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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Papel do receptor nuclear PPAR-y sobre a hiperatividade do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal observada em animais diabéticos

RESUMO

Rafael Carvalho Torres

O Diabetes mellitus é uma das principais doencas cronicas que afetam a populagéo
mundial. Além de hiperglicemia, os pacientes diabéticos exibem uma marcante hiperatividade
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) evidenciada pelo aumento dos niveis de
glicocorticoides (GCs) circulantes. Este hipercortisolismo € importante em Vvérias
complicacgdes diabéticas. No entanto, ha poucas evidéncias da participacdo dos GCs em outras
morbidades do diabetes, como na atrofia muscular, compartilhadas por pacientes com o
diabetes e pessoas com Cushing, uma doenga caracterizada pela hiperatividade deste eixo
HPA. A reducgéo na expressdo do receptor nuclear PPAR-y tem sido demonstrada em 6rgaos
de animais diabéticos acometidos por complicacBes da doenca, e a ativacdo de PPAR-y é
capaz de restaurar a funcionalidade desses 6rgaos. Além disso, o tratamento de pacientes com
a doenca de Cushing com ligantes de PPAR-y reduz os niveis de GCs circulantes. Desse
modo, 0 nosso objetivo foi investigar o papel do PPAR-y na atividade do eixo HPA em
animais diabéticos. O diabetes foi induzido por injecdo intravenosa de aloxana em ratos em
jejum. O agonista de PPAR-y rosiglitazona (rosi), o antagonista do receptor de GCs RU486 ou
inibidor de PI3K wortmannin foram administrados diariamente durante 18 dias consecutivos,
comecando trés dias apds a injecdo de aloxana. Observamos que a condicdo diabética
induzida por administracdo de aloxana em ratos é caracterizada por hiperatividade do eixo
HPA com reducdo na expressdo de receptores de GCs na hipofise, hipertrofia adrenal e
aumento dos niveis de GCs circulantes. O papel destes horménios esteroides sobre a atrofia
muscular em animais diabéticos foi evidenciado pela melhoria no pardmetro microvascular
funcional do musculo gracil, e aumento da massa do musculo gastrocnémio observada em
animais diabéticos tratados com RU486. Em paralelo com a hiperatividade do eixo HPA,
observamos uma reducdo da expressdao de PPAR-y nas adrenais e hipofise, bem como uma
diminuig&o no ligante de PPAR-y 15-d-PGJ> no plasma dos animais diabéticos. O tratamento
destes animais com rosi foi capaz de reduzir os niveis de GCs, em associagdo com a
diminuigdo da hipertrofia adrenal e expressdo de MC2-R. Em paralelo, a rosi restaurou os
niveis de ACTH no plasma, em associagdo com a reducdo no numero de celulas
corticotroficas e expressaio de POMC na hipdfise dos ratos diabéticos, mesmo néo
restabelecendo o mecanismo de controle por retroalimentacéo da producéo de GCs na hipdfise
atraves dos receptores de mineralocorticoides e GCs, respectivamente, MR e GR. Além disso,
o0 tratamento com rosi aumentou a expressdo de PPAR-y nas glandulas adrenais e hipofise dos
ratos diabéticos, e o bloqueio de PPAR-y com GW9662 inibiu a capacidade da droga de
reduzir os niveis plasmaticos de GCs. Os ratos diabeticos tambem apresentaram reducdo na
expressao de PI3K na hipofise, e a rosi aumentou a expressdao desta cinase nas glandulas
adrenais e na hipdfise. Além disso, o pré-tratamento de ratos diabéticos com wortmannin foi
capaz de reduzir parcialmente a capacidade da rosi em reduzir os niveis de GCs no plasma.
Assim, sugerimos que a hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos esta diretamente
relacionada com a atrofia muscular. Além disso, a ativacdo de PPAR-y restaura a reatividade
eixo HPA em ratos diabéticos através de um mecanismo dependente da ativacdo de PI3K,
surgindo como um possivel alvo no controle das complica¢Ges da doenca.
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Role of the nuclear receptor PPAR-y in the hypothalamus-pituitary-adrenal axis
hyperactivation observed in diabetic animals

ABSTRACT

Rafael Carvalho Torres

Diabetes mellitus is one of the major chronic diseases that affect the world population.
Beyond of hyperglycemia, diabetic patients exhibit a marked hyperactivity of the
hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis evidenced by increased levels of circulating
glucocorticoids (GCs). This hypercortisolism is important in several diabetic complications.
However, there are few evidences of the participation of GCs in other diabetic morbidities,
including muscle atrophy, that are shared by patients with diabetes and individuals with
Cushing, a disease characterized by hyperactivity of HPA axis. The reduction in the
expression of the nuclear receptor PPAR-y has been demonstrated in diabetic animal organs
affected by complications of disease, and the PPAR-y activation is able to restore the
functionality of these organs. Furthermore, treatment of patients with Cushing’s disease with
PPAR-y ligands reduces the levels of circulating GCs. Thereby, our aim was to investigate the
role of PPAR-y on HPA axis activity in diabetic animals. Diabetes was induced by the
intravenous injection of alloxan into fasted rats. The PPAR-y agonist rosiglitazone (rosi), GCs
receptor antagonist RU486 or PI3K inhibitor wortmannin were administered daily for 18
consecutive days, starting three days after alloxan injection. We observed that the diabetic
condition induced by alloxan administration in rats is characterized by a hyperactivity of the
HPA axis with reduction in GCs receptor expression in the pituitary, adrenal hypertrophy and
increase in circulating levels of GCs. The role of these steroid hormones on muscular atrophy
in the diabetic animals was evidenced by improvement in the microvascular functional
parameter of gracilis muscle, and increase of the mass of the gastrocnemius muscle observed
in diabetic animals treated with RU486. In parallel with the hyperactivity of the HPA axis, we
observed a reduction of PPAR-y expression in the adrenal and pituitary as well as a decreased
on plasma PPAR-y ligand 15-d-PGJ; in the diabetic animals. Treatment of these animals with
rosi was able to reduce the GCs levels, in association with decrease of adrenal hypertrophy
and MC2R expression. In parallel, rosi restored plasma ACTH levels, in association with
reduction of corticotrophic cells and POMC expression in pituitary of diabetic rats, despite of
not restoring the feedback control of GCs production in the pituitary through
mineralocorticoid and GCs receptors, respectively MR and GR. Furthermore, treatment with
rosi increases the expression of PPAR-y in both adrenal and pituitary glands in diabetic rats,
and the blockage of PPAR-y with GW9662 inhibited the capacity of the drug to reduce plasma
GCs levels. Diabetic rats also presented reduction of PI3K expression in pituitary, and rosi
increased the expression of this kinase in both adrenal and pituitary glands. In addition, pre-
treatment of diabetic rats with wortmannin was able to partially reduce the ability of rosi to
reduce plasma GCs levels. Thus, we suggest that the HPA axis hyperactivity in diabetic
animals is directly related with muscle atrophy. Moreover, the activation of PPAR-y restored
HPA axis reactivity in diabetic rats via a mechanism dependent on PI3K activation, emerging
as a possible target in the control of the disease complications.
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1 - Introducéo
1.1 - Diabetes
1.1.1 — Historico

O Diabetes mellitus é uma das doengas mais antigas de que se tem conhecimento. Os
primeiros relatos documentados dos sintomas que hoje caracterizam a doenca foram feitos no
papiro de Ebers, datado de 1552 a.C. Neste famoso documento médico, considerado o mais
importante do antigo Egito, um paragrafo é dedicado a pacientes que apresentavam
emagrecimento, sede continua e urinavam em abundancia. Mil anos mais tarde, na india
antiga, o indiano Sushruta diagnosticou a doenca em seus pacientes e pela primeira vez
diferenciou duas formas da mesma, uma em jovens, altamente fatal, e outra encontrada em
pacientes adultos e obesos (1).

No entanto, foi somente no ano 250 a.C. que 0 médico grego Apollonius de Memphis
cunhou o termo “diabetes” cujo significado em grego ¢ “passar por”, “fluir através de”, em
uma comparacao entre a excessiva producdo de urina pelos doentes com a drenagem continua
de &gua por um sifédo (1). No primeiro século da era Crista, grandes avancos foram feitos no
entendimento do diabetes graca ao médico Aretaeus nascido na Capaddcia, regido hoje
pertencente a Turquia. Aretaeus é autor da primeira descricao clinica completa da doenca ao
reunir em seus relatos suas principais manifestacOes: polifagia (alimentacdo excessiva),
polidipsia (sede excessiva), polidria (producdo e eliminacdo abundante e excessiva de urina) e
poliastenia (fraqueza excessiva do organismo). O médico observou também que, quase
sempre, as pessoas com esses sintomas entravam em coma antes da morte.

Durante muitos séculos o diabetes foi equivocadamente considerado uma doenca
causada pela perda da capacidade de retencdo da urina pelos rins, sendo o famoso medico
grego Galeno um dos principais defensores dessa teoria. Embora hoje essa teoria ndo seja
aceita, nem tdo pouco o rim seja 0 6rgdo responsavel pelo armazenamento da urina, as ideias
de Galeno, por sua importancia no estudo da fisiologia, foram aceitas por mais de um milénio.

Em 1670, o médico inglés Thomas Willis adicionou o termo “mellitus” (do latim “mel
ou adocicado™) ao diabetes em virtude da urina de individuos que apresentavam a doenca ser
"muitissimo doce, cheia de agucar" (2). Mais do que simplesmente descrever que a urina de
diabéticos era adocicada, Willis afirmou que o sangue dos doentes também era doce. Se
apoiando na recém descoberta circulacdo sanguinea por Willian Harvey em 1628 (3), Willis

se aproximou da descoberta da principal manifestagdo do diabetes, a hiperglicemia, ao afirmar



que o distarbio era um acometimento do sangue e ndo mais dos rins como postulado por
Galeno.

Mais tarde, no inicio do século XIX, o quimico francés Michel Chevreul demonstrou
que o0 agUcar em excesso presente na urina dos diabéticos era a glicose, momento a partir do
qual a molécula se tornou o principal vildo da doenca (4).

Apesar dos avangos no entendimento do diabetes, ainda faltava a descoberta do
elemento desencadeador da doenga. Experimentos realizados em 1889, pelos fisiologistas
Joseph Mering e Oscar Minkowski, mostraram que cées pancreatectomizados apresentavam
sindrome semelhante ao Diabetes mellitus, com polilria, polifagia, emagrecimento, cetose e
ma cicatrizacdo de feridas (5). Os cientistas observaram também que a condi¢do dos animais
pancreatectomizados era revertida pela implantagdo subcuténea de fragmentos do pancreas,
levantando-se a hipotese de que a doenca estaria relacionada com a auséncia de um fator deste
orgao (4).

Em outubro de 1921, em Toronto, Frederick Banting e Charles Best, utilizando caes,
conseguiram isolar uma substancia das células pancreéaticas que se mostrava capaz de eliminar
0s sintomas do diabetes em pacientes. O extrato foi batizado de “insulina”, palavra derivada
do latim insula, que significa “ilha” (6).

Com a descoberta da importancia da insulina pancreatica no desenvolvimento do
diabetes, a teoria de que a doenca seria causada por alteracfes renais estava encerrada, no
entanto, a associacdo da doenca com problemas nos rins, bem como em diversos outros
orgaos acometidos pelo excesso de glicose circulante no sangue estava apenas comecando a

ser estabelecida.
1.1.2 — Descricéo

O diabetes é uma doencga metabdlica crénica caracterizada por hiperglicemia resultante
da insuficiéncia de insulina ou incapacidade do organismo em utilizar eficientemente o
hormdnio (7). Em uma parcela dos individuos com diabetes, essas alteragcdes nos niveis e
funcgéo da insulina podem ainda coexistir (8).

A insulina € um hormdnio produzido pelas células B pancreaticas em resposta ao
aumento dos niveis sanguineos de glicose. Este carboidrato é transportado através da
membrana plasmatica das células B por uma proteina integral de membrana chamada de
GLUT 2 (do inglés “glucose transporter 2”), ativando uma cascata de sinalizagdo envolvida
com a exocitose dos gréanulos nos quais a insulina encontra-se armazenada (9). Uma vez na
circulacdo sanguinea, a insulina é fundamental para o aporte de glicose para as células

musculares e adiposas, bem como para a sintese hepatica de glicogénio. O hormdnio induz
2



uma rapida entrada da glicose nos tecidos muscular e adiposo mediante o recrutamento de
transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT 4) do “pool” intracelular para a membrana
plasmaética (10).

Dessa forma, diabéticos quando ndo tratados adequadamente apresentam desequilibrio
nos niveis de glicose no sangue, com consequentes alteracbes no metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas. Em paralelo a hiperglicemia plasmaética, outras alteraces
sdo sintomaéticas do diabetes, tais como cetoacidose, glicosuria, poliuria e polifagia (11). Cabe
ressaltar, no entanto, que essas manifestacdes do estado diabético podem estar ausentes em
alguns pacientes, mesmo existindo glicose sanguinea em quantidade suficiente para causar
alteracbes funcionais ou patolégicas por um longo periodo antes que o diagnostico seja
estabelecido.

Classicamente sdo descritos dois tipos principais de diabetes, a doenca dita do tipo 1,
que se relaciona com a deficiéncia na secrecdo de insulina e o diabetes do tipo 2,
caracterizado pela perda da eficiéncia do hormonio. No entanto, outras manifestacGes da
doenga, como é o caso do diabetes gestacional também s&o recorrentes na clinica (12).

No diabetes do tipo 1, o sistema imunoldgico responsavel pela defesa do organismo
ataca as células B pancreaticas produtoras de insulina do proprio individuo, levando a
deficiéncia do horménio. Embora essa forma de diabetes possa se manifestar em qualquer
idade, a incidéncia é maior em criancas e adolescentes em virtude da maior taxa de destrui¢do
das células produtoras de insulina nestes quando comparada a verificada em adultos. Embora
seja sabido que individuos com outras doencas autoimunes sdo mais propensos ao diabetes
tipo 1, as causas da doenca ainda ndo sdo totalmente conhecidas. Sabe-se que ha uma
predisposicdo genética associada a doenca, sendo inclusive relatado que gémeos
monozigdticos apresentam um percentual de concordancia para a doenca em 50% dos casos
(13). Dessa forma, mesmo com um significativo componente genético, essa ndo € a Unica
causa da doenca. Fatores externos ao organismo, como por exemplo, a infecgdo por
determinados tipos de virus como o coxsackie ou mesmo uma alta carga de estresse podem
ser determinantes para o aparecimento da doenca (14).

Alguns doentes, em especial criancas e adolescentes, apresentam como manifestacao
inicial da hiperglicemia a cetoacidose, intercorréncia aguda grave decorrente do uso de
lipideos como fonte energética, que leva ao acumulo de corpos cetonicos e reducdo do pH
sanguineo (15). Quando diagnosticados, diabéticos do tipo 1 tornam-se dependentes de
insulina exdgena para viver e se manterem saudaveis, devendo receber injecdes diarias do

horménio com o intuito de regularizar o metabolismo da glicose (16).



Outra manifestacdo do diabetes, é a doencga do tipo 2, usualmente observada em
adultos, embora esteja cada dia mais recorrente em criancas e adolescentes. Ela aparece
quando as células do organismo que dependem de insulina para internalizacdo da glicose vao
progressivamente tornando-se resistentes a esse horménio (8). Essa forma da doenca tem em
suas causas uma elevada contribuicdo genética, superior inclusive a observada no diabetes do
tipo 1. No entanto, outros fatores de risco s&o o aumento da idade, a etnia, e principalmente a
dieta e estado fisico da pessoa (17). A obesidade, especialmente a observada na regido
abdominal, na qual a gordura se acumula mais ao redor da cintura que no restante do corpo,
aumenta consideravelmente os riscos do desenvolvimento da doenca. Este é o padrdo de
obesidade frequentemente associado a resisténcia a insulina e a uma condi¢do conhecida
como sindrome metabodlica (18). O tratamento do diabetes do tipo 2 envolve restricGes
alimentares e perda de peso associadas a pratica de atividades fisicas bem como em alguns
casos 0 uso de medicamentos capazes de reduzir os niveis de glicose sanguinea (19).

Quanto ao diabetes gestacional, ele acomete mulheres nas quais 0s quadros de
hiperglicemia se iniciam ou ao menos tem seu primeiro diagnostico feito durante a gravidez.
Embora na maioria das vezes seja observado o restabelecimento dos niveis plasmaticos de
glicose ap6s o nascimento da crianca, ainda assim, por defini¢do, estes sdo casos descritos
como de diabetes gestacional. Mulheres que desenvolveram o diabetes gestacional sdo mais
propensas ao desenvolvimento de diabetes do tipo 2 no futuro (20).

A hiperglicemia nessa apresentacao do diabetes, quando ndo oriunda da manifestacao
da doenca ainda ndo diagnosticada, deve-se a incapacidade do organismo da mae em utilizar
adequadamente a insulina. Essa resisténcia a insulina pode se relacionar a alteracGes
hormonais naturais decorrentes das modificagcdes no corpo da mulher bem como ao estresse
fisiolégico imposto pela gravidez (21). Quando a doenca se instala em um momento avancado
da gravidez, com o feto j& formado, os riscos de complicag¢Ges para a crianca séo menores. No
entanto, ha casos em que o diabetes gestacional manifesta-se no inicio da gravidez tendo
como possiveis consequéncias o desenvolvimento de fetos com peso elevado e o nascimento
de criancas com tendéncia a obesidade e o diabetes (22). Nao raro também € o aparecimento
de malformacdes congénitas, como € o caso da imaturidade pulmonar que se relaciona ao
desenvolvimento da sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) no recém-nascido
(23).

1.1.3 - Incidéncia e prevaléncia do diabetes

Com o crescimento da expectativa de vida da populacdo em um grande nimero de

paises, 0 diabetes tem se tornado uma das principais preocupacdes em termos de salde
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publica. A auséncia de cura para a doenca somada a sua evolugédo crénica contribuem para o
aumento de sua prevaléncia (Figura 1.1). Além disso, o processo de industrializacdo e
urbanizacéo populacional das ultimas décadas tem impacto direto sobre os habitos de vida das
pessoas sendo um fator importante para o surgimento de novos casos de diabetes em todas as
partes do mundo.

Desde 1988, a OMS (Organizacdo Mundial de Salude) reconhece o diabetes como
uma doenca epidémica (24), com elevada morbidade, mortalidade e repercussdes econémicas
significativas em escala mundial. Os dados mais recentes disponiveis acerca do
acompanhamento realizado pela Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) sobre o cenario
do diabetes no mundo apontam para um numero de 385 milhdes de adultos (20-79 anos) com
a doenca ao final de 2013 e projecdo de crescimento do nimero de diabéticos para 592
milhGes até o ano de 2035. Esses valores refletem uma prevaléncia em 2013 de 8,3% da
doenca na populacdo adulta e uma estimativa para 2035 de uma prevaléncia de 10,1% (um
adulto com diabetes em cada dez pessoas em 2035) (25). Outra informacao relevante refere-
se ao enorme numero de individuos que desconhecem serem diabéticos. Em 2013, 175
milhGes de doentes, ou 46% do total de diabéticos, ndo haviam sido diagnosticados com a
doenca, 0 que impossibilita o tratamento dessas pessoas, reduzindo a capacidade de resposta
frente a complicagdes associadas a doenga.

Dos pacientes diagnosticados com a doenga, 5 a 10 % possuem o diabetes do tipo |
sendo que, somente no ano de 2013, 79 mil criancas desenvolveram essa forma da doenca. O
diabetes do tipo Il, a forma mais prevalente da doenca, responde por 85 a 95 % dos casos
relatados. Outros tipos de diabetes, como o gestacional, ocorrem com uma frequéncia menor.
O diabetes gestacional é uma intercorréncia clinica cuja prevaléncia varia entre 1 e 14% de
todas as gestacbes dependendo da populacdo estudada, e dos testes diagndsticos empregados
(26). Somente em 2013, mais de 21 milhdes de nascimentos foram afetados por algum tipo de
diabetes, dentre eles o gestacional. No Brasil, apesar da inexisténcia de dados recentes, a
prevaléncia do diabetes gestacional é estimada entre 2,4 e 7,2% das gestagdes, dependendo
dos critérios diagndsticos (27).

No cenario geral, o Brasil é o quarto pais no mundo em nimero de pessoas com
diabetes, com 11,9 milhdes de doentes, ou 9% da populacdo entre 20-79 anos. Estima-se que
em 2035 o Brasil ultrapasse a marca dos 19 milhdes de diabéticos. No Brasil, como no
restante do mundo, quase a metade dos adultos diabéticos tem idade entre 40 e 59 anos, com
um discreto predominio da doenca em homens em comparagdo as mulheres. Uma informacéo
importante é que 80% de todas as pessoas com diabetes vivem em paises pobres ou em

desenvolvimento, sendo ainda essas nacgdes as que apresentam o maior numero de casos ndo
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diagnosticados e as maiores estimativas de crescimento da epidemia para as proximas décadas
(25). Esses dados sdo alarmantes, pois o diabetes € uma das principais causas de morte em
todo o mundo e representa um consideravel gasto econdémico aos individuos e seus paises,
especialmente quando mal controlado, o que ocorre em muitos casos como consequéncia da
falta do seu diagnostico.

Aproximadamente 5,1 milhGes de pessoas na idade adulta morreram em 2013 em
decorréncia do diabetes, o que representa 8,4% de todas as causas de mortes globais na faixa
etaria em questdo. Por outro lado, no mesmo periodo, foram gastos mais de 548 bilhGes de
dblares americanos no tratamento e suporte a complicacdes associadas a doenca que
diminuem a produtividade, a qualidade de vida e sobrevida dos individuos (25).

Esses nimeros preocupantes encontrados tanto em paises desenvolvidos como nos em
desenvolvimento fazem do estudo do diabetes e do seu melhor entendimento um dos

principais desafios do século XXI.
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Figura 1.1 — Prevaléncia global do diabetes mellitus na populacdo adulta. Modificado de IDF
Diabetes Atlas 6% edi¢do, 2013 (25).

1.1.4 - Modelos experimentais para o estudo do diabetes

Em funclo da importdncia do avanco no entendimento do diabetes e busca de
alternativas para o tratamento do mesmo, foram desenvolvidos varios modelos animais que
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buscam mimetizar a doenca tal qual observada em humanos. A maioria dos estudos € feita em
roedores, embora outras espécies com caracteristicas biolégicas semelhantes aos humanos
também sejam utilizadas. Diversos modelos reproduzem sinais importantes da fisiopatologia
do diabetes como a hiperglicemia e suas manifestacdes associadas, tais como polidipsia,
polifagia e polidria. Dentre as opcOes disponiveis para experimentacéo cientifica, os modelos
mais adotados sdo os do diabetes espontdneo e o induzido, seja por alguns tipos de virus,
dieta, procedimentos cirtrgicos ou ainda administracao de substancias quimicas (28-30).

Determinadas cepas de roedores desenvolvidas por pesquisadores possuem
predisposicdo genética para o desenvolvimento do diabetes autoimune, como é o caso dos
camundongos NOD (do inglés “non-obese diabetes™) e ratos DPBB (do inglés “diabetes probe
biobreding”) (31). Os animais NOD desenvolvem entre 4 e 5 semanas de vida uma insulite
marcada por um infiltrado leucocitario na regido das ilhotas pancreéaticas que leva a destruicao
gradual das células B e aparecimento, em torno da 242 e 30% semana de vida, do diabetes (32,
33). E importante ressaltar que o desenvolvimento do diabetes nesses animais so é possivel
em um ambiente controlado, livre de patdgenos, uma vez que esses animais sdo aptos a
desenvolverem uma resposta imunomoduladora protetiva ao diabetes na presenca de
determinados microrganismos (34).

Os animais DPBB assim como os camundongos NOD desenvolvem uma insulite
dependente de linfdcitos T que repercute em um quadro de hiperglicemia e insulinopenia com
manifestacdo de polilria e polidipsia entre a 8 e 162 semana de vida do animal (35). Em
adicdo aos modelos de diabetes do tipo 1 espontaneo, animais com mutacdes génicas que se
associam a deficiéncia na producdo ou funcionalidade de leptina ou ainda alteragfes no
receptor desta adipocina, como € o caso dos camundongos ob/ob e db/db, apresentam
obesidade e um quadro de diabetes do tipo 2 com resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e
hiperglicemia (36).

Quanto ao diabetes induzido, evidéncias epidemioldgicas apontam que alguns virus
podem ser determinantes para o desenvolvimento do diabetes tanto em humanos como em
animais (37, 38). Na literatura sdo descritos modelos de diabetes nos quais virus sdo capazes
tanto de induzir uma resposta imunoldgica contra as células produtoras de insulina como
destruir estas células mediante infeccdo direta. Em animais geneticamente susceptiveis, a
infeccdo por virus tais quais 0 da rubéola ou rotavirus é capaz de desencadear, através da
autoimunidade mediada pelos mesmos, o desenvolvimento de um quadro de diabetes (39, 40).
Em adicdo, outros virus como o coxsackie B e variantes de virus causadores de
encefalomiocardite (EMC) podem induzir o diabetes mediante tropismo e efeitos citotoxicos

diretos sobre as células B pancreaticas (37, 41).
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Outra ferramenta para a obtencdo de modelos animais do diabetes se baseia na
associacdo entre a doenca e maus habitos alimentares e sedentarismo. A utilizacdo de
alimentacdo rica em lipideos, quase sempre ultrapassando os 50% da composi¢do da racéo
ofertada aos animais, é descrita em diferentes estudos do diabetes do tipo 2. Estes usualmente
sdo de longa duracéo, embora em alguns modelos 0 aumento de peso e dos niveis de glicose
plasmaética possa ser observado j& nas primeiras semanas de dieta hiperlipidica (42).

Em adi¢cdo aos modelos de diabetes induzido por infec¢des virais e dieta hiperlipidica,
a doenca pode se manifestar a partir de determinados procedimentos cirdrgicos. A descoberta
do papel do péancreas na etiologia do diabetes utilizando-se cdes pancreatectomizados
posiciona esse como um dos modelos animais mais antigos utilizados para o estudo da doenga
(5). Ainda hoje, no entanto, o diabetes cirdrgico apresenta-se como uma alternativa para o
desenvolvimento e estudo do estado diabético, em especial nas investigacbes das
possibilidades relacionadas ao transplante de ilhotas pancreaticas (43). Em paralelo aos
métodos cirdrgicos de inducdo do diabetes, modelos menos invasivos de lesdes pancreéticas
baseados na administracdo de substancias quimicas toxicas ao 6rgdo, como € o0 caso da
estreptozotocina e aloxana, sdo amplamente utilizados em roedores (30, 44).

As substancias quimicas reconhecidas por sua atividade diabetogénica atuam mediante
destruicdo das células produtoras de insulina das ilhotas pancreaticas. Os diabetogénicos
quimicos funcionam como anélogos toxicos da glicose sendo internalizados pelas células
através de GLUT do tipo 2 que sdo altamente expressos nessas células.

Tanto a estreptozotocina quanto a aloxana levam a necrose das células produtoras de
insulina o que culmina na deficiéncia do hormonio e estabelecimento de um quadro de
diabetes do tipo 1. A diferenca entre essas substancias quimicas estd no mecanismo como elas
destroem seu alvo. Enquanto a estreptozotocina atua principalmente via alcalinizacdo e
fragmentacdo do DNA, com modificagdo de macromoléculas e destruicdo das celulas B, a
aloxana induz o estabelecimento de um ciclo redox com formacao de radicais superdxidos e
outras espécies reativas de oxigénio (ROS) que levam a morte das células produtoras de
insulina (30, 45). A importancia de ROS na ativacdo da resposta adaptativa autoimune
relacionada a destruicdo das células B em pessoas com o diabetes do tipo 1 ¢ descrita na
literatura (46). A producdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-1 beta (IL-1pB), € induzida por ROS em macrofagos e
células dendriticas a partir da ativacdo das vias das proteinas cinases ativadas por mitégenos
(MAPK), da proteina ativadora 1 (AP-1) e do fator nuclear kB (NFkB) (47). Por sua vez,
essas citocinas funcionam como um importante sinal para a ativacdo de células efetoras da

imunidade adaptativa e destruicdo das ilhotas B pancreaticas em humanos (46).
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A aloxana € uma substancia hidrofilica e instavel, com meia-vida de poucos minutos.
Em doses diabetogénicas, no entanto, o tempo de decomposicdo da droga é suficientemente
grande para que a mesma alcance 0 pancreas em quantidades necessérias para
estabelecimento do quadro diabético (48). A rapida entrada da aloxana nas células
pancreaticas é ainda facilitada em animais em jejum (49).

Dessa forma, o diabetes induzido por administracdo de aloxana em ratos apresenta-se
como um modelo acessivel de estudo da doenga ndo somente no que se refere as
manifestacbes clinicas observadas nos pacientes diabéticos, como também pelo
desenvolvimento da lesdo pancreatica com producdo de ROS e ativacdo de fatores de

transcri¢cdo, como o NF-kB, de forma semelhante ao observado em humanos (30, 50).
1.2 — Eixo HPA
1.2.1 - Viséo geral

O eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) é parte do sistema neuroenddcrino que se
relaciona com a sintese, liberacdo e regulacdo dos hormdnios glicocorticoides. Estes sdo
horménios derivados da molécula de colesterol sendo o cortisol e a corticosterona as suas
principais formas presentes em humanos e roedores, respectivamente. Glicocorticoides atuam
na regulacdo do metabolismo animal, possuem importante participacdo sobre o sistema
imunolégico e também sobre o comportamento (51, 52). Também sdo o0s principais
hormdnios relacionados a resposta adaptativa ao estresse, controle complexo homeostatico
que permite, por exemplo, que o organismo se prepare sob 0 ponto de vista energético e
cardiovascular para uma situacao de necessidade fisica (53).

Em condi¢bes normais, a atividade do eixo HPA ¢é regulada pelo ritmo circadiano,
periodo de aproximadamente 24 horas no qual se baseia o ciclo biologico de quase todos 0s
seres vivos. Este relégio bioldgico é altamente conservado em mamiferos, centralmente
controlado pelo nicleo supraquiasmatico (NSQ) hipotaldmico e influenciado pelos ciclos de
dia e noite (54). Dessa forma, o ritmo diario do sistema endocrino é sincronizado ao tempo
solar mediante aferéncias da retina (55, 56). Através do trato retino-hipotalamico e do
fotopigmento melanopsina, a luz se comunica com neurénios dos NSQ sendo importante para
a regulacdo, dentre outros, do eixo HPA. Em humanos, a produgdo de glicocorticoides é
maior no comego da manh& com diminuigdo nos niveis do hormonio ao final do dia (54).

Em adicdo ao controle central hipotalamico, evidéncias apontam a participacdo de
“relogios” periféricos regulados pelos chamados genes “clock” na sintese dos

glicocorticoides, como € o caso do ritmo circadiano encontrado nas adrenais. Em particular, a
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proteina esteroidogénica reguladora aguda (StAR) aparece como um importante elo entre os
sistema central de controle hipotaldmico e a sintese adrenal dos hormdnios glicocorticoides
(57). Estudos demonstram que os niveis da proteina StAR apresentam variagdo diaria mesmo
apos os animais serem submetidos a periodo de escuriddo por dois dias (58).

A sequéncia de eventos envolvidos na ativacao do eixo HPA engloba uma complexa e
dindmica intercomunicacdo entre o sistema nervoso simpatico, neurbnios dos nucleos
paraventriculares hipotalamicos (PVN), hipofise anterior e mediadores peptidicos que
culmina com a liberacdo dos glicocorticoides na circulacdo pelas adrenais. A secrecdo pelo
hipotdlamo do fator liberador de corticotrofina (CRH) e da arginina vasopressina (AVP)
estimula células corticotréficas da hipdfise anterior a produzirem o hormonio
adrenocorticotrofico ou corticotrofina  (ACTH), que ativa a sintese adrenal dos
glicocorticoides (59).

O CRH é um hormonio peptidico composto por 41 aminoacidos produzido por
neurénios parvocelulares do hipotdlamo, sendo o principal estimulador da sintese hipofisaria
de ACTH em condi¢des normais (51). Ele atua através do seu receptor do tipo 1 (CRF1), um
receptor acoplado a proteina G (GPCR) expresso ndo somente na adenohipo6fise como
também em outras regides do cérebro, com destaque para o cOrtex cerebral, amidalas e
hipocampo (60). Via sistema porta-hipofiseal, 0 CRH ativa a produgdo de ACTH em um
mecanismo potencializado, principalmente em situacfes de estresse, pela AVP. Este
nonapeptideo ciclico é produzido por neurbnios paraventriculares hipotalamicos
desempenhando uma série de fungbes no organismo incluindo retencdo de agua nos rins e
regulacdo da atividade da glandula hipéfise. Dessa forma, AVP atua através do GPCR AVP1b
aumentando a producdo de ACTH pela pituitaria (53).

O ACTH é obtido a partir da clivagem do precursor pro-opiomelanocortina (POMC)
por pro-hormonio convertases especificas (61). Uma vez sintetizado, o horménio peptidico é
secretado na circulacdo sanguinea atingindo as glandulas adrenais onde se liga aos receptores
de melanocortina do tipo 2 (MC2-R) expressos na zona fasciculada do cortex adrenal. A
ativagdo de MC2-R pelo ACTH estimula a enzima adenilato ciclase com subsequente
ativacdo da proteina cinase A (PKA) e transcri¢cdo de genes associados a sintese de proteinas
esteroidogénicas envolvidas com a producédo de glicocorticoides (62). Dessa maneira, a partir
da molécula precursora de colesterol, os glicocorticoides sdo sintetizados através de uma série
de etapas bioquimicas catalisadas pelo citocromo P450 que envolvem reagdes de hidroxilagéo
e culminam com a producdo pelas células adrenocorticais de duas formas ativas do horménio
esteroide, as moléculas de cortisol e corticosterona (63). O primeiro, também chamado de

hidrocortisona € o mais importante glicocorticoide presente em humanos, ao passo que a
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corticosterona € mais abundantemente encontrada em roedores. No entanto, apesar da
variacdo nos niveis destes horménios entre diferentes espécies, ambos apresentam 0s mesmos
efeitos no organismo, como as ja referidas participacdes na regulacéo da atividade metabolica,
funcBes imunes e comportamentais (52, 64, 65).

Além de sua associagcdo com ritmo circadiano, o eixo HPA é também um dos
principais sistemas efetores na resposta adaptativa ao estresse, controle complexo que atua
restabelecendo a homeostase do organismo, fundamental para sua sobrevivéncia (53). As
caracteristicas da resposta ao estresse sdo fortemente determinadas pelos desafios ocasionados
pelos agentes estressores, que variam desde fatores fisico/quimicos a fatores sociais e
comportamentais (66). Quando o organismo é submetido a um estressor, através de
componentes sensoriais, diferentes regides cerebrais séo ativadas. Respeitando a natureza do
estimulo, informagcbes integradas pelo sistema limbico ou mesmo por neurdnios
hipotalamicos sensiveis ao desequilibrio homeostatico, desencadeiam respostas do eixo HPA
(67). Glicocorticoides como o cortisol liberados em resposta a ativagdo do eixo HPA
influenciam no metabolismo energético e resposta cardiovascular que sdo fundamentais na
resposta fisica do organismo a determinadas situacGes de estresse (53). No entanto, em
situacBes nas quais a ativacdo do eixo HPA é mantida em funcdo da permanéncia do agente
estressor ou mesmo nos casos nos quais a producdo de glicocorticoides supera as necessidades
do organismo, o horménio pode ocasionar ou agravar uma série de condi¢Bes prejudiciais a
salde do individuo (68). Dessa forma, € de fundamental importéncia a existéncia de

mecanismos de controle da producdo dos hormonios.
1.2.2 — Regulacéo da atividade do eixo HPA

Tanto a atividade basal do eixo HPA quanto a estimulacdo do eixo que se sucede a
presenca de um estressor sdo reguladas por um mecanismo de retroalimentagdo negativa que
ocorre por ao menos duas formas, um processo lento e outro rapido (69). O controle classico,
dito lento, do sistema neuroendocrino envolvido com a sintese dos glicocorticoides é mediado
por sinalizagdo genémica atraves da ativacdo de receptores intracelulares de glicocorticoides
(GR) e mineralocorticoides (MR) (70). A ativacdo destes fatores de transcricdo nos PVN
hipotaldmicos e na glandula hipéfise provoca a reducdo nos niveis de CRH e ACTH como
consequéncia do decréscimo no contetdo de RNAm codificante para CRH e POMC,
contribuindo para a restauracdo da homeostase do eixo (71, 72). Em sintonia com o
mecanismo de retroalimentagcdo negativa lento de controle da atividade do eixo HPA, a
enzima 11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 atua na modulagdo da sinalizacdo dos

glicocorticoides convertendo cortisona, forma inativa do hormonio esteroide, na forma ativa
11



cortisol. No hipotalamo, a enzima se colocaliza com os horménios CRH e AVP sugerindo
uma participagdo da mesma potencializando a retroalimentagdo negativa no controle da
atividade do eixo HPA nos PVN via conversdo autocrina de cortisona em cortisol (73).

Embora o mecanismo genémico de controle da atividade do eixo HPA contribua para
regulacdo a longo prazo nos niveis de hormdnios do eixo, uma resposta rapida é importante
em situacgdes nas quais o controle minuto-a-minuto na funcgéo do eixo seja requerida. Estudos
sugerem que esse “feedback” rapido seja compativel com um efeito dos glicocorticoides sobre
receptores de membrana nos PVN. Nestes trabalhos, a administracdo local de um conjugado
de dexametasona e albumina de soro bovino (BSA) impermeavel a membrana dos PVN
demonstrou que a inibicdo rapida da liberacdo de ACTH e corticosterona € decorrente da
atuacdo do glicocorticoide na membrana das celulas (69, 74).

A compreensdo dessa complexa regulacdo do eixo HPA, desde a producao e regulacao
dos niveis de glicocorticoides é crucial para o entendimento dos mecanismos associados com
o desenvolvimento das doencas relacionadas com alteracfes na funcéo do eixo. No grupo de
doencas marcadas por modifica¢cdes na funcédo do eixo HPA, € do nosso interesse o estudo das
alteracdes observadas no eixo de individuos com diabetes, o que se relaciona com

complicacdes e a elevada morbimortalidade da doenca.
1.2.3 - Eixo HPA e o diabetes

Pacientes diabéticos com frequéncia apresentam complicacdes que também sdo
observadas em pessoas com Sindrome de Cushing, doenca classicamente relacionada com
aumento atipico da atividade do eixo HPA. Hipertensdo, reducdo da resposta imunoldgica,
aumento do risco do desenvolvimento de depressao e fraqueza muscular sdo manifestacdes
compartilhadas por individuos com essas doencas, embora no caso de diabéticos sejam quase
sempre associadas a hiperglicemia (75-77). Ha décadas é sabido que pessoas com diabetes
apresentam aumento nos niveis plasmaticos basais de glicocorticoides, bem como niveis
aumentados do hormdnio na urina (78, 79). Além disso, foi observado que mesmo durante o
teste de supressdo por dexametasona, os niveis de ACTH e cortisol apresentaram-se
significativamente aumentados no grupo de pessoas com diabetes (78).

Em adicdo a descricdo de uma marcada hiperatividade do eixo HPA em humanos,
diversos trabalhos demonstram que o mesmo fendmeno ocorre em modelos animais de
diabetes e hiperglicemia (80, 81). Em alguns destes estudos, uma explicacdo para a atividade
aumentada do eixo em diabéticos se relaciona com a hiperglicemia caracteristica da doenca.
Em modelo utilizando-se “zebrafish”, foi observado que o aumento nos niveis de glicose é

capaz de elevar os niveis quantificados de cortisol, de forma tempo dependente (82). Soma-se
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a isso, o fato de estudos feitos em células adrenocorticais Y-1 demostrarem que a
hiperglicemia é capaz de induzir um quadro de estresse oxidativo que se relaciona com o
aumento da atividade esteroidogénica das células (83). O efeito da hiperglicemia sobre 0 eixo
HPA pode se relacionar com a ativacdo da via dos polidis, uma rota alternativa de
metabolismo da glicose, uma vez que as glandulas adrenais apresentam elevados niveis de
aldose redutase e a inibicdo dessa enzima in vivo foi capaz de reduzir os niveis de
corticosterona em ratos diabéticos (84).

No caso do diabetes do tipo 1, o aumento da atividade do eixo HPA se relaciona
também com a drastica reducdo nos niveis de insulina enfrentada pelos doentes. Animais
diabéticos tratados com insulina exdgena apresentam atividade do eixo HPA normalizada via
reducdo da secrecdo de ACTH e glicocorticoides em um mecanismo associado com o0
aumento na expresséo de RNAm codificante de GR na hipdfise e presumivelmente
restabelecimento do mecanismo de controle por retroalimentacdo do eixo HPA (80, 85).
Dessa forma, podemos relacionar a falha no mecanismo de controle da producdo de
glicocorticoides, diagnosticada pela perda da sensibilidade ao teste de supressdo por
dexametasona, a reducdo na expressao de GR e MR na hipdfise de animais tornados
diabéticos através da administracéo de aloxana (86).

Além do impacto direto da reducdo nos niveis de insulina sobre a atividade do eixo
HPA em diabéticos, outros hormonios importantes que apresentam flutuacdo em funcéo do
diabetes podem desempenhar papel relevante na atividade do eixo neuroenddcrino
investigado. Ao passo que individuos com diabetes do tipo 1 apresentam reducao na produc¢édo
de insulina, é caracteristico da doenca um aumento nos niveis de glucagon e reducdo nos
hormdnios leptina e prolactina (85, 87, 88). O glucagon é um horménio pancreéatico envolvido
no metabolismo de carboidratos e que se apresenta em niveis elevados em individuos com
quadro de diabetes mal controlado (89, 90). Estudos demonstram que a exposi¢do cronica a
niveis elevados de glucagon é capaz de induzir aumento na producdo de ACTH e
consequentemente na dosagem de glicocorticoides plasmaticos em humanos saudaveis (91,
92). Soma-se a esse fato, a observagcdo de que a administragdo intracerebroventricular de
glucagon em galinhas eleva os niveis de corticosterona nas mesmas, sinalizando para a
importancia do hormdnio peptidico na ativacdo central do eixo HPA (93).

Por sua vez, a leptina € um hormdnio com atividades pleiotropicas com participacéo
importante na modulacgdo da resposta do eixo HPA em roedores e primatas. Em paralelo a sua
atuacdo direta no controle do metabolismo através da regulacdo do apetite, a leptina tem
efeitos supressores sobre todos os componentes do eixo HPA (90, 94, 95). Através de

mecanismos centrais e periféricos, a adipocina atua sobre: hipotalamo, hipofise e adrenais,
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inibindo a sintese de ACTH e glicocorticoides (94). Microdisseccdes e separacdo de células
adrenocorticais humanas seguidas de ensaios de biologia molecular demonstraram a presenca
de receptores funcionais de leptina nestas células, bem como demais ensaios com células
adrenais humanas e de ratos demonstraram um efeito inibidor dose-resposta do hormonio
sobre a sintese de glicocorticoides (94, 96). Os mesmos efeitos supressores da proteina foram
observados em modelo de diabetes do tipo 1 em ratos, no qual o restabelecimento dos niveis
de leptina foi capaz de reverter a hiperglicemia dos animais através da reducdo da atividade
do eixo HPA. Por fim, é descrito que em macacos rhesus a administracdo crénica de leptina
por via subcutanea favorece o mecanismo de retroalimentacdo negativa responsavel pela
reducdo na atuacdo do CRH sobre a sintese de ACTH e glicocorticoides (97).

Quanto a prolactina, alguns de seus efeitos antagonizam aos descritos para 0s
glicocorticoides, como no caso da estimulacdo da resposta imunoldgica imposta pelo
horménio peptidico (98). Trabalhos relatam seu efeito protetor sobre o dano das células
pancreaticas associado com o desenvolvimento do diabetes, bem como a consequente menor
incidéncia da doenca em pessoas com niveis elevados do horménio hipofisiario (88, 98, 99).
Além disso, a prolactina reduz a reatividade do eixo HPA, na medida em que em condicdes de
hiperprolactemia, animais apresentam resposta comprometida frente a diferentes agentes
estressores (100, 101). Em adi¢do, em modelo murino de infec¢do por Trypanossoma cruzi a
hiperatividade do eixo HPA e o aumento nos niveis de glicocorticoides descritos
apresentaram correlacdo inversa com a dosagem de prolactina feita nos animais (102).

Em conjunto, todas as alteracbes mencionadas que estdo presentes no
desenvolvimento do diabetes contribuem para um quadro de estimulacdo excessiva do eixo
HPA nestes individuos, o que se relaciona com a presenca de niveis elevados de
glicocorticoides circulantes nestes pacientes e uma série de repercussdes no seu estado de

salde (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — A hiperatividade do eixo HPA em diabéticos — Modificado de Torres e cols (86).

1.2.4 — Glicocorticoides e complicacGes do diabetes

O diabetes é uma doenca associada com um amplo espectro de complicacGes
relacionadas a hiperglicemia que impactam diretamente a vida dos pacientes, frequentemente
ocasionando graves limitagdes pessoais e profissionais quando ndo a morte dos doentes (103).
As principais manifestacdes da doenca se originam a partir de disfuncbes vasculares e/ou
neuronais que comprometem a funcéo de diferentes sistemas fisiologicos (104-108). Doencas
cardiovasculares como os derrames, infarto do miocardio e doenca congestiva cardiaca sao as
principais causas de perda de qualidade de vida e morte entre os diabéticos (109). Problemas
renais, a chamada nefropatia diabética sdo fruto da lesdo de pequenos vasos que levam a uma
perda da eficiéncia renal, refletida inicialmente pela presenca de glicose na urina, progredindo

para a faléncia do 6rgéo (110).
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Em adicdo aos problemas cardiacos e renais, a retina, a pele e o sistema nervoso
periférico também séo alvo de lesdes provocadas pelo diabetes, com relevante impacto sobre
a satde do individuo, podendo levar & cegueira e amputagio ndo-traumatica de membros. E o
que ocorre, por exemplo, no pé diabético, complicacéo relacionada com problemas do sistema
nervoso periférico, circulatorio e de cicatrizacdo que dificultam a recuperacdo dos
machucados em diabéticos, e por vezes levam a perda de membros (111, 112).

Além da hiperglicemia, ou mesmo como mais um fator agravante dessa, a
hiperatividade do eixo HPA e o consequente aumento nos niveis de glicocorticoides presentes
na circulagdo sanguinea sdo um desafio para o entendimento e controle de varias
complicacgdes diabéticas. Em algumas manifestacGes da doenca, no entanto, a participacdo dos
hormonios esteroides ja foi comprovada. No laboratério de Inflamagdo, observamos que
animais diabéticos do tipo 1 apresentam reducdo em sua resposta a estimulacdo alérgica,
inclusive no que se refere ao desenvolvimento de asma, por um mecanismo dependente da
presenca de niveis circulantes aumentados de glicocorticoide (113, 114). Além disso, o
blogueio da acdo dos glicocorticoides em animais diabéticos, seja por método cirdrgico ou
farmacoldgico, melhora a o processo de cicatrizacdo de feridas nestes animais (115).

Por outro lado, risco elevado de infeccBes, aterosclerose, hipertensdo e disturbios
neuroldgicos com danos cognitivos graves sao exemplos de complicacfes diabéticas nas quais
a participacao dos glicocorticoides merece um estudo mais aprofundado (116-118).

Os efeitos imunossupressores e anti-inflamatorios dos glicocorticoides devem ser
considerados no estabelecimento de outras complicacfes enfrentadas pelos diabéticos, como
no caso das infecgbes oportunistas (119, 120). A elevada incidéncia de tuberculose,
pneumonia e até mesmo sepse em individuos com o diabetes est4 relacionada com
anormalidades no processo de quimiotaxia, e adesdo de neutréfilos, bem como de destruicédo
do patogeno apds sua fagocitose. Além disso, sdo relatadas deficiéncias na resposta humoral e
de opsonizacdo em diabéticos (121). Estas alteracfes nas fungdes de fagocitos e linfécitos e
consequente predisposicdo a doencas infecciosas se relacionam classicamente com a
hiperglicemia e insulinopenia, quando esta Gltima estd presente (122). No entanto, niveis
elevados de glicocorticoides circulantes também podem contribuir para aumentar o risco de
infeccdes oportunistas, como tuberculose e pneumonia (123, 124). A ativacdo do eixo HPA
ou o tratamento de macréfagos de animais susceptiveis com corticosterona suprime a
expressao do RNAm de Nramp 1, proteina que controla a resisténcia do hospedeiro a
determinadas infecgOes por parasitas intracelulares como o Mycobacterium tuberculosis,

aumentando a taxa de infecgdo nesses animais (125).
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Pacientes com diabetes também apresentam alta incidéncia de hipertensdo o que
acelera a perda da funcéo renal, retinopatia e risco de danos cerebrais, como derrames (77).
Corroborando a hipétese da participacdo da hiperatividade do eixo HPA nestas complicacdes
diabéticas, € descrito a recorréncia de hipertensdo em portadores da Sindrome de Cushing ou
mesmo em individuos que recebem administracdo farmacolégica de glicocorticoides (126).
Estes hormonios esteroides promiscuamente ativam os receptores MR, desempenhando
efeitos de mineralocorticoides, resultando em retencdo de sddio, expansdo no volume
sanguineo e consequentemente na pressdo arterial (127). Além disso, ratos tratados com
dexametasona apresentam aumento da expressao do RNAm do receptor de angiotensina Il do
tipo 1 (AT1) e reducgdo na producéo de 6xido nitrico (NO) vascular com consequente aumento
de sua pressdo sanguinea (128, 129). Como mencionado anteriormente, a hipertensdo é um
fator de risco para outras morbidades, se enquadrando neste grupo a aterosclerose (130). No
entanto, os glicocorticoides podem atuar diretamente sobre células do coragéo e da parede dos
vasos sanguineos alterando sua estrutura, funcdo e facilitando a formagdo de placas de
ateroma de forma independente de alteragcdes nos niveis plasmaticos de colesterol (131-133).

Por fim, o diabetes é um fator que deve ser considerado de risco quando do
estabelecimento das probabilidades da ocorréncia de disturbios da cognicdo e outros
manifestacdes de doencas neurolégicas (134). A hiperglicemia diabética se relaciona com a
ativacdo da via dos polidis, aumento do estresse oxidativo e formacdo dos produtos avancados
de glicacdo ndo-enzimatica (AGESs) que sdo fatores preditivos importantes para o surgimento
de danos do tecido nervoso (135, 136). Além disso, a dislipidemia e 0 comprometimento da
funcdo da insulina e peptideo C estdo envolvidos no desenvolvimento das neuropatias (137,
138). Neste contexto, o eixo HPA em seu estado superativado também desempenha relevante
funcdo nas alteracbes neuroldgicas as quais individuos diabéticos estdo sujeitos. Niveis
aumentados de glicocorticoides estdo associados com a perda de memoria dependente do
hipocampo e de plasticidade sinaptica em diabéticos (139). Em adigcdo, outras doencas
relacionadas com disturbios neurodegenerativos, incluindo Alzheimer e a Sindrome de
Cushing, estdo marcadas pela presenca do eixo HPA hiperativado e niveis aumentados do seu
produto final (140, 141).

Coletivamente, seja por mecanismos indiretos via potencializagdo da hiperglicemia
diabética, ou através de efeitos diretos sobre diferentes células do organismo, tendo em vista a
ampla expressdo dos receptores GR e MR, os glicocorticoides merecem maior destaque na
fisiopatologia do diabetes e no estudo de diversas complicacdes que séo enfrentadas pelos

doentes em algum momento de suas vidas.
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Dessa forma, a busca do aprofundamento do estudo do eixo HPA e investigacdo de
alternativas para sua regulagdo em diabéticos € de suma importancia. Nesse contexto,
trabalhos descrevem que em alguns 6rgdos frequentemente acometidos por complicacdes
diabéticas, como €é o caso da retina e dos rins, a expressdo do fator de transcricdo conhecido
como Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissomos (PPAR) -y encontra-se reduzida
em diabéticos (142). Além disso, agonistas do PPAR-y sdo capazes de reduzir a atividade do
eixo HPA em doentes com Cushing (143, 144).

1.3 - PPAR-y
1.3.1 — Estrutura e distribuicéo dos PPARs

Os PPARs sdo fatores de transcricdo da superfamilia dos receptores nucleares que
originalmente foram descritos como 0s receptores que mediavam os efeitos de compostos
sintéticos chamados de proliferadores de peroxissomos sobre a transcricdo génica (145) . Sdo
pertencentes a classe dos receptores nucleares que obrigatoriamente se ligam ao receptor X
retinoide (RXR) para formacdo de heterodimeros e ligacdo a regido promotora dos genes
sobre sua regulacdo (146). Nesta classe também se incluem os receptores do &cido retinoico
(RAR), receptor X do figado (LXR) e os receptores dos hormdnios da tireoide (TR). Na
auséncia de ligantes, a maioria dos heterodimeros de RXR encontram-se ligados ao DNA
acoplados a moléculas co-repressoras, histonas deacetilases e outros fatores modificadores de
cromatina para a manutencdo de sua atividade repressora sobre os genes alvos (147) (Figura
1.3).

Assim como a maioria dos receptores nucleares, a estrutura dos PPAR segue um
padrdo de dominios relacionados a funcdo desempenhada por cada uma de suas porcées. O
dominio A/B, mas conhecido como regido aminoterminal possui papel na transativagdo,
sendo o local de ligagdo de moléculas co-ativadoras. A ligacdo do receptor nuclear ao DNA
fica sob a responsabilidade do dominio C formado por arranjos proteicos, os chamados
“dedos de zinco”, constituidos de uma a-hélice e uma folha B-pregueada mantidas unidas por
um ion de zinco na regido central. A porcdo D ou “hinge”, tem funcdo ainda mal definida,
mas a principio esta associada com as mudancas conformacionais na estrutura da proteina que
se seguem a ativacao do receptor por seus ligantes. Por fim, a regido E/F contém a porcéo C-
terminal do receptor e é nela que ocorre o acoplamento do ligante o que confere
especificidade a molécula. Este dominio possui ainda sinais de localiza¢do nuclear do receptor
e permite sua associa¢do com moléculas co-reguladoras e outros fatores de transcri¢do (148).
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A familia dos PPARs é composta por trés diferentes isotipos, alfa (a), beta () ou delta
() e gama (y), codificados por genes distintos e que apresentam funcdes e perfis de expressao
variaveis entre si, apesar da alta homologia estrutural entre as proteinas (149). O PPAR-a é
predominantemente expresso no figado, tecido adiposo marrom e coragdo e esta implicado na
regulacdo do metabolismo celular a partir de sua atuacdo sobre a oxidacdo mitocondrial e
peroxissomal de acidos graxos. O receptor o ¢ o alvo molecular dos fibratos, drogas
hipolipidémicas usadas no tratamento de dislipidemias. Ligantes enddgenos do receptor
incluem &cidos graxos poli-insaturados e derivados de leucotrienos (150).

O PPAR- B/5 € o subtipo do receptor nuclear menos estudado, embora seja o isotipo
com distribuicdo mais ampla. A auséncia de ligantes sintéticos potentes e seletivos durante
muitos anos dificultou os estudos do papel do receptor (150). Essa forma de PPAR esta
envolvida do catabolismo de &cidos graxos e metabolismo energético em diferentes tecidos,
como nos musculos esqueléticos (151). Acidos graxos insaturados e eicosanoides atuam como
ligantes naturais de PPAR-f (149).

Por fim, 0 PPAR-y ¢ a forma mais investigada do receptor nuclear sendo encontrado
de forma predominante no tecido adiposo, embora sua expressao ja tenha sido constatada em
diferentes locais como coracdo, rins, baco, intestino, retina, musculo esquelético, hipocampo e
hipofise (146, 152). Classicamente esse subtipo do receptor é reconhecido como elemento
importante na transcricdo génica e regulacdo da diferenciacdo de adipdcitos (153). Além
disso, 0 PPAR-y interfere através de um mecanismo de transrepressdo com as fungdes de
outros fatores de transcricdo como NF-xB e AP-1 (154) (Figura 1.3). O PPAR-y é 0 alvo
molecular das drogas conhecidas como tiazolidinedionas, que dentre vérios efeitos, atuam
sensibilizando células do figado e tecidos musculares a insulina e dessa forma respondendo

por sua acao mais conhecida, a antidiabética (155).
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Figura 1.3 — Mecanismo de regulacéo génica dos PPARs. Modificado de Fucci e cols. (156).

1.3.2 - PPAR-y e o diabetes

A partir da descoberta dos PPARs na década de 90, ligantes sintéticos seletivos de
PPAR-y (também conhecidos como glitazonas) foram introduzidos no tratamento de
individuos com diabetes do tipo 2. Durante cerca de 15 anos, pacientes com a doenca se
beneficiaram dos efeitos hipoglicemiantes dessas drogas (157). Através do aumento da
sensibilidade dos tecidos adiposo, muscular e hepatico a insulina, pacientes experimentaram
controle glicémico igual ou mesmo superior a outras classes de agentes antidiabéticos como
as sulfonilureias (158). O mecanismo classico de agdo dos agonistas de PPAR-y no
tratamento da hiperglicemia diabética se relaciona com a inducdo da transcricdo génica a
partir da ativacdo do receptor nuclear. O aumento da expressdo de proteinas transportadoras
de glicose (GLUT 4) e de acidos graxos (FATP) é induzida pelas glitazonas, o que em
conjunto com a reducdo nos niveis de triglicerideos e &cidos graxos associado a lipogénese se

relaciona com a reducéo nos niveis de glicose plasmatica em diabéticos (159). Além disso, as
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glitazonas induzem a formacéo de pequenos adipocitos, mais sensiveis a insulina e a apoptose
das células maiores responsaveis pela liberacdo de &cidos graxos e citocinas expressas em
condicGes de obesidade e resisténcia a insulina, como o TNF-a (160). Por fim, € descrito que
ligantes de PPAR-y induzem a expressdao da enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K),
envolvida com a mobilizacdo de GLUT 4 para a membrana plasmatica e entrada de glicose
em tecidos dependentes de insulina (161).

No entanto, ap6s alguns anos de comercializacdo e a apesar de seus efeitos benéficos
sobre o diabetes, membros da familia das glitazonas deixaram de ser utilizados no tratamento
da doenca. A troglitazona em funcéo de possiveis riscos hepaticos e mais tarde, em 2010, a
rosiglitazona por conta de estudos que relacionaram a droga com risco aumentado de
problemas cardiacos, sairam de circulacdo (162). Atualmente a Unica droga da familia das
glitazonas liberada para o tratamento do diabetes é a pioglitazona.

Apesar dessa limitacdo do uso dos ligantes do PPAR-y na clinica, o que ja vem sendo
estudado com a criacdo de uma segunda geracdo de ligantes (163), a utilizacdo dessas
moléculas na pesquisa basica, em especial da rosiglitazona, € uma constante. A rosiglitazona é
um potente ligante do receptor nuclear PPAR-y e diversos trabalhos relatam um provéavel
efeito benéfico dessa droga sobre algumas formas de cancer. Estudos descrevem que
individuos diabéticos que se valeram do uso de rosiglitazona antes de sua retirada do mercado
apresentam reducdo na incidéncia de cancer hepatico e de coloretal (164)

Além disso, trabalhos descrevem que a expressdo do PPAR-y encontra-se reduzida em
alguns tecidos diabéticos, como no cortex renal e na retina, sendo que neste Ultimo 6rgdo a
reducdo na expressdo do receptor se relaciona com ativacdo de NF-«B, inflamagdo vascular e
desenvolvimento da retinopatia diabética (142, 165). Soma-se a isso, que a despeito dos riscos
descritos na clinica do uso de ligantes de PPAR-y sobre o sistema cardiovascular, a ativacao
do receptor resulta em diminuigéo da sintese e acdo de tromboxano Az, um potente indutor de
agregacdo plaquetaria e vasoconstritor, com beneficio descrito sobre modelo animal de
faléncia renal aguda e possivel aplicacdo na terapia frente a doencas cardiovasculares (166,
167).

Dessa forma, a participacdo dos ligantes do PPAR-y na fisiopatologia do diabetes, a
parte dos seus efeitos sobre 0 metabolismo de carboidratos e a hiperglicemia caracteristica da
doenca, sdo importantes e precisam ser melhor compreendidos. Considerando ainda que esses
ligantes podem desempenhar papéis que independem da ativacdo do receptor, sua gama de
atuacles se torna ainda mais relevante e uma possivel relacdo entre o receptor com a

funcionalidade do eixo HPA em diabéticos merece um estudo mais aprofundado.
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1.3.3- PPAR-y e o0 eixo HPA

Como mencionado anteriormente, a isoforma y do receptor nuclear é encontrada de
forma predominante nos tecidos adiposos, no entanto sua expressao ja foi descrita nos mais
diversos sitios anatémicos, incluindo o hipotalamo e hipdfise (146, 152, 168, 169). Estudos
realizados com o uso de células corticotréficas tumorais murinas e humanas demostram que
ativadores de PPAR-y induzem a apoptose dessas células e supressao da sintese de ACTH.
Além disso, o desenvolvimento de tumores corticotroficos em roedores, induzido através da
administracdo subcutanea da linhagem de células de adenohipdfise Att-20 foi impedido em
80% dos animais tratados com rosiglitazona, bem como todos os animais apresentaram
reducdo nos niveis de ACTH e corticosterona (170). Em paralelo a esse trabalho, foi
observado que o tratamento cronico com rosiglitazona em individuos com a Sindrome de
Cushing foi eficaz em reduzir a secrecdo de cortisol nesses doentes (143).

N&o apenas os pacientes com Cushing se beneficiam dos efeitos dos ligantes de
PPAR-y sobre o0 eixo HPA. Em um modelo animal de doenga de Alzheimer, o tratamento dos
animais com rosiglitazona foi capaz de atenuar a perda de memoria e dificuldade de
aprendizagem em um mecanismo descrito como dependente da reducdo dos niveis de
glicocorticoides no soro dos animais (171). Foi observado que a administracdo de
rosiglitazona reduziu os niveis de proteina beta-amiloide nos animais com doenca de
Alzheimer em associacdo com a reducao nos niveis de corticosterona circulantes.

Dessa forma, é recorrente a presenca de estudos que relacionam a ativagdo do receptor
nuclear PPAR-y com reducéo na atividade do eixo HPA, tanto em modelos animais como em
estudos clinicos. Uma vez que o diabetes € uma doenca que apresenta como uma de suas
caracteristicas a hiperatividade do eixo HPA e o estudo da relagcdo entre o receptor e 0 eixo no
diabetes ainda ndo foi aprofundado, a despeito de todas as evidéncias aqui apresentadas, a
presente tese se pauta na busca do entendimento do papel do PPAR-y sobre a funcionalidade

do eixo HPA em animais diabéticos.
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2 — Objetivo
2.1 - Objetivo Geral

O objetivo da presente tese de doutorado foi o estudo do papel do receptor nuclear
PPAR-y sobre a hiperatividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal em animais diabéticos e

sua implicacao sobre complica¢cdes musculares da doenca.
2.2 - Objetivos especificos
Buscamos cumprir os seguintes objetivos especificos:

i) Elucidacdo dos marcadores da ativacdo do eixo HPA presentes durante o
estabelecimento do modelo de diabetes com aloxana;

i) Estabelecimento do paralelo entre a hiperatividade do eixo HPA com
complicagdes musculares observadas em animais tornados diabéticos apds administracéo de
aloxana;

iii) Investigacdo da expressdo do receptor PPAR-y no eixo HPA e avaliagdo do
efeito do tratamento com o agonista rosiglitazona sobre a atividade do eixo em animais
diabéticos;

iv) Estudo do mecanismo de acdo relacionado aos efeitos decorrentes da

administracdo de rosiglitazona sobre a funcionalidade do eixo HPA de animais diabéticos.
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3 — Material e Métodos
3.1 - Animais e inducéo do diabetes

Nesta tese foram utilizados ratos Wistar machos obtidos do Centro de Criacdo de
Animais de Laboratério (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz e todos os procedimentos
utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animal de Laboratério (CEUA,
Licenca LW — 23/10). Os animais foram mantidos sob condi¢cfes de temperatura controlada e
ciclo de luz definido em 12 horas de claro e 12 horas de escuro com livre acesso a racéo e
agua.

O diabetes foi induzido através de uma injecao Unica da substancia aloxana diluida em
salina estéril a 0,9% (114). Ratos em jejum por 15 horas foram sedados através de inalacdo de
halotano e receberam 40 mg/Kg da substancia diabetogénica por via intravenosa, através da
veia peniana. Animais do grupo nao-diabético receberam injecdo de salina estéril a 0,9% apds
periodo de jejum e procedimento de anestesia com halotano idéntico ao realizado com
animais de grupos diabéticos.

3.2 - Tratamento dos animais

O tratamento dos animais foi feito com o agonista do receptor nuclear PPAR-y
rosiglitazona (0,5 mg/Kg, i.p.) diluido em DMSO (dimetilsufoxido) a 0,05%. Em outros
experimentos, animais receberam em paralelo ao tratamento com rosiglitazona, doses do
antagonista do receptor nuclear PPAR-y GW9662 (0,5 mg/Kg, i.p) ou o inibidor da PI3K
wortmannin (0,1 mg/Kg, i.p), diluidos também em DMSO a 0,05%. Um conjunto de ensaios
foi ainda realizado com o antagonista do receptor de glicocorticoides RU486 na dose de 20
mg/Kg, em suspensdo de metilcelulose a 0,1% por via oral. Todos os tratamentos foram
realizados diariamente entre 0 3° e 21° dia contados a partir da inducdo do diabetes, e 0s
animais controle receberam diariamente o veiculo DMSO ou metilcelulose, de acordo com o

esquema de tratamento.
3.3 - Avaliacéo da hipertrofia das glandulas adrenais

A investigacdo das alteragdes nas glandulas adrenais dos animais foi feita sobre o
ponto de vista macro e microscopico. O aspecto macroscopico foi determinado através da
razdo entre o peso da glandula adrenal direita dissecada e o peso corporal do animal
correspondente. Utilizando um microscépio 6ptico e cortes histoldgicos corados com HE das
adrenais avaliamos outros dois parametros: o numero de células adrenocorticais e a area

média dessas células. Baseado na metodologia descrita por Beuschlein e colaboradores (172),
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a hipertrofia das adrenais foi avaliada através da contagem ao microscopio do nimero de
células da zona fasciculada em no minimo trés diferentes campos por animal, sendo o
resultado expresso em numero de células por campo de alta magnificacdo (HPF do inglés
“High Power Field”). Além disso, a area média das células adrenocorticais produtoras de
glicocorticoides foi calculada com o auxilio do programa de analise de imagens “Image Pro-

Plus” verséo 6.2.
3.4 - Determinagéo das alteragdes musculares

O estudo do parametro de atrofia muscular foi realizado a partir da correlacdo entre o
peso do masculo gastrocnémio e o comprimento da tibia dos animais. Em paralelo, através da
técnica de laser Speckle investigamos alteracdes musculares a nivel microvascular, mediante
parametros funcionais (173).

A avaliacdo da reatividade microvascular foi feita no muasculo gracil dos animais
anestesiados com ketamina (90 mg/Kg, i.p) e xilazina (10 mg/Kg, i.v). Nessa técnica, utiliza-
se um laser com comprimento de onda de 785 nm (“PeriCam PSI System”, Perimed, Jarfalla,
Suécia) que ao incidir sobre o tecido sofre um padrdo de espalhamento conhecido como
“speckle”. Este padrdo de desvio Optico é caracteristico para cada estrutura que constitui o
tecido, de tal forma que na medida em que elementos se movam no tecido estudado, como no
caso das hemacias, o espalhamento de luz sofre pequenas varia¢fes. Imagens digitais vao
sendo adquiridas e integradas e através das alteragdes de contraste e intensidade é possivel a
determinacéo do fluxo sanguineo tecidual, em um momento inicial e apds a administracdo do
agente dilatador endotelial acetilcolina (ACh) a 2%. Para construcdo dos graficos, foi
utilizada a &rea sobre as curvas geradas para cada animal na presenca ou auséncia do agente

vasodilatador.
3.5 - Quantificacdo de horménios plasmatico - Radioimunoensaio
3.5.1 — Obtencgé&o das amostras

Imediatamente ap0s a eutanasia dos animais em cadmara com atmosfera de CO:
controlada, 3 mL de sangue foram coletados da veia cava inferior dos mesmos. Para tanto foi
utilizada uma solucdo anticoagulante de salina heparinizada na concentracdo de 40 Ul de
heparina por mililitro de sangue. As amostras obtidas foram centrifugadas por 10 minutos a
1000 x g e a 4°C para separacdo do plasma que foi armazenado a — 20°C até o0 momento das

analises.
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No caso especifico da quantificacdo dos niveis plasméaticos de ACTH foi utilizado
EDTA como anticoagulante, conforme orientagdo do fabricante do “kit” de deteccdo, na
concentracdo de 2 mg por mililitro de sangue (0,2% EDTA) e a quantificacdo feita logo apos
a obtencdo do material, tendo em vista a natureza labil do horménio, mesmo guanto estocado

a baixas temperaturas.
3.5.2 — Determinacdo da concentracdo plasmatica dos hormonios

A determinacdo dos niveis dos horménios insulina, corticosterona e ACTH foi
realizada a partir do plasma dos animais, através de um ensaio competitivo imunoradiologico,
utilizando-se 1'%, conforme descricdo do “kit” (“MP Biomedicals”, Nova lorque, EUA). De
forma sucinta, nesta técnica é avaliada a capacidade do horménio contido nas amostras em se
ligar a anticorpos especificos na presenga de um horménio marcado com o elemento
radioativo 1'?°. Dessa forma, trata-se de um ensaio competitivo, cujos niveis do analito sido
inversamente proporcionais a radiacdo quantificada pelo contador de particulas gama ICN
Isomedic 4/600 (“ICN Pharmaceulticals”, California, EUA).

3.6 — Quantificacdo de ligante enddgeno de PPAR-y
3.6.1 - Obtencdo das amostras

De forma idéntica a realizada para obtencdo do plasma para avaliagdo dos hormonios
circulantes, foi feita a coleta do plasma com solucdo heparinizada para quantificagdo do
ligante enddgeno do receptor nuclear PPAR-y, 15-deoxy-A214- prostaglandina J, (15d-PGJ>).

3.6.2 - Quantificacdo de 15d-PGJ:

Os niveis do ligante foram determinados no plasma dos animais estudados utilizando-
se um “kit” (“Assay Designs Inc.”, Michigan, EUA) de ensaio imunoenzimatico (EIA),
seguindo-se as instrucdes do fabricante. O principio do ensaio baseia-se na competicéo entre o
ligante contido nas amostras e aquele fornecido pelo kit, e acoplado com uma enzima, pela
ligagdo aos anticorpos anti-15d-PGJ.. Ap6s uma série de incubacBes e lavagens €
acrescentado o substrato da enzima presente no ligante do kit sendo a determinacdo da
intensidade de cor da reacdo feita em espectrofotdmetro SpectraMax M5 (“Molecular
Devices”, California, EUA) a 405 nm. Nessa quantificacdo, segundo o fabricante do kit, a
probabilidade de reagdes cruzadas € de 49,2% para PGJ, e 5,99% para A*PGJ; e 4,92% para
PGD..
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3.7 — Imunohistoquimica

Na sequéncia da eutanédsia dos animais, sua adrenal esquerda e hipofise foram
removidas e colocadas em solucdo de fixacdo Milloning para preservacdo do material. Apos
periodo de 48 horas na solucdo de fixacdo, os Orgdos passaram por procedimento de
desidratacdo em banhos com concentragdes crescentes de etanol e clarificacdo em xilol para
remocdo do alcool antes da inclusdo em blocos de parafina. Cortes histoldgicos das glandulas
com 5 um de espessura foram acondicionados em laminas filmadas com solucdo de silane a
4% em acetona e utilizados para a analise da expressdo de diversas proteinas, incluindo
substratos, enzimas e receptores, através da metodologia de imunohistoquimica.

Inicialmente, os cortes histologicos foram desparafinizados em estufa a 60° C por 1
hora e dois banhos em xilol de 5 minutos cada. Na sequéncia, o material foi reidratado com
banhos de concentracdo decrescente de etanol e incubacdo por 10 minutos em agua destilada.
A etapa seguinte foi de recuperagdo antigénica, importante para o reconhecimento especifico
dos epitopos dos antigenos dos anticorpos utilizados no ensaio. Para isso, as ldaminas foram
incubadas em tampdo citrato de s6dio 10 mM pH 6,0 pré-aquecido em banho maria a 95-99°C
por 20 minutos. Apos 2 lavagens com solucdo salina tamponada com Tris-HCI enriquecida
com 0,1% de Tween 20 (TBST) por 5 minutos, o material foi incubado por 20 minutos com
solucdo de H20. a 3% em metanol para o bloqueio das peroxidases endégenas e minimizagao
de marcacgdes inespecificas. Outro bloqueio, de ligacbes inespecificas dos anticorpos a
receptores Fc presentes no tecido estudado, foi feito através de incubacdo dos cortes com
solucdo de BSA 2,5%, leite de vaca desnatado 1% filtrado e soro fetal bovino 8% em TBST
por 3 horas.

Apobs as etapas de bloqueio, os cortes foram incubados por 16 horas a 4°C com
anticorpos primarios para as proteinas alvo (anticorpos policlonais feitos em coelho para
POMC, GR, e MC2-R, policlonais feitos em cabra para PI3K p110a e MR; monoclonal feito
em camundongo para ACTH e monoclonal feitos em coelho para PPAR-y) diluidos em TBST
com BSA 1%. No dia seguinte, o material foi lavado com TBST, duas lavagens de 5 minutos,
e incubado por 2 horas com anticorpos de detec¢do dos anticorpos primarios conjugados a
enzima peroxidase (anticorpos secundarios policlonais anti-camundongo, coelho e cabra). A
revelacdo foi feita apds nova lavagem do material com TBST e incubacdo por 15 a 20
minutos com o substrato aminoetilcarbazol (AEC). Os cortes foram contra corados com
hematoxilina de Mayer por 10 segundos para visualizacdo da estrutura do tecido estudado e as
laminas montadas com solucdo de gelatina/glicerina e laminulas para analise a0 microscopio
optico Olympus BX50 (Center Valley, EUA).
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Ao menos 15 campos capturados com camera digital Olympus UC30 (Center Valley,
EUA) em magnificagdo de 400X foram analisados utilizando-se o software “Image Pro Plus”
versdo 6.2. Nesta analise, foi determinado o numero de pixels em cada imagem capturada
marcados positivamente para a reacdo de imunohistoquimica. Dessa forma, é possivel

expressar a presenca dos antigenos de interesse em pixels por unidade de area (um?) do tecido

estudado.
3.8 - Solugdes
3.8.1 - Milloning

- Formaldeido (HCOH) a 4% em agua destilada
- Fosfato monobasico de sddio (NaH2PO4) a 155 mM
- Hidroxido de sodio (NaOH) a 105 mM

Dissolver o NaH2PO4 e 0 NaOH em &gua destilada e na sequéncia acrescentar a solucdo de

formaldeido
3.8.2-TBS 1X

- 90 mL de NacCl 0,85%
- 10 mL de tris-HCI 0,05 M
-pH 7,6

3.8.3- AEC uso

Fotossensivel, colocar as substancias nesta ordem:

1) 9,5 mL de tampéo acetato:

Preparo tampao acetato:

Solucéo 1: Acetato de sédio (CHsCOONa.3H20) a 0,1M
Solucéo 2: Acido acético glacial a 0,575%

Misturar 79 mL da solugdo 1 com 21 mL da solucéo 2
pH 5,2

2) 0,5 mL de AEC estoque
Preparo AEC estoque:
0,8% de AEC em N,N-dimetilformamida (CzH7NO)

3) 50 pL de H202 3%
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3.8.4 - Meio de montagem para imunohistoquimica

- 10 g de gelatina em pé
- 70 mL de glicerina
- 1 mL fenol

- 60 mL de agua destilada
3.9 - Drogas e reagentes

Aloxana monohidratada, acetilcolina, DMSO, citrato de sédio, Tris-HCL, DMSO,
NaOH, AEC, EDTA, BSA, H20,, CH3COONa.3H,O e Tween 20 foram comprados da
empresa Sigma Chemical Co. (“Saint Louis”, EUA). Rosiglitazona e GW9662 da Cayman
Chemicals (“Saint Louis”, EUA), enquanto a heparina sddica foi adquirida na Roche (Séo
Paulo, Brasil). Gelatina em pé foi obtida na Reagen (Parana, Brasil) e a glicerina na Vetec
Quimica (Rio de Janeiro, Brasil). NaCl, formaldeido, acido acético glacial, etanol, metanol,
xilol, N,N-dimetilformamida, bem como o corante hematoxilina de Harris foram comprados
da Merck (Darmstadt, Alemanha). Ketamina foi comprada na Cristélia (S&o Paulo, Brasil) e
xilazina na Syntec (S&o Paulo, Brasil). O soro fetal bovino adquirido na Cultilab (S&o Paulo,
Brasil), os anticorpos primarios anti- POMC, GR, MC2R, PI3K p110a e ACTH comprados da
Santa Cruz Biotechnology (California, EUA) e anti-PPAR-y da Cell Signaling Technology
(Massachusetts, EUA). Ja os anticorpos secundarios anti-camundongo, coelho e cabra
acoplados a enzima peroxidase foram fabricados pela R&D System (Minneapolis, EUA).

Todas as solucdes foram utilizadas frescas, sendo preparadas imediatamente antes do

Seu uso.
3.10 - Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados estatisticamente, no caso de trés ou mais grupos, através da andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de comparacdo maltipla “Student-Newman-Keuls” (SNK). Para
comparacéo entre dois grupos experimentais, foi utilizado o teste t de “Student” para amostras
ndo pareadas. Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos. Através destes
calculos foi possivel determinar se as diferencas observadas entre populagfes com

distribui¢es normais foram reais ou meras variagcdes amostrais.
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4 — Resultados

4.1 — Administracdo de aloxana induz aumento da atividade do eixo HPA em
ratos, em paralelo ao estabelecimento do quadro diabético e manifestacdo de

complicacGes da doenca

Ratos wistar machos receberam injecdo Unica intravenosa de aloxana (40 mg/Kg) e
foram avaliados marcadores do estado diabético, bem como da funcionalidade do eixo HPA
em diferentes intervalos de tempo. Inicialmente, confirmando dados anteriores do grupo
(174), observamos que a aloxana foi capaz de induzir um modelo de diabetes do tipo 1
caracterizado por hiperglicemia (Figura 4.1A) em associacdo com reducdo nos niveis
circulantes de insulina (Figura 4.1B). Em todos os tempos estudados (24 horas, 48 horas, 72
horas e 21 dias) 0s animais que receberam a substancia diabetogénica apresentaram niveis de
glicose no sangue tipicos de individuos com desregulacdo metabdlica diabética. De forma
semelhante, com exce¢do dos animais que receberam aloxana 24 horas antes das analises,
todos os demais apresentaram reducdo nos niveis de insulina plasmatica compativeis com o
diabetes do tipo 1.

Quanto ao eixo HPA, observamos a hipertrofia das glandulas adrenais determinada
pelo aumento significativo da razdo entre o peso das glandulas e o peso dos animais apos 24
horas da administracdo de aloxana. Essa hipertrofia adrenal presente 24 horas ap6s a
administracdo da aloxana se manteve nos demais tempos experimentais estudados (Figura
4.2A). Além disso, a producédo de glicocorticoides também se elevou a partir de 24 horas da
administracdo da substancia diabetogénica (Figura 4.2B). A hipertrofia das glandulas adrenais
e 0 aumento nos niveis de corticosterona plasmatica precederam a reducdo na expressdo dos
receptores de glicocorticoides na hipdfise dos animais investigados, na medida em que
alteracfes nos niveis dos receptores envolvidos com o controle do eixo HPA apenas foram
notadas 48 horas decorridas da administracdo de aloxana (Figura 4.3). Esses dados em
conjunto, demonstram uma ativacdo de forma expressiva do eixo HPA durante o
estabelecimento do quadro diabético que se segue a administracdo de aloxana.

Ratos tornados diabéticos através de injecdo de aloxana apresentaram perda de massa
muscular de forma significativa apds 21 dias da doenca em analise feita atraves da correlacéo
entre o peso do musculo gastrocnémio e o comprimento da tibia dos animais (Figura 4.4). No
intuito de relacionar essas complicacOes apresentadas pelos animais diabéticos com o
aumento nos niveis de glicocorticoides, realizamos o tratamento dos animais com o
antagonista do receptor do horménio pelo periodo de 18 dias e na sequéncia avaliamos o

parametro do peso relativo do musculo gastrocnémio dos animais. Observamos, de forma
30



significativa, um aumento da massa muscular dos animais diabéticos tratados com o
antagonista RU486, quando comparados aos animais diabéticos tratados com salina (Figura
4). Embora o ganho de massa tenha sido parcial, esse resultado relaciona os glicocorticoides
em uma importante complicacdo diabética. Somam-se a esse resultado, as investigacoes
relativas a reatividade da microcirculacdo em animais diabéticos, bem como a participacéo
dos glicocorticoides neste fendmeno. Animais diabéticos apresentaram uma perda
significativa na sua capacidade microvascular de resposta ao estimulo vasodilatador da
acetilcolina na regido do musculo gracil (Figura 4.6 C e E) que seguramente se relaciona com
o comprometimento na funcdo desempenha pelo musculo. Novamente, o tratamento dos
animais com RU486 foi capaz de desempenhar um efeito protetor sobre as alteracfes
diabéticas, no caso, restabelecendo a capacidade de resposta microvascular a acetilcolina.
Dessa forma, fica clara a participacdo no modelo de diabetes do tipo 1 dos glicocorticoides na
atrofia muscular que é uma complicacdo secundaria a hiperglicemia caracteristica do estado

diabético.

4.2 — Animais diabéticos apresentam reducdo na expressao do receptor PPAR-y
na hipofise e adrenais, bem como nos niveis circulantes do seu ligante endégeno 15-
deoxy-A'214-PGJ>

Em paralelo com as alteracdes diabéticas e 0 marcado aumento na atividade do eixo
HPA, observamos que os animais tornados diabéticos apresentaram reducdo na expressao do
receptor nuclear PPAR-y tanto na regido anterior da hipéfise (Figura 4.7 D) como no cOrtex
da adrenal (Figura 4.7 C). Constatamos também que, apds 21 dias da administracdo de
aloxana, os niveis circulantes de um importante ligante enddgeno do receptor PPAR-y, a
molécula derivada de prostaglandina D, 15-deoxy-A?'4-PGJ, encontram-se reduzidos
(Figura 4.7 E) (175). Esses dados, em sintonia com outros trabalhos na literatura que apontam
uma relacdo entre a reducdo na expressao do PPAR-y e complicagdes diabéticas tais como
retinopatia e nefropatia (142) pautaram nosso tratamento com um ligante sintético do receptor

e avaliacdo de suas implicagdes sobre o eixo HPA de animais diabéticos.
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Figura 4.1 — Administracdo de aloxana em diferentes tempos é capaz de induzir um
quadro de diabetes do tipo 1. Em A, a medida dos niveis de glicose na circulagcdo dos animais
estudados e em B o0s niveis circulantes do horménio pancreatico insulina. As barras
representam média * erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. + p < 0,05 em
comparagdo com animais que receberam somente salina.
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Figura 4.2 — Animais tornados diabéticos com injec@o de aloxana apresentam aumento
nos niveis circulantes de corticosterona e hipertrofia muscular. Em A, razdo entre o peso das
glandulas adrenais e o peso dos animais, em B os niveis circulantes de corticosterona. As
barras representam média + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. + p < 0,05
em comparagdo com animais que receberam somente salina.
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Figura 4.3 — Animais tornados diabéticos apresentam reducdo na expressdo do
receptor de glicocorticoides na hipofise 48 horas ap6s a administracdo de aloxana. Em A, B,
C, D e E fotomicrografias representativas da regido anterior da hipéfise de animais dos grupos
salina, aloxana 24 horas, aloxana 48 horas, aloxana 72 horas e aloxana 21 dias,
respectivamente. Em F, determinagdo da razdo entre o nimero de pixels correspondentes a
marcacao positiva para a proteina investigada pela area do campo capturado. As barras
representam média + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. * p < 0,05 em
comparagdo com animais que receberam somente salina. Barra de escala = 20 um.
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Figura 4.4 — Animais tornados diabéticos apresentam perda de massa do musculo
gastrocnémio. Na figura é expressa a razdo entre o peso do musculo gastrocnémio e o
comprimento da tibia dos animais. As barras representam média * erro padrdo da média
(EPM) de no minimo 5 animais. + p < 0,05 em compara¢do com animais que receberam
somente salina.
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Figura 4.5 — Participacdo dos hormonios glicocorticoides na atrofia do musculo
gastrocnémio em animais com 21 dias de diabetes. Avaliagdo da massa do mdasculo
gastrocnémio em animais diabéticos tratados com o antagonista do receptor de glicocorticoide
RU 486. As barras representam media + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5
animais. + p < 0,05 em compara¢do com animais ndo diabéticos. * p < 0,05 em comparagao
com animais diabéticos ndo tratados.
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Figura 4.6 — Tratamento com RU486 restabelece a reatividade microvascular no
musculo gréacil de animais com 21 dias de diabetes. Fotomicrografias representativas da
microcirculacdo funcional no musculo gréacil de animais ndo diabéticos (A), ndo diabéticos
tratados com RU486 (B), diabeticos (C) e diabéticos tratados com RU486 (D) frente ao
estimulo com acetilcolina (ACh) a 2%. As barras representam média * erro padrdo da média
(EPM) de no minimo 5 animais. * p < 0,05 em compara¢do com animais nao diabéticos. + p <
0,05 em comparacdo com animais diabéticos néo tratados.
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Figura 4.7 — Animais diabéticos apresentam reducdo na expressdo do PPAR-y em
6rgdos do eixo HPA, 21 ap6s o estabelecimento do modelo com aloxana. Fotomicrografias
representativas da expressdo do PPAR-y nas adrenais e hipdfise de animais ndo diabéticos
(respectivamente A e B) e diabéticos (respectivamente C e D). Barra de escala = 50 pm.
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Figura 4.8 — Animais diabéticos apresentam reducdo nos niveis plasmaticos do ligante
endégeno do PPAR-y 15-deoxy-A'14-PGJ, (15d-PGJ;). Os niveis de 15d-PGJ, foram
determinados através de ensaio imunoenzimatico a partir de amostras de plasma obtidas 21
dias apos inducdo do diabetes. As barras representam média + erro padrdo da média (EPM) de
no minimo 5 animais. + p < 0,05 em comparagdo com animais nao diabéticos.
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4.3 — O tratamento com o ligante de PPAR-y rosiglitazona reduz a hipertrofia
adrenal e os niveis de glicocorticoides em animais diabéticos em paralelo com a redugdo

na expressao do receptor de ACTH MC2-R

Ap0s 21 dias de inducédo do diabetes observamos que as células adrenais produtoras de
glicocorticoides apresentavam-se com tamanho alterado, o que se refletiu em um menor
namero de células detectado em microscopia de alta magnificacdo por campo capturado
(HPF, Figura 4.9 C e 4.9 E), bem como no aumento na &rea média calculada para estas
células (Figura 4.9 C e 4.9 F). Além dessas alteraces microscopicas, também sob o ponto de
vista macroscopico observamos um aumento na relacdo entre o peso das glandulas e o peso
dos animais diabéticos (Figura 4.10 A) em associacdo com altos niveis circulantes de
corticosterona nesses animais (Figura 4.10 B).

O tratamento com o agonista do PPAR-y rosiglitazona iniciado no terceiro dia apds a
inducdo do diabetes foi capaz de reduzir de forma significativa os marcadores de hipertrofia
adrenal avaliados. Apds 18 dias de tratamento, observamos um aumento no nimero de células
por HPF (Figura 4.9 D e 4.9 E), e uma redugdo da area média das células da zona fasciculada
dos animais (Figura 4.9 D e 4.9 F). Além disso, a razdo peso glandula/ peso animal foi
reduzida com o tratamento (Figura 4.10 A). Essas alteracdes nos animais diabéticos tratados
se relacionam diretamente com a reducdo apresentada pelos mesmos nos niveis de
glicocorticoides plasmaticos (Figura 4.10 B). Por outro lado, a administracéo de rosiglitazona
em animais ndo diabéticos ndo foi capaz de alterar os parametros avaliados. Somando-se a
essas observacgdes, constatamos através de imunohistoquimica que a expressao do receptor de
ACTH, MC2-R, encontra-se aumentada nas adrenais de animais diabéticos (Figura 4.11 C e
4.11 E) quando comparada a de animais ndo diabéticos (Figura 4.11 A e 4.11 E), revelando-se
como mais um fator associado ao aumento da producdo do horménio esteroide nesses
animais. Animais diabéticos submetidos ao tratamento com rosiglitazona apresentaram
marcada reducdo na expressdo do receptor MC2-R (Figura 4.11 D e 4.11 E). Nenhuma
alteracdo, no entanto, foi observada neste parametro quando animais ndo diabéticos foram

tratados com o ligante agonista do receptor nuclear (Figura4.11 B e 4.11 E).
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Figura 4.9 — Rosiglitazona reduz a hipertrofia adrenal em ratos diabéticos. Em A, B, C e D,
fotomicrografias representativas da zona fasciculada do cértex adrenal de animais dos grupos
ndo diabéticos, ndo diabéticos tratados com rosiglitazona, diabéticos e diabéticos tratados com
rosiglitazona, respectivamente. Em E e F determinagdo, respectivamente, do nimero de
células por HPF e da area média das células avaliadas. As barras representam média * erro
padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. As analises foram feitas 21 dias apo6s a
administracdo de aloxana. * p < 0,05 em compara¢do com animais ndo diabéticos. + p < 0,05
em comparagdo com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala = 50 pum.
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Figura 4.10 — Rosiglitazona reduz a hipertrofia adrenal e os niveis plasmaticos de
corticosterona em ratos diabéticos. Em A, determinacdo da razdo do peso adrenal/peso do
animal e em B, quantificacdo dos niveis circulantes de corticosterona. As barras representam
média + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. As analises foram feitas 21
dias apds a administracdo de aloxana. * p < 0,05 em comparacao com animais ndo diabéticos.
+p < 0,05 em comparagdo com animais diabéticos ndo tratados.
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Figura 4.11 — Rosiglitazona reduz a expressdo de MC2-R nas adrenais de animais diabéticos.
Em A, B, C e D, fotomicrografias representativas do cortex adrenal de animais dos grupos
ndo diabéticos, ndo diabéticos tratados com rosiglitazona, diabéticos e diabéticos tratados com
rosiglitazona, respectivamente. Em E, determinacdo da razdo entre o nimero de pixels
correspondentes a marcacdo positiva para a proteina investigada pela area do campo
capturado. As barras representam média * erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5
animais. As analises foram feitas 21 dias ap6s a administracdo de aloxana. * p < 0,05 em

comparagdo com animais ndo diabéticos. + p < 0,05 em comparag¢do com animais diabéticos
ndo tratados. Barra de escala = 50 um.
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4.4 - Tratamento com rosiglitazona reduz os niveis de ACTH bem como de seu
precursor POMC, de forma independente do restabelecimento do mecanismo de
retroalimentacdo negativa do eixo HPA na hipofise de animais diabéticos

O aumento na producao de glicocorticoides em animais diabéticos se relaciona com a
elevacdo na producdo do hormdnio hipofisiario ACTH. Observamos que animais tornados
diabéticos apresentam aumento no contetdo do hormonio peptidico nas células corticotroficas
(ACTH+) da regido anterior da hipdfise. Tanto a expressdao do horménio (Figura 4.12 C e
4.12 E) quanto o ndmero de células ACTH+ (Figuras 4.12 C e 4.12 F) encontram-se
aumentados em animais diabéticos. Além disso, os niveis circulantes de ACTH quantificados
por radioimunoensaio apresentam expressivo aumento nos animais diabéticos quando
comparados com animais do grupo ndo diabético (Figura 4.13). A administracdo de
rosiglitazona em animais diabéticos foi capaz de reduzir tanto a expressdo de ACTH e o
namero de células ACTH+ na hipofise (Figura 4.12 D, 4.12 E e 4.12 F) quanto os niveis do
hormonio circulantes (Figura 4.13). Nenhuma alteracdo significativa nestes parametros foi
observada quando os animais tratados com rosiglitazona ndo eram diabéticos (Figura 4.12 B,
412 E, 4.12 F e 4.13).

Um mecanismo envolvido com as alteracdes no eixo HPA de animais diabéticos é a
falha no controle da producéo de glicocorticoides através da sinalizagdo do préprio horménio
em receptores GR e MR expressos no hipotalamo e na hipéfise dos animais. De fato, animais
com 21 dias de diabetes apresentam uma acentuada reducdo na expressdo dos receptores
indicados na hipofise (Figura 4.14 C e 4.14 E e Figura 4.15 C e 4.15 E, respectivamente GR e
MR) quando comparados com animais ndo diabéticos (Figura 4.14 A e 4.14 E, e Figura 4.15
A e 4.15 E, respectivamente GR e MR). No entanto, observamos que o tratamento com o
agonista do PPAR-y rosiglitazona ndo foi capaz de aumentar, pelo menos no nivel da hipofise,
a expressdo de GR ou a de MR (respectivamente, Figura 4.14 D e 414 E e Figura4.15D e
4.15 E), indicando nédo ser esse 0 mecanismo pelo qual reduz a hiperatividade do eixo HPA
em diabéticos. Por outro lado, investigando a expressdo do precursor de ACTH, POMC,
observamos que embora ndo seja possivel detectar um aumento do peptideo em diabéticos
(Figura 4.16 C e 4.16 E), o tratamento com rosiglitazona foi capaz de reduzir os niveis da
molécula em animais diabéticos de forma significativa (Figura 4.16 D e 4.16 E), sugerindo
que este possa ser um importante alvo da ativacdo do PPAR-y na reducdo da atividade do eixo
HPA.
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Figura 4.12 — Rosiglitazona reduz a expressdo de ACTH e o nimero de células produtoras do
hormdnio na hipofise de animais diabéticos. Em A, B, C e D, fotomicrografias representativas
da regido anterior da hipéfise de animais dos grupos ndo diabéticos, ndo diabéticos tratados
com rosiglitazona, diabéticos e diabéticos tratados com rosiglitazona, respectivamente. Em E,
determinacdo da razdo entre 0 nimero de pixels correspondentes a marcagdo positiva para a
proteina investigada pela area do campo capturado e em F, a determinagdo do nimero de
células ACTH+ por campo de analise. As barras representam média * erro padrdo da média
(EPM) de no minimo 5 animais. As andlises foram feitas 21 dias apds a administragdo de
aloxana. * p < 0,05 em comparacdo com animais ndo diabéticos. + p < 0,05 em comparacao
com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala = 20 um.
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Figura 4.13 — Rosiglitazona reduz os niveis circulantes do horménio ACTH em animais
diabéticos. Determinacdo dos niveis circulantes no plasma do horménio ACTH através da
metodologia de radioimunoensaio. As barras representam média + erro padrdo da média
(EPM) de no minimo 5 animais. A analise foi feita 21 dias apds a administracdo de aloxana. *
p < 0,05 em comparagdo com animais ndo diabéticos. + p < 0,05 em comparagdo com animais
diabéticos ndo tratados.
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Figura 4.14 — Efeito do tratamento com rosiglitazona sobre a expressdo do receptor de
glicocorticoides (GR) na hipdfise de animais diabéticos. No painel, fotomicrografias
representativas da expressdo de GR em animais dos grupos ndo diabéticos (A) ndo diabéticos
tratados com rosiglitazona (B), diabéticos (C) e diabéticos tratados com rosiglitazona (D). Em
E, a determinacdo da razdo entre o numero de pixels correspondentes a marcagdo positiva
para GR pela area dos campos capturados. As barras representam média + erro padrdo da
média (EPM) de no minimo 5 animais. A andlise foi feita 21 dias ap6s a administracdo de
aloxana. * p < 0,05 em comparacdo com animais ndo diabéticos. + p < 0,05 em comparacao
com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala = 20 um.
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Figura 4.15 — Efeito do tratamento com rosiglitazona sobre a expressdo do receptor de
mineralocorticoides (MR) na hip6fise de animais diabéticos. No painel, fotomicrografias
representativas da expressdo de MR em animais dos grupos ndo diabéticos (A) ndo diabéticos
tratados com rosiglitazona (B), diabéticos (C) e diabéticos tratados com rosiglitazona (D). Em
E, a determinacdo da razdo entre o numero de pixels correspondentes a marcagdo positiva
para MR pela area dos campos capturados. As barras representam média + erro padrdo da
média (EPM) de no minimo 5 animais. A andlise foi feita 21 dias ap6s a administragdo de
aloxana. * p < 0,05 em comparacdo com animais ndo diabéticos. + p < 0,05 em comparacao
com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala = 20 um.
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Figura 4.16 — Rosiglitazona reduz a expressdao de POMC na hipdéfise de animais diabéticos.
No painel, fotomicrografias representativas da expressdo de POMC em animais dos grupos
ndo diabéticos (A) ndo diabéticos tratados com rosiglitazona (B), diabéticos (C) e diabéticos
tratados com rosiglitazona (D). Em E, a determinagdo da razdo entre o numero de pixels
correspondentes a marcacado positiva para POMC pela area dos campos capturados. As barras
representam média * erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. A analise foi feita
21 dias ap6s a administracdo de aloxana. * p < 0,05 em comparacdo com animais nao

diabéticos. + p < 0,05 em comparagdo com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala =
40 pm.
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4.5 — Tratamento com rosiglitazona aumenta a expressdo do PPAR-y em o6rgaos
do eixo HPA, papel da ativacdo do receptor na reducdo dos niveis circulantes de

glicocorticoides em animais diabéticos

Tendo em vista as alteracdes observadas no eixo HPA de animais diabéticos ap6s o
tratamento com rosiglitazona, avaliamos a expressao do PPAR-y em o6rgaos do eixo HPA dos
animais tratados. O tratamento com rosiglitazona aumentou a expressao do receptor nuclear
tanto nas glandulas adrenais (Figura 4.17 D e 4.17 E) como na hipofise (Figura 4.18 D e 4.18
E) dos animais diabéticos, sugerindo que a ativacdo do receptor e 0 aumento de sua expressao
estejam envolvidos com o controle da ativacdo do eixo HPA e consequentemente dos niveis
de glicocorticoides em ratos diabéticos. Por outro lado, o tratamento com rosiglitazona em
animais ndo diabéticos reduziu de forma significativa a expressdo do receptor PPAR-y nas
adrenais destes animais (Figura 4.17 B e 4.17 E) embora ndo tenham sido constatadas
alteracOes na expressao do receptor na hipofise dos mesmos animais quando submetidos ao
tratamento (Figura 4.18 B e 4.18E). Observamos, ainda, que a reducdo nos niveis de
glicocorticoides nos animais diabéticos tratados com rosiglitazona é fruto da ativacdo do
receptor PPAR-y, uma vez que o pré-tratamento dos animais com o antagonista do receptor

(GW9662) foi capaz de inibir a reducdo nos niveis quantificados do horménio (Figura 4.19).
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Figura 4.17 — Rosiglitazona aumenta a expressdo do PPAR-y nas adrenais de animais
diabéticos. No painel, fotomicrografias representativas da expressao do PPAR-y nas adrenais
de animais dos grupos ndo diabéticos (A), ndo diabéticos tratados com rosiglitazona (B),
diabéticos (C) e diabéticos tratados com rosiglitazona (D). Em E, a determinacdo da razdo
entre 0 nimero de pixels correspondentes a marcagdo positiva para o receptor nuclear nas
adrenais pela area dos campos capturados. As barras representam média * erro padrdo da
média (EPM) de no minimo 5 animais. A analise foi feita 21 dias apds a administracdo de
aloxana. * p < 0,05 em comparacdo com animais ndo diabéticos. + p < 0,05 em comparacao
com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala = 50 um.
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Figura 4.18 — Rosiglitazona aumenta a expressdo do PPAR-y na hipdfise de animais
diabéticos. No painel, fotomicrografias representativas da expressdo do PPAR-y na hipofise
de animais dos grupos ndo diabéticos (A), ndo diabéticos tratados com rosiglitazona (B),
diabéticos (C) e diabéticos tratados com rosiglitazona (D). Em E, a determinacdo da razdo
entre 0 nimero de pixels correspondentes a marcacao positiva para o receptor nuclear na
hipdfise, pela area dos campos capturados. As barras representam média + erro padrdo da
média (EPM) de no minimo 5 animais. A andlise foi feita 21 dias ap6s a administracdo de
aloxana. * p < 0,05 em compara¢do com animais ndo diabéticos. + p < 0,05 em comparagéao
com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala = 20 um.
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Figura 4.19 — Rosiglitazona reduz a producdo de glicocorticoides em animais
diabéticos através de um mecanismo dependente da ativacdo do receptor nuclear PPAR-y.
Grupos de animais foram pré-tratados com o antagonista do receptor PPAR-y e na sequéncia
receberam a administracdo do ligante agonista rosiglitazona. As barras representam média +
erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. A andlise foi feita 21 dias apos a
administracdo de aloxana. + p < 0,05 em comparacdo com animais ndo diabéticos, * p < 0,05
em comparacao com animais diabéticos ndo tratados e # p<0,05 em compara¢do com animais
diabéticos tratados com rosiglitazona.
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4.6 — Tratamento com rosiglitazona reduz a atividade do eixo HPA em animais

diabéticos através de um mecanismo dependente da ativacéo da via da PI3K

Finalmente, buscamos elucidar o mecanismo pelo qual a ativacdo do receptor nuclear
PPAR-y, em animais diabéticos, ¢ capaz de reduzir a expressao de POMC na hipofise e como
resultado final normalizar a producdo de corticosterona. Individuos diabéticos do tipo 1
apresentam reducdo nos hormonios insulina, prolactina e leptina que atuam pela via,
PI3K/AKT. Dessa forma, investigamos a expressdo da cinase em o6rgéos do eixo HPA como
um provavel alvo da rosiglitazona. Observamos que a expressdo da PI3K encontra-se
sensivelmente reduzida na hipofise de animais diabéticos (Figura 4.20 C e 4.20 E), embora
ndo tenhamos constatado alteraces nas adrenais dos mesmos (Figura 4.21 C e 4.21 E). Ap6s
0 tratamento com rosiglitazona, observamos um aumento significativo na expressdao da
enzima nos dois locais avaliados, hipéfise (Figura 4.20 D e 4.20 E) e adrenais (Figura 4.21 D
e 4.21 E). Para confirmarmos a participacdo da PI3K no efeito do tratamento com
rosiglitazona sobre a atividade do eixo HPA dos animais diabéticos, realizamos o tratamento
dos mesmos com o inibidor da PI3K wortmannin. Observamos que mais uma vez 0
tratamento com rosiglitazona foi capaz de reduzir a producdo de glicocorticoides em animais
diabéticos, fenémeno este parcialmente impedido nos animais diabéticos que receberam
wortmannin de forma concomitante a rosiglitazona. Constatamos também que o0s animais ndo
diabéticos quando tratados com wortmannin passaram a apresentar uma hiperatividade do

eixo HPA sugerida pelo aumento nos niveis circulantes de glicocorticoides.
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Figura 4.20 — Rosiglitazona aumenta a expresséo da PI3K na hipofise de animais diabéticos.
No painel, fotomicrografias representativas da expressao da PI3K na hipéfise de animais dos
grupos ndo diabéticos (A), ndo diabéticos tratados com rosiglitazona (B), diabéticos (C) e
diabéticos tratados com rosiglitazona (D). Em E, a determinacdo da razdo entre o nimero de
pixels correspondentes a marcacgdo positiva na hipofise pela area dos campos capturados. As
barras representam média + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. A analise
foi feita 21 dias ap06s a administracdo de aloxana. * p < 0,05 em comparagdo com animais ndo

diabéticos. + p < 0,05 em comparacdo com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala =
20 pm.
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Figura 4.21 — Rosiglitazona aumenta a expressao da PI3K nas adrenais de animais diabéticos.
No painel, fotomicrografias representativas da expressdo do PPAR-y nas adrenais de animais
dos grupos ndo diabéticos (A), ndo diabéticos tratados com rosiglitazona (B), diabéticos (C) e
diabéticos tratados com rosiglitazona (D). Em E, a determinacdo da razo entre o nimero de
pixels correspondentes a marcacdo positiva para o receptor nuclear, respectivamente nas
adrenais pela area dos campos capturados. As barras representam média * erro padrdo da
média (EPM) de no minimo 5 animais. A andlise foi feita 21 dias ap6s a administracdo de
aloxana. * p < 0,05 em compara¢do com animais ndo diabéticos. + p < 0,05 em comparagéao
com animais diabéticos ndo tratados. Barra de escala = 50 um.
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Figura 4.22 — Rosiglitazona reduz a producdo de glicocorticoides em animais
diabéticos através de um mecanismo dependente da via da PI3K. Grupos de animais foram
tratados com o ligante agonista de PPAR-y rosiglitazona e/ou com inibidor da PI3K
wortmannin. As barras representam meédia £ erro padrdo da média (EPM) de no minimo 8
animais. A analise foi feita 21 dias ap6s a administracdo de aloxana. + p < 0,05 em
comparagdo com animais ndo diabéticos, * p < 0,05 em comparacdo com animais diabéticos
ndo tratados e # p<0,05 em compara¢do com animais diabéticos tratados com rosiglitazona.
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5 - Discussao

Na presente tese de doutorado buscamos identificar o papel do receptor nuclear PPAR-
y sobre a hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos. Observamos que o0 estado
diabético induzido por aloxana em ratos se caracteriza por desregulacdo na atividade do eixo
HPA com reducdo na expressdo de receptores de glicocorticoides na hipdfise, hipertrofia
adrenal e aumento nos niveis circulantes de glicocorticoides. Em paralelo a hiperatividade do
eixo HPA, constatamos reducdo nos niveis expressos do PPAR-y nas adrenais e hipofise dos
animais diabéticos. O tratamento destes animais com o ligante agonista do PPAR-y
rosiglitazona foi capaz de reduzir a hipertrofia adrenal em associa¢do com reducdo nos niveis
de glicocorticoides, de forma dependente da ativagdo do receptor. A importancia da
diminuicdo dos niveis de glicocorticoides circulantes sobre a reducdo da atrofia muscular em
animais diabéticos foi evidenciada pela melhora em pardmetros microvasculares funcionais
do masculo gracil observada em animais diabéticos tratados com o antagonista do receptor de
glicocorticoides RU486. Em adicdo, o tratamento de animais diabéticos com rosiglitazona foi
capaz de reduzir a expressdo do receptor de ACTH MC2-R nas adrenais, bem como a
expressao do hormdnio na hipofise e seus niveis circulantes no plasma. Esses resultados ndo
refletiram alteracfes na expressdo dos receptores de glicocorticoides na hipdfise dos animais,
mas sim a reducdo da expressao do precursor de ACTH POMC no 6rgdo, em um mecanismo
relacionado com aumento na expressdo da PI3K. Soma-se a isto, o fato de que o tratamento
dos animais diabéticos com o inibidor da PI3K wortmannin foi capaz de reduzir parcialmente
o efeito da rosiglitazona sobre a producdo de glicocorticoides nesses animais. O tratamento
com rosiglitazona reverteu, ainda, a reducdo na expressao do PPAR-y nas adrenais e hipofise
de animais diabéticos. A importancia ndo apenas do aumento da expressdo do receptor
nuclear mas também de sua ativacdo fica evidente na medida em que o pré tratamento dos
animais diabéticos com o antagonista do receptor nuclear PPAR-y GW9662 impediu a
reducdo dos niveis de glicocorticoides associada ao tratamento com rosiglitazona.

Apo6s administracdo de aloxana, animais tornados diabéticos apresentaram niveis
aumentados de glicose no sangue em todos os tempos analisados (24 horas, 48 horas, 72 horas
e 21 dias). Este resultado estd em sintonia com dados publicados pelo laboratério, que
apontam a deteccéo de niveis de glicemia compativeis com o estado diabético 24 horas apés a
injecdo da substancia diabetogénica (114). Em paralelo com a hiperglicemia, observamos um
quadro de hipoinsulinemia estabelecido a partir de 48 horas ap6s a indugdo do modelo de
diabetes. A manutencdo dos niveis de insulina 24 horas apos a inducao do diabetes, mesmo o0s

animais ja apresentando niveis aumentados de glicose no sangue, & compreensivel uma vez
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que nas primeiras horas apds a leséo pancreatica todo o conteudo glandular é liberado na
circulagdo, incluindo as formas pré-pro-insulina e pro-insulina (45). Além da hiperglicemia e
queda nos niveis de insulina que caracterizam o quadro de diabetes do tipo 1, os animais que
receberam aloxana também apresentaram reducdo no peso corporal, bem como polidipsia,
poliuria e polifagia (resultados ndo apresentados).

Observamos na sequéncia do trabalho que os animais diabéticos também
apresentavam um quadro de hiperatividade do eixo HPA relacionado com hipertrofia adrenal
e aumento dos niveis circulantes do produto principal da ativacdo do eixo em roedores, 0
horménio glicocorticoide corticosterona, ja a partir de 24 horas ap6s a administracdo de
aloxana. Conforme relatado, ndo detectamos reducdo dos niveis de insulina 24 horas apés a
administracdo de aloxana, embora 0s animais ja se encontrassem sobre marcante
hiperglicemia. Dessa forma, podemos sugerir que o quadro de alteracdes adrenais e aumento
nos niveis de glicocorticoides se relacione, em um primeiro momento, ao desequilibrio
hemodindmico causado pela repentina elevacdo nos niveis de glicose sanguinea. Em
decorréncia da hiperglicemia, diabéticos com frequéncia apresentam uma desregulacdo nos
niveis plasmaticos de sédio (Na*), com um quadro inicial de hiponatremia (176) o que pode
justificar o aumento com 24 horas dos niveis de corticosterona em animais diabéticos, uma
vez que o horménio também possui agdo mineralocorticoide.

Apesar dessas alteragdes com 24 horas, observamos que a reducdo na expressao do
receptor GR aconteceu somente ap6s 48 horas da inducdo do diabetes, reducdo estd também
notada nos tempos de 72 horas e 21 dias. O mecanismo de controle por retroalimentacdo da
atividade do eixo HPA é importante na regulacdo da producdo de glicocorticoides (69).
Anteriormente, ja haviamos apontado a reducdo na expressdo dos receptores GR e MR na
hipéfise dos animais ap06s 21 dias da indugdo da doenca (86), que se relaciona com a também
demonstrada auséncia de resposta dos animais ao teste de supressao com dexametasona (81).
Agora, através dos dados apresentados, podemos afirmar que o aumento nos niveis de
corticosterona nos animais diabéticos precede a reducdo na expressdo de GR em sua hipofise,
e consequentemente precede a falha no mecanismo de controle do eixo HPA por
retroalimentacdo negativa nesse 6rgéo.

Em paralelo com o aumento nos niveis circulantes de corticosterona e reducdo na
expressdo de seu principal receptor na regido anterior da hipdfise, os animais diabéticos
apresentaram apos 21 dias da indugdo da doenca, significativa redu¢do na massa do musculo
gastrocnémio. A perda de massa muscular é uma complicacdo do diabetes relacionada

principalmente com alteracbes no metabolismo de proteinas, com aumento do catabolismo
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dos musculos esqueléticos em direta correcdo com as alteracdes apresentadas nos niveis
circulantes de insulina, bem como na funcionalidade do horménio (177).

No intuito de investigarmos uma possivel relacdo entre o aumento na atividade do
eixo HPA em animais tornados diabéticos ap6s administracdo de aloxana e complicacdes da
doenca, realizamos o tratamento dos animais com o0 antagonista do receptor de
glicocorticoides RU486. Notamos que apds o tratamento dos animais diabéticos com o
antagonista em questdo, a massa do musculo gastrocnémio apresentou um aumento
significativo, embora ainda tenha ficado aquém daquela encontrada em animais ndo
diabéticos. Estes dados estdo em sintonia com a literatura, na medida em que é reconhecida a
participacdo de glicocorticoides end6genos no mecanismo de atrofia muscular, principalmente
em tecidos com fibras de contracdo rapida, que apresentam maior expressao de receptores de
glicocorticoides quando comparados a tecidos musculares com predominio de fibras de
contracdo lenta (178). Glicocorticoides induzem o aumento da expressdo de proteinas
envolvidas com a atrofia de musculos esqueléticos como as ubiquitinas ligases “muscle
atrophy F-Box” (MAFbx) e “muscle ring finger-1” (MURF1) e a miostatina, proteina esta
limitadora do crescimento muscular (179).

Além disso, o tratamento dos animais diabéticos com RU486 foi capaz de recuperar a
resposta vasodilatadora do muasculo gracil ao estimulo com acetilcolina. Este dado mostra que
no tempo investigado, de 21 dias de diabetes, os animais tratados apresentaram resposta
vascular no musculo avaliado compativel a apresentada por animais ndo diabéticos. Em
conjunto com os resultados de ganho de massa do musculo gastrocnémio, esse dado sugere
que talvez possam ser observadas melhoras expressivas no parametro de atrofia muscular se a
reducdo nos niveis de glicocorticoides ou atividade do hormonio forem mantidas por tempos
maiores, ou se, principalmente, o tratamento dos animais for associado a pratica de atividade
fisica, que induza um fortalecimento muscular em beneficio da melhora nos parametros
circulatorios.

Dessa forma, constatamos que, a0 menos parcialmente, 0 aumento na ativacao do eixo
HPA se relaciona com uma complicagdo do quadro diabético induzido pela administracdo de
aloxana em ratos. Em adi¢do, como ressaltado anteriormente, € possivel tragcarmos um
paralelo entre outras complicacdes apresentadas por individuos diabéticos e a presenca de
niveis aumentados de glicocorticoides nestes individuos, com destaque para os problemas na
cicatrizagdo de feridas, alta incidéncia de infecgBes oportunistas e distarbios neuroldgicos
(116, 118). A dexametasona, um glicocorticoide sintético, é capaz de reduzir a sintese de
colageno por fibroblastos, bem como a sua capacidade proliferativa, migratéria e contratil,

com prejuizo sobre o processo de cicatrizacdo (180). Além disso, alteracfes em células
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fagociticas e linfocitos em individuos expostos a niveis aumentados de glicocorticoides
predispdem ao aparecimento de infec¢es oportunistas, como tuberculose e pneumonia (122).
Por fim, o hormonio esteroide em niveis elevados se relaciona com prejuizo na formagao da
memoria no hipocampo bem como na plasticidade sinaptica e na neurogénese em diabéticos
(139).

Evidéncias na literatura apontam que animais diabéticos apresentam redugdo na
expressdo do receptor PPAR-y em orgdos frequentemente acometidos por complicagdes da
doenca, como retina e rins, e que o tratamento dos animais com substancia capaz de elevar a
expressao do receptor nuclear é capaz de reduzir a gravidade das complicacOes diabéticas
(142). Além disso, é descrito que mulheres com diabetes gestacional, um tipo de diabetes
marcado por resisténcia a insulina que aparece no ultimo terco da gravidez, apresentam
reducdo da expressdo do PPAR-y na placenta, assim com camundongos NOD,
espontaneamente diabéticos, apresentam menor expressdo do receptor em seus linfécitos CD4
e CD8 (181, 182). Dentre as moléculas capazes de regular a expressdo do PPAR-y destacam-
se 0s seus proprios ligantes, sendo descrito que a ativacdo do receptor induz um aumento de
sua expressdo (183).

Neste contexto, observamos em sintonia ao quadro de hiperatividade do eixo HPA a
reducdo nos niveis plasmaticos do agonista endégeno do PPAR-y 15d-PGJ., bem como a
reducdo na expressdo do receptor nas adrenais e hipéfise dos animais tornados diabéticos ap6s
administracdo de aloxana. A molécula de 15d-PGJ> é um ligante natural de PPAR-y que
possui como precursor a prostaglandina D2 (PGD.), um mediador lipidico sintetizado em
grandes quantidades por mastdcitos. Dessa forma, a mastocitopenia descrita em diferentes
sitios anatbmicos de diabéticos (184, 185) pode estar relacionada com a reducdo dos niveis de
15d-PGJ; nestes animais. A menor deteccdo dos niveis circulantes do ligante 15d-PGJ, em
animais diabéticos pode entdo ser uma possivel explicagdo para a reducdo na expressao de
PPAR-y em nosso modelo da doenga. Dessa forma, tratamento dos animais diabéticos com o
ligante agonista do PPAR-y rosiglitazona foi a estratégia utilizada para investigacdo do papel
do receptor nuclear na funcdo do eixo HPA.

A administracdo de aloxana foi capaz de induzir a hipertrofia das glandulas adrenais
dos animais estudados. Esta alteracdo foi notada tanto no aumento da massa relativa dos
orgdos quanto pelo aumento do tamanho das células da zona fasciculada, em sintonia com a
elevacdo na producdo de glicocorticoides. Ap6s 18 dias de tratamento com rosiglitazona, 0s
animais tornados diabéticos apresentaram reducdo nos pardmetros de hipertrofia que
refletiram na normalizagdo dos niveis de glicocorticoides circulantes. Em paralelo com esses

resultados, observamos uma reducéo na expressao do receptor de ACTH MC2-R no cortex da
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adrenal, em associacdo com a reducdo no nimero de células corticotroficas na hipofise dos
animais e consequente reducéo também nos niveis circulantes do horménio peptidico ACTH
nos animais tratados. Esses dados apresentam efeitos importantes do tratamento com
rosiglitazona que afetam diretamente a funcdo do eixo HPA em animais diabéticos. Na
literatura, a parte do seu bem descrito efeito sobre a resisténcia a insulina em diabéticos do
tipo 2, ativadores do PPAR-y também respondem por reducdo na secrecdo de ACTH e na
producdo de corticosterona em camundongos com tumores hipofisiarios e pacientes com
doenca de Cushing (143, 170).

Embora um dos mecanismos mais bem descritos para justificar a hiperatividade do
eixo HPA em diabéticos se relacione com a falha no controle por retroalimentacdo negativa
da producéo de glicocorticoides (186), o tratamento com rosiglitazona foi capaz de reduzir a
atividade do eixo sem restabelecer esse mecanismo ao nivel da glandula hipéfise. E sabido
que o controle por retroalimentacdo negativa do eixo HPA também ocorre nos PVN e
hipocampo, sendo inclusive estabelecida a relagdo entre o aumento da expressao de receptores
de glicocorticoides nestes locais com a reducdo na atividade do eixo HPA em modelos de
estresse (187). Dessa forma, a reversdo na hiperatividade do eixo HPA em diabéticos tratados
com rosiglitazona aconteceu sem 0 aumento na expressao dos receptores de glicocorticoides
GR e MR na hipofise dos animais, ndo sendo descartada, no entanto, a possibilidade de
regulacdo do “feedback™ negativo através destes receptores no hipotalamo.

Por outro lado, observamos que o ligante do PPAR-y foi capaz de alterar
sensivelmente a expressdo do precursor de ACTH POMC na hipéfise dos ratos diabéticos. A
molécula de POMC, pro-opiomelanocortina, € um peptideo de 241 aminoécidos produzido
em diferentes tecidos, tais como o hipotdlamo e a hipofise sofrendo clivagem tecido-
especifica e originando diferentes moléculas, dentre elas o horménio ACTH ¢ a B-endorfina,
um opioide enddgeno (61). N&o observamos alteracdo na expressdo de POMC entre animais
ndo diabéticos e diabéticos, 0 que sugere que possa haver uma maior clivagem do precursor
em ACTH em detrimento de outros peptideos na hipofise dos animais diabéticos. Na literatura
é relatada uma diminui¢do no conteudo de B-endorfina na hipofise anterior de animais
tornados diabetes apds a administracdo de streptozotocina, modelo quimico este semelhante
ao utilizado no presente trabalho (188). Apés o tratamento com rosiglitazona observamos uma
reducdo significativa na expressao de POMC na hipdfise dos animais diabéticos, o que
sugerimos que se relacione com a referida reducdo nos niveis do horménio ACTH
mensurados na hipofise e no plasma dos animais.

Constatamos que o tratamento com rosiglitazona aumentou a expressdao do seu

receptor PPAR-y tanto na hipofise como nas adrenais dos animais diabéticos. Como
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mencionado anteriormente, substancias capazes de induzir aumento na expressdo do PPAR-y
em animais diabéticos tem apresentado importante participacdo na reducdo de complicacbes
diabéticas (142). A importancia do aumento da expressdo do receptor nuclear estudado nas
implicacdes do presente trabalho foi reafirmada com o bloqueio farmacologico do PPAR-y.
Reconhecidamente a molécula de rosiglitazona, bem como outros ligantes de PPAR-y podem
desempenhar papeis que independem do receptor nuclear, tanto na reducdo a resisténcia a
insulina, como no caso de alguns efeitos anti-inflamatorios relacionados a inibi¢do de vias de
sinalizacdo pré-inflamatorias (189, 190). Em nosso trabalho, o pré-tratamento dos animais
diabéticos com o antagonista do PPAR-y GW9662 foi capaz de impedir a redugdo nos niveis
circulantes de corticosterona anteriormente observada ap6s o tratamento com rosiglitazona.
Dessa forma, no caso da reducdo nos niveis de glicocorticoides nos animais diabéticos
tratados com o ligante agonista de PPAR-y trata-se de um efeito dependente da ativacdo do
receptor para o qual a molécula rosiglitazona foi sintetizada.

Em paralelo a esses dados, observamos que o ligante rosiglitazona também foi capaz
de aumentar, nas adrenais e hipéfise, a expressdo da subunidade catalitica p110o da cinase
heterodimérica PI3K (classe 1A) o que acreditamos esteja relacionado com o mecanismo de
reducdo da producdo de POMC e consequentemente da ativacdo do eixo HPA nesses animais.
O aumento da atividade e expressdo da PI3K e AKT ap6s o tratamento com agonistas de
PPAR-y é descrito na literatura, sendo inclusive o mecanismo mais aceito para a reducdo da
resisténcia a insulina em individuos com diabetes do tipo 2 (191, 192).

No diabetes do tipo 1, os doentes apresentam ndo apenas reducdo nos niveis de
insulina como também de leptina e prolactina, bem como aumento nos niveis de glucagon
(85, 88, 193). Os hormoénios leptina e prolactina, assim como a insulina, apresentam
importante sinalizacdo através da via intracelular da PI3K/AKT (194-197). Alem disso, é
reconhecida a acdo da leptina no controle da hiperatividade do eixo HPA em resposta ao
estresse em roedores, bem como sua eficicia na reducéo da producdo de ACTH e cortisol em
macacos rhesus (94, 97). Quanto a prolactina, estudos sugerem que niveis aumentados do
hormdnio se relacionam com redugéo na resposta a diferentes agentes estressores em roedores
(101).

Por outro lado, a molécula de glucagon ao se ligar em seu receptor induz ativagédo de
adenilato ciclase, aumento de AMPc e inducgédo da proteina cinase A (PKA), mecanismo este
envolvido com vérias fungdes associadas ao hormonio (198, 199). De forma interessante,
algumas substancias com a capacidade de elevar os niveis de adenosina monofosfato ciclica
(AMPc), como no caso dos inibidores de fosfodiesterase do tipo 4 (PDE4), aumentam a

atividade do eixo HPA com elevacgéo dos niveis plasmaticos de ACTH e corticosterona (200,
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201). Dessa forma, o diabetes do tipo 1 se relaciona com a reducdo de pelo menos trés
horménios que atuam pela via da PI3K, e que reconhecidamente apresentam capacidade de
reducdo da atividade do eixo HPA, e aumento nos niveis de glucagon que ativa uma cascata
de sinalizacdo dependente de AMPc e envolvida com a ativacdo do eixo HPA. Além disso,
algumas drogas antipsicoticas atuam reduzindo a expressdo do hormoénio hipotalamico CRH,
através da ativacdo de vias de sinalizagdo dependentes da PISK/AKT (202).

Sendo assim, o aumento na expressdao da PI3K na hipofise e adrenais de animais
diabéticos tratados com rosiglitazona se apresenta como provavel alvo da droga no controle
da funcionalidade do eixo HPA em animais diabéticos. Para comprovar a participacdo da
cinase nos efeitos associados ao tratamento com rosiglitazona, realizamos o tratamento dos
animais com o inibidor especifico da PI3K wortmannin. Animais que receberam rosiglitazona
e wortmannin apresentaram reducdo nos niveis de corticosterona significantemente aquém
daquele verificado nos animais tratados somente com rosiglitazona. Esses achados sdo
reafirmados na literatura, na medida em que trabalhos recentes in vitro sugerem a importancia
da via da PI3K/AKT ndo apenas na reducdo da producédo de glicocorticoides com também na
protecdo a danos associados aos hormonios. Estudo com células do hipocampo de roedores
aponta a ativacdo da PI3K e fosforilacdo de AKT como alvos de drogas que atuam reduzindo
danos ocasionados pelos horménios glicocorticoides (203). Além disso, a sintese de cortisol
por células adrenais de ovinos induzida por ACTH é potencializada por wortmannin (204).

Dessa forma, acreditamos que nosso modelo de diabetes o tratamento com
rosiglitazona € capaz de reduzir os varios parametros avaliados da hiperatividade do eixo
HPA em um mecanismo, a0 menos em parte, relacionado com o aumento da expressdo da
PI3K.
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6 — Conclusdes

O receptor nuclear PPAR-y esta envolvido com a regulagdo da atividade do eixo HPA
em animais diabéticos na medida em que estes animais apresentam expressao diminuida do
receptor e o tratamento com seu ligante agonista € capaz de aumentar essa expressao e reduzir
marcadores da hiperatividade do eixo enddcrino. Em adicdo, os efeitos relacionados ao
tratamento com rosiglitazona sdo dependentes da ativacdo do PPAR-y e da cinase PI3K, uma
vez que tanto o uso de um antagonista do receptor PPAR-y quanto de um inibidor da PI3K
foram capazes de reduzir os efeitos do ligante sobre o produto final da ativagcdo do eixo, 0
horménio esteroide corticosterona. A importancia do controle da atividade do eixo HPA nos
animais diabéticos estudados €é evidenciada a partir dos achados nos quais a inibicdo da
atuacdo dos glicocorticoides com o uso do antagonista de seu receptor GR RU486 € capaz de
restabelecer a resposta microvascular no muasculo gracil bem como reduzir a atrofia do
musculo gastrocnémio dos animais. Dessa forma, sugerimos que a hiperatividade do eixo
HPA em animais tornados diabéticos por administracdo de aloxana se relaciona com
complicacgdes do estado diabético e que a ativacdo do receptor nuclear PPAR-y é importante
para o controle da atividade do eixo, surgindo como um possivel alvo no controle de

complicacdes da doenca (Figura 6.1).
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Figura 6.1 — Representacdo esquematica do possivel mecanismo envolvido na restauracao da
reatividade do eixo HPA em animais diabéticos tratados com rosiglitazona. O estado
diabético caracteriza-se por hiperatividade do eixo HPA com reducdo na expressdo do
receptor nuclear PPAR-y e da PI3K na hipdfise, em paralelo com o aumento na producédo e
liberacdo de ACTH. Niveis elevados deste hormdnio peptidico no plasma e elevada expresséo
de seu receptor MC2-R nas adrenais se relacionam com o aumento nos niveis quantificados
de corticosterona. O papel dos glicocorticoides na atrofia muscular e comprometimento da
reatividade microvascular muscular foi evidenciado pela reducéo destas alteracdes apds o
tratamento com o antagonista RU486. Além disso, o tratamento com rosiglitazona foi capaz
de aumentar a expressdo de PPAR-y e PI3K, bem como reduzir os niveis de POMC e ACTH
da hipofise de animais diabéticos. Esses achados em associagcdo com o aumento da expressao
de PPAR-y e PI3K e reducdo de MC2-R nas adrenais culminaram com a reversdo da
hipercortisolemia diabética, de forma independente do restabelecimento do mecanismo de
controle por retroalimentacdo do eixo na hipofise. A participacdo da PI3K nos efeitos
atribuidos a rosiglitazona foram demonstrados com a inibicdo da cinase utilizando-se
wortmannin e a consequente reducdo do efeito da rosiglitazona sobre os niveis de
glicocorticoides circulantes.
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Abstract:

This study investigates the role of peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y in
hypothalamus-pituitary-adrenal axis (HPA) axis hyperactivity in diabetic rats. The PPAR-y agonist
rosiglitazone and/or PI3K inhibitor wortmannin were administered daily for 18 consecutive days,
starting 3 days after diabetes induction. Rosiglitazone treatment inhibited adrenal hypertrophy and
hypercortisolism observed in diabetic rats. Rosiglitazone also significantly reversed the diabetes-
induced increase the ACTH receptor (MC2R) expression in adrenal cortex. We noted that
rosiglitazone reduced the number of corticotroph cells and inhibited both anterior pituitary POMC
expression and plasma ACTH levels. Rosiglitazone increased the expression of PPAR-y and PI3K in
both the anterior pituitary and adrenal cortex of diabetic rats. In addition, wortmannin blocked the
ability of rosiglitazone to restore baseline plasma corticosterone levels in diabetic rats. In conclusion,
our findings revealed that rosiglitazone restored HPA axis reactivity in diabetic rats via a mechanism

dependent on PI3K activation in the pituitary and adrenal glands.

Key terms: Diabetes, Glucocorticoids, HPA axis, PPAR-y, PI3K
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1. INTRODUCTION

The hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis is a neuroendocrine system with a vital role
in mediating normal circadian function and the stress response through the release and action of
glucocorticoids. HPA axis activation begins with the release of corticotropin releasing hormone
(CRH) and vasopressin (AVP) from the hypothalamus, which then synergistically stimulate pituitary
adrenocorticotrophic cells to cleave proopiomelanocortin (POMC) into adrenocorticotrophic hormone
(ACTH). ACTH is then released into the bloodstream and acts on the adrenal cortex to induce the
release of glucocorticoids (Myers, McKlveen and Herman, 2013). However, due to the extensive
biological actions of glucocorticoids, the neuroendocrine response to stress is highly-regulated. The
HPA axis activity is controlled by negative feedback mediated by glucocorticoid signaling primarily
via interaction with the glucocorticoid receptor (GR) and mineralocorticoid receptor (MR). ACTH
maintains homeostasis by inhibiting the release of CRH from the hypothalamus and additional ACTH

from the pituitary (Laryea, Schutz and Muglia, 2013).

Increased HPA axis activity has been reported in both diabetic patients and laboratory animals
subjected to poor glycemic control or ketoacidosis (Chan, Chan, Inouye et al., 2001,Chiodini, Adda,
Scillitani et al., 2007). Hyperactivity of the HPA axis is marked by elevated circulating ACTH and
glucocorticoids, increased free urinary cortisol levels, enhanced cortisol response to CRH or ACTH
administration, and decreased negative feedback following a dexamethasone suppression test (Chan,
Inouye, Vranic et al., 2002,Roy, Roy and Brown, 1998,e Silva, Carvalho, Cordeiro et al., 2009). We
previously demonstrated that the greater responsiveness to ACTH and the reduction in HPA axis
negative feedback observed in diabetic rats compared to non-diabetic rats are associated with
increased expression of the ACTH receptor (MC2R) in adrenal glands and decreased expression of
glucocorticoid receptors in the pituitary (GR and MR), respectively (Torres, Prevatto, P.M. et al.,

2013).

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y is an isoform of the PPAR family of

nuclear hormone receptors, which can regulate gene expression (Ahmadian, Suh, Hah et al., 2013).
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Endogenous agonists of PPAR-y include unsaturated fatty acids, eicosanoids and oxidized-LDL.
Thiazolidinediones, including rosiglitazone, have a high binding affinity to PPAR-y and are used
clinically as anti-diabetic agents due to anti-hyperglycemic activity (Raji and Plutzky, 2002). PPAR-y
is highly expressed in both brown and white adipose tissue and possesses a transcriptome that
regulates genes involved in lipid metabolism, energetics and adipocyte differentiation (Jain, Pulikuri,
Zhu et al., 1998). However, PPAR-y expression can be observed in other organs, including the
hypothalamus (Qi, Zhong, Li et al., 2012), pituitary (Wiesner, Morash, Ur et al., 2004) and adrenals
(Zaripheh, Nara, Nakamura et al., 2006), all of which comprise the HPA axis. Moreover, PPAR-y
ligands inhibit POMC transcription induced by CRH in mouse corticotroph pituitary tumor cells in
vitro and reduce the circulating levels of ACTH and corticosterone in mice inoculated with
corticotroph pituitary tumor cells (Heaney, Fernando, Yong et al., 2002). In addition, treatment with
rosiglitazone was able to normalize cortisol secretion in patients with Cushing disease (Ambrosi,

Dall'Asta, Cannavo et al., 2004).

We previously demonstrated that alloxan-diabetic rats presented a reduction in plasma levels
of the natural ligand of PPAR-y, 15-Deoxy-A'*'*-PGJ, and that PPAR-y activation inhibited diabetes-
induced hypercortisolism (Torres, Batista, Pons et al., 2012). Here, we evaluated the molecular
mechanisms involved in the normalization of HPA axis function after treatment with a synthetic

PPAR-y agonist, rosiglitazone.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Animals and diabetes induction

In accordance with the guidelines of the Committee on Use of Laboratory Animals of
FIOCRUZ (CEUA-FIOCRUZ, license LW 23/11), male Wistar rats obtained from Oswaldo Cruz
Foundation breeding colony were used. Diabetes was induced in 12-h-fasted rats (water ad libitum) by
a single i.v. injection of alloxan monohydrate (40 mg/kg) diluted with sterile saline (0.9% NaCl). Rats
injected with vehicle and subjected to similar experimental conditions were used as negative controls.

Blood glycemia was determined with a glucose monitor (Johnson & Johnson, California, USA) from
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samples obtained from the tail vein. Three days after alloxan injection, only rats with blood glucose

levels above 11 mmol/L were used in further experiments.

2.2 Treatment

Three days after diabetes induction, the animals were treated daily with the PPAR-y agonist
rosiglitazone (0.5 mg/Kg, i.p.) and/or the PI3K inhibitor wortmannin (0.1 mg/Kg, i.p.) for 18
consecutive days. Non-diabetic rats received the same treatment and were used as a control group.

Untreated non-diabetic and diabetic rats received an equal volume of vehicle (DMSO 0.05%, i.p.).

2.3 Determination of macro- and microscopic adrenal hypertrophy indexes

Adrenal glands from each experimental group were dissected and placed in Millonig fixative
solution for 48 h. Tissues were dehydrated and cleared with xylene before paraffin embedding.
Adrenal sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E). A Light microscope (Olympus
BX50) with a 1000 X magnification coupled to a video camera (Olympus UC30) was employed for
the analysis of at least five different fields from the zona fasciculata of each adrenal gland section.
Cell nuclei were counted and data expressed as cell number per high power field (HPF), as reported
(Beuschlein, Mutch, Bavers et al., 2002). An additional hypertrophy index was obtained by
determining the mean area of zona fasciculata cells obtained from the HPF using the software Image
Pro-Plus 6.2 (Media Cybernetics). To assess adrenal gland hypertrophy macroscopically, the ratio

between adrenal weight and body weight was determined.

2.4 Immunohistochemistry staining

Paraffin-embedded sections of rat pituitary and adrenals were deparaffinized with xylene,
rehydrated by a graded series of ethanol washes and boiled in 10 mM sodium citrate (pH 6.0) for 15
min to enhance antigen retrieval. Tissue sections were incubated with 3% H,O, in methanol for 15
min to block endogenous peroxidase. To prevent non-specific binding, the sections were then

incubated for 3 h with a solution containing 2.5% bovine serum albumin (BSA), 8% fetal bovine



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

serum (FBS) and 1% of non-fat milk dissolved in Tris-buffered saline enriched with 0.1% Tween 20
(TBST). Sections were incubated overnight with the specific antibody (polyclonal rabbit anti-rat
POMC, GR, or MC2-R from Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; polyclonal goat anti-
rat PI3K p110a or MR from Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; monoclonal mouse
anti-rat ACTH from Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, and monoclonal rabbit anti-rat
PPAR-y from Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) diluted in TBST with 1% BSA.
Primary antibody binding was detected after incubating the sections with a horseradish peroxidase
conjugated- secondary antibody (polyclonal anti-goat, anti-rabbit or anti-mouse IgG HRP, R&D
System, Minneapolis, MN, USA), followed by a 15 min exposure to the enzyme substrate 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC). Sections were washed with TBST between all steps and weakly counterstained

with hematoxylin for the easy identification of tissue structures.

Tissue sections were mounted in agueous medium and images captured via light microscope
(Olympus BX50) coupled to a video camera (Olympus UC30), and the images obtained from the
anterior pituitary or zona fasciculata of the adrenal cortex were analyzed with the software Image Pro
Plus 6.2 (Media Cybernetics). Briefly, the red to brown colored pixels associated with a positive
immunohistochemistry stain were selected in a model image and applied to the remaining fields. The

number of positive pixels was divided by the field area and expressed as pixels/um*

2.5 Hormone evaluation

Animals were killed in a CO, chamber 21 days after diabetes induction, and blood was
immediately collected from the abdominal aorta in vials containing either heparin (40 U/ml) or EDTA
(0.2%) for corticosterone or ACTH quantification, respectively. Plasma was obtained after sample
centrifugation for 10 min at 1,000 x g and stored at -80°C until use. ACTH and corticosterone levels
were quantified by radioimmunoassay following manufacturer's guidelines (MP Biomedicals, Solon,
OH, USA), using a gamma counter (ICN Isomedic 4/600 HE; ICN Biomedicals Inc., Costa Mesa, CA,

USA) for quantification.
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2.6 Drugs

Alloxan monohydrate, dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium citrate, hydrogen peroxide and
wortmannin were purchased from Sigma Chemical Co. (Saint Louis, MO, USA), rosiglitazone from
Cayman Chemicals (Saint Louis, MO, USA), ethanol, methanol and xylene from Merck (Rio de
Janeiro, RJ, Brazil) and sodium heparin from Roche (Sdo Paulo, SP, Brazil). All solutions were

freshly prepared immediately before use.

2.7 Statistical analysis

The data are reported as the mean + standard error of the mean (S.E.M.) and statistically
analyzed by ANOVA followed by a Student-Newman—Keuls post-hoc test. Probability values (p) of

0.05 or less were considered significant.

3. RESULTS

3.1 Rosiglitazone reduces adrenal hypertrophy, MC2R overexpression in the adrenal cortex and

corticosterone levels in diabetic rats

Rats injected with alloxan presented a diabetic condition characterized by greater levels of
circulating glucose in the bloodstream compared to rats that received sterile saline. The values of
circulating glucose increased from 5.5 + 0.2 mmol/L (mean £ SEM; n = 12) in non-diabetic rats to
30.0 £ 0.7 mmol/L (n = 12; p < 0.001) in diabetic rats. Eighteen consecutive days of rosiglitazone
treatment significantly reduced blood glucose levels, although rats remained hyperglycemic (25.5 =
0.75 mmol/L; mean + SEM; n = 12; P < 0.001). Diabetes induced adrenal hypertrophy, as evidenced
by a reduction in cell number from the zona fasciculata of the adrenal cortex visible in high power
field (HPF) images (Figures 1C and 1E). This reduction in cell number was associated with an
increase in the mean area of these cells (Figures 1C and 1F) and in the ratio between adrenal and body
weight (Figure 1G) compared to non-diabetic animals (Figures 1A, 1E, 1F and 1G). Remarkably, all
of these changes were clearly sensitive to rosiglitazone treatment (Figures 1D, 1E, 1F and 1G), as

evidenced by conditions in which the baseline levels remained unaltered in non-diabetic rats, such as
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cell number (Figure 1E), mean area of zona fasciculata (Figure 1F) and adrenal/body weight ratio

(Figure 1G).

We found that rosiglitazone significantly impaired the increase in plasma corticosterone levels
observed 21 days after diabetes induction, as previously reported (Torres et al., 2012). Again, no
alteration in the basal levels of corticosterone was noted in non-diabetic rats treated with rosiglitazone
(Figure 1H). Moreover, diabetic rats presented a pronounced increase in ACTH receptor (MC2R)
expression in the adrenal cortex, including the zona fasciculata (Figure 2C and 2E), compared to non-
diabetic rats (Figure 2A and 2E). Rosiglitazone significantly reduced alloxan-induced up-regulation of
MC2R expression (Figure 2D and 2E) without modifying the baseline levels of these receptors

(Figure 2B and 2E).

3.2 Rosiglitazone reduces corticotroph cell numbers, POMC and ACTH production in the

pituitary of diabetic rats

Compared to non-diabetic rats (Figures 3A, 3E, 3F and 3G), diabetic rats showed increased
numbers of corticotroph cells (ACTH" cells) in the anterior pituitary (Figures 3C and 3E), in parallel
with greater expression of ACTH (Figures 3C and 3F). These changes were accompanied by
increased levels of plasma ACTH (Figure 3G). Treatment with rosiglitazone in diabetic rats restored
the number of corticotroph cells in the anterior pituitary (Figures 3D and 3E) and the levels of ACTH
in both the anterior pituitary (Figures 3D and 3F) and circulation (Figure 3G). The number of
corticotroph cells (Figures 3B and 3E), ACTH expression in the anterior pituitary (Figures 3B and
3F), and plasma ACTH levels (Figure 3G) did not change in non-diabetic rats after treatment with

rosiglitazone.

Next, we evaluated the expression of glucocorticoid receptors (GR and MR) associated with
HPA axis negative feedback in the anterior pituitary of diabetic rats. As previously reported (Torres et
al., 2013), diabetic rats presented a reduction of GR (Figures 4G and 4M) and MR (Figures 4H and
4N) expression in the anterior pituitary compared to non-diabetic rats (Figures 4A, 4B, 4M and 4N).

Treatment with rosiglitazone reduced the expression of GR (Figures 4J and 4M) and did not alter the



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

expression of MR (Figures 4K and 4N) in the anterior pituitary of diabetic rats. No changes in GR
(Figures 4D and 4M) or MR (Figures 4E and 4N) expression were observed in the anterior pituitary of
non-diabetic rats treated with rosiglitazone. In addition, we observed that the expression of the ACTH
precursor POMC was the same in the anterior pituitary of non-diabetic (Figures 4C and 40) and
diabetic rats (Figures 4l and 40). However, rosiglitazone treatment decreased the expression of
POMC in the anterior pituitary of diabetic rats (Figures 4L and 40) but not non-diabetic rats (Figures

4F and 40).

3.3 Rosiglitazone induces an up-regulation of PPAR-y in the adrenal and pituitary glands of

diabetic rats

Diabetic rats presented significantly reduced PPAR-y expression in the adrenal cortex
(Figures 5E and 5I) and anterior pituitary (Figures 5Fand 5J) compared to non-diabetic rats (Figures
5A, 51, 5B and 5J). Notably, rosiglitazone increased the expression of PPAR-y in both the adrenal
cortex (Figures 5G and 51) and anterior pituitary (Figures 5H and 5J) of diabetic rats. Non-diabetic
rats treated with rosiglitazone showed a reduction in PPAR-y expression in the adrenal cortex (Figures

5C and 5l), but not the anterior pituitary (Figures 5D and 5J).

3.4 Involvement of PI3K on the rosiglitazone mediated down regulation of the corticosterone

levels in diabetic rats

We found that diabetic rats presented a significant reduction of PI3K levels in the anterior
pituitary (Figures 6F and 6J) whereas the levels of this kinase in the adrenal cortex remained unaltered
(Figures 6E and 61). Diabetic rats treated with rosiglitazone showed an up-regulation of PI3K in the
adrenal cortex (Figures 6G and 6l) and anterior pituitary (Figures 6H and 6J). In addition,
rosiglitazone induced an increase in PI3K p110a expression in the adrenal cortex (Figures 6C and 61)

but not the anterior pituitary (Figures 6D and 6J) of non-diabetic rats.

Treatment with rosiglitazone significantly impaired the enhancement of plasma corticosterone
levels of diabetic rats to values close to those in control animals. No alteration of basal levels of

corticosterone was observed in control non-diabetic rats after treatment with rosiglitazone. Pre-
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treatment with wortmannin partially reversed the effects of rosiglitazone on hypercorticolism of
diabetic rats. Compared with the non-diabetic untreated rats, administration of wortmannin increased
plasma corticosterone levels, although did not affect hormone levels when was administrated in

diabetic (Figure 7).

4. DISCUSSION

This study investigated the role of PPAR-y in HPA axis hyperactivity in diabetic rats. We
found that treatment with rosiglitazone, a PPAR-y agonist, reduced adrenal hypertrophy, ACTH
receptor levels in adrenal glands and plasma corticosterone levels in diabetic rats. These findings
corresponded with decreased corticotroph cell numbers and diminished POMC and ACTH production
from the anterior pituitary. Reduced HPA axis activity induced by rosiglitazone was associated with
the up-regulation of PPAR-y and PI3K in both the adrenal and pituitary glands. Our findings indicate
that the lower expression of PPAR-y in the adrenal and pituitary glands of diabetic rats seems to be
significantly involved in the observed HPA axis hyperactivity in these animals, with a clear

dependency on up-regulation of ACTH and its receptor in association with down-regulation of PI3K.

We previously demonstrated that activation of PPAR-y by rosiglitazone significantly reduced
hyperglycemia and hypercortisolism observed in diabetic rats (Torres et al., 2012). Here, we
confirmed these data and showed that rosiglitazone decreased adrenal hypertrophy both macro- and
microscopically in diabetic rats. The close relationship between increased levels of plasma cortisol
and enlarged adrenals has been observed in several diseases, including depression, Cushing’s and
diabetes (Szigethy, Conwell, Forbes et al., 1994 Kraus, 1973,Lentle and Thomas, 1964,Nomura,
Saito, Aiba et al., 2003). In this work, we demonstrated that the adrenal hypertrophy observed in
diabetic rats is associated with an increased area of the cells present in the zona fasciculata of the
adrenal cortex. The main function of zone fasciculata is steroidogenesis. An animal model of Chagas
disease shows a correlation between zona fasciculata hypertrophy and increased expression of
steroidogenic enzymes, including steroidogenic acute regulatory protein and 113-hydroxysteroid

dehydrogenase 1 (Villar, Ronco, Fernandez Bussy et al., 2013). The possibility does exist that
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rosiglitazone decreased adrenal hypertrophy through reduction in steroidogenic enzymes expression,
once PPAR-y agonists inhibit ovarian steroidogenesis (Mitwally, Witchel and Casper, 2002) and the
activity in native microsomal environments (Arlt, Auchus and Miller, 2001). Next, we found
decreased MC2R expression in the adrenal cortex of diabetic rats treated with rosiglitazone. This
reduction in ACTH receptors may explain, at least in part, the impairment of plasma corticosterone
levels, considering that the MC2R signaling pathway is essential to induce expression of
steroidogenic enzyme genes and provoke subsequent adrenal hypertrophy and glucocorticoid

secretion (Park, Walker, Johnson et al., 2013,Simmonds, Phillips, Poore et al., 2001).

To assess whether rosiglitazone treatment in diabetic rats normalizes HPA axis activity
through adrenal-specific activation by PPAR-y, we evaluated ACTH levels in these animals. We
showed that diabetic rats presented an increased number of corticotroph cells in the anterior pituitary
accompanied by an increase in the production and secretion of ACTH by these cells. Treatment with
rosiglitazone reduced the number of corticotroph cells as well as production and secretion of ACTH in
diabetic rats. Together, these data show that rosiglitazone decreases HPA axis activation in diabetic
rats by the activation of PPAR-y in both the adrenal and pituitary glands. Increased plasma ACTH
levels of diabetic animals are associated with enhanced production and secretion of CRH by the
hypothalamus and the impairment of HPA axis negative feedback (Chan et al., 2001). We previously
demonstrated that the inability of diabetic rats to negatively feedback on the HPA axis is correlated
with a lower expression of glucocorticoid receptors (GR and MR) in the anterior pituitary (Torres et
al., 2013). Treatment with rosiglitazone did not restore the expression of GR and MR in the anterior
pituitary of diabetic rats, indicating that the reduction of plasma ACTH levels is not related to

improved HPA axis negative feedback in diabetic rats.

In an attempt to understand how treatment with rosiglitazone reduces plasma ACTH levels in
diabetic rats, we evaluated the expression of the ACTH precursor POMC in the anterior pituitary. We
did not observe changes in POMC expression between non-diabetic and diabetic rats. In the pituitary
gland, POMC can be cleaved into several products, including ACTH, o-melanotropin, Y-

melanotropin, B-lipotropin and B-endorphin (Yasuda, Jones and Shigeri, 2013,Dores and Baron,
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2011). Because we observed that diabetic rats presented with increased ACTH production in the
anterior pituitary, an explanation for the absence of changes in POMC expression could be reduced
expression of other POMC-derived peptides. In fact, diabetic mice showed a reduction in pituitary f3-
endorphin production (Forman, Marquis, Stevens et al., 1985). We found that treatment with
rosiglitazone drastically decreased POMC expression in the pituitary of diabetic rats. These findings
are consistent with a previous report showing that rosiglitazone reduces POMC gene transcription in a

mouse anterior pituitary cell lineage in vitro (Heaney et al., 2002).

We also demonstrated that diabetic rats presented a reduction in PPAR-y expression in both
the adrenal cortex and anterior pituitary when compared to non-diabetic rats. These data are in
accordance with the findings of decreased PPAR-y expression in several organs of diabetic rats
frequently associated with diabetic disabilities, including the kidneys and retina (Wang, Gao, Gong et
al., 2008). We found that treatment with rosiglitazone restored the expression of PPAR-y in the
adrenals and pituitary of diabetic rats. Moreover, we previously demonstrated that diabetic rats
exhibited a lower amount of the natural plasma PPAR-y agonist, 15-deoxy-A'** prostaglandin J2,
compared to non-diabetic rats (Torres et al., 2012). The lower expression of PPAR-y in adrenals and
pituitary of diabetic rats and the reversion of this phenomenon after treatment with a synthetic agonist
might be explained by the fact that the activation of PPAR-y induces its own gene transcription

(Goyal, Arora, Bhatt et al., 2010).

In addition, we evaluated the expression of PI3K in both the adrenal cortex and anterior
pituitary of animals because the PI3K pathway is associated with HPA axis inhibition (Basta-Kaim,
Budziszewska, Jaworska-Feil et al., 2006) and there is evidence that the activation of PPAR-y induces
increased PI3K/AKT signaling in a colon cancer cell lineage in vitro (Chen and Harrison, 2005).
Here, we found that diabetic rats showed decreased PI3K expression in the anterior pituitary, but no
changes were detected in the adrenal cortex compared to non-diabetic rats. Treatment with
rosiglitazone increased PI3K expression in the adrenal cortex and anterior pituitary of diabetic rats.
Furthermore, we demonstrated that the ability of rosiglitazone to inhibit the diabetes-induced

hypercorticolism was partially restored with pre-treatment with wortmannin. Thus, it can be
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hypothesized that the effectiveness of PPAR-y activation to reverse hypercorticolism might be, at
least partially, dependent on its ability to induce PI3K expression in adrenal cortex and anterior
pituitary. Rosiglitazone is a potent activator of PPAR-y with robust insulin-sensitizing activities
through increased expression of IRS-1, IRS-2, GLUT-4 and PI3K in adipose tissue (Ahmadian et al.,
2013). Moreover, insulin therapy is able to normalize HPA axis function in diabetic rats (Chan et al.,
2002). We can hypothesize that in our model activation of PPAR-y could be increasing the insulin-
sensitizing activity of the adrenal cortex and anterior pituitary of diabetic rats through an induction in

PI3K expression.
5. CONCLUSIONS

Our results indicate that the activation of PPAR-y with rosiglitazone normalizes HPA axis
activity in diabetic rats by a mechanism related to up-regulation of PI3K in both the adrenal and
pituitary glands, once the blockage of PI3K with wortmannin impaired rosiglitazone mediated down

regulation of corticosterone levels.
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LEGENDS

Figure 1: Rosiglitazone reduces adrenal hypertrophy and hypercortisolism observed in diabetic

rats. Three days after diabetes induction, rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.p.) was administered once daily
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for 18 consecutive days. Untreated animals received an equal amount of vehicle (DMSO 0.05 %, i.p.),
and analyses were performed 21 days after diabetes induction. Photomicrographs are representative of
zona fasciculata from non-diabetic (A), rosiglitazone-treated non-diabetic (B), diabetic (C) and
rosiglitazone-treated diabetic animals (D). Quantification of fasciculate cell numbers on high power
field (HPF) (E) and the mean area of zona fasciculata cells (F). (G) The ratio between adrenal and
body weight. (H) Plasma quantification of corticosterone levels. Data are expressed as the mean +
SEM of 6 animals. 'P<0.05 compared to non-diabetic rats. “P<0.05 compared to diabetic rats

untreated with rosiglitazone. Scale bar = 50 um. Rosi = Rosiglitazone.

Figure 2: Rosiglitazone induces a down-regulation of ACTH receptor MC2-R expression in the
adrenal cortex of diabetic rats. Rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.p.) was administered once daily for 18
consecutive days, and immunohistochemistry analyses were performed 21 days after diabetes
induction. Panel shows representative photomicrographs of the adrenal expression of MC2-R in non-
diabetic (A), rosiglitazone-treated non-diabetic (B), diabetic (C) and rosiglitazone-treated diabetic
animals (D). (E) Quantification of pixels associated with positive MC2-R expression. Data are
expressed as the mean + SEM of 6 animals. 'P<0.05 compared to non-diabetic rats. *P<0.05

compared to diabetic rats untreated with rosiglitazone. Scale bar = 50 pm. Rosi = Rosiglitazone.

Figure 3: Rosiglitazone reduces corticotroph cell hyperplasia in the anterior pituitary and
decreases the elevated levels of ACTH in both the anterior pituitary and plasma observed in
diabetic animals. Rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.p.) was administered once daily for 18 consecutive
days. Histological and immunohistochemical analyses were made 21 days after diabetes induction.
Pituitary photomicrographs are representative of non-diabetic (A), rosiglitazone-treated non-diabetic
(B), diabetic (C) and rosiglitazone-treated diabetic animals (D). (E and F) Graphics present the pixels
associated with the pituitary expression of ACTH and the number of positive ACTH cells obtained on
high power field (HPF), respectively. (G) Plasma quantification of ACTH levels. Data are expressed
as the mean + SEM of 6 animals. "P<0.05 compared to non-diabetic rats. “P<0.05 compared to

diabetic rats untreated with rosiglitazone. Scale bar = 20 um. Rosi = Rosiglitazone.
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Figure 4: Rosiglitazone reduces the ACTH precursor POMC and GR, but does not alter MR
expression in the anterior pituitary of diabetic animals. Rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.p.) was
administered once daily for 18 consecutive days, and immunohistochemical analyses were made 21
days after diabetes induction. Panels show representative photomicrographs of the pituitary
expression of GR, MR and POMC in the anterior pituitary of non-diabetic (A, B and C, respectively),
rosiglitazone-treated non-diabetic (D, E and F, respectively), diabetic (G, H and I, respectively) and
rosiglitazone-treated diabetic animals (J, K and L, respectively). In addition, the pituitary expression
of POMC in non-diabetic (C), rosiglitazone-treated non-diabetic (F), diabetic (I), and rosiglitazone-
treated diabetic (L), is presented. (M, N and O) Quantification of pixels associated with positive GR,
MR and POMC expression, respectively. Data are expressed as the mean + SEM of 6 animals.
"P<0.05 compared to non-diabetic rats. *P<0.05 compared to diabetic rats untreated with

rosiglitazone. Scale bar = 20 um. Rosi = Rosiglitazone.

Figure 5: Rosiglitazone reverses the reduction of PPARY expression noted in both the adrenal
cortex and anterior pituitary of diabetic animals. Rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.p.) was administered
once daily for 18 consecutive days, and immunochistochemical analyses were made 21 days after
diabetes induction. Panels show representative immunohistochemical photomicrographs of the
adrenal cortex and anterior pituitary expression of PPARYy in non-diabetic (A and B, respectively),
rosiglitazone-treated non-diabetic (C and D, respectively), diabetic (E and F, respectively) and
rosiglitazone-treated diabetic animals (G and H, respectively). (I and J) Quantification of pixels
associated with positive PPARy expression in the adrenal cortex and anterior pituitary, respectively.
Data are expressed as the mean + SEM of 6 animals. "P<0.05 compared to non-diabetic rats. “P<0.05
compared to diabetic rats untreated with rosiglitazone. Adrenal and pituitary scale bar represents 50

um and 20 pm, respectively. Rosi = Rosiglitazone.

Figure 6: Rosiglitazone increases PI3K p110a expression in both the adrenal cortex and
anterior pituitary of diabetic animals. Rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.p.) was administered once daily
for 18 consecutive days, and immunohistochemical analyses were made 21 days after diabetes

induction. Panels show representative immunohistochemical photomicrographs of the adrenal cortex



10

11

12

13

14

15

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

16

and anterior pituitary expression of PI3K pl10a in non-diabetic (A and B, respectively),
rosiglitazone-treated non-diabetic (C and D, respectively), diabetic (E and F, respectively) and
rosiglitazone-treated diabetic animals (G and H, respectively). (I and J) Quantification of pixels
associated with positive PI3K p110a expression in adrenal cortex and anterior pituitary, respectively.
Data are expressed as the mean + SEM of 6 animals. "P<0.05 compared to non-diabetic rats. “P<0.05
compared to diabetic rats untreated with rosiglitazone. Adrenal and pituitary scale bar represents 50

um and 20 pm, respectively. Rosi = Rosiglitazone.

Figure 7: Blockade of PI3K significantly impaired rosiglitazone mediated down regulation of
corticosterone levels in diabetic rats. Rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.p.) and/or wortmannin (0.1 mg/Kg,
i.p) were administered once daily for 18 consecutive days. 21 days after diabetes induction blood was
collected for plasma corticosterone quantification. Data are expressed as the mean £ SEM of 8
animals. "P<0.05 compared to non-diabetic rats. *P<0.05 compared to diabetic rats untreated with
rosiglitazone. # P<0.05 compared to diabetic rats treated with rosiglitazone. Rosi = Rosiglitazone.

Wort = Wortmannin.
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