h30 e 9h30, com o
auxilio de uma pipeta de 10 ul e solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%). O fluido vaginal coletado
foi disposto sobre laminas de vidro e o ciclo estral foi determinado por observacdo ao
microscopio Optico com lente objetiva de 40x. A determinacdo da fase estral se deu pela
identificacdo e proporcdo de células epiteliais, cornificadas e leucdcitos encontradas
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). O exame celular dessa secrecdo permite
diferenciar as fases do ciclo estral em proestro, estro, metaestro e diestro (FREEMAN, 1994).

Os ovaérios foram coletados inteiros, distribuidos sobre uma placa de Petri contendo
solucéo fisioldgica e observados imediatamente em lupa comum para contagem dos corpos

luteos e avaliagdo macroscopica de alteragdes morfologicas eventuais.



24

3.4 Insulinemia

As amostras de sangue foram coletadas pelo tronco do animal, centrifugadas a 1.000
rpm por 3 minutos a 4 °C e estocados a -70 °C. Em momento apropriado, foi feita a
determinacdo dos niveis séricos de insulina plasmatica. O procedimento seguiu o principio
basico do radioimunoensaio (RIE) onde h& competi¢do entre o antigeno radioativo e 0 ndo
radioativo por um ndmero fixo de sitios de ligacdo aos anticorpos. A quantidade de *I-
insulina ligada ao anticorpo é inversamente proporcional a concentracdo de insulina presente
na amostra sérica. O complexo insulina-anticorpo marcado formado foi precipitado em
polietilenoglicol (PM 6000) e dosado em contador do tipo gama (PerkinElmer, Turku,
Finlandia). As analises foram realizadas no laboratorio do Prof. Dr. Angelo Rafael Carpinelli

— ICB/USP.

3.5 Testes de tolerancia a insulina (ITT) curto e a glicose (GTT)

Os testes foram realizados pela manhd, apds jejum noturno de 12 a 14 horas. Os
animais foram anestesiados com tiopental sédico (60 mg/kg de peso do animal) e ao se
confirmar o efeito do anestésico através da observacdo da falta de reflexo caudal ao estimulo
de pressdo, foi coletada uma gota de sangue ap6s sec¢cdo da cauda para mensuracdo da
glicemia basal. Em seguida, receberam injecéo intraperitoneal de solucdo de insulina regular
diluida em salina (0,75mU/g de peso de animal), para a realizacdo do teste de tolerancia a
insulina curto e subsequente calculo da constante de decaimento da glicose (Kiy), ou solugédo
contendo glicose (1mg/g de peso corporal), para a realizacdo do teste de tolerancia a glicose
(ZHAO et al., 2011).

A partir da injecdo houve coleta seriada de amostras de sangue da cauda em tempos
definidos para cada teste realizado. Apds o Ky, foram coletadas aliquotas nos tempos 5, 10,
15, 20, 25 e 30 minutos apo6s a injecdo intraperitoneal de insulina. Para a infuséo de glicose
foram coletadas aliquotas nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Todas as aliquotas
tiveram suas glicemias mensuradas utilizando-se fitas reativas (Roche®) e aparato de leitura

das fitas (Accu-chek Active Roche, Mannheim, Alemanha).
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A constante de decaimento da glicose (Kix) foi calculada pela formula 0,693/t.,, onde
t,, € 0 tempo de meia vida da glicose plasmética calculada pela inclinacdo da curva obtida
durante a fase linear de decaimento da glicose plasmatica detectada nos tempos 5 a 30
minutos apos infusdo de insulina (BONORA et al., 2000). Quanto mais rapida e intensa for a
queda da glicose, maior a sensibilidade a insulina (GELONEZE; TAMBASCIA, 2006).

3.6 Extracédo dos tecidos e eletroforese em gel de SDS

Hipotalamos e musculos gastrocnémios foram retirados e homogeneizados em tampéo
contendo Triton-X-100 1%, Tris 100mM (pH 7,4), pirofosfato de sédio 100 mM, fluoreto de
sodio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM e aprotinina 0,01
mg/ml utilizando Polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments, USA). O tecido muscular foi
utilizado por ser um dos tecidos mais importantes para efeito sobre a homeostase glicidica da
insulina.

Os extratos teciduais foram centrifugados a 12.000 rpm a 4 °C por 20 minutos para a
remocao do material insolivel. Apds centrifugacdo, os sobrenadantes das amostras tiveram
seu conteldo protéico quantificado utilizando o reagente de Bradford (BioRad, USA) e
receberam tampao de Laemmli (LAEMMLI, 1970), acrescido de DTT 200 mM, na propor¢éo
de 4:1 (V:V) e 50 a 100ug de proteinas totais submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 10%, 8% e 6,5%) no aparelho para minigel. Em cada gel havia

um marcador de peso molecular com valores estabelecidos.

3.7 “Immunoblotting”

A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente para uma
membrana de nitrocelulose, por meio de um aparelho também da BioRad por 2 h a 120 V,
como descrito por Towbin et al.(1992), e em banho de gelo. O tampé&o foi acrescido de SDS
0,1% para melhorar a dissolucdo de proteinas de alto peso molecular. A ligacéo inespecifica
de proteinas na membrana de nitrocelulose foi diminuida pela incubacdo destas com uma
solugédo blogueadora (leite desnatado Molico® 5%, Tris 10mM, NaCl 150mM e Tween 20

0,02%) em temperatura ambiente por 2 horas sob leve agitacao.
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Estas membranas foram incubadas com anticorpos especificos em solucéo
bloqueadora (com 3% de BSA ao invés de leite) durante a noite a temperatura de 4 °C sob
leve agitacdo e subsequentemente lavadas com esta mesma solucédo sem leite ou BSA, por 30
minutos. Apds lavagem, as membranas, foram incubadas com anticorpo conjugado com
peroxidase por uma hora a temperatura ambiente seguida de solucdo para detec¢do por
quimioluminescéncia como descrito no protocolo do kit comercial. A emissdo de luz foi
detectada e captada pelo sistema de deteccio MCHEMIBIS (Bio-Imaging Systems Ltd.,
Jerusalem, Israel) e as intensidades das bandas na revelacdo foram determinadas através da
leitura por densitometria Optica das imagens utilizando-se o programa Image J 1.43u
(National Institutes of Health, USA). Os resultados foram normalizados pela coloracdo das
membranas com solugdo de Ponceau 1% de 3 a 4 minutos, seguida por uma breve lavagem
com agua destilada até que as bandas se tornassem visiveis. As membranas foram colocadas
em uma superficie plastica transparente e digitalizadas (XEROX WORKCENTRE 3119 -
Xerox Comércio e Industria LTDA, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) para que a analise
densitometrica fosse realizada por meio da selecéo de pelo menos 90% da membrana; ja que a
solucdo de Ponceau ndo marca uma sé proteina especifica, mas permite verificar a qualidade e
a guantidade de proteina aplicada em cada membrana conforme sugerido por Romero-Calvo
(2010).

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism versdo 5.01°
(GraphPad Software, La Jolla-CA, USA). O tamanho amostral minimo por grupo para cada
parametro analisado foi definido através do n suficiente para realizacdo da analise da
distribuicdo das amostras através do “D’Agostino and Pearson omnibus normality test”
recomendado pelo programa GraphPad Prism versdo 5.01®. Todas as amostras apresentaram
distribuicdo normal e foram submetidas a analise estatistica de teste t, a analise de variancia
por um fator (lway ANOVA) ou analise de variancia por dois fatores (2way ANOVA).
Quando o teste apresenta diferenca significativa foi seguido do teste post-hoc de Tukey
(Tukey's Multiple Comparison Test) (p<0,05). Os resultados apresentados foram expressos

como media + desvio padrdo (M + DP) e posteriormente representados em porcentagens de
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variacdo em relacdo aos controles (Grupo 4 meses - controle), aos quais foi atribuido o valor
de 100% as condicGes em que isto se aplicava.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros zoométricos

Para o grupo controle (4m) e que receberam dieta hiperlipidica (DHL), suas massas
corporais foram mensuradas inicialmente para homogeneizagdo dos grupos e em seguida
foram separados aleatoriamente nos dois grupos identificados. A massa corp6rea dos animais
com 10 meses de vida foi mensurada no dia do experimento final.

A evolucdo ponderal dos animais do grupo 4m e do grupo DHL foi monitorada
semanalmente a partir do primeiro dia de oferta da dieta hiperlipidica (Figura 4A). O grupo
DHL comecou a ganhar mais massa corporal do que o controle a partir da 6° semana de
ingestdo da dieta modificada; p<0,05. Essa diferenca na evolucdo ponderal é também
identificada no grafico contendo a area sob a curva (AUC) (Figura 4B), com aumento de

16,7% em relac&o aos controles (245 + 21 e 210 + 16, respectivamente, p<0,05).

Figura 4: Evolucdo ponderal dos camundongos com 4m controles e DHL.
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FONTE: MOREIRA, 2011.
O grafico A reproduz a evolugdo ponderal a partir do primeiro dia de oferta de dieta hiperlipidica por
12 semanas consecutivas. A partir da 62 semana de ingestdo o grupo DHL (n:12) passa a apresentar
ganho de massa consideravelmente maior que seu grupo controle (n:09) (teste 2way ANOVA e
Bonferroni posttests). O grafico B confirma, por meio da andlise de AUC, a diferenca de ganho de
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massa entre os grupos experimentais ao longo das 12 semanas. Valores representados pela média

desvio padrdo. * <0,05.

No dia do sacrificio foi obtida a massa corporal final, 0 comprimento naso-anal e a

massa das gorduras: retroperitonial (RP), subcutanea (SUB) e perigonadal (PG). A massa das

gorduras foi calculada sob a massa total de cada respectivo animal (g.g™). Para o calculo do

IMC foi utilizado o peso final e 0 comprimento naso-anal de cada animal (NOVELLI, 2007).

Na Tabela 1 podemos observar que no grupo DHL houve aumentos nos pesos finais e IMC de

29% e 35%, respectivamente em comparacdo aos controles. Ademais, 0s coxins gordurosos

apresentaram no minino o dobro daquele mensurado nos controles (321%, 251% e 217%

respectivamente para RP, SUB e PG, considerando o controle 100%; p<0,05).

A massa corporal dos animais com 10 meses de idade foi 14% maior do que a dos

controles de 4 meses. A analise da massa dos diferentes territdrios de gordura mostrou que o

coxim RP e SUB, apresentaram um aumento de 86% e 49% maiores do que o mensurado no

grupo 4m. O coxim gorduroso PG do grupo 10m manteve-se semelhante ao controle 4m.

Tabela 1: Peso inicial, Peso final, Comprimento Naso-anal, indice de Massa Corpérea (IMC),
Gorduras Retroperitonial (RP), Subcutdanea (SUB) e Perigonadal (PG).

Parametros

Grupos

4m

DHL

10m

Peso inicial (g)
Peso final (g)
Naso-anal (cm)

IMC (g/cm?)

Retroperitoneal (g*g™)

Subcutanea (g*g™")

Perigonadal (g*g™)

15.90 + 1.37 (14)
21.41+1.37 (14)
9.25+0.29 (14)
0.26 +0.02 (14)
0.14 +0.08 (18)
0.51+0.25 (19)

0.47 +0.27 (17)

16.55 + 1.13 (11)
27.62 £5.62* (14)

9.36+0.63 (11)
0.35+0.05* (11)
0.45 +0.28* (19)
1.28 £0.55* (19)

1.02 +0.75* (19)

24.48 + 1.81* (10)

0.26 £0.13* (15)
0.76 +0.30* (15)

0.54 +0.33 (15)

Valores representados pela média + desvio padrdao. NUmero de amostras esta entre parénteses.

*Valores com diferencas significativas em relagdo ao grupo controle (4m), p<0.05
FONTE: MOREIRA, 2011.
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4.2 Caracterizacdo do ciclo estral e Contagem do numero de corpos lateos

Durante a realizacéo da analise do ciclo estral dos grupos 4m e DHL, observamos que
0 acompanhamento do ciclo a partir de dois e trés meses de vida ndo apresentou padréo
ciclico. Diante disto, analisamos o ciclo estral somente no periodo das trés ultimas semanas de
vida nas quais foram considerados 0s animais com a presenca das trés fases do ciclo (proestro,
estro e diestro).

A Figura 5 representa a freqiéncia de cada fase estral para os trés grupos. O grupo
controle (4m) apresentou 94% de fémeas com detecgéo das trés fases, assim como 0s animais
com 10 meses de idade. No grupo DHL foram detectados 37% de animais com até duas fases

detectadas e foi observada reducdo da freqliéncia de proestro e aumento de diestro (Figura 5).

Figura 5: Analise do ciclo estral: freqliéncia das trés fases (proestro, estro e diestro) do ciclo estral em
um periodo de trés semanas.
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FONTE: MOREIRA, 2011.
Total de animais amostrados: 4m(n:33), DHL(n:12) e 10m(n:34). Valores representados pela média *
desvio padrao.*p<0,05, comparacgdo feita com a respectiva fase do grupo controle.

Diante da auséncia de um padrdo ciclico conforme descrito na literatura, onde o
diestro é a fase de maior duracdo em relacéo as outras fases do ciclo, foi usado o estimulo de
Whitten. Esse estimulo € olfativo dado pela urina de machos férteis da mesma espécie, a fim
de induzir a regulacdo do ciclo estral (MEZIANE et al., 2007). Para isso, separamos a

maravalha de caixas que continham cinco camundongos machos em idade fértil e colocamos
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nas caixas das fémeas controles e das alimentadas com dieta hiperlipidica. Ap6s 24 horas
comecamos a coleta do lavado vaginal para avaliacdo do ciclo estral conforme descrito
anteriormente por mais 10 dias.

O resultado do experimento descrito pode ser observado na Figura 6. Para o grupo
controle houve reducéo da deteccdo de fase de proestro apos o estimulo com maravalha imida

de urina de machos (Figura 6A), enquanto que no grupo DHL foi detectada diminuicdo da
fase de estro (Figura 6B).

Figura 6: Andlise do ciclo estral antes e apds estimulo olfatério com urina de machos C57BLS6,
freqliéncia das trés fases (proestro, estro e diestro) do ciclo em um periodo de 2 semanas.
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FONTE: MOREIRA, 2011.

O grafico A mostra a duracdo das fases antes e apds estimulo em camundongos fémeas C57BL6
controles (4m). O grafico B mostra a duragdo das fases antes e apds estimulo em camundongos
fémeas C57BL6 tratados cm dieta hiperlipidica (DHL). Total de animais amostrados: 4m(n:11) e

DHL(n:11). Valores representados pela média + desvio padrdo.*p<0,05 comparando-se a respectiva
fase antes e apds o estimulo.

=]
I

A avaliacdo dos ovarios a fresco de ambos 0s grupos mostrou que o tratamento com
dieta hiperlipidica levou a uma redugdo do numero total de corpos luteos em relacdo ao
controle (4m =23 =9 e DHL = 14 + 8; p=0,0012) (Figura 7).
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Figura 7: Contagem de corpos luteos através da observacao a fresco de ovarios de animais com 4
meses de vida tratados ou ndao com dieta hiperlipidica.
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FONTE: MOREIRA, 2011.

Total de ovarios amostrados: 4m(n:26) e DHL(n:22). Valores representados pela média + desvio
padrdo.*p<0,05.

4.3 Insulinemia

Ap0s coleta de sangue conforme descrito na secdo de Materiais e Métodos, a insulina
plasmatica foi mensurada (Figura 8). Foi detectada concentracdo de insulina sanguinea nos
grupos DHL em comparacdo as controles, 3,05 + 1,9 versus 0,73 £+ 0,4 ng/mL, p=0,054,
respectivamente. O grupo envelhecido apresentou insulinemia estatisticamente semelhante as
controles (1,34 £ 0,52 ng/mL; p=0,098).

Figura 8: Concentragdo de insulina sérica.
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FONTE: MOREIRA, 2011.
As amostras de sangue foram coletadas do tronco apds a decapitagdo, o soro separado por
centrifugacdo e armazenado em freezer a -70° C até a determinagcdo por RIE. Total de animais
amostrados: 4m(n:4), DHL(n:4) e 10m(n:6). Valores representados pela média * desvio padrao.

4.4 Testes de tolerancia a glicose e constante de decaimento de glicose

O teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado em animais submetidos a jejum
prévio de 12 a 14horas e anestesiados. A glicemia basal do grupo DHL (242 + 32mg/dL)
mostrou-se maior do que seu controle (144 + 25mg/dL), p<0.05. Enquanto a do grupo 10m
(159 £ 29mg/dL) foi semelhante ao controle. A dieta hiperlipidica e a idade de 10 meses
influenciaram na resposta ao teste quando comparadas com o grupo controle (4m) (Figura 9).
A diferenca entre as curvas estd representada no grafico das areas sob a curva, AUC (4m=
2236 + 270; DHL= 3068 + 1428 e 10m= 2526 + 962, p<0,05) (Figura 9B).

Figura 9: Teste de tolerancia a glicose realizado apds jejum noturno de 12 a 14 horas, em animais
anestesiados controles 4m, alimentados com DHL e 10m.
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FONTE: MOREIRA, 2011.
Foi mensurada a glicemia no tempo 0 (basal) e aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds inje¢do
intraperitoneal de glicose. O grafico A mostra a curva glicémica ao longo do tempo. O grafico B
apresenta a AUC correspondente as curvas glicémicas. Valores representados pela média + desvio
padrdo.*p<0,05 comparando-se com grupo controle.

Para a avaliacdo da sensibilidade a insulina foi feito um teste de tolerancia a insulina

curto (ITT de 30’) em animais submetidos a jejum prévio de 12 a 14horas. Neste teste, a taxa
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de decaimento de glicose, Kjy, é avaliada ao longo de 30 minutos ap6s a inje¢éo de insulina
intraperitoneal. O teste mostrou que tanto o grupo DHL quanto o grupo 10m possuem menor
sensibilidade a insulina em relacdo aos controles (4m= 4.18 + 0.18%.min™*; DHL= 2.8 +
0,55%.min™ e 10m= 2,9 + 0,23%.min™; p<0.05) (Figura 10).

Figura 10: indice de decaimento da glicose, Kiy,dos grupos 4m, DHL e 10m calculada a partir das
glicemias coletadas no teste de tolerancia a insulina curto realizado apds jejum noturno
de 12 a 14 horas.

el =
4m DHL 10m

FONTE: MOREIRA, 2011.
A glicemia foi mensurada no tempo O (basal) e aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos apds inje¢do
intraperitoneal de insulina regular. Valores representados pela média + desvio padrdao de 15 animais
controles (4m), 6 com DHL e 22 com 10 meses. * p<0.05, comparando-se com grupo controle.

4.5 Expressbes das proteinas IR, IRS-1, IRS-2, PI3K e AKT-1 e interleucinas IL6 e
TNFa em hipotalamos e mausculos gastrocnémios de camundongos fémeas
alimentados com dieta hiperlipidica (DHL)

A expressao proteica hipotaldmica da subunidade B do IR (Figura 11A), do IRS-1
(Figura 11B), do IRS-2 (Figura 11C), da subunidade de 85 kDa da PI3K (Figura 11D) e da
AKT-1 (Figura 11E) foram analisadas para o grupo tratado com DHL em relagdo ao seu
controle 4m. A dieta hiperlipidica induziu aumento de aproximadamente cinco vezes para a
expressdo de IR (4m= 100 £ 96% e DHL= 475 + 183%; p=0,018) e de aproximadamente
duas vezes sobre a expressdo protéica da subunidade regulatéria da PI3K em relagcdo ao
controle (4m= 100 + 22% e DHL= 195 + 139%; p=0,0374). A expressdo das proteinas IRS-1,
IRS-2 e AKT-1 ndo foi alterada (4m= 100 = 37% e DHL= 129 £+ 7%; 4m= 100 = 24% e
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DHL=99 * 37%; 4m= 100 = 21% e DHL= 121 + 37%), entretanto uma tendéncia ao aumento
na expresséo total de IRS-1 foi observada (p=0,083).

Figura 11: Efeito da DHL sobre a expressao proteica de IR, IRS-1, IRS-2, PI3K e AKT-1 em hipotalamo
de camundongos fémeas C57Bl6.

A
B C
IB: IR hip |
IB: IRS1 hi IB: IRS2 hip
800- o : P
* 150- .- 1507 o
600-
) 100+ 100+
3 400 g 9
S < <
- 50_
200~ 50
u-ﬁ o o .
4m 4m DHL Am DHL
o E
1B PISK hip IB: AKT1 hip
4007 — 200 -
* | = =
3004 150 ‘|‘
< —_
9-; 2007 £ 100
- 5
1004 50-
0- Y 0- .
4m DHL 4m DHL

FONTE: MOREIRA, 2011.

Os hipotalamos foram extraidos e processados conforme descrito nos materiais e métodos e
submetidos a immunobloting tipico com anticorpo especifico. O grafico A representa a média da
expressdo protéica da subunidade B do IR, amostras de 3 animais do grupo 4m e de 5 do grupo DHL. O
grafico B representa a média da expressao protéica da IRS-1, com de 8 animais do grupo 4m e de 6 do
grupo DHL. O grafico C representa a média da expressao protéica da IRS-2, com 10 animais do grupo
4m e 11 do grupo DHL. O gréfico D representa a média da expressdo protéica da subunidade de 85 kDa
da PI13K, com 11 animais do grupo 4m e 11 do grupo DHL. O grafico E representa a média da expressdo
protéica da AKT-1, com 12 animais do grupo 4m e 11 do grupo DHL. Valores representados pela média
t desvio padrdo *p<0,05.

A figura 12 mostra a expressao proteica da subunidade B do IR (Figura 12A), IRS-1
(Figura 12B), IRS-2 (Figura 12C), da subunidade p85 da PI3K (Figura 12D) e AKT-1 (Figura

12E) em musculo gastrocnémio do grupo tratado com DHL e seus respectivos controles 4m.
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Assim como no hipotalamo, porém em menor intensidade, o tratamento com DHL resultou
em aumento de 30% na expressdo proteica da PI3K (4m= 100 + 40% e DHL= 130 + 30%;
p=0,032). Foi detectado também aumento na expressdo proteica da AKT-1 frente ao

tratamento com DHL para 160% em relacdo ao controle (4m= 100 + 55% e DHL= 161 +
30%; p=0,044).

Figura 12: Efeito da DHL sobre a expressao proteica de IR, IRS-1, IRS-2, PI3K e AKT-1 em musculo
gastrocnémio de camundongos fémeas C57BI6.
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FONTE: MOREIRA, 2011.
Os musculos gastrocnémicos foram extraidos e processados conforme descrito nos materiais e
métodos e submetidos a immunobloting tipico com anticorpo especifico. O grafico A representa a
média da expressdo proteica da subunidade B do IR, com 4 animais do grupo 4m e 4 do grupo DHL. O
grafico B representa a média da expressdo protéica da IRS-1, com 9 animais do grupo 4m e 10 do
grupo DHL. O grafico C representa a média da expressdo protéica da IRS-2, com 4 animais do grupo 4m
e 4 do grupo DHL. O grafico D representa a média da expressdo proteica da subunidade de 85 kDa da
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PI3K, com 15 animais do grupo 4m e 14 do grupo DHL. O grafico E representa a média da expressao
protéica da AKT-1, com 5 animais do grupo 4m e 6 do grupo DHL. Valores representados pela média +
desvio padrdo. *p<0,05.

A expressdo total das citocinas pro-inflamatorias TNFa e 1L-6 estdo representadas na
figura 13. No hipotalamo houve manutencdo da expressdo proteica de ambas citocinas quando
comparadas aquela dos animais controles (Painel 15A). Por outro lado, no mausculo
gastrocnémio foi detectado aumento na expressdo da IL-6 no grupo dieta hiperlipidica (4m=
100 + 7% e DHL= 110 + 8%; p=0,032), enquanto a expressao da TNFa nao foi modificada
(Painel 15B).

Figura 13: Efeito da DHL sobre a expressdo proteica das citocinas pré-inflamatdrias TNFa e IL-6 em
hipotdlamo e musculo gastrocnémio de camundongos fémeas C57BI6
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FONTE: MOREIRA, 2011.
Os tecidos foram extraidos e processados conforme descrito nos materiais e métodos e submetidos a
immunobloting tipico com anticorpo especifico. Os graficos do painel A representam a média da
expressdo proteica das citocinas no hipotdlamo (4m — n:4 e DHL — n:5). Os graficos do painel B
representam a média da expressdo proteica das citocinas no musculo gastrocnémio (4m — n:6 e DHL —
n:8). Valores representados pela média + desvio padrdo. *p<0,05.

4.6 Expressdes das proteinas IR, IRS-1, IRS-2, PI3K e AKT-1 e interleucinas IL6 e
TNFa em hipotadlamos e musculos de gastrocnémio de camundongos fémeas com
10 meses de idade (10m).

A expressdo proteica hipotaldamica do IR (Figura 14A), IRS-1 (Figura 14B), IRS-2
(Figura 14C), subunidade de 85 kDa da PI3K (Figura 14D) e AKT-1 (Figural4E) foi
analisada no grupo com 10 meses e comparada ao 4m. A idade influenciou na diminuicdo em
20% da expressdo proteica da subunidade p do IR (4m= 100 + 18% e 10m= 80 = 22%j;
p=0,006).
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Figura 14: Efeito da idade sobre a expressdao proteica de IR, IRS-1, IRS-2, PI3K e AKT1 em
hipotdlamo de animais com 4m e 10m de vida.
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FONTE: MOREIRA, 2011.

Os hipotalamos foram extraidos e processados conforme descrito nos materiais e métodos e
submetidos a immunobloting tipico com anticorpo especifico. O grafico A representa a média da
expressdo proteica da IR, com 15 animais do grupo 4m e 25 do grupo 10m. O grafico B representa a
média da expressdo proteica da IRS-1, com 17 animais do grupo 4m e 29 do grupo 10m. O grafico C
representa a média da expressdo proteica da IRS-2, com 8 animais do grupo 4m e 15 do grupo 10m. O
grafico D representa a média da expressao proteica da subunidade de 85 kDa da PI3K, com 15 animais
do grupo 4m e 25 do grupo 10m. O gréfico E representa a média da expressdo proteica da AKT-1, com
17 animais do grupo 4m e 29 do grupo 10m. Valores representados pela média + desvio padrdo.
*p<0,05.

A figura 15 mostra a expressao protéica das proteinas IR (Figura 15A), IRS-1 (Figura
15B), IRS-2 (Figura 15C), subunidade de 85 kDa da PI3K (Figura 15D) e AKT-1 (Figura

15E) em musculo gastrocnémio de animais com 10m e seus respectivos controles 4m. A idade
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ndo modificou nenhuma dessas proteinas, embora tenha apresentado uma tendéncia a redugédo
da expressdo de AKT-1 (4m= 100 + 45% e 10m= 78 + 31%; p=0,080).

Figura 15: Efeito da idade sobre a expressdo proteica de IR, IRS-1, IRS-2, PI3K e AKT1 em musculo
gastrocnémico de animais com 4m e 10m de vida.
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FONTE: MOREIRA, 2011. Os musculos gastrocnémicos foram extraidos e processados conforme descrito nos
materiais e métodos e submetidos a immunobloting tipico com anticorpo especifico. O grafico A
representa a média da expressdo proteica da IR, com 21 animais do grupo 4m e 31 do grupo 10m. O
grafico B representa a média da expressdo proteica da IRS-1, com 21 animais do grupo 4m e 31 do
grupo 10m. O gréfico C representa a média da expressdo proteica da IRS-2, com 8 animais do grupo
4m e 15 do grupo 10m. O gréfico D representa a média da expressdo proteica da subunidade de 85
kDa da PI3K, com 21 animais do grupo 4m e 30 do grupo 10m. O grafico E representa a média da
expressdo proteica da AKT1, com 14 animais do grupo 4m e 24 do grupo 10m. Valores representados
pela média * desvio padrdo. *p<0,05.
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A expressao total das citocinas pré-inflamatorias TNFa e IL-6 estdo representadas na
figura 16. Os animais com 10 meses de idade apresentaram reducdo na expressdo
hipotaldmica de TNFa. para 69% em relacdo ao controle (4m= 100 £ 39% e 10m= 69 + 22%;
p=0,022; Fig. 16A). Por outro lado, ndo foi detectada diferenca na expressdo proteica de

ambas citocinas no tecido muscular das fémeas com 4 e 10 meses de vida (Fig. 16B e C).

Figura 16: Expressao protéica das citocinas pré-inflamatérias TNFa e IL-6 em musculo gastrocnémio e
hipotdlamo de animais com 4 e 10 meses de vida.
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FONTE: MOREIRA, 2011.
Os tecidos foram extraidos e processados conforme descrito nos materiais e métodos e submetidos a
immunobloting tipico com anticorpo especifico. O grafico A representa a média da expressdo protéica
das citocinas no hipotdlamo (4m — n:4 e DHL — n:5). O grafico B representa a média da expressdo
protéica das citocinas no musculo gastrocnémio (4m — n:6 e DHL — n:8). Valores representados pela
média + desvio padrdo. *p<0,05.
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5 DISCUSSAO

O atual aumento da prevaléncia da obesidade e doencas associadas como o diabete
tipo 2 e a sindrome metabdlica tem chamado a atencdo para o efeito desta sobre o sistema
reprodutivo. A infertilidade e a secrecdo de LH estdo geralmente associadas com a
hiperinsulinemia. Para determinar se a resisténcia a insulina associada & obesidade exerce
influéncia sobre o sistema reprodutor, avaliamos dois modelos experimentais: Camundongos
fémeas C57BL6 envelhecidos naturalmente e alimentados com Dieta Hiperlipidica (DHL).

A maior parte dos estudos relacionados a envelhecimento e tratamento com dieta
hiperlipidica se restringem a camundongos machos. O presente estudo relata os parametros
zoométricos de ambos os modelos experimentais em camundongos fémeas da linhagem
C57BL6. Como parte da investigacdo inicial de modelos animais que podem desenvolver
resisténcia a insulina avaliamos a evolucdo ponderal em animais alimentados por 3 semanas
com dieta hiperlipidica.

O desenvolvimento do quadro de obesidade em camundongos fémeas da linhagem
C57BL6 foi nitido, onde pudemos observar ganho de peso em relacdo aos controles apos 6
semanas de ingestdo da dieta hiperlipidica. O IMC foi utilizado como um indicativo de
obesidade onde quanto maior o indice, maior o grau da obesidade e quando comparado ao
indice de Lee, o0 mesmo se mostra mais preciso e eficiente na mensuracio de trabalhos que
envolvam modelos de animais obesos (NOVELLI, 2007). O. Valores acima de 0.3g/cm? ja
sdo considerados obesos (NOVELLI, 2007). O ganho de peso em camundongos dessa
linhagem n&o é consequiéncia de somente uma ingestdo cal6rica maior, mas sim de reducédo na
taxa metabolica desses animais (WINZELL; AHREN, 2004).

Ratos com 12 a 14 meses de idade tém sido utilizados como modelos de obesidade e
resisténcia a insulina e em processo de envelhecimento por apresentarem maior adiposidade
qguando comparados a animais mais jovens (NISHIMURA et al., 1988), o mesmo foi
comprovado em nosso modelo.

O comprimento naso-anal ndo foi alterado, 0 que mostra que o aumento de peso final
realmente ndo ocorre em consequiéncia de um crescimento da massa éssea desses animais,
mas deve-se pelo aumento dos coxins gordurosos subcutaneos, retroperitoniais e perigonadais

nos dois modelos experimentais.
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A gordura visceral, em particular, tem um papel importante na regulacdo da
sensibilidade & insulina sistémica através da modulacdo de armazenamento de gordura nos
adipdcitos e da producédo de citocinas como leptina e TNF-a. A leptina parece desempenhar
um papel importante na regulacdo da gordura corporal total apds a retirada da gordura
subcutanea, atuando como um sinal de retroalimentacdo para mantutencdo da gordura
corporal total. Concentracdes circulantes de leptina tendem a refletir a quantidade total de
gordura corporal em humanos e animais, assim se ocorre diminui¢do de gordura subcutanea
também ocorre diminuicdo da concentracdo de leptina, este seria um sinal desencadeando
respostas compensatorias (ISHIKAWA et al., 2006). Em camundongos machos com 12 meses
de idade, da mesma linhagem, apresentam prejuizo na sinalizacdo da leptina pelo ganho de
peso nessa fase. Estes déficits incluem um metabolismo mais lento e menos seletivo as
respostas da leptina e mesmo que estes animais sejam tratados com uma dieta de restri¢éo
caldrica ndo ocorre melhora das respostas metabdlicas nessa fase (JACOBSON, 2002).

A insulina também preenche os critérios necessarios para a funcao de sinal aferente de
adiposidade, pois circula em niveis relativamente proporcionais a massa adiposa e atua no
sistema nervoso central onde possui receptores em areas envolvidas no controle da ingestao
alimentar. A insulina é captada pelo tecido cerebral, passa pela barreira hematoencefalica e
age como um sinal anorexigeno, induzindo hipofagia e perda de peso. Assim como a leptina,
a insulina atua estimulando neurénios do ndcleo arqueado como a POMC/CART
(anorexigenos) e inibindo NPY/AgRP (orexigenos) (ARAUJO, TORSONI, VELLOSO, 2010;
VELLOSO et al., 2008).

Em modelos animais de obesidade, o fenbmeno de resisténcia hipotalamica a acdo de
hormdnios como a leptina e a insulina, tem sido bem caracterizado. Ao que tudo indica, nestes
animais ocorre uma intima associacdo entre a resisténcia a esses horménios no sistema
nervoso central e a génese da obesidade (VELLOSO, 2006).

Estudos com camundongos da linhagem C57BL6 mostraram intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina apos tratamento com dieta hiperlipidica durante 5 meses (GALLOU-
KABANI et al., 2007), enquanto que nossos estudos comprovam que tanto a intolerancia a
glicose quanto a resisténcia a insulina ja estdo presentes a partir de 3 meses de tratamento com
DHL a 35% de gorduras. Discordando do estudo citado anteriormente, nossa pesquisa aponta
para um evidente quadro de diabete tipo 2 em fémeas C57BL6, enquanto que Gallou-Kabani

et al. (2007) mostraram que somente 0s machos dessa linhagem manifestaram diabetes tipo 2
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e as fémeas apresentaram um fenotipo semelhante aos machos porém menos pronunciado
com resisténcia a insulina clara e moderada intolerancia a glicose.

A insulinemia ap6s os 3 meses da DHL apresentou uma forte tendéncia estatistica a
estar maior do que o grupo controle, no entanto, nossa limitacdo foi o baixo nimero de
amostras para esse ensaio. Segundo Gallou-Kabani et al. (2007) mesmo apds 5 meses de DHL
camundongos fémeas tanto da linhagem C57BL6 quanto da A/J permaneceram
normoinsulinémicas, enquanto que nos machos de ambas as linhagens apresentaram
hiperinsulinémia.

No presente trabalho, o efeito do envelhecimento sobre a homeostase da glicose
mostrou glicose sanguinea e insulina plasmatica de jejum semelhantes aos controles, mas com
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Camundongos fémeas C57BL6 envelhecidas
tornam-se menos tolerantes a glicose pela diminuicdo da sensibilidade a insulina no figado e
no tecido adiposo em comparacdo com machos da mesma espécie; comprovando gue 0 género
possui influéncia sobre o metabolismo da glicose (GOREN; KULKARNI; KAHN, 2004).

O metabolismo energético e a reproducdo sdo fungdes que se encontram intimamente
ligadas, onde adequados estoques de substratos energéticos sao requisitos para o
desenvolvimento da puberdade e continua capacidade reprodutiva em seres humanos adultos e
ratos (BRUNING et al., 2000).

Mudancas citolégicas que ocorrem no trato reprodutivo de ratas, como no epitélio
vaginal, estdo relacionadas as secrecdes hormonais. Pelo estudo desse ciclo e de suas
alteracdes citoldgicas podemos determinar, com boa margem de seguranca, o tipo de
horm®nio ovariano que estéa sendo liberado.

Em nossos estudos da caracterizacdo do ciclo estral optamos por classificar as fases
em proestro, estro e diestro, sendo a fase metaestro inserida com a fase de diestro. O ciclo
estral do grupo 4m e DHL foi monitorado a partir do 2° més de vida dos animais,
considerando-se que a puberdade em ratas ocorre apds 4 semanas de vida com a liberacéo
pulsatil do LH que permite a maturacdo dos ovarios (WESTWOOD, 2008 apud ANDREWS e
OJEDA, 1981%).

O grupo com 10 meses de idade apresentou comportamento ciclico muito parecido

com os controles, sugerindo que a referente idade estudada ndo apresente caracteristicas de

> Apud ANDREWS,W. W.; OJEDA, S. R. A detailed analysis of the serum LH secretory profiles of conscious
free-moving female rats during the time of puberty. Endocrinology v.109,p. 2032-2039, 1981.
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animais envelhecidos onde seria esperado um aumento na fase de diestro pela perda do padréo
estral, dando conseqiiéncia a uma fase pré-menopausa. Entretanto, o grupo tratado com DHL
apresentou aumento na fase de diestro e diminuicdo da fase proestro quando comparadas com
as respectivas fases de seus controles. Esse resultado pode ser confirmado pela reducéo de
corpos lateos no grupo DHL, mostrando que realmente ocorre diminui¢cdo na ovulagéo.
Segundo Akamine et al.(2010), a resisténcia a insulina e a hiperinsulemia ocorrem em
conjunto com um prejuizo na sinalizacdo da insulina no ovario de ratas com obesidade
induzida, promovendo alteracdes morfologicas nos ovarios e aumento na fase de diestro.
Observamos que houve o prolongamento na fase de estro nos trés grupos experimentais
contrastando com o que é descrito na literatura onde a incidéncia do diestro é maior
(MANDL, 1951; MARCONDES; BIACHI; TANNO, 2002).

Long e Evans, em 1922 relataram sobre animais que apresentam um estado de
cornificacdo vaginal continua, ou seja, um prolongamento espontaneo da fase estro. Segundo
Lu et al.(1980) esta fase de estro prolongado decorre do envelhecimento por volta dos 10 aos
12 meses de vida, mas em outros grupos de estudo, 0 mesmo comportamento quanto ao ciclo
estral, foi observado que fémeas virgens estdo apresentando estro prolongado mais cedo se
comparadas com as fémeas que sdo pareadas com machos (MATT, 1987 apud LA POLT,
1986 °).

Matt et al. (1987) observaram que ao parear as fémeas em estro continuo com machos
férteis, as mesmas apresentaram comportamento lord6tico e aumento na liberacdo de LH
guando comparadas a fémeas com ciclo regulares. Meziane et al.(2007) mostrou que apds
estimulo de Whitten, no qual um macho é colocado na mesma caixa das fémeas sendo
separado por uma grade, os camundongos fémea apresentaram aumento na fase de prostro em
até 36 horas apds a retirada do macho. O estimulo especifico pelo qual a exposi¢cao ao macho
provoca um aumento na liberacdo de LH em fémeas com estro prolongado nédo é conhecido.

Em nosso estudo, mesmo ap6s estimulo de Whitten, os animais continuaram a
apresentar a mesma frequéncia do ciclo estral, porém as fémeas com 4 meses de idade
mostraram diminuicdo na fase de proestro enquanto que as fémeas com 4 meses de idade

tratadas com DHL apresentaram diminuigdo na fase de estro.

* Apud LA POLT P.S,, et al., The relation of ovarian steroid levels in young female rats to subsequent estrous
cycicity and reproductive function during aging. Biol Reprod, v.35, p.1131-1139, 1986.
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Podemos sugerir que concomitante as alteracbes encontradas nos camundongos
tratados com DHL, havera diminuicdo de periodos férteis, resultando em perda da capacidade
reprodutiva das fémeas que consumiram DHL em relacdo as que ndo consumiram. A
tendéncia no aumento da insulina plasmatica apresentada pelo grupo DHL pode néo ter sido
observada pelo baixo numero amostral, porém sugerimos que haja correlacdo entre menor
numero de ovulacBes e aumento da insulina plasmética. Assim, resolvemos estudar a via de
sinalizacdo no hipotadlamo desses animais, sugerindo que haja uma possivel modula¢do do
eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas.

Na avaliacdo das proteinas da via de sinalizacdo da insulina no hipotalamo,
observamos que o tratamento por 12 semanas de DHL promoveu aumento do receptor de
insulina (IR) e da PI3K, apresentando tendéncia estatistica a0 aumento na expressao total de
IRS-1. Banas et al., (2008) avaliaram animais em consumo agudo de dieta por 1 semana e em
consumo crdnico por 6 semanas e observaram aumento na expressdo de IR, IRS-1 e IRS-2 no
hipotalamo de ratos com consumo agudo de dieta, enquanto o tratamento croénico com dieta
promoveu aumento da insulinemia. Aqueles resultados indicam que o excesso de dieta
hiperlipidica por um curto periodo de tempo ativa mecanismos centrais compensatorios, com
o prolongamento da ingestdo dessa dieta aqueles mecanismos adaptativos tornam-se menos
eficientes e pode ocasionar resisténcia a insulina, conforme observado em nosso estudo.

Estudos realizados com camundongos fémeas que ndo expressam receptor de insulina
(IR) em seus neurdnios (NIRKO mice), demonstraram alteracdo na fertilidade com poucos
foliculos antrais e corpos luteos devido a reducdo da liberacdo de LH (BRUNING et al.,
2000), além de apresentarem hiperglicemia e faléncia na atividade secretora de células
pancredticas (SATIEL; PESSIN, 2002). A insulina também é capaz de estimular a secrecdo de
GnRH in vivo e a administracdo de insulina intracerebroventricular (icv) restabelece o
comportamento reprodutivo de ratos diabéticos (BURCELIN et al., 2003; KOVACS, et al.,
2003). Estudos in vitro com linhagens celulares imortalizadas produtoras de GnRH indicam
que a insulina regula a expressdo desse hormdnio através da via das MAPK (SALVI et al.,
2006). No entanto, em nossa avaliagdo feita no hipotadlamo de camundongos com 10 meses de
idade ocorre reducdo na expressdo total de IR. Nossos resultados podem somente ser
avaliados quanto a expressao protéica total ja que ndo avaliamos a ativacao da via.

Outra proteina que se mostra importante para a regulacéo do eixo hipotalamo-hipofise-

gonadas é a PI3-K, onde p850aKO de neurdnios GnRH in vivo promoveu redugdo dos niveis
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séricos de testosterona e no numero de espermatozoides, sugerindo que a sinalizagdo da PI3K
compreende um dos fatores que modulam as diferengas sexuais na regulacdo neuroendocrina
da secrecdio de GnRH (ACOSTA-MARTINEZ et al., 2009). Considerando que a PI3K pode
ser ativada pela testosterona (BARON et al., 2004) e que uma das caracteristicas da SOPC é o
hiperandrogenismo (PANIDIS et al., 1999), poderiamos especular que o aumento
hipotalamico da expressédo da PI3K em nosso modelo de DHL poderia ser por este fendmeno.

H& muito se observava que animais experimentais com diabetes mellitus e/ou com
obesidade ao desenvolverem quadros infecciosos ou inflamatdrios apresentam significativo
comprometimento da acdo da insulina (MCCOWEN et al., 2001). Segundo De Souza et al.,
(2005) animais tratados com dieta hiperlipidica apresentam um aumento da expressdo de
proteinas de resposta inflamatoria no hipotdlamo, entre elas: TNF-a, IL-1p e IL-6. Na
presenca de niveis elevados destas citocinas, neurdnios do hipotdlamo apresentam ativacéo de
vias intracelulares envolvidas com a resposta a sinais inflamatérios. Proteinas com atividade
serina quinase presentes nessas vias catalisam a fosforilagdo em serina de importantes
participantes da via de sinalizacdo da insulina o que leva a uma resisténcia molecular a acdo
desse horm6nio no hipotalamo de animais alimentados com dieta hiperlipidica. Embora a
TNFa seja um importante mediador da resisténcia a insulina em modelos de animais obesos,
devido o aumento da expressdo no tecido adiposo, nosso ensaio ndo apontou diferenca na
expressdo protéica das citocinas estudadas em fémeas alimentadas com DHL, enquanto que
no envelhecimento houve reducdo da expressao da TNFa.

Pacientes que possuem endometriose apresentam elevados niveis sanguineos de IL-6,
0 que pode levar a infertilidade (UMEZAWA et al., 2008). O reforco do tecido adiposo
branco aumenta a producdo de fatores relacionados com as células imunes, citocinas e acidos
graxos livres, 0 que poderia contribuir para a instalacdo de infertilidade na condicéo de obesos
(SCHAFFLER; SCHOLMERICH; SALZBERGER, 2007). No presente estudo, a expressdo
da IL-6 aumentou no musculo gastrocnémio do grupo com DHL, sugerindo que a redugéo na
sinalizacédo da insulina ap6s 12 semanas de dieta hiperlipidica contribua com a infertilidade de
mulheres obesas.

Um aspecto importante envolve o papel do tecido muscular esquelético,
particularmente na depuracdo metabdlica da glicose no estado alimentado. Esse tecido
participa de modo central na remocao da glicose sanguinea advinda do processo digestorio,

resultando no equilibrio adequado da glicemia durante os processos de alimentagdo e jejum.
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Com o aumento da glicemia consequiente ao processo digestorio, ha liberagcdo de insulina e
sua atuacgdo envolvera o aumento da captacdo desse nutriente nos tecidos muscular e adiposo
(KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Vale sempre a pena lembrar que do ponto de vista
quantitativo o tecido muscular tem primazia em relacdo ao adiposo nesse contexto. Assim, 0
tecido muscular esquelético ¢ um alvo importante nos estudos que envolvem resisténcia a
acao da insulina.

Ratos Wistar machos com 20 meses de idade apresentam alteracdes da acdo da
insulina em mausculo pela reducdo da expressdo IRS-1 (CARVALHO et al., 1996) e pela
reducdo do grau de fosforilacdo do IRS-2 em associacdo com a PI3K (CARVALHO et al.,
2000).

Nos animais tratados com DHL ocorreu aumento na expresséo da PI3K/AKT. A maior
expressao da subunidade p85 da PI3K pode justificar uma menor resposta a insulina. Animais
transgénicos demonstram que o desequilibrio entre as subunidades catalitica e regulatoria
podem modificar a atividade dessa enzima quando estimulada pela insulina, j& que para o
funcionamento adequado da PI3K €é necessario um balanco entre as fracfes livres da p85 e
outra fracdo € um complexo entre a p85-p110. Caso ocorra modificacdes da expressdo da p85
acontece deslocamento desse balanco em favor de uma das duas fracGes pelo acoplamento a
sitios de ligagdo nos IRSs. (UEKI et al., 2003; TERAUCHI et al., 1999). Barbour et al. (2005)
destacam que um aumento na expressdo da p85 causa um potente papel regulador negativo
sobre a sinalizacdo da insulina em musculo esquelético de ratos, além de induzir resisténcia a
insulina.

Seguindo a via de sinalizagdo da insulina, a AKT1 exerce importante papel na
estimulagdo de proteinas envolvidas na sintese protéica ou regulando a captacdo de glicose
(CHEN et al., 2001; TANIGUSHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). No caso do nosso projeto
sugerimos que a maior concentracdo de AKT1 no musculo gastrocnémico de camundongos
fémeas com DHL estd associada ao aumento da expressdao da PI3K, enquanto que no
envelhecimento ocorre tendéncia estatistica de reducdo na expressao da mesma que pode ser
associada a uma discreta perda de massa muscular caracteristica do envelhecimento.

Quando relacionamos as proteinas da via de sinaliza¢éo de insulina com duas distintas
fases do ciclo estral, estro e diestro, por ora os resultados obtidos mostram que o ciclo estral
ndo parece influenciar a expressao de nenhuma das proteinas analisadas nos animais tratados

com DHL. No envelhecimento foi detectada um aumento da expressdo de IRS-1 na fase de
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diestro em mausculo gastrocnémio, porém ainda ndo sabemos explicar este resultado
(ANEXO).

Tortoriello; Mcminn; Chua (2007) mostraram que a linhagem de camundongos
DBA/2] se tornaram inférteis depois de consumir uma dieta com 35% de gordura, enquanto
camundongos C57BL6 exibiram fertilidade normal.

Estudos com camundongos knockout IR na hipofise (PitIRKO) indicam um papel
direto para a sinalizagdo de insulina nos gonadotrofos. Quando os animais controles se
tornaram obesos com dieta hiperlipidica, eles mostraram perfis metabdlicos e reprodutivos
semelhantes as mulheres com hiperinsulinemia e SOPC, mas nos animais obesos PitIRKO
houve melhora na funcdo reprodutiva (NANDI et al., 2010). Isso demonstra que a sinalizagéo
da insulina na hipdfise esta relacionada a génese da infertilidade induzida por obesidade.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com dieta hiperlipidica e a condicdo de envelhecimento induziu
modificagdes metabdlicas, no trato reprodutor e nas etapas da sinalizacdo intracelular da

insulina que levaram a resisténcia a insulina e intolerancia a glicose.

e Houve aumento no peso corporal total devido ao aumento dos coxins gordurosos

estudados.

e Ocorreu perda do padréo estral com aumento na freqiiéncia na fase de diestro e

diminuicdo da fase de proestro no grupo tratado com DHL.

e Aumento na via IR/IRS1/PI3K no hipotalamo e da via PI3K/AKT1 e citocina IL-6 em

musculo gastrocnémio de animais com DHL.
e Redugao hipotalamica do IR e TNFa em fémeas com 10 meses de idade.

e N&o ha interferéncia na via de sinalizacdo da insulina quando comparadas com

distintas fases do ciclo estral.

Nossos resultados confirmam que a expressao total do receptor de insulina participa da
modulacdo dos controles hipotalamicos do apetite e da funcéo reprodutora em camundongos
fémeas da linhagem C57BL6. No entanto € preciso considerar que os efeitos descritos podem
sofrer acdo de outros mediadores como a leptina, neuropeptideos e ativacdo proteica da via

intracelular da insulina.
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ANEXO 1

As Tabelas 2 e 3 apresentam as médias das andalises das densitometrias das bandas
identificadas correspondentes ao IR, IRS-1, IRS-2, PI3K e AKT1 em musculo e hipotdlamo

separados por duas fases do ciclo estral, estro e diestro dos grupos 4m, DHL e 10m.

Tabela 2: Expressdo das proteinas da via de sinalizacdo da insulina em hipotdlamo e musculo
gastrocnémio de camundongos fémeas em duas diferentes fases do ciclo estral:
Diestro e Estro.

Grupos
4m DHL

Proteinas Estro Diestro Estro Diestro

IR hipotdlamo 100+76 (2) 207+0 (1) 271+£13 (2) 401 +162 (3)
IR gastrocnémio 100+£26 (3) 146 £0 (1) 110+ 12 (3) 113+0 (1)
IRS-1 hipotdlamo 100£0 (1) 129 +49 (7) 162+7 (3) 163+12 (3)
IRS-1 gastrocnémio 100 £33 (7) 5619 (2) 105 + 38 (6) 60+30 (4)
IRS-2 hipotalamo 10020 (4) 62+41 (4) 76 £39 (10) 76 £29 (5)
IRS-2 gastrocnémio 100427 (3) 3220 (1) 107 +42 (3) 84+0 (1)
PI3K hipotalamo 100 +23 (4) 104 +22 (7) 191 + 159 (5) 207+ 142 (6)
PI3K gastrocnémio 100+ 35 (8) 105 +50 (7) 128+36 (9) 142 +18 (5)
AKT-1 hipotalamo 100 +24 (5) 94420 (7) 120+20 (5) 115 +48 (6)
AKT-1 gastrocnémio 10047 (4) 157+0 (1) 159+29 (3) 170+ 17 (3)

Valores representados pela média em porcentagem * desvio padrdo. O nimero de animais esta entre

parénteses.

* Valores com diferengas significativas quando comparados entre os quatro grupos, p<0.05.
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Tabela 3: Expressdo das proteinas da via de sinalizagdo da insulina em hipotalamo e musculo
gastrocnémio de camundongos fémeas em duas diferentes fases do ciclo estral: Diestro e

Estro.
Grupos
4m 10m

Proteinas Estro Diestro Estro Diestro

IR hipotalamo 100+ 23 (6) 105+ 16 (6) 81+23 (13) 79+23  (12)
IR gastrocnémio 100 +30 (12) 97+21 (7) 83+33 (19) 110 £33 (12)
IRS-1 hipotalamo 100+ 02 (2) 86+28 (5) 84+26 (11) 76+18 (11)
IRS-1 gastrocnémio 100 +32 (12) 134 +45 (7) 115 +43 (19) 147 +26* (12)
IRS-2 hipotalamo 100+20 (4) 62+41 (4) 76 £39 (10) 76+£29 (5)
IRS-2 gastrocnémio 100 £ 27 (4) 131+26 (4) 102 £20 (10) 108 £ 26 (5)
PI3K hipotdlamo 100+ 11 (6) 107 + 28 (6) 96 +14 (13) 97+13 (12)
PI3K gastrocnémio 100+23 (10) 125+38 (9) 110+47 (11) 137+£20 (7)
AKT-1 hipotalamo 100+32 (8) 126 £25 (6) 110+2 (16) 95+22 (13)
AKT-1 gastrocnémio 10054 (6) 107 £47 (6) 74 +36 (15) 89120 (9)

Valores representados pela média em porcentagem * desvio padrdo. O nimero de animais esta entre
parénteses.
*Valores com diferencas significativas quando comparados entre os quatro grupos, p<0.05.



