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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) reduz a secrecao de catecolaminas (CAs) das
células cromafins adrenais, sendo esse um evento patofisiologico critico por
favorecer a ocorréncia de episédios de hipoglicemia grave decorrentes do préprio
tratamento da doenca. Varios trabalhos relatam a participacéo de proteinas quinase
C (PKCs) nas vias de sintese e secrecao de CAs nas células cromafins. Os objetivos
desse trabalho foram analisar o efeito do DM sobre a expressao das isoformas a, € e
¢ de PKC em células cromafins de ratos e avaliar se o controle glicémico reverte os
efeitos da doenga. Foram utilizados ratos Wistar com DM induzido por
estreptozotocina. Foram estabelecidos trés grupos experimentais, ratos controles
(C), diabéticos tratados com salina (DTS) ou com insulina (DTI). As analises foram
feitas 15 dias apds a inducdo. Utilizamos as técnicas de imunohistoquimica e
Western Blot. A insulinoterapia foi estabelecida apds estudos do comportamento
alimentar e da variagao dos niveis glicémicos de ratos controles e doentes durante
24h consecutivas. Foi testada a eficacia de diferentes esquemas de tratamento com
insulina. O tratamento estabelecido consistiu em inje¢des de insulina NPH, sendo 1U
aplicada as 13h e 4U as 19h. Apés os 15 dias de tratamento, o ganho médio de
massa corporal dos ratos C (+37+3g) e DTI (+43+3g) foram similares enquanto os
DTS emagreceram (-91£6g). A média da glicemia de jejum dos ratos C (74x1mg/dl) e
dos DTI (93£6mg/dl) foram similares e dentro dos niveis normais, enquanto que a
dos ratos DTS foi elevada (471+23mg/dl). A insulinoterapia restabeleceu os niveis
plasmaticos do colesterol total, c-LDL e c-VLDL nos ratos DTI. O DM nao alterou os
niveis de c-HDL, trigliceridos e frutosamina. As andlises da expressdo de PKCs
mostraram que a PKCa é a mais expressada seguida de ¢ e depois de €. O DM
reduziu em 39,5% a expressao da PKCa, enquanto a de ¢ foi aumentada em 74,2%.
A expressao da PKCe nao foi afetada pelo DM. O tratamento com insulina reverteu o
efeito do DM sobre a expressdo de PKCa, a expressdao da PKCe continuou
inalterada e a expressdo da PKCC{ permaneceu elevada (+32,6%) quando
comparada aos ratos C. Concluimos que em células cromafins adrenais, o diabetes
afeta a expressdo de isoformas de PKCs de maneira diferenciada. Trabalhos
realizados em nosso laboratério mostraram que o DM reduz o conteudo total (-
21,1%), a secrecao basal (-24,3%) e a estimulada por carbacol (-28,9%) e K+ (-
42,2%) de CAs. Como observado para PKCa, a insulinoterapia reverteu o efeito do
DM sobre o conteudo total. Ja foi demonstrado que PKCa participa de uma via de
sinalizagdo que estimula a atividade de tirosina hidroxilase. Por outro lado, o
tratamento ndo restabeleceu os processos secretérios, sugerindo que PKC{ possa
estar envolvida nessa alteracao. Ha fortes evidéncias de que PKC( regula canais de
K+ retificadores, o que pode explicar o efeito da doenca sobre o processo de
secrec¢ao via despolarizacdo da membrana.

Palavras-chave: diabetes mellitus, células cromafins adrenais, insulina,
proteina quinase C, ratos, sinalizacao, sintese e secrecao de catecolaminas, tirosina
hidroxilase.



ABSTRACT

The diabetes mellitus (DM) reduces the catecholamine (CAs) secretion of
adrenal chromaffin cells, a critical pathophysiologic event that promotes the
occurrence of serious hypoglycemia episodes, consequence of the disease
treatment. Several papers report the participation of protein kinase C (PKC) on
catecholamine synthesis signal pathways of adrenal chromaffin cells. The objectives
of this work were to study the effect of DM on expression of PKC isoforms a, € and
in rat chromaffin cells and to evaluate if the glicemic control revert the effect of the
illness. Male Wistar rats with diabetes induced by streptozotocin were used. Three
experimental groups were determined: Control (C), diabetic rats receiving saline
solution (DS) and diabetic rats receiving insulin (DI). The analyses were made after
15 days of DM induction. Immunohistochemistry and western blotting techniques
were done. The insulin therapy protocol was established after studying the feeding
behavior and glycemic level variations during the whole 24h. The information made
possible to establish the time of insulin applications. Several schemes of insulin
treatments were tested to keep the diabetic rat as close as possible to
normoglycemia path. The best results were found by using 1U at 1:00 PM and 4U at
7:00 PM of NPH insulin. After 15 days of treatment the acquired body weight was
similar between C and DI rats, 37+3g and 43%3g, respectively. The DS rats
emaciated 91+6g. The fasting glycemic levels were 74tx1mg/dl, 93x6mg/dl and
471+23mg/dl to C, DI and DS rats, respectively. The insulin therapy reestablishes the
plasmic levels of total cholesterol, c-LDL and c-VLDL on DI rats. The DM did not
change the levels of c-HDL, triglycerides and frutosamine. The PKCa is the more
expressed isoform in adrenal chromaffin cells, followed by ¢ and €. The DM reduced
39,5% the PKCa expression and, unlike, increased 74,2% the expression of PKCC.
The expression of PKCe was not affected by DM. The insulin treatment reverted the
effect of DM on PKCa, the expression of PKCe remained unchanged and the
expression of PKCC remained higher than the control group (+32,6%). Studies of our
laboratory show that the DM causes reduction on adrenal catecholamine content (-
21,1%), basal secretion (-24,3%) and catecholamine secretion stimulated by
carbachol (-28,9%) and high K+ (-42,2%). The insulin therapy, in like manner as
observed on PKCa, reverted the DM effect on adrenal catecholamine content. It was
shown that PKCa participates on signal transduction pathway that stimulates the
activity of tyrosine hydroxylase. Otherwise, the insulin treatment did not restore the
secretory processes, suggesting that PKCZ could be involved in this process. There
are strong evidences showing that PKCC regulates the voltage-dependent delayed
rectifier K (Kv) and its expression was not normalized by insulin therapy.

Key word: Diabetes mellitus, adrenal chromaffin cells, insulin, protein kinase C, rats,
signaling, catecholamine synthesis and secretion, tyrosine hydroxylase.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESTATISTICA, DEFINICAO E CLASSIFICAGCAO DO DIABETES MELLITUS

Estatisticas apontam para o aumento na prevaléncia do diabetes mellitus
(DM) em adultos de 171 milhdes no ano de 2005 para 366 milhées no ano de 2030
em todo o planeta (OMS, 2005). A elevacao do numero de casos de DM relaciona-
se com varios fatores como a urbanizacdo, o aumento da expectativa de vida, a
industrializacéo e a obesidade, dentre outros (Onkamo et al., 1999; Torquarto et al.,
2003).

A situacao do Brasil ndo é diferente da encontrada no resto do mundo. O
Censo Nacional do Diabetes realizado pelo Ministério da Saude e o CNPq entre
1986 e 1988 mostrou que o DM atinge 7,6% da populagdo entre 30 a 69 anos
(MALERBI e FRANCO,1992). Apesar de nenhum outro estudo com abrangéncia
nacional ter sido realizado desde entdo, nas ultimas décadas a taxa de mortalidade
atribuida ao DM aumentou significativamente no Brasil (GEORG et al., 2005).

Torquarto et al., 2003 realizou um estudo na cidade de Ribeirdo Preto no qual
foi utilizado a mesma metodologia do Censo Nacional do Diabetes. Os resultados
mostraram que em individuos da faixa etaria entre 30 e 69 anos a prevaléncia média
do DM foi de 12,1%. Esse estudo €& um indicativo de que cidades em processo
progressivo de urbanizacdo, como em Ribeirdo Preto, possivelmente apresentardo
resultados similares, o que sugere que a prevaléncia de 7,6% observada quando o
Censo Nacional do Diabetes foi realizado provavelmente ja foi ultrapassada
(TORQUARTO et al., 2003).

Wild et al. (2004) constataram que no ano 2000 o numero de brasileiros
acometidos pelo DM era de 4,6 milhbes e estimou que em 2030 este numero
possivelmente atingira a cifra de 11,3 milhdées de habitantes.

Foi estimado que o gasto financeiro do Brasil devido ao DM no ano 2000 foi
de aproximadamente 23 bilhdes de dolares. Desse total, cerca de 19 bilhdes foram
devido a gastos diretamente relacionados a doenca e o restante, aproximadamente
4 bilhdes de dolares com gastos indiretos. Podem ser classificados como custos
diretos do DM as despesas geradas com servicos médicos ambulatorial e hospitalar
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(internagdes), exames laboratoriais e medicamentos. Ja os gastos indiretamente
relacionados ao DM incluem perda de produtividade devido a auséncia ao trabalho
(afastamento), reducdo da capacidade de producédo, aposentadoria precoce e
mortalidade prematura (BARCELO et al, 2003).

O DM é um conjunto de doengas metabdlicas caracterizado pelo desequilibrio
do metabolismo dos carboidratos, das gorduras e das proteinas como consequéncia
da reduzida sintese e/ou secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas e/ou
devido ao desenvolvimento de resisténcia dos tecidos ao horménio, o que reduz
drasticamente a captacdo e metabolismo da glicose pela maioria das células do
corpo (TURNER e NEIL, 1992, GUYTON e HALL, 2006).

Os sintomas classicos do DM sao politria, polidipsia e perda de peso
inexplicada. O DM pode ser diagnosticado por meio de trés critérios, (1) presenca
dos sintomas do DM e glicemia casual > 200mg/dl; (2) glicemia apds periodo de
jejum de no minimo oito horas > 126mg/dl e (3) glicemia > 200mg/dl duas horas
apos ingestdao de 75g de glicose anidra dissolvida em agua durante teste oral de
tolerancia a glicose (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008).

A hiperglicemia é o principal fator de risco responsavel pelo desenvolvimento
de complicacées sistémicas que sdo consideradas as principais causas de
morbidade e mortalidade em pacientes com DM (EVCIMEN e KING, 2007). Estas
complicagdes sao divididas em dois grupos, as complicacbes macrovasculares que
incluem doenca da artéria coronaria, arterosclerose e doenca vascular periférica; e
as complicagdes microvasculares que incluem retinopatia, nefropatia e neuropatia
(BROWNLEE, 2001; EVCIMEN e KING, 2007). Como conseqliéncia os pacientes
com DM possuem maior risco de desenvolver infarto do miocardio, diversas
neuropatias periféricas autonémicas debilitantes, cegueira, faléncia renal,
amputagdo dos membros inferiores e derrame cerebral (BROWNLEE, 2001).

A American Diabetes Association (2008) classificou a doenga em quatro
categorias de acordo com a sua etiologia: o DM tipo 1, o DM tipo 2, o DM
gestacional e um grande grupo denominado de outros tipos especificos de DM.

O DM tipo 1 é responsavel por 5 a 10% dos pacientes com DM. Esse tipo de
DM acomete predominantemente criangas e adolescentes, mas pode surgir em
qualquer idade até mesmo em idosos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2008). O DM tipo 1 resulta predominantemente de um processo auto-imune de
destruicdo das células B pancreaticas denominado de insulite (BALDA e PACHECO-
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SILVA, 1999). Diversos mecanismos podem contribuir para a destruicdo das células
B, incluindo reagdes de hipersensibilidade tardia mediadas pelos linfécitos T
“helper’1 (Tu1) reativos aos antigenos das ilhotas pancreéticas, a lise das células
das ilhotas mediada pelos linfécitos T citotdxicos e a producgao local de citocinas,
como por exemplo o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina-1(IL-1) contra as
células das ilhotas (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003). As células secretoras de
outros hormonios presentes nas ilhotas pancreaticas, como as células a produtoras
de glucagon, as células & produtoras de somatostatina e as células PP produtoras
de polipeptidio pancreatico, ndo sao destruidas durante a insulite (BALDA e
PACHECO-SILVA, 1999). Fatores ambientais também estdo relacionados com a
destruicdo das células B pancreéticas, porém esses fatores ainda nao estido
claramente definidos. A taxa de destruicdo das células B do péancreas é variavel
entre os pacientes, sendo geralmente rapida em criangas e lenta nos adultos.
Portanto o DM tipo 1 também é caracterizado por auséncia virtual de insulina e
freqientemente esta associado a cetoacidose, deste modo, o paciente tem
necessidade de fazer aplicacbes de insulina exdgena desde o momento do
diagnéstico da doenca. Essa € a forma mais grave do DM. Uma minoria de
pacientes com DM tipo 1 ndo apresenta evidéncias de auto-imunidade contra as
células B pancreéticas e a etiologia da doencga ainda nao € conhecida. Essa forma
mais rara do DM tipo 1 é classificada como DM idiopatica (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2008).

O DM tipo 2 é responséavel por 90 a 95% dos casos da doenca (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2008). A etiologia do DM tipo 2 varia de paciente para
paciente podendo apresentar desde um predominio da resisténcia a insulina com
pouca deficiéncia de sua secrecao até um predominio da deficiéncia secretoria de
insulina com pouca resisténcia dos tecidos ao horménio. O DM tipo 2, como o DM
tipo 1, também apresenta predisposicao genética, porém o estilo de vida e a idade
sao fundamentais para determinar o inicio e a intensidade da doenca. O risco de
desenvolvimento de DM tipo 2 aumenta com a idade, obesidade e falta de exercicio
fisico. Esse tipo do DM reune um grupo heterogéneo de formas mais leves da
doenca e ocorre predominantemente em adultos obesos, visto que a obesidade por
si sO causa resisténcia a insulina. Pacientes com DM tipo 2 que ndo sao obesos
geralmente apresentam acumulo de tecido adiposo na regido abdominal. A

resisténcia a insulina pode ser diminuida com redugdo do peso e/ou tratamento
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farmacolégico da hiperglicemia, mas raramente a sensibilidade dos tecidos a
insulina retorna ao normal (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008). E
importante ressaltar que atualmente tem sido observado o aumento da prevaléncia
do DM tipo 2 em criancas e adolescentes. Como nos adultos os principais fatores de
risco também séo a obesidade e estilo de vida sedentario (MARCOVECCHIO,MOHN
e CHIARELLI, 2005).

O DM gestacional é definido como o primeiro diagnéstico de intolerancia a
glicose durante a gravidez. Geralmente a diminuigdo da tolerancia a glicose ocorre
no terceiro trimestre da gravidez. Essa classificagdo nao exclui a possibilidade de
que as alteracdes na tolerancia a glicose possam anteceder a gravidez, porém nao
foram previamente identificadas. Também ndo é considerado se a aplicagdo de
insulina & necessaria para o tratamento ou se apenas modificacdes da dieta sao
suficientes e também se o DM persistird ou ndo apds o parto. A prevaléncia de
casos de DM gestacional varia de 1 a 14% do total de mulheres gravidas
dependendo da populacdo estudada (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2008).

Os outros tipos especificos de DM englobam as mais variadas etiologias da
doencga: DM causado por funcionamento anormal das células 3 ou da insulina devido
a defeitos genéticos, DM decorrente de outras doengas do pancreas endécrino, DM
induzido por drogas, infecgbes e ainda formas incomuns de DM mediado pelo
sistema imune ou associado a outras sindromes genéticas como a sindrome de
Down, Turner, Klinefelter e outras (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008).

Segundo a AMERICAN DIABETES ASSOCIATION (2008), a caracterizacao
de um paciente como tendo um tipo especifico de DM geralmente depende das
circunstancias presentes no momento do diagnéstico. Porém muitos pacientes
diabéticos nado se enquadram facilmente dentro de uma unica classe. Deste modo,
para o profissional de saude e para o paciente, 0 mais importante ndo é nomear o
tipo particular de DM e sim entender a patogénese da hiperglicemia e trata-la

eficazmente, devolvendo ao paciente o seu equilibrio metabdlico.
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1.2 HIPOGLICEMIA IATROGENICA E A IMPORTANCIA DAS CATECOLAMINAS
PARA O METABOLISMO

A insulina é o mais importante horménio que reduz os niveis sanguineos de
glicose sendo liberada pelo pancreas em situacées de hiperglicemia. Ela atua
aumentando o transporte de glicose para o interior das células, a glicogénese, a
conversao da glicose em excesso a acidos graxos e seu estoque no tecido adiposo,
e inibindo a lipolise, a gliconeogénese e a secrecao de glucagon. Em situacdo de
deficiéncia grave de insulina a utilizacao da glicose pelas células é cada vez menor,
enquanto aumenta a utilizacao das gorduras e das proteinas elevando a liberacao
de corpos cetbnicos no plasma com o desenvolvimento de acidose metabdlica
(GUYTON e HALL, 2006).

O tratamento do DM tipo 1 consiste na administracdo de insulina exégena
para manter o metabolismo energético o0 mais proximo possivel da normalidade. No
caso do DM tipo 2, no inicio do tratamento sdo recomendados dieta e exercicios
fisicos visando a perda de peso e diminuicao de possivel resisténcia dos tecidos a
insulina. Se esse esquema falha é aconselhavel a administracdo de farmacos que
aumentam a sensibilidade dos tecidos a insulina, como as tiazolidinedionas e a
metformina ou farmacos que estimulam a secrecdo do horménio pelo pancreas
como as sulfoniluréias. Entretanto, em muitos individuos, deve-se administrar
insulina exégena para regular o nivel de glicemia (GUYTON e HALL, 2006).

As sulfoniluréias sao exemplos de medicamentos que aumentam a secregao
de insulina. Elas atuam ligando-se a um receptor especifico da célula B que
determina o fechamento dos canais de potassio dependentes de ATP, resultando
em alteracao do potencial de membrana, abertura de canais de célcio dependente
de voltagem, entrada de calcio, ocasionando a secrecdo de insulina na corrente
sanguinea. As sulfoniluréias também reduzem a remocao da insulina da circulacéao
pelo figado, aumentando a sua meia-vida (GUYTON e HALL, 2006).

Apesar da existéncia de varias drogas hipoglicemiantes, a insulina constitui a
base do tratamento de praticamente todos os pacientes com DM tipo 1 e de muitos
pacientes com DM tipo 2 e também das outras categorias de DM. Apesar de
melhorar significativamente a qualidade de vida dos individuos diabéticos, um fator



24

limitante da insulinoterapia sao as situagcdes de hipoglicemia decorrentes do préprio
tratamento (DIABETES CONTROL e COMPLICATIONS TRIAL, 1997).

Pacientes diabéticos sofrem em média de um a dois episédios de
hipoglicemia sintomatica por semana. Dez por cento dos pacientes que fazem
tratamento convencional e 25% dos pacientes que fazem terapia intensiva com
insulina sofrem pelo menos um episddio de hipoglicemia grave por ano. Quatro por
cento das mortes de individuos diabéticos sao atribuidas a hipoglicemia. Portanto a
hipoglicemia decorrente do tratamento, também chamada de hipoglicemia
iatrogénica, € um dos principais problemas enfrentado pelos diabéticos (CRYER,
DAVIS e SHAMOON, 2003).

A hipoglicemia iatrogénica pode ser explicada como o resultado do excesso
de insulina no plasma juntamente com defeitos do sistema de contra-regulacao da
glicose plasmatica. O sistema de contra-regulacdo da glicose promove um aumento
da glicemia em situacdes de baixa concentracdo de glicose no sangue. Ele é
composto por varios fatores e cada um deles possui um grau de importancia
diferente dentro desse sistema. Os fatores contra-regulatérios da glicose séo:
glucagon, adrenalina, horménio do crescimento, cortisol, auto-regulacdo da glicose
pelo figado, neurotransmissores, outros substratos metabdlicos que ndo a glicose
(CRYER, 1997).

Em humanos a hipoglicemia se desenvolve em situacdes de deficiéncia de
glucagon e adrenalina na presenca de insulina a despeito da acdo de todos os
outros fatores contra-regulatérios da glicose. Portanto o glucagon e a adrenalina séo
0s agentes principais para recuperacao da normoglicemia enquanto todos os outros
fatores citados acima possuem menor grau de importancia para a contra-regulacao
(CRYER, 1997).

A secrecdo de glucagon e adrenalina sado estimuladas quando o nivel
glicémico é de aproximadamente 68 mg/dl, ou seja, proximo ao limiar inferior da
normoglicemia que € 70 mg/dl (CRYER, 2007). O glucagon € um horménio
secretado pelas células a pancreaticas que aumenta a glicemia por elevar as taxas
de glicogendlise e gliconeogénese no figado e inibindo a secrecao de insulina pelo
pancreas. A adrenalina eleva a glicemia atuando principalmente nas células
musculares e do figado onde aumenta a taxa de quebra do glicogénio e diminui a
sua captacao. Além disso, também inibe a secrecdo da insulina pelas células B
pancreéticas (GILMAN, HARDMAN e LIMBIRD, 2001). A adrenalina € um horménio
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secretado pela glandula supra-renal. A adrenalina juntamente com a noradrenalina e
dopamina sdo denominadas de catecolaminas (GUYTON e HALL, 2006).

Porém, em humanos, a secrecao de glucagon é diminuida pelo DM ao final
de cinco anos. Este problema é compensado pela secrecdo de adrenalina pela
glandula adrenal, que supre a falta do glucagon, evitando situacdes graves de
estresse hipoglicémico (CRYER, 1994).

O problema é que com o desenvolvimento da doenca a secrecao de
catecolaminas pela glandula supra-renal também torna-se reduzida Provavelmente
isso ocorre porque o limiar de disparo da resposta contra-regulatéria € aumentado,
ou seja, um maior estimulo hipoglicémico passa a ser necessario para estimular a
secrecao de catecolaminas (CRYER, 1994).

Foi também observado que em pacientes diabéticos com reduzida secrecao
de catecolaminas, o ultimo episdédio de hipoglicemia ocorrido contribui para
aumentar cada vez mais o limiar de disparo da resposta contra-regulatoria,
favorecendo o desenvolvimento de novos episédios de hipoglicemia. Portanto, é
formado um ciclo vicioso em que a ocorréncia de um episédio de hipoglicemia
favorece a ocorréncia de um proximo episédio com situacado cada vez mais grave de
estresse glicémico. (CRYER, 2006).

O desenvolvimento de resposta deficiente das catecolaminas também esta
relacionado com o desenvolvimento da sindrome de nao percepgao da hipoglicemia.
O individuo diabético passa a ndao apresentar mais os sintomas neurogénicos que
indicam a situacdo de hipoglicemia — como suor, fome, tremor, ansiedade e
taquicardia — o que lhe permite prevenir o desenvolvimento de hipoglicemia grave
(TOWLER et al., 1993). Foi relatado que um terco dos episodios de hipoglicemia
severa ocorre enquanto os pacientes estdo acordados e ndo € acompanhada dos
sintomas de adverténcia (CRYER, 2004).

Os sintomas neurogénicos se manifestam quando os niveis glicémicos sao
de aproximadamente 54mg/dl e sdo de fundamental importancia visto que o coma
hipoglicémico ocorre quando a glicemia situa-se na faixa de 41 a 49 mg/dl (BEM-AMI
et al, 1999).

Portanto, a diminui¢cdo na secrecédo de catecolaminas pela glandula adrenal é
um evento patofisiolégico critico no DM visto que pacientes que apresentam
deficiéncia combinada de glucagon e catecolaminas possuem 25 vezes mais risco
de desenvolver episédios de hipoglicemia grave com ocorréncia de coma que
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pacientes com deficiéncia de glucagon, mas com secrecdo normal de catecolaminas
(CRYER, 2007).

1.3 A SINTESE E SECRECAO DE CATECOLAMINAS PELAS CELULAS
CROMAFINS ADRENAIS

A glandula supra-renal é um 6rgao bilateral que se localiza antero-
posteriormente aos polos superiores de cada rim. Cada glandula tem comprimento
de cerca de 5 centimetros e espessura em torno de 1 centimetro. A glandula-supra
renal é considerada uma glandula complexa porque € formada por dois tipos de
tecidos totalmente diferentes quanto a histologia, a origem embriol6gica, a
bioquimica e as caracteristicas funcionais. Esses dois tecidos sdo a medula adrenal,
localizada centralmente e que secreta catecolaminas, e o cértex adrenal que se
localiza na periferia da glandula adrenal e secreta corticdides (DOUGLAS, 2000).

Embriologicamente o cértex da glandula adrenal é originario de células
mesodérmicas da zona urogenital que se acumulam no espaco entre o somito e o
tubo neural para formar o primérdio cortex adrenal. Posteriormente, células
ectodérmicas de linhagem simpatoadrenal provenientes da crista neural se agregam
na periferia do primérdio cortex adrenal antes de migrarem para o seu interior e
constituirem a medula adrenal (AUNIS e LANGLEY, 1999). A separacao entre as
células medulares e as células corticais da glandula adrenal é resultado da
expressao de diferentes moléculas de adeséao entre elas (LANGLEY e AUNIS, 1984;
LEON et al., 1992).

A medula adrenal é composta basicamente por células cromafins, neurénios
colinérgicos e noradrenérgicos e células que apresentam fendtipo intermediario
entre células noradrenérgicas e neurdnios. Essas células secretam noradrenalina,
mas a sua funcéo fisioldégica ainda nao é conhecida (AUNIS e LANGLEY, 1999).

As células cromafins, assim denominadas porque se coram com facilidade
pelo acido crébmico, podem ser classificadas como adrenérgicas e noradrenérgicas.
As células cromafins adrenérgicas secretam basicamente adrenalina enquanto as
células cromafins noradrenérgicas secretam principalmente noradrenalina

(DOUGLAS, 2000). Essas células também podem ser diferenciadas por meio de
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analise microscopica, enquanto as células cromafins noradrenérgicas apresentam
granulos escuros e de formato irregular, as células adrenérgicas possuem granulos
esféricos, mais claros e dispersamente distribuidos no interior da célula (ARTALEJO,
1995).

Foi verificado que a proporcdo entre células cromafins adrenégicas e
noradrenérgicas dentro da medula adrenal € variavel entre as espécies. Em
humanos e bovinos aproximadamente 75% das células cromafins adrenais sao
adrenérgicas enquanto que no rato as células adrenérgicas podem representar 85%
do total das células cromafins (AUNIS e LANGLEY, 1999).

Além da adrenalina e da noradrenalina, as vesiculas secretoras presentes nas
células cromafins contém dopamina, histamina e serotonina. Além dessas aminas,
esses granulos sao também compostos por opidides, encefalinas, substancia P,
peptideo vasoativo intestinal (VIP), somatostatina, neurotensina, peptideo
natriurético atrial, neuropeptideo Y e peptideo relacionado ao gene da calcitonina.
Esses compostos estocados nos granulos cromafins podem modular a secrecao de
catecolaminas por meio de acdo autécrina e paracrina (BURGOYNE, 1991;
ARTALEJO, 1995).

Em condicbes fisioldégicas as catecolaminas e demais compostos presentes
nos granulos das células cromafins adrenais s&o secretados por exocitose
(BURGOYNE, 1991; ARTALEJO, 1995). A regulacao da secrecao de catecolaminas
€ basicamente neurogénica sendo que as células cromafins séo inervadas por fibras
pré-ganglionares simpéticas do nervo esplancnico, principalmente colinérgicas,
provenientes das colunas intermédio-laterais da medula espinhal (YAMAGUCHI,
1992). Células cromafins adrenégicas e noradrenérgicas possuem padrdao de
inervacao diferenciada sendo que populagdes de neurbnios pré-ganglionares
distintos inervam células cromafins adrenérgicas ou noradrenérgicas (EDWARDS et
al, 1996). Cada célula cromafim é estimulada individualmente, de modo que a unido
elétrica entre as células ndo é necessaria, além disso a ligacdo entre células
cromafins por meio de juncées comunicantes tem sido questionada (LEON et al.,
1992).

A acetilcolina (ACh), o estimulador fisiolégico das células cromafins, é capaz
de ativar duas classes de receptores presentes na membrana da célula: o receptor
nicotinico (NAAChR) e o receptor muscarinico (mAChR). A ativacao desses receptores
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dispara uma cadeia de eventos intracelulares que resulta no aparecimento de
catecolaminas na corrente sanguinea (MALHOTRA, 1989; ARTALEJO, 1995).

A quantidade de nAChR e mAChR expressados em células cromafins
adrenérgicas e noradrenérgicas nao € homogénea. Células cromafins adrenérgicas
expressam predominantemente nAChR enquanto as células cromafins
noradrenérgicas expressam principalmente mAChR (ZAIKA et al., 2004).

A eficiéncia de diferentes classes de agonistas em estimular a secrecao de
catecolaminas pelas células cromafins depende de sua habilidade em elevar a
concentracao intracelular de Ca2+ livres pelo influxo desses ions a partir do meio
extracelular ou pela liberacdo desses ions de pools intracelulares (BURGOYNE,
1991), sendo que o principal sinal para a secrecdo de catecolaminas induzida por
ACh é o aumento da concentracdo intracelular de calcio livres devido ao influxo
deste ion a partir do meio extracelular (ARTALEJO, 1995).

A ativagdo de nAChR permite a entrada de Na* e Ca®** através do seu canal
ibnico, que € inespecifico. A entrada desses ions promove a abertura de canais de
Na® dependentes de voltagem de modo que o processo de despolarizacdo da
membrana é dirigido essencialmente pelo Na* extracelular enquanto que a eficiéncia
do ion Ca® como agente despolarizador é bem menor (NOONEY et al., 1992). A
despolarizacdo da membrana plasmatica causa a abertura de varios tipos de canais
de Ca?" dependentes de voltagem (CCDVs) e conseqliente aumento da
concentragao citosélica de Ca®* livres devido ao influxo desses ions provenientes do
meio extracelular (ARTALEJO, 1995; GARCIA et al, 2006).

Os CCDVs podem ser classificados de acordo com a variacao de voltagem ao
longo da membrana plasmatica que & necessaria para que ele seja ativado. Os
CCDVs que despolarizam por meio de fraca despolarizacdo da membrana, entre 60
a 50mV, sdo denominados de LVA (low voltage-activated) e os que necessitam de
despolarizacbes mais elevadas (> -30mV) sdo chamados de HVA (high voltage-
activated) (ARTALEJO, 1995).

Os canais de Ca®* LVA apresentam um Unico subtipo, referido como canais
de Ca®* do tipo T. A principal caracteristica desse subtipo é a producdo de uma
corrente elétrica transiente devido & rapida inativacdo do canal. Os canais de Ca**
do tipo HVA sao classificados em diferentes subtipos de acordo com sua resisténcia
ou ndo a acao bloqueadora de diferentes farmacos e também de acordo com a
velocidade de retorno ao estado inativado apos ativagao do canal. Esses canais séo
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denominados de canais do tipo L (little inactivation), do tipo P (foi primeiramente
observado em células de Purkinje), do tipo Q (devido a suas semelhancas ao canal
do tipo P), do tipo N (inativam mais rapido do que o do tipo L) e do tipo R (“resistent”
resisténcia a varios farmacos bloqueadores de canais de Ca**) (GARCIA, 2006).

A ligacdo de ACh ao mAChR ativa a fosfolipase C (PLC) que quebra
fosfatidilinositois de membrana formando 1,4,5 trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG).
O DAG permanece ligado a membrana plasmatica e auxilia na ativagdo de proteina
quinase C (PKC). O IP3 difunde pelo citosol e ativa receptores de IP3; presentes no
reticulo endoplasmatico liso liberando Ca®** para o citosol (MALHOTRA, 1989;
BURGOYNE, 1991).

Contudo, a estimulacdo dos nAChR também pode resultar no aumento da
atividade da PLC (EBERHARD e HOLZ, 1988). Além disso, IP3 também pode elevar
a concentracdo de Ca** citosélico livre por meio do influxo de Ca?®" extracelular
através de canais de Ca?* nao dependentes de voltagem (MOCHIZUKI-ODA et al.,
1991).

Com relagdo ao IP3, ja foi demonstrada a presenca de receptores desse
mensageiro intracelular na membrana de outras organelas além do reticulo
endoplasmatico liso, porém a participacdo direta dessas organelas para o processo
secretoério ainda ndo é claro. Por exemplo, receptores de IP; ja foram detectados na
membrana nuclear interna (HUMBERT et al., 1996; GERASIMENKO et al., 2003), na
membrana nuclear externa (STENNO-BITTEL, LUCKHOT e CLAPHAM, 1995) e em
vesiculas secretoras que contém grande quantidade de Ca®* presentes no citosol de
células neuroenddcrinas (YOO e JEON, 2000).

Além da estimulagdo fisiolégica de catecolaminas por ACh, outras
substancias também atuam como secretagogos de catecolaminas em células
cromafins. Como por exemplo a carbamilcolina, K* em altas concentragdes e cafeina
sdo secretagogos utilizados em estudos sobre a mobilizagdo de ions Ca?** e
secrecao de catecolaminas em células cromafins.

A carbamilcolina € um analogo sintético da ACh que se liga aos receptores de
ACh presentes na membrana plasmatica da célula cromafim. A utilizacdo de
carbamilcolina em pesquisas tem a vantagem dela ndo se degradado por
acetilcolinesterases (ARTALEJO, 1995).

A exposicdo da célula cromafins a altas concentracbes de K* também

estimula a secrecdo de catecolaminas por meio da despolarizacdo da membrana
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plasmatica e conseqiiente abertura de canais de Ca** dependentes de voltagem
(CALLEWAERT, JOHNSON e MORAD, 1991).

A cafeina é uma droga que causa a mobilizacdo de Ca®* em células
musculares ligando-se a receptores presentes no reticulo endoplasmatico (GARCIA
et al., 2006). Ja foi reportado que a cafeina também libera Ca?* do pool intracelular
sensivel a rianodina (TERAOKA et al., 1991). O pool de Ca?* sensivel a rianodina é
mobilizado por Ca?* pelo mecanismo de Ca*" induzido por Ca** (CICR) que pode ser
proveniente do meio extracelular (O'SULLIVAN et al, 1989) ou da mobilizacdo de
outro pool intracelular (STAUDERMAN et al., 1991).

Geralmente a secrecao de catecolaminas pela células cromafins ndo diminui
a concentracao intracelular dessas moléculas. Isso ocorre porque O pProcesso
secretorio esta diretamente relacionado com o aumento da sintese de catecolaminas
(DUNKLEY et al., 2004).

No biossintese de catecolaminas, o aminoacido tirosina, que pode ser
captado do sangue é convertido em DOPA (di-hidroxifenilalanina) pela acdo da
enzima tirosina hidroxilase (TH), que acrescenta uma hidroxila ao anel benzénico do
aminoacido formando o grupo catecol, a parte da molécula responsavel pelos efeitos
bioldgicos da molécula. A TH é a principal reguladora da via biossintética, sendo
responsavel por determinar a velocidade de producdo das catecolaminas. A
segunda etapa da via consiste na conversao de dopa em dopamina que ocorre por
um processo de descarboxilagdo promovida pela dopa descarboxilase. Em seguida
dopamina sofre acao da enzima dopamina B-hidroxilase (DBH) formando a molécula
de noradrenalina. Nas células adrenérgicas, uma etapa adicional da via produz a
adrenalina pela agdo da enzima feniletanolamina-N-metil transferase (PNMT) sobre
a noradrenalina. Essa enzima é regulada positivamente pelo cortisol (GILMAN,
HARDMAN e LIMBIRD, 2001).

A produgéo das catecolaminas é regulada por mecanismos transcricionais e
pods-transcricionais e sem dlvida a maioria deles estdo envolvidos com a expressao
e atividade de TH. A atividade de TH pode ser modulada a nivel de sua expressao
génica (estabilidade da enzima, freqUéncia da transcricio do gene de TH,
estabilidade da molécula de mRNA, ocorréncia de splicings alternativos) e a nivel da
capacidade catalitica (ocorréncia de feedback de inibicao, regulacdo alostérica e

regulacao de fosforilacdes e desfosforilacdes) (DUNKLEY et al., 2004).
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A atividade de TH é regulada pela fosforilacdo nos residuos de Ser-8 Ser-19,
Ser-31 e Ser-40. A fosforilacdo em Ser-40 € a que confere maior atividade a TH,
enquanto a contribuicao direta da fosforilacdo das outras serinas para a atividade de
TH é pequena. Portanto aumenta a discussao se a fosforilagdo de Ser-8, Ser-19 e
Ser-31 colaboram de maneira indireta para a ativagdo da TH. A fosforilacdo em Ser-
19 resulta em uma molécula de TH com conformacdo mais aberta o que facilita a
fosforilacdo em Ser-40, favorecendo a ativacdo de TH. Ja foi reportado que a
fosforilagdo em Ser-31 aumenta atividade de TH visto que confere maior afinidade
da enzima ao cofator BH, (tetrahydrobiopterin), necessario para converter tirosina
em DOPA (DUNKLEY et al., 2004).

1.4FATORES QUE PODEM AFETAR A SECRECAO DE CATECOLAMINAS NO
DIABETES MELLITUS

Os mecanismos responsaveis pela reducdo na secrecado de catecolaminas pela
medula adrenal durante o DM ainda n&o sao claros. Niijima (1975) reportou que a
secrecdao diminuida de catecolaminas pode ser explicada pela reducdo na
freqiéncia de liberacao de ACh pelos terminais nervosos simpaticos que chegam as
células da medula adrenal durante a hiperglicemia. Alguns autores afirmam que a
causa seja neuropatia autonémica diabética (HOELDTKE et al, 1982; FUSHIMI et al,
1988; WILKE et al, 1993; HILSTED, 1995). A neuropatia autondmica esta
relacionada principalmente com lesdo axonal ou perda da fibra nervosa sendo
portanto irreversivel (CRYER, 1994). Estudos histoquimicos para avaliar a
integridade morfolégica das terminagbes nervosas do nervo esplénico dentro da
medula adrenal durante o DM revelaram que ocorre a diminuicdo da densidade de
inervacao das células cromafins, fragmentacao axonal e hipertrofia das células de
Schwann (WILKE et al, 1993).

Porém, outros autores afirmam que os danos morfolégicos observados nas
terminacbes nervosas do nervo esplancnico dentro da medula adrenal nao
constituem a causa da reducdo na secrecdo de catecolaminas e consideram que
esses dois fendbmenos provavelmente nao estao relacionados (RYDER et al., 1990;
WILKE e HILLARD, 1994; GRANADOS et al., 2000). Cryer (1994) afirmou que a
secrecdo de catecolaminas € afetada a nivel celular, ja que a resposta adrenal a
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gueda nos niveis de glicose se reduz em curto prazo, mantendo-se no entanto,
inalterada para outros estimulos, o que descarta a hip6tese de neuropatia.

A reducao da secrecao de catecolaminas durante o DM também pode ser
explicada pela reducdo da sensibilidade das células cromafins da medula supra-
renal @ ACh (HART et al, 1988; WILKE e HILLARD, 1994). Dessa forma, a
diminuicdo na concentracdo plasmatica de catecolaminas observada durante o DM é
devido a reducao na freqiéncia de secrecdo, ndao sendo portanto causada pela
reducdo da sintese ou do estoque vesicular do horménio na célula cromafim
(GALLEGO et al., 2003). Porém, um outro artigo reporta que a redugcdo da
concentragdo plasmética de catecolaminas é devido a reduzida capacidade de
sintese e de secrecao desses hormoénios pelos individuos doentes (GALAN et al.,
2004). Garcia (2004) também afirmou que em ratos diabéticos por estreptozotocina
(STZ) ocorre reducao na sintese e secrecao de catecolaminas.

Portanto alguma via de sinalizagdo intracelular relacionada com a sintese
e/ou secrecado de catecolaminas em células cromafins € comprometida no estado
hiperglicémico. Garcia (1998) relatou que em células PC12 cultivadas em meio
hiperglicémico ocorre uma modificacdo no padrao de fosforilagdo de proteinas. As
células PC12 sdo células cromafins tumorais isoladas de medula adrenal de ratos
(KIM, PARK e JOH, 1993). Nesse trabalho, foi observado através de Western Blot
que uma proteina de massa molecular de aproximadamente 43KDa deixa de ser
fosforilada em residuos de tirosina e serina/treonina quando a célula PC12 é
cultivada em meio hiperglicémico. Devido a massa molecular em acordo com o
descrito com a literatura e o fato de ter sido fosforilada em dois tipos de residuos
diferentes, foi proposto que essa proteina € uma proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK).

As MAPKs sao proteinas intracelulares envolvidas na sinalizacao que regula
eventos de exocitose (COX e PARSONS, 1997). Elas formam uma familia de
serina/treonina quinases que sao ativadas por fosforilacdo em resposta a uma
variedade de estimulos extracelulares e que por sua vez, fosforilam e ativam outras
proteinas intracelulares (COBB, 1999).

O fato de MAPKs deixarem de ser fosforiladas significa que toda a via
subsequente a MAPK deixa de ser ativada e que algum ponto na via de sinalizacao
acima da MAPK também esta comprometido. Varios estudos sugerem que proteinas
quinase C (PKCs) podem estar envolvidas na regulacdo de MAPKs. As PKCs
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também séo proteinas sinalizadoras intracelulares e estdo presentes em varios tipos
celulares afetados pelo DM.

Diversos estudos tém analisado o efeito da hiperglicemia sobre essas
proteinas porém a contribuicdo de cada isoforma de PKC para a patogénse das
complicagcdes do DM nos diferentes érgdos ainda nao esta esclarecida (KANG,
1999). O estudo dessas proteinas torna-se complicado porque o efeito do DM e/ou
hiperglicemia sobre a expressao e atividade da PKC é dependente da isoforma
envolvida e do tipo celular em que esta inserida.

1.5 PROTEINA QUINASE C: ESTRUTURA, CLASSIFICACAO E MECANISMO DE
ATIVACAO

As PKCs sao constituintes fundamentais da maquinaria de sinalizacao
intracelular controlando as principais funcdées da célula (NISHIZUKA, 1995;
DEMPSEY et al, 2000). A familia PKC é uma familia heterogénea de proteinas do
tipo serinotreonina quinases que regulam a atividade de varias outras proteinas
(NEWTON, 1997; ALBERTS et al., 2006).

As isoformas de PKC diferem entre si devido a estrutura, cofatores requeridos
para a ativacao e especificidades para o substrato (JAKEN, 1996; NEWTON, 1997).
Estas isoformas estdo divididas em trés grupos de acordo com os cofatores
requeridos para a ativacao: PKCs convencionais (o/alfa, B1/betal, B2/beta2, y/gama)
que necessitam de diacilglicerol (DAG) ou ésteres de forbol, Ca** e fosfatidilserina
(PS); as PKCs novas (d/delta, €/épsilon, n/eta, 8/teta) que necessitam de DAG ou
ésteres de forbol e PS e as PKCs atipicas (Mlambda, /iota, {/zeta) que necessitam
de PS para serem ativadas mas ndo necessitam de DAG, ésteres de forbol e Ca?*
para apresentarem atividade maxima (NISHIZUKA, 1995; JAKEN, 1996; NEWTON,
1997).

Com relagao a PKC-v foi verificado que ela apresenta 77,3% de similaridade
com a proteina quinase p (mu) e 77,4% com a sua homodloga murina, proteina
quinase D (HAYASHI, 1999). Atualmente ndo ha consenso se essas trés proteinas

juntas compdem um quarto grupo dentro da familia de PKC (HAYASHI, 1999) ou se
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formariam uma distinta familia denominada de proteina quinase D (NEWTON 1997,
NEWTON, 2001).

Estruturalmente, todas as PKCs consistem de uma Unica cadeia polipeptidica
que contém uma regiao regulatéria amino-terminal de 20-70 KDa e um dominio
quinase carboxi-terminal de aproximadamente 45 KDa (figura 1). Uma regidao de
dobradica conecta a regido regulatéria com o dominio quinase (NEWTON, 1997;
FONTAINHAS, OBUKHOV e NOWYCKY, 2005).

A porcao regulatéria contém um dominio autoinibitério chamado de
pseudosubstrato e dois dominios de ligacédo reversivel a membrana denominados de
dominios C1 e C2 (JAKEN, 1996). O dominio C1 € uma regido rica em residuos de
cisteina e esta presente em todas as isoformas de PKC. PKCs convencionais
apresentam duas cépias do dominio C1 denominadas de C1A e C1B. PKCs novas e
atipicas contém apenas uma cépia de C1, porém em PKCs atipicas o dominio C1 é
chamado de dominio C1 atipico por ndo se ligar a ésteres de forbol. O dominio C2
esta presente em todas as PKCs convencionais e novas (NISHIZUKA, 1995; JAKEN
1996; NEWTON, 1997; NEWTON, 2001). Proteinas quinases y e D nao possuem
dominio C2, mas apresentam um dominio chamado de PH, onde podem se ligar
fosfoinositideos (NEWTON, 2001).
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura primaria de proteinas membros da familia PKC.
No lado direito da figura estédo representados os cofatores requeridos para a ativagao por cada grupo
de PKC, sendo fosfatidilserina (PS), diacilglicerol (DG) e ca* (Newton, 2001).

No dominio catalitico estao localizados trés importantes sitios de fosforilacao -
a alca de ativagdo, o motivo de ativagdo e o motivo hidrofébico - e a cavidade para

ligacdo do substrato chamado de sitio catalitico (NEWTON, 2001). As isoformas de
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PKC fosforilam residuos de serina e treonina de seus substratos na taxa maxima de
10 reacoes por segundo (NEWTON, 2001).

A atividade enzimatica de PKC é criticamente regulada por trés mecanismos
(figura 2): (1) por fosforilagbes que modificam a conformagéo estrutural da enzima
preparando-a para a atividade catalitica, (2) pela ligacao de cofatores (DAG, forbol
ésteres e Ca®*) que conferem atividade enzimatica a proteina e (3) pela interagdo
com proteinas estruturais que posicionam a PKC perto de seus agentes regulatorios
e substrato (NEWTON, 2001; DEMPSEY,2000). Portanto, para exercer sua funcao
fisioldgica a PKC deve ser processada por fosforilacdo, ter seu pseudosubstrato
liberado do sitio catalitico e estar localizada estrategicamente dentro da célula
(NEWTON, 2001). Falhas em qualquer uma dessas etapas da regulacao prejudicam
a sinalizacao pela isoforma de PKC (NEWTON, 2001; SHIRAI e SAITO, 2002).
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Figura 2: Regulacédo da atividade enzimatica de PKC por (1) fosforilagao, (2) ligagéo de cofatores e
(8) interagdo com proteinas de ancoragem (Newton, 2001).

Para realizarem a sua funcao fisiolégica, inicialmente as PKCs sao
processadas por uma série ordenada de fosforilagcbes em trés regides conservadas
entre as isoformas de PKC situadas no dominio catalitico. Essas fosforilagcbes séo
requeridas para que a enzima adquira competéncia catalitica e se localize
corretamente dentro da célula (DEMPSEY, 2000).

A primeira fosforilagdo ocorre na al¢a de ativagcéo e é realizada pela quinase
dependente de fosfoinositideo-1, a PDK-1(NEWTON, 2001). Os mecanismos que
controlam esse evento ainda nao foram esclarecidos. Ja foi reportado que a PDK-1
apresenta elevada atividade in vitro e permanece constitutivamente ativa in vivo, e a

fosforilagdo por essa quinase € rigorosamente controlada in vivo. Portanto, uma
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sugestdo € que essa regulacao é realizada pelo proprio substrato, ou seja, a
regulacao da fosforilagdo de PKC pela PDK-1 ¢é feita pela prépria PKC que para ser
fosforilada deve apresentar adequada conformacao estrutural e situar-se em locais
especificos dentro da célula, préximos da PDK-1. Para tal, a PKC posiciona-se na
porcdo citoplasmatica da membrana, por meio da atividade de proteinas de
ancoragens, que sao reguladoras da localizacdo espacial de PKCs e de outras
proteinas, e entdo a PKC adota uma conformacdo especifica na qual o
pseudosubstrato esta fora do sitio ativo, expondo a alca de ativacdo (NEWTON,
2001).

Porém, outros autores reportam que a PDK-1 possui varios dominios de
fosforilagdo e sugerem no minimo dois mecanismos regulatérios para a atividade
dessa quinase (STEPHENS et al., 1998; CASAMAYOR, MORRICE e ALESSI,
1999;). Provavelmente as condicées de estudo para PKCs podem mascarar os
mecanismos de regulacédo da atividade de PDK-1 (NEWTON, 2001).

Apés a fosforilacdo da alca de ativacado pela PDK-1, as outras duas regides
do dominio catalitico, 0 motivo de ativagdo e em seguida o motivo hidrofébico, sao
rapidamente autofosforilados. Apds esses eventos de fosforilagdo a PKC adquire
uma conformagé&o denominada madura e se redistribui no citosol (DEMPSEY, 2000).
Nesse estagio a PKC ¢é cataliticamente competente, mas € mantida em uma
conformacéo inativa porque o pseudosubstrato ocupa a cavidade onde o substrato
ird se ligar (NEWTON, 2001). Portanto, como para a maioria das enzimas, os niveis
de expressao e de atividade enziméatica de uma PKC podem ou nao estar
relacionados. Desse modo, a ativagcdo enzimatica da PKC é tradicionalmente
detectada pela translocacdo da proteina para a porcao citosélica da membrana
plasmatica (DEMPSEY, 2000).

Shirai e Saito (2002) ressaltaram algumas limitacdes na interpretacdo de que
apenas a localizagdo da isoforma na membrana plasmatica é indicativo de PKC
ativada. Segundo eles, apesar de PKCs convencionais e novas translocarem para a
membrana plasmatica apos tornarem-se ativadas, elas também podem migrar para
outros compartimentos da célula que ndo a membrana plasmatica. Uma outra
questdo ainda nao esclarecida é se a proteina torna-se cataliticamente ativa apds
ser translocada ou se ela transloca apds adquirir competéncia catalitica (SHIRAI e
SAITO, 2002). Sakai et al. (1997) reportaram que PKC-y transloca para a membrana
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plasmatica apds tratamento com éster de forbol mesmo na presenca de
estaurosporina, um inibidor de ativacdo de PKCs.

A etapa de ativacdo das PKCs convencionais e novas € iniciada quando DAG
ou éster de forbol se liga no dominio C1 da enzima. Essa ligagdo ndao causa
significantes modificagbes conformacionais na proteina, mas altera as suas
propriedades quimicas. DAG ou éster de forbol recobre a fenda hidrofilica desse
dominio de modo a criar uma superficie hidrofébica que permite a sua ligacado a
membrana (NEWTON, 2001).

O DAG é um produto da clivagem, pela fosfolipase C-B, do fosfatidilinositol
4 5-bifosfato que estd presente em pequenas quantidades na camada interna da
bicamada lipidica da membrana plasmatica (ALBERTS et al, 2006). O DAG aumenta
a afinidade da isoenzima de PKC com a membrana atuando como uma “cola
molecular”. A elevagdo da concentragdo intracelular de Ca®* também é capaz de
ativar PKCs convencionais. O fon Ca®* se liga ao dominio C2 (JAKEN, 1996) e atua
como uma ponte entre o dominio C2 e a cabeca do fosfolipidio (JAKEN, 1996,
NEWTON, 2001).

A ligacdo da PKC madura a membrana pode ser feita pela ligacdo do
dominio C1 ou C2 ou ainda, pela ligacdo de ambos os dominios simultaneamente. A
ligacdo da PKC a membrana por apenas um dos dominios estabelece interacdes
relativamente fracas, da ordem de 10? a 10°M", dependendo da concentracdo de
diacilglicerol/ésteres de forbol, lipidios anidnicos e Ca®*. Apenas interacdes de
ambos os dominios, C1 e C2 simultaneamente sdo capazes de fornecer energia
suficiente para a liberacdo do pseudosubstrato do sitio catalitico permitindo a ligacédo
e fosforilagdo do substrato pela PKC (NEWTON, 2001).

A localizacao correta da PKC dentro da célula esta relacionada com a sua
especificidade (DEMPSEY, 2000). Varias proteinas de ancoragem ligam PKC.
Algumas regulam diferentes isoenzimas enquanto outras controlam a distribuicdo de
PKCs especificas. Existem proteinas de ancoragem para PKCs nao fosforiladas,
para PKCs fosforiladas mas néo ativadas e para PKCs ativadas (NEWTON, 2001).
Por exemplo, os receptores para PKCs ativadas (RACKSs) posicionam a PKC em sua
especifica localizagdo na porgéo citosélica da membrana permitindo rdpido acesso
da PKC ao DAG e ao seu substrato (DEMPSEY, 2000; JAKEN, 1996; NEWTON,
1997).
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Enfim, a atividade de PKC é regulada por sua maturacao, ativacao catalitica e
correta localizacao intracelular. Esses trés mecanismos regulatérios, em especial os
dois ultimos, determinam quando e onde cada isoforma de PKC ira desempenhar a
sua especifica fungao fisioldgica dentro da célula (SHIRAI e SAITO, 2002).

1.6 A CONTRIBUICAO DAS ISOFORMAS DE PROTEINAS QUINASE C PARA AS
COMPLICACOES DIABETICAS

Os trés principais fatores que determinam o desenvolvimento das
complicagdes diabéticas, sdo: (1) a modificagcdo na expressao e/ou na atividade de
PKCs, (2) hiperativacdo da via do sorbitol, (3) o aumento na formacao de produtos
finais avancados de glicacdo (AGEs) (KOYA e KING, 1998; DU et al.,, 2000;
BROWNLEE, 2001; EVCIMEN e KING, 2007).

O aumento do fluxo de glicose pela via do sorbitol tem como conseqliéncia o
estabelecimento de estresse oxidativo dentro das células (HAMADA et al., 2000). O
estresse oxidativo tem sido associado a modificacdes na homeostase intracelular de
Ca®* e processos de sinalizacdo e diminuicdo da atividade da bomba de Na*e K*.
Como resultado, a ativacao da via do sorbitol provoca a diminuicao na velocidade da
condugdao nervosa, diminuicdo no conteudo de mio-inositol, aumento na
concentragao citosélica de NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida) e
diminuicdo na concentragdo de NAD" (nicotinamida adenina dinucleotideo), entre
outros efeitos (SHINDO et al.,, 1992; DREHER, JORNOT e JUNOD, 1995,
BROWNLEE, 2001; COPPEY et al., 2001).

Além disso, como o sorbitol ndo se difunde facilmente através da membrana
foi sugerido que o aumento da concentracao intracelular dessa molécula causa dano
osmotico as células microvasculares (BROWNLEE, 2001).

A modificacdo na relacdo NAD/NADH inibi a atividade da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 0 que consequentemente aumenta a
concentragdo de trioses fosfatos dentro da célula. Provavelmente esse aumento
pode ser o responsavel pela elevacdo na formacdo de metilglioxal, um dos
precursores de AGEs e também de DAG (BROWNLEE, 2001).

AGEs sao formados por meio de reacdes covalentes ndo enzimaticas entre
compostos dicarbonil reativos e proteinas, lipidios e DNA. Os compostos dicarbonil
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reativos sao o glioxal, 3-deoxilglicosona e o metilglioxal. A formagédo do AGEs altera
a estrutura, funcionamento e turnover da molécula ao qual o composto dicarbonil se
ligou contribuindo para o gradual declinio da fungédo tecidual e manifestacao das
complicagdes patogénicas caracteristicas do DM (JAKUS e RIETBROCK, 2004).
Além disto, as células possuem receptores que sao ativados por AGEs e a
associacdao destas moléculas glicosiladas aos receptores disparam processos de
sinalizacdo celular e estresse oxidativo que provocam danos as células. A
quantidade destes receptores € aumentada no DM (PEYROUX e STERNBERG,
2006).

Com relagdo a PKC, varios estudos mostram que isoformas de PKC
contribuem para a patogénese de diferentes complicacées decorrentes do DM. O
efeito do DM sobre cada isoforma de PKC depende tipo celular em que a proteina
esta inserida, e do tempo decorrido da doenga (EVCIMEN e KING, 2007).

A hiperglicemia € um importante fator de risco para o desenvolvimento da
nefropatia diabética, de modo que a doenca nao ocorre na auséncia de
hiperglicemia mesmo na presenca de predisposicdo genética (SCHENA e
GESUALDO, 2005). A nefropatia diabética é uma sindrome clinica que resulta em
reducédo da capacidade funcional dos rins devido ao acumulo de matriz extracelular
no mesangio e na membrana basal dos glomérulos renais e extensivas lesbes no
intersticio dos tabulos renais (SCHENA e GESUALDO, 2005).

A hiperglicemia aumenta a sintese de DAG e a ativacdo de PKC nas células
mesangiais e em células endoteliais dos glomérulos (MCCARTY, 1998). Foi
observado que em ratos Sprague Dawley diabéticos a translocacéo das isoforma a e
B1 de PKC para a membrana aumentam em 50% quando comparado aos ratos
controles (KOYA et al, 1997). Eles também observaram que em ratos diabéticos
ocorre um aumento de 60% na quantidade de PKC-a fosforilada, enquanto em PKC-
B1 o aumento foi de 75%. Apesar do aumento na translocacédo e fosforilacao da
isoforma a de PKC nesses tecidos, utilizando o inibidor especifico de PKC-B
LY333531, foi verificado que apenas a ativacao da isoforma B1 é responsavel pelas
alteracées das funcdes das células endoteliais dos glomérulos e em células
mesangiais que estdo relacionadas com a nefropatia diabética. Nenhuma
modificagao foi observada na expressao e translocagao das isoformas B2, € e d de
PKC, que também foram analisadas (KOYA et al, 1997).
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A ativagdo da isoforma B1 de PKC em células mesangiais e em células
endoteliais dos glomérulos esta relacionada com o aumento na sintese do fator de
crescimento B (TGF- B) que eleva a deposicdo de proteinas da matriz extracelular
pelas células mesangiais, (KOYA et al, 1997; MCCARTY, 1998; SCHENA e
GESUALDO, 2005) aumenta a expressao do transportador de glicose-1 (GLUT-1)
que € o transportador de glicose das células renal residentes, elevando a
concentracdo e metabolismo da glicose dentro dessas células (SCHENA e
GESUALDO, 2005) e ativa fosfolipase A2 (PLA2) resultando no aumento da
producdo de prostandides vasodilatadores que dilatam seletivamente arteriolas
aferentes e causam hipertensdo nos capilares glomerulares (KOYA et al, 1997;
MCCARTY, 1998).

A hiperglicemia causa hipertrofia das células que compdem os tubulos renais
e fibrose intersticial devido ao acumulo de proteinas da matriz incluindo fibronectina
e colageno, podendo resultar na perda da funcdo dos tubulos proximais renais
(PHILLIPS et al., 1999). Foram analisadas por Western Blot a expressdo das
isoformas a, B1, B2, & e € de PKC das células dos tubulos renais proximais de ratos
Sprague-Dawley diabéticos por STZ e em ratos sadios. A hiperglicemia ndo afetou a
expressdo das isoformas B2, a, & e € mas a expressdao da isoforma B1 foi
significantemente aumentada. Foi também observado que ha uma correlagdo entre o
aumento da expressao de PKC-B1 e o aumento da expressao e translocacédo do
transportador de glicose GLUT-2. Portanto, essas alteragbes na expressao da
isoforma PKC-B1 e do GLUT-2 podem estar relacionadas com a patogénese de
danos aos tubulos renais proximais durante o DM (GOESTEMEYER et al., 2007).

A retinopatia diabética é também uma importante complicacao do DM, sendo
considerada a principal causa de perda da visdao na idade adulta (BURSSELL et al.,
1997). Shiba et al. (1993) reportou que em células endoteliais de ratos diabéticos por
STZ e de ratos geneticamente diabéticos, ocorre elevagdo nos niveis de DAG e
aumento na translocacdo de PKC do citosol em direcdo a membrana plasmatica,
sugerindo aumento da ativacdo de PKCs convencionais. Essas modificagdes estdo
associadas com reducéo do fluxo sanguineo nessa regiao. Experimentos realizados
utilizando injecdo de um inibidor seletivo de PKC-B na retina de ratos diabéticos
evidenciaram que essa isoforma € a principal responsavel pela alteracao do fluxo
sanguineo retinal (BURSSELL et al., 1997; CURTIS e SCHOLFIELD, 2004). Um dos
mecanismos pelo qual a ativacao de PKC pode causar vasoconstriccao na retina é
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pelo aumento da expressdo de endotelina-1 (ET-1), um importante vasoconstrictor
(TAKAGI et al., 1996).

Mudancas na atividade de PKC também tém sido relacionadas com
neuropatia diabética (NAKAMURA et al., 1999). A neuropatia diabética caracteriza-
se por diminuicdo da velocidade da conducdo nervosa e menor regeneracao
neuronal (KOYA e KING, 1998). Entretanto o papel de PKCs para a patogénse da
neuropatia no DM ainda ndo é clara (EVCIMEN e KING, 2007). Alguns autores
sugerem que em células nervosas, o DM prejudica o turnover de fosfatidilinositideos
e o0s niveis de DAG sao reduzidos durante a doencga, o que causa uma diminuicao
na atividade de PKC nos nervos periféricos (GREENE et al., 1992; BORGHINI et al.,
1994). Borghini et al (1994) avaliaram a expressao, distribuicdo e atividade das
isoformas a, Bl, Bll, 8, € e y de PKC no nervo ciatico de ratos sadios e diabéticos por
STZ. Foi reportado que, dentre as isoformas analisadas, apenas a isoforma y nao é
expressada no nervo ciatico dos animais sadios. Apds tratamento das células com
éster de forbol 50% do total das PKCs translocam para a membrana pra uma regiao
da membrana plasmatica rica em bombas de Na" - K" (Na* - K" ATPase), com
excecao da isoforma & que nao translocou. Nenhuma modificagdo na expressao,
distribuicdo e translocacao das isoformas de PKC estudadas foram observadas nos
ratos diabéticos. Os autores sugerem que durante o DM as PKCs sdo ativadas
porém, de maneira deficiente, 0 que explicaria as alteracbes caracteristicas da
neuropatia diabética. A reducédo da atividade de PKC comprometeria a fosforilagao
da subunidade a da enzima Na* - K" ATPase o que consequentemente compromete
a ativacdo da proteina.

Uma outra hip6tese para explicar a participagcdo de PKCs na patogénese da
neuropatia diabética é a ativagdo dessas proteinas pelo aumento da sintese de DAG
e diminuigdo do fluxo sanguineo vascular nos nervos periféricos (KOYA e KING,
1998). A inibicdo de PKCs normaliza a velocidade de conducdo nervosa em ratos
diabéticos (CAMERON et al., 1999) Foi reportado que a inibicdo especifica da
atividade de PKC-B previne as disfungcdes nervosas decorrentes do DM
(NAKAMURA et al., 1999).

Modificacbes na expressdo de PKCs em células musculares devido a
hiperglicemia podem ser responsaveis pelo aparecimento de miopatias durante o
DM (GILES et al., 1998). Muitos estudos tém sugerido que o aparecimento de
disfuncdes cardiacas em ratos diabéticos sdo causadas por alteragdes do miocardio
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devido a hiperglicemia (KOYA e KING, 1998). GILES et al. (1998) investigaram se
mudancas na atividade e expressdo de PKC sdo a causa do desenvolvimento de
alteracées no miocardio € no musculo gracil no DM. Eles verificaram que nos
estagios iniciais do desenvolvimento da cardiomiopatia diabética ocorre aumento na
expressao e translocagdo das isoformas a e & em células ventriculares de ratos
BB/Wor diabéticos. A expressdo e translocacao das isoformas B2, y e € nao
mudaram significativamente. Resultados similares foram observados em células do
musculo esquelético gracil. Como essas isoformas de PKC podem produzir
mudangas no pH, na concentracdo de Ca** e na contratibilidade celular, eles
concluiram que a atividade aumentada de PKC participa do desenvolvimento de
anormalidades na musculatura do miocardio e em musculos esqueléticos que sao
observadas na progressao do DM tipo 1. Por outro lado, ja foi reportado que o DM
aumenta a expressao da isoforma B2 no tecido cardiaco enquanto a expressao da
isoforma a ndo modifica significativamente (INOGUCHI et al., 1992). Wakasaki et al.
(1997) verificaram que camundongos transgénicos que superexpressam
especificamente a isoforma Bl de PKC no miocardio apresentavam,
comparativamente a espécie nativa, hipertrofia ventricular esquerda, necrose de
cardiomiécitos, fibrose multifocal e reducédo da funcéo ventricular esquerda. Nesse
mesmo estudo, a utilizacao de um inibidor especifico da isoforma BIl de PKC reduziu
a maioria das mudancas patologicas cardiacas desses animais, demonstrando que a
excessiva ativacao dessa isoforma de PKC pode causar cardiomiopatia.

KAWANO et al. (1999) demonstraram que PKC participa de uma importante
via dependente de Ca®* pela qual a situagdo de hiperglicemia ativa o transporte de
glicose para o interior de células musculares. Sob condigdes de hiperglicemia in
vitro, a ativagdo e translocacdo da isoforma PKC-B2 aumenta em trés vezes nas
células musculares esqueléticas. Simultaneamente, a distribuicdo dessa isoforma
diminui na fragdo citosolica. Foi observado também um aumento de 47% na ativagédo
e localizacdo da isoforma PKC-{ na fragdo de membrana. Por outro lado, a
distribuicdo das outras isoformas analisadas nesse trabalho (a, B1, d, €, e 0) entre o
citosol e a membrana ndo mostraram mudancgas significativas. Esses resultados
fornecem evidéncias de que a isoforma PKC-B2 é um importante componente da
cascata de sinalizacdo ativada por condicdo de hiperglicemia aumentando o
transporte de glicose para o musculo esquelético.
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Com relacédo ao efeito da hiperglicemia sobre a expressado de isoformas de
PKC em células cromafins da medula adrenal, apds exaustiva revisao bibliografica
nao encontramos um artigo que reporte esses efeitos. Esse estudo torna-se
necessario tendo em vista que varios trabalhos relatam a participacdo de PKCs em
vias de sinalizagédo relacionadas com a sintese (TAKEKOSHI et al., 2001 a, b;
BOBROVSKAYA et al., 2007; GELAIN et al., 2007) e secrecédo (SENA et al., 2001;
FONTAINHAS et al.,, 2005; MORGAN et al, 2005) de catecolaminas por essas
células. Além disso, ja foram observadas que durante o DM/hiperglicemia ocorrem
alteracdes nesses processos, o que compromete o equilibrio metabdlico do individuo
(GALLEGO et al., 2003; GALAN et al., 2004). Esses dados sugerem que alteracoes
na expressao ou atividade de PKC podem estar relacionadas com essas
modificacoes fisiopatoldgicas.

1.7 O PAPEL DE PROTEINAS QUINASE C NOS PROCESSOS DE SINTESE E
SECRECAO DE CATECOLAMINAS POR CELULAS CROMAFINS DA MEDULA
ADRENAL

A biossintese de catecolaminas nas células cromafins estda diretamente
relacionada com o processo secretério de modo que os estoques intracelulares
desses horménios séo restabelecidos apds a sua liberagdo na corrente sanguinea. A
biossintese de catecolaminas € principalmente regulada pela TH, sendo ela a
enzima responsavel por determinar a velocidade de producdo das catecolaminas
(GARCIA et al., 2006).

Diversos estudos reportam que as células cromafins possuem receptores
para diferentes moléculas sinalizadoras extracelulares que estimulam a sintese e/ou
a ativagcao de TH. Essas moléculas sinalizadoras ativam diversas vias de sinalizagao
intracelulares, algumas delas com participacdo de PKC.

A leptina, um horménio secretado pelo tecido adiposo, estd relacionado
principalmente com o metabolismo energético, regulacdo do apetite e do peso
corporal. A leptina é produto do gene ob e a presenca de receptores para leptina,
denominados de ObRs, em células cromafins da medula adrenal ja foi determinada

em diversas espécies, como em porcos, ratos, bois e humanos (AHIMA, 2005).
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Foi reportado que leptina estimula a sintese e atividade de TH em cultura de
células cromafins de porco por vias dependentes de PKC e a expressdo de TH é
completamente bloqueada na presenca de inibidores de PKC (TAKEKOSHI et al.,
2001b). Esse mecanismo de aumento da sintese de TH é dependente da elevacao
da concentracdo intracelular de Ca®*. A elevacdo dos niveis intracelulares de Ca?*
ativa PKCs convencionais que em seguida dispara a cascata de MAPKs (proteinas
quinases ativadas por mitégenos). Ao final da cascata MAPK é formado o fator de
transcricdo AP-1, que é responsavel pela transcricdo do gene de TH aumentando os
niveis de mRNA dessa proteina dentro da célula (TAKEKOSHI et al., 2001b).

Para testar se 0 aumento de mRNA era refletido no aumento da expressao de
TH com atividade biologica, a expressdo de TH e o conteldo de catecolaminas nas
células cromafins foram avaliados. Foi entdo verificado que a leptina estimula a
sintese e secrecdo de catecolaminas. Posteriormente foi observado que na
presenca de inibidor de PKC a sintese de TH é completamente inibida enquanto os
niveis intracelulares de catecolaminas sao significativamente reduzidos,
demonstrando a importancia de PKC para esses processos (TAKEKOSHI et al.,
2001b).

Um outra via pelo qual leptina aumenta a transcricdo de genes de TH é por
meio da ativacdo de PKC-e¢. Esses autores observaram que leptina aumente
significativamente a expressdo de PKC-¢ e AMPc (5‘'monofosfato de adenosina
ciclico) em células cromafins de bovinos cultivadas (TAKEKOSHI et al., 2001). Ja foi
reportado que essa isoforma de PKC pode ser ativada por AMPc (GRANESS et al.,
1997) e é capaz de ativar fatores de transcricdo génica de TH via cascata de
sinalizagcdo MAPK (TAKEKOSHI et al., 2001b).

O polipeptideo PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) e
seu receptor foram identificados em células cromafins adrenais (ARIMURA e
SHIODA, 1995). Esse peptideo regula a expressao dos genes de TH, DBH e PNMT
por meio de diferentes mecanismos que envolvem a ativacao de PKA e PKC. PKA
possui efeito estimulatério sobre a expressdo das trés enzimas. O aumento da
expressdao de RNAm de TH e DBH ocorre principalmente via PKA visto que PKC
também estimula, mais em menor escala a expressédo de TH, e parece nao participar
da regulacao da expressao de DBH. Por outro lado, PKC tem efeito inibitério sobre
expressao de PNMT (CHOI, PARK e HWANG, 1999).
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Bobrovskaya et al., (2007) demonstrou em células cromafins bovinas que
PKC é responsavel pela fosforilagdo de TH em Ser-40 e a manutengdo de sua
atividade enzimatica por um periodo de até 24 horas (fosforilacdo sustentada) em
resposta a estimulacdo nicotinica. PKC e outras proteinas fosforilam Ser-40 em
resposta a nicotina (DUNKLEY et al., 2004), porém todas elas, com exceg¢ao de
PKC, mantém a fosforilacao de Ser-40 por alguns minutos, o que € denominado de
fosforilacdo aguda.

A fosforilacdo sustentada € um importante mecanismo fisioldgico para a o
aumento da sintese de sintese de catecolaminas por longos periodos sem que seja
necessario o aumento da sintese de TH Esse mecanismo esté relacionado com a
resposta do organismo ao estresse metabdlico (BOBROVSKAYA et al., 2007).

Em células cromafins bovinas a ativagdo de proteinas Ser-40 quinases por
estimulacdo Nicotinica é dependente do influxo de Ca®" extracelular através de
canais de Ca®* dependentes de voltagem. A rapida inativacdo dessas quinases é
conseqiiéncia da reducdo dos niveis intracelulares de Ca®" Bobrovskaya et al.,
(2007) sugere que PKC é capaz de manter a fosforilagao sustentada do residuo Ser-
40 de TH devido a ocorréncia de um pequeno aumento da concentragcéo intracelular
de Ca®* que é suficiente para manter a atividade de PKC, mas é insuficiente para
sustentar a ativacdo das outras quinases que também fosforilam Ser-40 de TH.
Segundo os autores, reducao na atividade de fosfatases ndo estariam envolvidas.

Bobrovskaya et al.,, (2007) também relatou que o tratamento de células
cromafins com PDBU, um ativador de isoformas convencionais e novas de PKC,
manteve as PKCs ativas e aumentou significativamente a fosforilagdo de Ser-40 por
um periodo de até 24 horas. Yanagita et al, 2000 reportou apés tratar células
cromafins bovinas com PDBU, as isoformas a e € de PKC permaneceram ativadas
por no minimo 15 horas. Isso sugere que essas isoformas podem ser as
responsaveis pela fosforilacdo sustentada de Ser-40 em TH por 24 horas
(BOBROVSKAYA et al., 2007).

A sintese de catecolaminas também pode ser modulada pelo PrRP (prolactin-
releasing peptide). Essa proteina € um horménio hipotaldmico, mas ele e seu
receptor sdo também expressos na medula adrenal e em células cromafins PC12.
Tem sido sugerido que esse horménio exerce uma fungao autocrina e/ou endocrina
sobre as células cromafins adrenais, regulando a biossintese de catecolaminas
(TAKAHASHI et al., 2005). Nanmoku et al., 2005 reportou que em células PC12
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cultivadas PrRP estimulou a ativacdo da enzima TH e induziu a transcricdo dos
genes de TH, elevando os nives de RNAm. Esses efeitos de PrRP é parcialmente
inibido por inibidores de PKC. Ao utilizar um inibidor de PKA, foi também verificada
uma atenuacgao da sintese de TH. Esses resultados sugerem que PrRP estimula a
atividade e sintese de TH por meio da ativacdo de PKC e PKA (NANMOKU et al.,
2005).

Retinol também induz um aumento na atividade de TH via PKC (GELAIN et
al., 2007). O retinol (vitamina A) € uma molécula lipofilica que interage diretamente
com a membrana e pode produzir mudancgas na fluidez e no potencial elétrico da
membrana plasmatica. Gelain et al. (2007) demonstraram que retinol induz a
ativacdo de TH em dois residuos, em Ser-40 e Ser-31. PKC esta envolvido com a
fosforilacdo de TH em Ser-40, visto que inibidores de PKC bloqueiam
completamente essa fosforilagéo.

Retinol ativa PKC por meio de um lento aumento da concentracao intracelular
de Ca* que é dependente de Ca** do meio extracelular. Ndo ha participacdo de
Ca®* provenientes de pools intracelulares. A elevacdo desses ions dentro da célula
promovida por retinol € muito menor quando comparado ao induzido por estimulagao
nicotinica. Isso pode ser explicado pelo fato de que nicotina aumenta a concentragéao
intracelular de Ca?' por meio de receptores e canais idnicos e segundos
mensageiros, como AMPc e canais de Ca®. Ndo h& nenhum dado sobre a
expressdao de receptores de membrana para retinol. Como a concentracido
intracelular de Ca®" induzido por retinol é muito menor quando comparado com a
promovida por nicotina, ele ndo € capaz de ativar todas as quinases que sao
ativadas por nicotina, mas € capaz de ativar PKC (GELAIN et al., 2007).

A fosforilacdo de TH em Ser-31 induzida por retinol é mediada por ERK-1 e
ERK-2. Essas quinases podem ser ativadas de maneira dependente ou
independente de PKC. N&o foi encontrado evidéncia de que isoformas de PKC
estejam envolvidas, visto que inibidor de PKC nao afetou a fosforilagdo em Se-r31
(GELAIN et al., 2007).

Com relacao a secrecao de catecolaminas pelas células cromafins, diversos
estudos tem descrito diferentes proteinas que participam do processo secretorio que
sdo substrato de PKC.

PKC juntamente com proteina quinase A (PKA) e a fosfatase calcineurina
regulam a capacidade de nAChRs presentes em células cromafins retornarem a sua
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conformacdo ativa ap6s serem dessensibilizados (KHIROUG et al, 1998). Os
NAChRs podem ser dessensibilizados quando submetidos a exposi¢ao prolongada a
ACh ou a altas concentracdes desse neurotransmissor (ARTALEJO, 1995). PKC e
PKA ao fosforilarem dominios intracelulares de nAChR favorecem a
ressensibilizacdo desses receptores enquanto a calcineurina retarda o processo de
ressensibilizacdo. Portanto o balango intracelular entre PKC, PKA e calcineurina
regula o estado de fosforilacdo do nAChR (KHIROUG et al, 1998).

A ativacdo de receptores especificos presentes na superficie das células
cromafins adrenais de bovinos pelos agonistas bradicinina e histamina resulta na
ativacao de PKC. Essa ativacao por contrapartida, inibe a atividade da fosfolipase C
por um mecanismo de feedback que € controlado pela prépria PKC (BOARDER e
CHALLIS, 1992; SENA et al, 1996). Portanto, PKC regula a producédo de IP3,
molécula envolvida na mobilizagdo de fons Ca®** de pools intracelulares, interferindo
na secrecao de catecolaminas pelas células cromafins.

Experimentos realizados em células cromafins bovinas mostraram que o éster
de forbol PMA, ativador inespecifico de isoformas PKC deprime a despolarizacao e
consequentemente reduz a secrecdo de catecolaminas por essas células. A proteina
quinase C ao fosforilar canais de Ca®* sensiveis a voltagem exerce um controle
negativo que reduz a probabilidade de abertura desses canais. Canais de Ca**
sensiveis a voltagem do tipo L sdo os principais alvos para a inibicdo. Esse processo
pode ser essencial para a fina regulagdo da secregdo de catecolaminas por
receptores de membrana que interagem diretamente com PKC, ndo apenas em
células cromafins, mas também em neurdnios e em outros tipos de células
secretérias (SENA et al, 1996). Posteriormente foi reportado que a inibicado da
atividade de canais de Ca®" sensiveis a voltagem é mediado especificamente pela
isoforma € de PKC (SENA et al, 2001).

Por outro lado, foi reportado que em células PC12, a ativacéo inespecifica de
isoformas de PKC estimula a secre¢dao de catecolaminas mesmo na auséncia de
estimulo despolarizante e sem causar despolarizacdo da membrana plasmatica. A
PKC ao fosforilar CCDVs (canais de Ca®* dependentes de voltagem)
predominantemente do tipo L, causa a abertura desses canais, 0 que permite o
influxo de fons Ca®" através deles. A conseqiiente secrecdo de catecolaminas pelas
células PC12 pode ser devido ao aumento da sensibilidade do aparato secretorio ao
Ca*" (TAYLOR, 2000).
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Os canais de Na® controlados por voltagem sido fundamentais para o
processo de reversdo da polaridade da membrana plasmatica e consequente
aumento da concentracdo intracelular de Ca®* (CATTERAL et al, 2006). Além disso,
a densidade de canais de Na® controlados por voltagem sdo determinantes na
regulacdo do desenvolvimento, diferenciacdo e regeneracdo de células neuronais
(KOBAYASHI et al, 2002). A ativagdo de PKC reduz a densidade de canais de Na*
expressos na membrana plasmatica de células cromafins (YANAGITA et al, 1999;
YANAGITA et al, 2000). PKCs também regulam as propriedades elétricas de canais
de Na* controlados por voltagem. A fosforilagcdo de um residuo de serina (Ser-1506)
localizado na subunidade a que forma o canal de Na* torna a inativagdo do canal
mais lenta e reduz o pico de corrente de Na* através do canal (LI et al., 1993).

PKC também é capaz de regular o processo secretdrio em células cromafins
interferindo na dinamica do citoesqueleto visto que muitas proteinas que compdem o
citoesqueleto sao substratos de PKC. As MARCKS séao proteinas que unem actinas
globulares e estabelecem ligacbes cruzadas entre filamentos de actina que
preenchem o coértex celular (VITALE, 1995). PKC-¢ ao fosforilar essas proteinas
promove a desmontagem da malha cortical de actina facilitando a translocacao de
vesiculas secretorias para regides préximas da membrana plasmética (PARK et al.,
2006).

A ativacdo de PKC torna as vesiculas secretérias mais sensiveis a Ca®*
aumentando o numero de vesiculas que compdéem o conjunto de vesiculas
altamente sensiveis a Ca?* (HCSP). O disparo de um potencial de agdo devido a um
estimulo fisiol6gico aumenta o numero de HCSP localizadas préximas a canais de
Ca?*. Em adicdo, a ativacdo de PKC aumenta a sensibilidade das vesiculas
secretérias mais distantes dos canais de Ca®** ao ion Ca®*. Desse modo, tende a
recrutar vesiculas localizadas longe dos canais de Ca®* para serem secretadas,
alteram o padrao espacgo-temporal da exocitose em células cromafins (YANG et al,
2002).

A ativacao de PKC estimula a secregcdo de uma populacdo de vesiculas
menores e promove a ocorréncia do fenébmeno de “Kiss and run” (GRAHAM et al,
2000). No fenbmeno de “Kiss and run” nao acontece a fusdo completa da vesicula
secretéria com a membrana plasmatica que permite a liberacdo de todo o seu
conteudo para o meio extracelular. O que ocorre é a formacao de um poro de fusédo
temporario com a membrana plasmatica que permite apenas a parcial liberacdo do
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conteudo de catecolaminas devido a pequena extensao do poro e seu curto periodo
de abertura (CHEN et al, 2005).

Experimentos realizados em células PC12 mostraram que a isoforma ( de
PKC regula canais de K* controlados por voltagem (canais Kv) em células neuronais
(KIM et al.,, 2003). Os canais Kv consistem de quatro proteinas integrais de
membrana denominadas de Kva que juntas formam o poro idnico. As subunidades
Kva sao classificadas em quatro diferentes familias de acordo com o gene
codificador: familia Kv1 (gene Shaker), familia Kv2 (gene Shab), familia Kv3 (gene
Shaw) e familia Kv4 (gene Shal) (MISONOU e TRIMMER, 2004). Cada uma dessas
familias de Kva € composta por varios membros que foram identificados por analises
do DNA complementar (cDNA). A familia Kv.1 é composta por sete componentes
(Kvl — Kv-7), enquanto as outras familias de Kvs possuem menor numero de
componentes, sendo composta pelos seguintes membros: familia Kv2 (Kv2.1 e
Kv2.2), familia Kv3 (Kv3.1 — Kv3.4) e familia Kv4 (Kv.4.1 — Kv4.3) (SONG, 2002).

As propriedades funcionais dos canais Kv dependem das subunidades Kva
que formam o canal e da interagcdo dessas subunidades com proteinas auxiliares
que possuem fungdes regulatérias. Os canais podem ser homotetraméricos, quando
as quatro subunidades Kva séo idénticas, ou heterotetraméricos, quando as
subunidades sao diferentes. Com relacdo aos canais heterotetraméricos, esses
apresentam caracteristicas variadas que dependem das interacdes entre cada
subunidade que o forma (MINOSOU e TRIMMER, 2004). Dentre as proteinas
regulatérias, as mais bem estudadas sdo as subunidades citoplasmaticas Kvfs
(PONGS et al., 1999; GULBIS et al., 2000).

O efluxo de K" através dos canais Kv regula o potencial de membrana,
determinando a abertura ou ndao dos diferentes canais idnicos dependentes de
voltagem localizados na membrana plasmatica, inclusive os canais de Na* e Ca**
gue sao fundamentais para o processo secretério (ARTALEJO, 1995).

Os canais de K" do tipo Kv1.4, Kv3.4, Kv4.1, Kv4.2 e Kv4.3 permitem o efluxo
de ions quando a célula se encontra polarizada e sao rapidamente inativados
quando a célula despolariza. Portanto, esses canais regulam a formacao do primeiro
pulso elétrico despolarizador e também participam da regulacdo da freqiéncia com
que as despolarizagdes ocorrem. Esse tipo de corrente de K+ é denominado de
corrente do tipo A (SERODIO, et al., 1996).
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Os canais Kv retificadores sdo responsaveis pelo restabelecimento do
potencial de repouso da membrana apds a despolarizacdo e propagacdo de um
potencial de acdo em células nervosas e musculares. Portanto, esses canais
modulam a freqiiéncia e duragdo do potencial de acdo nessas células (MARTENS,
KWAK e TAMKUN, 1999). Os canais Kv2.1, Kv2.2, Kv3.1 e Kv3.2 sdo responsaveis
pela formacao de corrente retificadora de K™ (SONG, 2002).

Kim et al, (2003) demonstraram que por meio de uma proteina denominada
de p62, a PKC-C se liga e fosforila a subunidade Kv B. A fosforilacdo dessa
subunidade regulatéria modula a atividade do canal, diminuindo a dependéncia por
voltagem e possivelmente reduzindo a intensidade da despolarizacdo da célula
quando ela é estimulada. Enquanto a célula PC12 estd em repouso, o nivel de p62 é
mantido abaixo de um nivel critico, de modo que a isoforma ¢ de PKC nao se liga a
subunidade Kv B. Quando a célula é estimulada eletricamente a expressédo da
molécula p62 é aumentada permitindo que PKC-C se aproxime e fosforile Kv 8 (KIM
et al.,, 2003). Dessa maneira, essa isoforma de PKC desempenha um importante
papel no comportamento elétrico da célula cromafim, o que pode influenciar sua
capacidade secretoria.

1.8 PROTEINAS QUINASE C E A CASCATA DE SINALIZACAO MAPK EM
CELULAS CROMAFINS ADRENAIS

Proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKs) sdo serina/treoninas
quinases que sao ativadas por fosforilagdo em resposta a uma variedade de
estimulos extracelulares e em seguida ativam varias proteinas intracelulares
(BLENIS, 1993).

Dependendo do estimulo extracelular, a via de sinalizagdo MAPK regula, por
exemplo, a transcricdo de genes, a localizacao especifica de proteinas dentro da
célula, a proliferagao celular, a embriogénese, a diferenciagdo celular e a motilidade
celular. A ativagdo inadequada de vias de sinalizagcdo MAPK tem sido relacionada
com doencas, tais como cancer, doencas inflamatérias, obesidade e DM
(LEVENSON et al., 2004; LAWRENCE et al., 2008).

Uma cascata MAPK é composta por trés ou mais quinases que se fosforilam
de maneira sequencial. Ja estd bem estabelecido que a sinalizacdo MAPK néao é
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formada por uma Unica via de sinalizagdo, existem portanto varias cascatas de
sinalizagdo MAPK. Um determinado estimulo extracelular desencadeia a fosforilagao
de uma via de sinalizacdo MAPKs especifica (SEGER e KREBS, 1995; COBB,
1999).

As quinases que formam a cascata MAPK recebem duas denominacdes
(figura 3). Uma dessas denominacdes refere-se ao nivel da cascata que ocupa,
sendo igual para todas as quinases que ocupam igual posicdo, mesmo pertencendo
a vias de sinalizagdo MAPK distintas. Em acordo com o nivel da cascata que ocupa,
as MAPKs sao designadas como MAP4K, MAP3K, MAPKK, MAPK e MAPKAPK
(SEGER e KREBS, 1995).

A outra denominacao refere-se ao grupo de isoformas que constituem um
nivel da cascata em uma via de sinalizagao especifica. No caso de um estimulo que
ativa isoformas de PKC, a via MAPK é constituida pela isoforma de PKC (MAP4K),
c- Raf-1 (MAP3K), MEK-1 e MEK-2 (MAP2K), ERK-1 e ERK-2 (MAPK) (SEGER e
KREBS, 1995).

A quinase c-Raf-1 é uma das isoformas da familia Raf, outros membros dessa
familia em células de mamiferos sdo as isoformas A-Raf e B-Raf (Hagemann e
Rapp, 1999). A isoforma c-Raf-1 apresenta aproximadamente 75 KDa, e contém um
dominio quinase na porcao carboxi-terminal e um dominio regulatério na
extremidade amino-terminal (COBB, 1999). Enquanto c-Raf-1 ndo é ativada, é
mantida no citosol. A ativacao de c-Raf-1 é realizada pela proteina RAS que induz a
sua translocagado do citosol em direcdo a membrana plasmatica (DOUGHERTY et
al., 2005). Mas, ja foi reportado que PKCs convencionais também podem
diretamente ativar c-Raf-1 (SOZERI et al., 1999). Apoés ativada, c-Raf-1 fosforila e
ativa MEK (mitogen extracellular signaling-regulated kinase) -1 e MEK-2 (WU et al.,
1993). A fosforilacdo de MEK-1 e -2 envolve a fosforilagdo de um unico residuo de
serina (AHN et al.,, 1993). MEK-1 € uma proteina de 41 KDa, enquanto MEK-2
apresenta 45 KDa (SEGER e KREBS, 1995). MEK-1 e MEK-2 também podem ser
ativadas por MEK quinase (MEKK) e autofosforilacdo (GARDNER et al., 1994). As
MEKSs ativadas ativam as isoformas ERK-1 e ERK-2 (SEGER e KREBS, 1995).
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Figura 3: Cascata de sinalizagdo MAPK com participacdo de PKC (adaptado de Seguer e Krebs, 1995).

As ERKs (extracellular signal-regulated kinases) consistem também em uma
familia de isoformas, sendo que ERK-1 e ERK-2 sdo as mais estudadas. Outras
isoformas ja descritas sdo a ERK-3 (BOULTON et al., 1994), ERK-4 (BOULTON e
COBB, 1991), ERK-5 (LEE et al., 1995) e ERK-7 (ABE et al., 1998). ERK-1 e ERK-2
podem fosforilar um grande numero de proteinas apds sua ativacdo. Geralmente
essas proteinas sao regulatérias (SEGER e KREBS, 1995). Fatores de transcricao
nuclear sao substratos de ERK, sendo fosforilados apés a translocagéao de ERK para
o nucleo (LENORMAMND et al, 1993).

Foi observado que em odcitos de sapos do género Xenopus, as isoformas de
Raf sdo expressas em baixa concentracdo quando comparado com o nivel de
expressao das isoformas MEK-1 e MEK-2. Essa diferenca de expressao entre essas
quinases permite que o sinal ao ser transmitido de Rafs para MEK-1 e MEK-2 seja
amplificado. Quando essas isoformas transmitem o sinal para ERK-1 e ERK-2 nao
ocorre amplificacdo. Geralmente, a concentracao dessas isoformas de MEK é maior
que a de ERK-1 e ERK-2. Isso pode ser explicado pela necessidade de MEKs ter
que fosforilar 2 residuos (uma serina € uma treonina) de ERKs. Devido a maior
expressao de MEK-1 e MEK-2, rapidamente o limiar de ERK-1 e ERK-2 ativadas
para desencadeamento da resposta ao estimulo é alcangada (FERREL, 1996).

Varios estudos sugerem que PKCs estdo envolvidas na regulagao de MAPKs
em células cromafins adrenais (COX e PARSONS, 1997; TAKEKOSHI et al., 2001;
MENDOZA et al., 2003; YANAGITA et al., 2003; WADA et al., 2004). Portanto, as
MAPKs também participam dos processos de sintese e secrec¢do de catecolaminas
por essas células.
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Ja foi reportado que quando células cromafins intactas de bovinos sao
tratadas com nicotina, as células sdo estimuladas a secretar catecolaminas. Nessas
mesmas condicoes foi observado que PKCs e MEKs também sao ativadas (COX e
PARSON, 1996). Em experimento no qual foi utilizado inibidores de PKCs, foi
observado que a secrecao estimulada por nicotina e a atividade de MEK foram
reduzidas. Quando as células foram tratadas com inibidores de MEK, a secrecéo de
catecolaminas estimulada por nicotina também foi reduzida. Portanto, PKC e MEK
participam do processo de secrecdo de catecolaminas e parte do mecanismo de
secrecao dependente de PKC ocorre via cascata de sinalizagdo MAPK (COX e
PARSONS, 1997).

Mendoza et al., 2003 reportaram que a despolarizagdo de células cromafins
bovinas por meio de elevadas concentragdes de K+ (40mM) causa a fosforilacdo de
ERK por uma via dependente de PKC. Foi observado que as células cromafins que
foram tratadas com um inibidor de PKCs convencionais (G66976), quando
submetidas a despolarizacdo por K+, a fosforilacdo de ERK era reduzida em
aproximadamente 96%. Nao foi observada reducgao significativa quando as células
cromafins foram tratadas com inibidores de PKA e CaM quinase (CaMK). Em células
tratadas com PMA e despolarizadas por K+ ndo foi observado elevacdo na
expressao de ERK fosforilado. Esses resultados indicam que o aumento na
concentracdo de Ca2+ livre intracelular induzido pela despolarizacdo por K+ e a
ativacao de PKC (pelo PMA ou Ca2+) convergem para a mesma via de sinalizacao
que resulta na fosforilagdo de ERK.

Em experimentos nos quais as células cromafins foram tratadas com dois
inibidores seletivos de MEK foi observado reducédo na expressao de ERK fosforilada,
0 que sugere que nessa via de sinalizacdo ERK era fosforilada por MEK. Em
seguida foi analisado qual isoforma de PKC convencional seria a responsavel pela
fosforilacdo de MEK. Com base nos estudos de Sena et al., (1996) e Yanagita et al.,
(2000), apenas a isoforma convencional a de PKC foi detectada em células
cromafins. Portanto, Mendonza et al., (2003) analisou a distribuicao intracelular de
PKC-a por meio da técnica de imunohistoquimica. As analises de imagens confocais
mostraram que em células cromafins nédo estimuladas, PKC-a encontra-se
distribuida por todo o citoplasma. Quando a célula cromafim € despolarizada por K+
ou PMA, a PKC transloca para a membrana plasmatica, regido perinuclear e nucleo,
sendo que a expressdo de PKC-a observada no citosol é diminuida. Com base



54

nesses resultados, os autores concluiram em células cromafins bovinas, a
fosforilacdo de ERK induzida por elevada concentracdo de K+ ocorre de maneira
dependente de ativacdo de PKC-a.

Proteinas que constituem a cascata de sinalizagdo MAPK e as isoformas a e €
de PKC também estado relacionadas com a expressao de canais Na+ na membrana
plasmatica de células cromafins adrenais (YANAGITA et al., 2003). O canal de Na+
€ formado pela unido de duas subunidades, as subunidades a e 3. A subunidade a é
responsavel pela formacao do poro idbnico enquanto a subunidade B esta relacionada
com a abertura do poro do canal (GOLDIN, 2001).

Yanagita et al., (2003) observou que quando as células cromafins foram
tratadas com inibidores da fosforilacdo de ERK-1 e ERK-2 (PD98059 ou U0126) ou
submetidas a deprivacao de soro, a fosforilagdo de ERK-1 e ERK-2 foi reduzida. A
deprivacdo de soro provavelmente causou a reducdo da fosforilacdo de ERK-1 e
ERK- 2 devido ao fato de que vérios fatores de crescimento estdo presentes no soro,
embora ainda ndo seja conhecida a concentracdo média em que esses fatores se
encontram no soro (PEARSON et al., 2001). Foi também observado que nas células
tratadas a meia-vida do RNA mensageiro (MRNA) da subunidade a foi prolongado
de 17,5 para aproximadamente 26h e a taxa de transcricdo génica dessa proteina
nao foi alterada. Desse modo, a expressao da subunidade a do canal na membrana
plasmatica foi aumentada, por outro lado, a meia vida da subunidade B ou a
estabilidade do seu mRNA nao foram modificadas.

Portanto, ha uma relagéo inversa entre a fosforilagdo de ERK-1 e ERK-2 e a
estabilidade do mRNA da subunidade a do canal de Na+, que é suficiente para
aumentar a densidade desses canais na membrana plasmatica Apesar de apenas a
estabilidade da subunidade a ter sido aumentada, a funcionalidade do canal de Na+
preservada (YANAGITA et al., 2003).

Wada et al., (2004) reportaram que a ativacdo de isoformas especificas de
PKCs reduz a expressao de canais de Na+. A ativacao da isoforma a promove a
internalizacdo desses canais enquanto a ativacao da isoforma € reduz a meia vida
do mRNA mensageiro da subunidade a que forma o canal iénico.

Com relacao a sintese de catecolaminas, Cammarota et al., (2003) reportou
que o tratamento de células cromafins adrenais bovinas com histamina causa a
fosforilacdo de TH no residuo Ser-31 por meio da ativacao de ERK-1 e ERK-2. Para
certificar se a fosforilacdo de ERK-1 e ERK-2 estava relacionada com a fosforilacao
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de Ser-31 as células foram tratadas com inibidores de MEK-1 e MEK-2. Foi entédo
observado que a fosforilacdo de Ser-31 foi completamente bloqueado. A
mensuracao da atividade de TH apoés tratamento das células com um inibidor da
atividade de histamina reduziu significativamente a atividade da TH, mostrando que
a ativacao de Ser-31 por histamina € necessaria para a total ativacao de TH.

Como dito anteriormente no item 1.7, o hormdnio leptina ao se ligar a
receptores especificos na membrana de células cromafins aumenta a freqiiéncia da
transcricdo do gene de TH, elevando a expressao de mRNA dessa proteina. Esse
processo resulta no aumento da expressao de TH com atividade biol6gica, o que
eleva a sintese de catecolaminas. Em experimentos utilizando inibidores de PKC foi
observado que a expressao é completamente bloqueada, demonstrando que essa
quinase é determinante para o aumento da sintese de catecolaminas estimulada por
leptina (TAKEKOSHI et al., 2001).

Uma das vias pela qual leptina estimula a sintese de catecolaminas de
maneira dependente de PKC ocorre pelo aumento da concentracao intracelular de
Ca2+ através da ativacao de canais de Ca2+ dependentes de voltagem. A elevacao
dos niveis intracelulares de Ca2+ ativa PKC convencionais que em seguida dispara
a cascata de MAPKs (TAKEKOSHI et al., 2001).

Varios estudos sugerem que PKC regulam MAPKs em células cromafins
(SOZERI et al., 1992; COX e PARSONS, 1997). PKCs, mas principalmente as PKCs
dependentes de Ca2+ sao capazes de diretamente fosforilar Raf-1, primeira quinase
da cascata MAPK (SOZERI et al., 1992; SEGER e KREBS, 1995).

Ao final da cascata MAPK, ocorre a ativacdo de ERKs e JNK que séo
quinases que regulam a atividade de fatores de transcricdo génica, e entao
fosforilam c-Fos e c-Jun respectivamente. Portanto é formado o fator de transcricdo
AP-1, que é constituido pelo dimero c-Fos/c-Jun que inicia a transcricdo do gene de
TH aumentando os niveis de mRNA de TH dentro da célula (TAKEKOSHI et al.,
1999).

Foi também observado que na auséncia de leptina, PMA, um ativador de PKC
aumentam a atividade de ERK-1 e ERK-2, demonstrando a agédo direta de PKC
sobre estas MAPKs. As atividades de ERK-1 e ERK-2 foram completamente
bloqueadas pela a¢do de inibidores de PKC. Por outro lado, a atividade de PKC néo
€ bloqueada por inibidor de PKCs demonstrando que MAPKs estdo localizadas
abaixo das PKCs nesta cascata de sinalizacao
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Um outra via pelo qual leptina e PMA aumentam a transcricdo de genes de
TH é por meio da ativacdo de PKC-¢. Esses autores observaram que leptina
aumenta significativamente a expressao de PKC-¢ e AMPc em células cromafins de
bovinos cultivadas (TAKEKOSHI et al., 2001). Ja foi reportado que essa isoforma de
PKC pode ser ativada por AMPc (GRANESS et al., 1997) e é capaz de fosforilar Raf,
e essa quinase em seguida ativa ERKs (SOZERI et al., 1992). Em seguida ERKS
translocariam para o nucleo e fosforilariam fatores de transcricdo génica
relacionados a TH(TAKEKOSHI et al., 2001).

Portanto, os trabalhos citados acima e no item anterior (item 1.7) mostram
claramente que PKCs estao diretamente envolvidas nos processos de sintese e
secrecao de catecolaminas pelas células cromafins da medula adrenal.

A nossa hipoétese é que reducdo na sintese e secrecdo de catecolaminas
pelas células cromafins durante o DM estdo relacionadas com modificagdes nos
processos de sinalizagdo intracelular nessas células. Hipotetizamos também que
essa reducao na sintese e secrecao de catecolaminas é causada pela hiperglicemia.

Para testar essa hipétese usaremos o modelo de DM induzido por STZ em
ratos Wistar. Utilizaremos a técnica de imunohistoquimica para fazer analises
comparativas da expressao e distribuicdo de isoformas de PKC em células cromafins
da medula adrenal de ratos sadios e ratos diabéticos.

Para investigar o efeito do DM/hiperglicemia sobre a expressdo de PKCs
faremos comparagdes entre animais diabéticos hiperglicémicos e diabéticos com
glicemia controlada fazendo a quantificacdo dessas proteinas por Western Blot.

Com esses estudos pretendemos estabelecer um panorama mais completo
sobre o efeito do DM sobre a fisiologia das células cromafins, contribuindo para uma

maior compreensao dos problemas de contra-regulacao dos niveis glicémicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Contribuir para a compreensao do efeito do DM sobre a fisiologia das células

cromafins da glandula supra-renal.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o efeito do DM sobre a expressao das isoformas de PKC em células

cromafins de ratos diabéticos;

- Determinar se o tratamento de ratos diabéticos com insulina, mantendo os
niveis glicémicos proximos ou dentro da faixa de normoglicemia reverte as
modificacées causadas pelo DM na expressao das isoformas a,e e ¢ de PKC

em medula de glandula supra-renal de rato.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 60 dias de idade, provenientes do
Centro de Biologia da Reproducédo da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os
animais foram acondicionados no Biotério Setorial do Departamento de Biologia, em
ambiente com temperatura controlada entre 23°C + 2°C, ciclo de luz definido em 12h
de claro (7 as 19h) e 12h de escuro (19h as 7h) e livre acesso a agua e racao
comercial completa (Nuvital™, BR). Essa racdo era composta por 55% de
carboidratos, 22% de proteinas, 4,5% de gorduras e 18,5% de residuos minerais.

O nosso modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na
Experimentacao Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.2 INDUCAO DO DIABETES MELLITUS E SACRIFICIO DOS ANIMAIS

O DM foi induzido nos animais, apés jejum de 12h, pela injecao intravenosa
da citotoxina estreptozotocina (STZ) diluida em tampao citrato 0,05M na dose de
50mg por Kg de massa do animal. O grupo controle recebeu apenas injecao de
tampao citrato sem STZ.

Os experimentos realizados durante esse trabalho seguiram o cronograma
representado na figura 4. O dia em que o DM foi induzido nos animais foi
denominado de dia zero. No dia 2, era verificada a eficiéncia da inducao da doenca
por meio da mensuracéo da glicemia capilar de jejum dos animais. Para tal, os ratos
foram submetidos a jejum prévio de 10 horas. Para mensuracdo da glicemia foi
utilizado glucdmetro clinico que usa como principio o método da glicose oxidase
(BERGMEYER e BERNT, 1974).

Nesse trabalho todos os animais controles apresentaram glicemia de jejum
entre 60 a 100mg/dl. Todos os animais diabéticos incluidos no trabalho
apresentaram glicemia de jejum acima de 250mg/dl. Os animais que nao estavam
dentro deste padrao estabelecido foram descartados do estudo.
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Entre o0 dia 2 e o dia 14 do experimento os animais foram submetidos a
diferentes tratamentos de acordo com o grupo experimental a que pertenciam.

No dia 15, ultimo dia do experimento, os animais foram sacrificados por
concussao cerebral. Apés o sacrificio, os ratos foram adrenalectomizados e as

glandulas foram imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido.

7.9 9

Pesagem e Mensuragao da Sacrificio por
inducédo do glicemia concussao cerebral e
diabetes retirada das adrenais
(50mg de STZ/Kg)

Figura 4 — Organizagao cronologica entre a indugao do diabetes e sacrificio dos animais.

3.3ESTABELECIMENTO DO PROTOCOLO DE TRATAMENTO DE RATOS
DIABETICOS POR ADMINISTRACAO DE INSULINA NPH HUMANA

O controle dos niveis glicémicos dos ratos diabéticos foi feito por meio de
injecbes subcutaneas de insulina NPH humana exdégena. O objetivo desse
tratamento foi manter a glicemia desses animais o mais proximo possivel da
normoglicemia durante as 24 horas do dia.

Para alcancar esse objetivo analisamos o padrdo de variagdo dos niveis
glicémicos e o comportamento alimentar de ratos Wistar durante as 24 horas do dia.
Essas informacdes foram relevantes para a estipulagcdo dos horarios e a dose de

insulina a ser administrada nos animais.

3.43.31 O COMPORTAMENTO ALIMENTAR E VARIACAO DOS NIiVEIS
GLICEMICOS DE RATOS DURANTE AS 24 HORAS DO DIA

O estudo da variagdo dos niveis glicémicos e padrdo do comportamento
alimentar de ratos Wistar durante as 24 horas do dia foram realizados dois dias apés

o DM ser induzido nos animais. Tanto as variacdes dos niveis glicémicos quanto das
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taxas de ingestdo foram medidos de hora em hora. A ingestdo de alimento foi
medida pesando a racdo e a glicemia, como dito anteriormente, foi medida

utilizando-se glucémetro clinico.

3.3.2 TRATAMENTO DE RATOS DIABETICOS POR INSULINA NPH HUMANA

Inicialmente foi determinado para o tratamento dos ratos diabéticos a
administracdo de 4U de insulina NPH humana ao dia, em acordo com os resultados
encontrados nos estudos da variagdo dos niveis glicémicos e do padrdo do
comportamento alimentar de ratos (item 3.3.1). Uma unidade de insulina foi injetada
as 10h e 13h e as 2 unidades restantes as 19h. A glicemia foi medida todos os dias
as 10h, 13h e 19h, imediatamente antes da injecao de insulina.

Ao longo do tratamento, em média a cada 3 dias, essa dose diaria de insulina
foi ajustada de acordo com as glicemias de cada individuo. Apds testarmos a
eficiéncia de diferentes doses e fracionamentos de insulina NPH em manter os
niveis glicémicos dos animais o mais préximo possivel da normoglicemia, propomos
que a dose diaria de insulina com a qual os animais apresentaram melhor controle
glicémico foi de 5U/dia, sendo 1U aplicada as 13h e as 4U restantes as 19h. Esse foi
o protocolo utilizado para o tratamento dos animais.

Realizamos em seguida, um experimento no qual os animais foram tratados
com o esquema de tratamento proposto. Nesse experimento a glicemia foi medida 5
vezes ao longo de todo o tratamento, sempre as 19h, com excecao para o dia 15.
Nesse dia, a glicemia foi mensurada as 8h, estando os animais com 10 horas de

jejum.

3.3.3 AVALIAGAO DA EFICACIA DO TRATAMENTO DO DIABETES MELLITUS

Para verificar a eficacia do tratamento do DM pelo esquema de
insulinoterapia proposto comparamos 0 ganho de massa corporal, a glicemia capilar
de jejum, os niveis plasmaticos de frutosamina, trigliceridios, colesterol total,
colesterol HDL (c-HDL), colesterol LDL (c-LDL) e colesterol VLDL (c-VLDL) entre os
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animais controles, ratos diabéticos tratados com insulina (DTI) e ratos diabéticos
tratados com salina (DTS) (figura 5).

Nos horarios em que os DTI receberam injecoes de insulina NPH (1U as 13h
e 4U as 19h) os ratos DTS receberam injecoes com volume semelhante de solucéo
salina e os ratos controles receberam agulhadas sem injecdo de qualquer
substéancia.

Todos os animais foram pesados no dia da inducdo do DM (dia zero) e no
ultimo dia do experimento (dia 15). Para obtermos o dado referente ao ganho de
massa corporal de cada rato subtraimos o valor da massa corporal obtido no dia 15
do valor obtido no dia zero.

A glicemia capilar de jejum foi mensurada nos dias 2 e 15 do experimento.
Para tal os animais foram submetidos previamente a 10 horas de jejum. A
mensuracao da glicemia no dia 2 teve como objetivo selecionar os ratos que foram
tratados com STZ que apresentavam glicemia de jejum acima de 250mg/dl. No dia
15, a mensuragao da glicemia constituiu um dado para avaliacdo da eficacia do
tratamento com insulina.

Imediatamente apdés o sacrificio, sangue da artéria aorta foi coletado e
armazenado em tubos especificos para coleta de soro (VACUETTE®, BR). O soro foi
utilizado para a andlise dos parédmetros bioquimicos frutosamina, trigliceridios,
colesterol total e c-HDL por meio de conjunto diagnostico (Gold Analisa Diagnéstica
Ltda, BR).

Dentre os animais do grupo DTI, foram analisados apenas o soro dos ratos
que apresentaram glicemia capilar de jejum entre 60 e 150mg/dl ao final da

insulinoterapia (dia 15 do experimento).
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Figura 5 — Cronograma do tratamento de ratos diabéticos com insulina e procedimentos ao final do
tratamento para verificar a eficacia da insulinoterapia.
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Os niveis de frutosamina séricos foram determinados pelo método cinético-
colorimétrico. Esse método é baseado na reacdo de reducdo do sal azul de
nitrotetrazélio pela frutosamina endlica em pH alcalino com formacdo de um
precipitado purpura denominado formazan. A velocidade de formacao do formazan
em uma determinada temperatura é proporcional a concentragéo sérica de proteinas
glicadas (BAKER et al., 1985). Os resultados foram expressos em umol/l.

A concentracdo sérica de trigliceridios (FOSSATI e PRENCIPE, 1982)
colesterol total (SVENSSON et al, 1982) e c-HDL (KIMBERLY et al., 1999) foram
determinadas por métodos enzimaticos-colorimétricos que tem em comum a etapa
final na qual é produzida uma quinonimina de cor vermelha cuja absorbancia medida
a 500 nanémetros é diretamente proporcional a concentracdo do lipidio que esta
sendo mensurado. Os resultados foram expressos em mg/dl.

Os niveis séricos do c-VLDL e c-LDL foram calculados pela férmula de
Friedewald (FRIEDEWALD, LEVY e FREDRICKSON, 1972) :

C|_D|_= Ctotal -C HDL" Triqlicerl'deos
5

sendo que

CvipL= Triglicerideos
5

Os resultados foram expressos em mg/dl.

3.5 ANALISE DA EXPRESSAO DAS ISOFORMAS DE PROTEINA QUINASE C
POR IMUNOHISTOQUIMICA

3.4.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Trabalhamos com dois grupos experimentais: ratos diabéticos com DM
induzido por STZ (DTS) e ratos controles (C). A formagao dos grupos experimentais
foi realizada de acordo com o protocolo descrito no item 3.2.

Esse estudo teve como objetivos avaliar a expressdo de isoformas de
proteina quinase C em ratos controles e também avaliar o efeito da doenca 15 dias
apoés a sua inducao.
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Figura 6 — Cronograma do experimentos realizados para estudo da expressido de PKC por
imunohistoquimica.

3.4.2 TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA PARA ANALISE DA EXPRESSAO

DAS ISOFORMAS A, E E Z DE PROTEINA QUINASE C

Foram estudadas a expressao das isoformas alfa, épsilon e zeta, ja descritas
em células cromafins bovinas (SENA et al., 1996; YANAGITA et al., 2000).

No momento da preparagdo do material, as glandulas foram emblocadas em
OCT (optical cutting temperature) e mergulhadas em nitrogénio liquido. Apdés 15
minutos, as glandulas foram submetidas a corte semi-seriado de 4 um em criostato a
-20 °C. Apos os cortes, as laminas foram mergulhadas em acetona gelada por 20
segundos para a fixagcdo do material.

Para o tratamento com anticorpos, os cortes histoldgicos foram submetidos a
fixagdo com metanol 100% por 10 minutos a 4 °C. Apds a fixacdo e lavagem com
tampao fosfato (PBS), foi realizado o bloqueio das ligacdes inespecificas tratando as
laminas com PBS com 3% de albumina, por 15 minutos. Logo apds, as laminas
foram novamente lavadas com PBS e se iniciou o tratamento com anticorpos.

Foram utilizados anticorpos mono-especificos para cada uma das isoformas
de PKC (anti-mouse monoclonal, Transduction Laboratories, USA). Estes anticorpos
foram diluidos em PBS com 1% de albumina em diluicbes entre 1:50 e 1:65. O
tratamento com o primeiro anticorpo durou entre 15 e 17 horas, em camara Umida a
4 °C. Apés este periodo, as laminas foram lavadas com PBS e submetidas ao
tratamento com o segundo anticorpo associados a rodamina (goat anti-mouse,
Santa Cruz Biotechnology, USA). A exemplo do primeiro anticorpo, estes foram
diluidos em PBS com 1% de albumina, em proporcoes entre 1:35 e 1:60.
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O tratamento com o segundo anticorpo foi por uma hora, a 37 °C. Ao fim do
tratamento com o segundo anticorpo, as laminas foram lavadas com PBS, os cortes
foram cobertos com solugao de Dabco (para reduzir o decaimento da fluorescéncia)
e laminula, e armazenadas a 4 °C. Apds 24 horas, as laminas foram analisadas em
microscépio de fluorescéncia.

A analise da expressao e distribuicdo intracelular das trés isoformas de PKC
(a, € e ¢) e o efeito do DM sobre essas proteinas foram feitas em microscépio de
fluorescéncia (Olympus, BX60, Japao) por trés pessoas. Ao realizar a analise a
pessoa ndo tinha o conhecimento prévio de qual grupo experimental o material
pertencia e também néo sabia os resultados obtidos pelos demais

Em todos os experimentos foi feito um controle negativo que consistia em
laminas que nao foram tratadas com o primeiro anticorpo. Estas foram recobertas
somente com PBS e albumina 1%. Os demais passos foram exatamente os mesmos

aos quais as outras laminas foram submetidas.

3.6 ANALISE DA EXPRESSAO DAS ISOFORMAS o, ¢ E { DE PKC POR
WESTERN BLOT

3.5.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Trabalhamos com trés grupos experimentais: 1) animais controles (C); 2)
animais diabéticos por STZ tratados com insulina (DTI) e 3) animais diabéticos por
STZ que foram tratados com solugao salina (DTS).

Os grupos experimentais foram estabelecidos de acordo com os padroes
glicémicos previamente determinados (item 3.2). Com relagdo ao grupo DTI, como
dito no item 3.3.3, foram incluidos apenas os animais diabéticos que apresentaram
glicemia de jejum de 60 a 150mg/dl ao final da insulinoterapia (dia 15 do
experimento).

O tratamento dos ratos do grupo DTI foi realizado de acordo com o protocolo
descrito no item 3.3.2. Dessa forma, a insulinoterapia consistiu em injecdes
subcutaneas de insulina NPH humana na dose de 5U/dia, sendo que 1U era
aplicada as 13h e 4U as 19h. O tratamento era iniciado no segundo dia do
experimento. No 142 dia do experimento, ultimo dia do tratamento, no horario das
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19h apenas 2U de insulina eram aplicadas nos animais. A dose de insulina era
reduzida devido ao jejum a que os animais seriam submetidos a partir das 22h.

Nos horarios em que os DTI receberam injecdes de insulina NPH (1U as 13h
e 4U as 19h) os ratos DTS receberam injecoes com volume semelhante de solucéo
salina e os ratos controles receberam agulhadas, porém sem ser injetado qualquer
substéancia.

No 15° dia do experimento os animais eram pesados e a glicemia de jejum
era medida. A glicemia de jejum era verificada sempre as 8h da manha, horario em
que os animais completavam 10 horas de jejum. Em seguida os ratos eram
sacrificados por concussao cerebral. Imediatamente apds o sacrificio, as glandulas
adrenais eram retiradas. Dentre os animais do grupo DTI, foram utilizadas para as
etapas seguintes do estudo apenas as glandulas adrenais dos ratos que
apresentaram glicemia capilar de jejum entre 60 e 150mg/dL ao final da

insulinoterapia.
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Figura 7 — Organizagao cronologica do tratamento de ratos diabéticos com insulina.

3.5.2 TECNICA DE WESTERN BLOT PARA ANALISE DA EXPRESSAO DE
ISOFORMAS DE PROTEINA QUINASE C

Apés a coleta, as glandulas adrenais direitas e esquerdas tiveram as medulas
dissecadas com auxilio de lupa estereoscopica e instrumentos cirdrgicos
oftalmolégicos. Durante a disseccdo as glandulas adrenais foram mantidas
resfriadas em banho de gelo. Apds a dissec¢do as medulas foram armazenadas em
eppendorf contendo 50uL de PBS 0,1M (pH 7,4) contendo ortovanadato de soédio
(2mM) e coquetel de inibidores de proteases. Em seguida as células que compdem
a medula foram lisadas por 10 ciclos de congelamento/descongelamento utilizando
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nitrogénio liquido. Posteriormente as células formam maceradas com auxilio de
bastédo de vidro.

Os homogenatos foram centrifugados por 10000 rpms durante 15 minutos. As
proteinas totais do sobrenadante foram determindas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Em seguida as amostras foram solubilizadas em tamp&o SDS
(dodecil sulfato de so6dio) desnaturante juntamente com [(-mercaptoetanol e
aquecidas a 95°C por cinco minutos para desnaturagao.

As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE).
Para as trés isoformas de PKC em estudo (a, ¢ e €) foram utilizados 100ug de
proteina por poco do gel. Em todos os experimentos, um poc¢o do gel foi preenchido
por 5ug de padrao de massa molecular pré-corado (Amershan Biosciences, UK). As
proteinas separadas no gel foram eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose (Hybond P, Amersham Bioscience, UK) nas quais realizamos os
tratamentos com anticorpos especificos.

Para inibir ligacées inespecificas dos anticorpos, as membranas foram
incubadas em tampao Tris (TBS, pH 7.6) acrescido de 5% de leite em pé por 1h e
30min em temperatura ambiente sob agitacdo constante. Posteriormente as
membranas foram lavadas trés vezes por cinco minutos com TBS.

Em seguida as membranas foram incubadas com o anticorpo primario
especifico para cada isoforma especifica em estudo (anti-mouse monoclonal,
Transduction Laboratories, USA) na diluicado de 1:1000 em TBS contendo 0,5% de
leite em pd. O tempo de incubacgao para o 12 anticorpo foi de aproximadamente 16h
(overnight), sob agitacdo constante. Apds esse periodo, as membranas foram
novamente lavadas trés vezes por cinco minutos com TBS.

Em seguida as membranas foram incubadas por 2h com anticorpo secundario
(goat anti-mouse, Santa Cruz Biotechnology, USA) conjugado a peroxidase, na
diluicdo de 1:1000 em TBS contendo 0,5% de leite em po.

Apo6s mais um seqléncia de lavagens, as membranas foram tratadas com
solucdo ECL (Kit ECL plus, Amershan Biosciences) por 1min seguido de exposicao
ao filme autoradiografico (Hyperfil ECL, Amershan Biosciences) por 30min. Os filmes
contendo as bandas protéicas foram digitalizadas e a avaliagdo/quantificagdo foi
feita com auxilio do programa Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybermetics, Inc., Siver
Spring, MD).
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Os reagentes que nado tiveram sua origem citada eram da Sigma-Aldrich,

USA.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sédo apresentados como média * erro padrdo da média. Os dados
foram analisados pelo programa estatistico GraphPad Prism 4. A significancia foi
testada pelo teste T de student, sendo os resultados considerados estatisticamente

significantes quando p<0.05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.84.1 AVALIACAO DA EFICACIA DA INDUGCAO DO DIABETES MELLITUS

UTILIZANDO A CITOTOXINA ESTREPTOZOTOCINA

A glicemia é o principal parametro para avaliar a eficiéncia do procedimento
de inducdo do DM com STZ. Em nosso trabalho a glicemia foi verificada dois dias
apods a injecao de STZ (dia 2 do experimento), sempre as 10 horas da manha, com
jejum prévio. A glicemia determinou a inclusdo, ou nao, dos animais nos grupos
experimentais diabéticos tratados com salina (DTS) ou diabéticos tratados com
insulina (DTI). Para integrar qualquer um desses dois grupos experimentais os ratos
deveriam apresentar glicemia de jejum superior a 250mg/dl. A figura 8 mostra as
médias dos niveis glicémicos obtidos 2 dias apds a inducdo do DM nos trés grupos
experimentais. Nos ratos controles foi injetado apenas tampao citrato sem STZ.

Atualmente as duas substancias quimicas mais utilizadas para induzir o DM
em ratos sdo a STZ e a aloxana. Essas drogas possuem acéao diabetogéncia devido
a capacidade de destruir as células B pancreaticas (SZKUDELSKI, 2001).

O mecanismo de acdo da aloxana envolve a formacdo de peroxido de
hidrogénio, que posteriormente é convertido a radicais hidroxilas altamente reativos.
A acao dessas espécies reativas de oxigénio causa rapida fragmentacdo do DNA,
concomitantemente ocorre um aumento da concentragao intracelular de Ca®* devido
a entrada de Ca®" do meio extracelular e mobilizacdo dos estoques intracelulares do
ion. Esses eventos determinam a rapida destruicao das células B pancreaticas por
necrose (SZKUDELSKI, 2001).

A especificidade de acado da aloxana sobre as células B do pancreas nao é
satisfatoria. Foi reportado que alteragdes na atividade da glutationa peroxidase no
figado e insulinemia, sem reducédo da glicemia, dois minutos apds a administracéo
da droga, o que sugere reducao da sensibilidade periférica a insulina. Essas
modificacdes provavelmente ndo sdo conseqiéncias do dano causado apenas pela
acao da aloxana nas células B do pancreas, e sim pela acao direta da droga em
outros tecidos (SZKUDELSKI, KANDULSKAE e OKULICZ, 1998). J& foi observado
que a aloxana, quando injetada na dose de 50mg/Kg de massa corporal de ratos
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Wistar jovens (30 a 60 dias de vida), pode causar deficiéncia no crescimento,
desenvolvimento de catarata e tornar os animais suscetiveis a infec¢oes intestinais e

pulmonares oportunistas graves podendo causar a morte dos animais (KOREC,
1989).
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Figura 8: Efeito do tratamento de ratos Wistar com estreptozotocina (50mg/Kg de
massa corporal do animal) sobre os niveis glicémicos de jejum dois dias apés
a injegcdo da citotoxina. As barras verticais representam o EPM. *p<0,05 em
comparagdo aos animais controles.

A toxina 2-deoxi-2(3-(metil-3-nitrosureia)-D-glicopiranose, denominada de
estreptozotocina (STZ) é sintetizada pelo Streptomycetes achromogenes
(SZKUDELSKI, 2001). A STZ é considerada uma substancia analoga ao
monossacarideo N-acetilglicosamina (GIcNAc) (LIU et al., 2000; KONRAD et al.,
2001). Foi reportado que a toxicidade da STZ esta relacionada com a inibicdo da
enzima 0-GlcNAcase (N-acetil-D-glicosaminidase) que remove GIcNAc ligadas a
proteinas (LIU et al.,, 2000). O aumento dos niveis intracelulares de proteinas
modificadas por GIcNAc resulta na morte celular por apoptose causada por
alteracées no funcionamento de fatores de transcricdo génica e também pelo

aumento da concentracado intracelular de proteinas envolvidas no processo de
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apoptose, devido a reducdo da degradacdo dessas proteinas pelo proteossoma
(KONRAD et al., 2001).

Outros mecanismos diabetogénicos da STZ sado a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) que provocam danos ao DNA e as mitocéndrias. A STZ
atua como uma substancia doadora de 6xido nitrico (NO) devido a liberacdo de uma
molécula de NO presente na porcdo N-metil-N-nitrosuréia (MNU) da STZ
(SZKUDELSKI, 2001). Porém, foi demonstrado que o efeito diabetogénico da droga
nao foi preservado in vivo quando apenas a por¢ao MNU foi administrada (WILSON
e LEITER, 1990).

As células B do pancreas sao especificamente sensiveis a acdo da STZ
porque expressam elevada concentracdo da enzima responsavel pela transferéncia
do 0-GIcNAc para proteinas (OGT), além disso a enzima 0-GlcNAcase expressada
por essas células sdo mais sensiveis a inibicdo pela STZ do que as expressadas em
outros tipos celulares (KONRAD et al., 2001).

Optamos pela utilizagdo da STZ para realizacdo do nosso trabalho devido a
sua maior especificidade sobre as células B pancreaticas quando comparada a
aloxana.

Dos 136 ratos submetidos a injecdo de STZ (na dose de 50mg/Kg de massa
corporal do animal) para a realizagao desse trabalho, 122 (89,7%) desenvolveram o
DM com glicemia acima de 250mg/dl sendo portanto utilizados em nossas
pesquisas. Apenas 11 animais (8,1%) desenvolveram a doenca com gravidade mais
leve que o desejado, ou seja, apresentaram glicemia abaixo de 250mg/dl. Esses
animais foram excluidos dos experimentos. Ao longo de todo o trabalho, apenas 3
animais (2,2%) morreram apds o procedimento de indugcdo da doenca,
provavelmente devido a hiperglicemia.

Portanto, podemos concluir que o tratamento dos animais com a citotoxina
STZ foi eficiente em induzir o DM/hiperglicemia nos animais e o descarte de animais
devido a glicemia inferior ao desejado, 250mg/dl, ou perdas devido a morte foram
baixas.
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4.2 TRATAMENTO DE RATOS DIABETICOS UTILIZANDO INSULINA NPH

EXOGENA

4.2.1 COMPORTAMENTO ALIMENTAR E VARIACAO DOS NIVEIS GLICEMICOS

DE RATOS CONTROLES E DIABETICOS

Para estabelecer um protocolo de tratamento para ratos Wistar diabéticos por
injecdo de STZ utilizando injecées subcutdneas de insulina exdégena sentimos a
necessidade de estudar o comportamento alimentar e a variagdo dos niveis
glicémicos de ratos Wistar normais (figura 9 A) e diabéticos (figura 9 B) durante as
24 horas do dia.

Com relagdo ao comportamento alimentar, verificamos que apos dois dias do
tratamento com STZ os ratos Wistar diabéticos tendem a ingerir maior quantidade de
racdo quando comparados a ratos Wistar controles. Enquanto os ratos diabéticos
ingeriram em média 22,38 + 0,84g/dia os ratos controles ingeriram em média 20,93 *
0,99¢g/dia (figura 10). Porém, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa.

Pal, Pal e Madanmohan (2002), reportaram que ratos Wistar machos com DM
induzido por dose Unica de 75mg/Kg de STZ e livre acesso a comida, ingeriram
18,24 + 0,27g/dia enquanto os ratos normais ingeriram 14,30 + 0,26g/dia. Essas
diferengas também n&o foram estatisticamente significativas.

Comparando os nossos resultados com os encontrados por Pal, Pal e
Madanmohan (2002), a maior fagia exibida pelos nossos animais pode ser explicada
pela forma de acondicionamento dos ratos. N6s mantivemos trés ratos por gaiola
enquanto eles acondicionaram cada rato isoladamente, além disso n6s adotamos
um ciclo de claro e escuro de 12h com a fase clara de 7 as 19h e a fase escura de
19 as 7h enquanto eles utilizaram o ciclo de iluminacdo natural. Esses fatores
influenciam o padrdo de alimentagdo dos animais (DEMARIA-PESCE e
NICOLAIDIS, 1998). A idade dos animais utilizados e o tempo decorrido de DM no
momento da realizagdo dos experimentos também influenciam nessa diferenca,

porém esses dados nao foram mencionados no trabalho de Pal et al. (2002).
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Figura 9: Variagdo glicémica e alimentar de ratos Wistar controles e diabéticos durante 24
horas. Em (A)
controles. Em (B) estao representados a variagédo glicémica (n = 10) e alimentar (n = 12) dos
ratos diabéticos. No topo da figura esta indicado o fotoperiodo: a barra branca representa
a fase clara e a barra preta representa a fase escura. A linha vertical tracejada indica a
mudanca de fotoperiodo, de claro para escuro. As linhas verticais representam o EPM.
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Varios trabalhos mostram que ratos diabéticos por injecdo de STZ
apresentam aumento significativo na ingestdo de racao quando comparados aos
ratos normais (BOOTH, 1972; CASTRO e BALAGURA, 1975; SHIMONURA et al.,
1990; PLAZA, GRANDA e CACHERO, 1993). Essa condicdo é denominada de
hiperfagia (BOOTH, 1972).

1 ratos controles (n = 9)
EE ratos diabéticos (n = 12)

25+

204

15+

Fagia (g)

10

Figura 10: Ingestdo de racao durante 24 horas consecutivas por ratos
Wistar normais e diabéticos. A linha vertical representa o EPM.

Booth, (1972) relatou que em ratos Spreague Dawley que foram injetados
com 50mg ou mais de STZ por quilograma de peso do animal, a ingestao de racao
foi moderadamente deprimida a partir do primeiro dia apés injecao de STZ e entao
estabilizou aos niveis de pré-injecao no segundo e terceiro dias apods a injecao.
Ingestao de racdo acima dos niveis da pré-injecao foram detectados apenas a partir
do quarto ao sexto dia ap6s o tratamento dos animais com STZ.

Os nossos experimentos foram realizados no segundo dia apds a indu¢ao do
DM e nédo foi detectado aumento estatisticamente significativo na ingestao de
alimento. Portanto, nossos resultados corroboram os resultados dos experimentos
de Booth, (1972). Porém, uma diferenga importante entre o nosso trabalho e o
trabalho realizado por Booth € a linhagem de rato utilizado, nds utilizamos ratos
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Wistar enquanto ele utilizou ratos da linhagem Spreague Dawley. Ja foi reportado
qgue o comportamento alimentar pode diferir entre as varias linhagens de ratos de
laboratério (GLENDINNING e SMITH, 1994).

Trabalhos que mostram aumentos significativos na ingestao de alimento por
ratos diabéticos em relacdo a animais sadios geralmente avaliam esse parametro
varios dias apés a inducédo do DM. Plaza, Granda e Cachero, (1993) reportaram que
ratos Wistar diabéticos por STZ (45mg/Kg do animal) apresentaram aumento
significativo de 1,8 vezes na quantidade de racao ingerida quando comparados aos
animais controles, ap6s 35 dias da inducdo da doenca. Shimomura et al (1990)
verificou aumento significativo na ingestdo de racao por ratos Wistar diabéticos por
STZ (60mg/Kg do animal) quando comparado aos animais sadios 30 dias apos a
inducao do DM.

Sugerimos entdo, que o prazo de tempo de apenas 2 dias entre a indu¢ao do
DM e a realizagdo dos exprimentos possa explicar a observagdo de aumento nao
significativo da ingestdo de racdo dos ratos diabéticos em relacdo aos ratos
controles em nossos estudos.

O aumento da ingestdo de alimentos em animais diabéticos pode ser
explicado pela deficiéncia grave de insulina nesses animais. Ja foi reportado que o
aumento da ingestdo de alimentos por modelos animais com DM induzido por STZ é
devido a diminui¢cdo dos niveis séricos de insulina e leptina. Esses hormdnios inibem
a expressao de neuropeptideos que estimulam a ingestao de alimento por neurénios
que formam o nucleo arqueado hipotalamico. Insulina e leptina também ativam
neurdnios adjacentes ao nucleo arqueado que secretam o horménio estimulador de
melandcitos (a-MSH) que reduz o consumo alimentar e aumento do gasto energético
(GELLING, 2006)

Apesar do consenso de que ratos diabéticos apresentam aumento da
ingestao de alimento, existem divergéncias quanto ao padrao alimentar exibido pelos
ratos doentes. Booth (1972), demonstrou que ratos diabéticos por STZ apresentam
refeicdo, quantidade de alimento ingerido durante a refeicdo e duragdo da saciedade
marcadamente menor que o0 apresentado por animais normais enquanto Castro e
Balagura (1975), reportaram que apOs injecdo de STZ em ratos, o aumento na
alimentacao por esses animais € devido a ocorréncia de refeicdes de longa duragéao.
Ja foi relatado que ratos Wistar (PLAZA, GRANDA e CACHERO, 1993, DEMARIA-
PESCE e NICOLAIDIS, 1998) e Sprague-Dawley sadios (JOHNSON e JOHNSON,
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1990) apresentam alimentagcdao predominantemente noturna. Foi observado que
ratos Wistar sadios ingerem aproximadamente 84% da alimentacao diaria durante o
periodo noturno. Ratos diabéticos mantém o ritmo circadiano de alimentagao, porém
a proporcao entre a ingestao diurna e noturna é diminuida, sendo aproximadamente
60% do consumo alimentar diario ocorre durante a noite (PLAZA, GRANDA e
CACHERO, 1993).

Os nossos ratos sadios ingeriram 54,82% da sua alimentacao diaria durante a fase
escura do fotoperiodo enquanto os ratos diabéticos ingeriram 54,62%. Portanto, a
proporcdo de ingestdo de racao durante as fases clara e escura do fotoperiodo
foram similares tanto para os ratos normais quanto para os ratos diabéticos. Esse
resultado pode ser explicado pelo fato dos animais terem sido manipulados de hora
em hora durante a realizagdo do experimento.

Portanto, nossos resultados ndo apontam diferenca estatistica entre a ingestao de
racdo entre ratos sadios e diabéticos durante o periodo de 24 horas consecutivas.
Observamos também que a proporcao entre a ingestdo de ragcédo entre a fase clara e
escura do fotoperiodo foram similares.

Para facilitar a andlise do comportamento alimentar dos animais, dividimos as 24
horas do dia em grupos de 3 em 3 horas consecutivas (figura 11). Com os dados
agrupados, observamos diferencas significativas no comportamento alimentar entre
ratos controles e diabéticos nas primeiras 3 horas do da fase clara (7h -9h), devido a
maior ingestao de racdo pelos ratos diabéticos. Nas ultimas 3 horas da fase escura
(4h-6h) também houve diferenca significativa na ingestao de ragao, porém foi devido
ao maior consumo de racao pelos ratos controles.

Com relagdo a glicemia, foi observado que os ratos ndo diabéticos
apresentaram menor variagcao nos niveis glicémicos durante as fases clara e escura
do fotoperiodo quando comparado aos ratos diabéticos (figura 12). Os ratos
normais apresentaram A= 24,22 mg/dl durante a fase clara do fotoperiodo e A=
22,45mg/dl durante a dase escura do fotoperiodo. O valor de A (delta) foi calculado
subtraindo o menor valor de glicemia do maior valor durante cada fase do
fotoperiodo. Os ratos diabéticos apresentaram A= 77,5mg/dl durante a fase clara e
A= 68,5mg/dl durante a fase escura do fotoperiodo. E importante ressaltar a
ocorréncia de queda na glicemia tanto dos animais normais quanto dos diabéticos

no inicio da fase clara.
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Figura 11: Variagao da ingestéo de ragéo por ratos Wistar controles e diabéticos durante
o periodo de 24 horas consecutivas. Os dados foram agrupados em intervalos de 3 em
3 horas. No topo da figura esta indicado o fotoperiodo: a barra branca representa a fase
clarae a barra pretarepresenta a fase escura. A linha vertical tracejada indica a
mudancga de fotoperiodo, de claro para escuro. As linhas verticais representam o EPM.
*<0,05 em comparagdo aos animais controles.

A figura 9A mostra que a ingestdo de racao pelos ratos controles, a despeito
de pequena redugao que ocorre de 7 as 8h, aumenta continuamente do inicio ao
final da fase clara, conseqlentemente a glicemia desses animais durante a fase
clara também apresentou, predominantemente, um padrdo de gradual elevacao.
Aumentos acentuados na ingestdo ocorreram ao meio dia e a partir das 16h até o
apagar da luz, as 19h. Essa elevacao na ingestao se refletiu em um aumento mais
acentuado dos niveis glicémicos dos animais durante esses intervalos de tempo.
Apenas uma queda acentuada do nivel glicémico foi vista as 9h e 10h.

Por outro lado, o comportamento alimentar exibido pelos ratos diabéticos
(figura 9B), diferente dos ratos controles que durante a fase clara do fotoperiodo
apresentaram continuo aumento da ingesta, foi mais variavel, apresentando tanto
horarios em que a ingestdo de ragao foi crescente quanto decrescente. Com relagéo
a glicemia, a partir de 12h até as 17h os niveis glicémicos apresentaram continua
queda, porém sem alteracdes acentuadas. Variacdes glicémicas mais acentuadas
durante a fase clara foram vistas do inicio dessa fase até o meio dia. Durante a fase



77

escura do fotoperiodo, 19h as 7h, os ratos normais e diabéticos apresentaram dois
picos alimentares, o primeiro as 21h nos dois grupos e o segundo a 1h nos animais
normais e as 2h nos animais diabéticos. Tanto nos ratos normais quanto nos
diabéticos esses dois picos foram separados por um declinio acentuado na ingestao
de racdo as 24h. Essas oscilacbes na ingestdo de racao refletiram em maiores
oscilagdes nos niveis glicémicos dos ratos diabéticos do que nos ratos normais. A

razdo desta variagdo negativa no consumo alimentar ainda precisa ser investigada.
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Figura 12: Variagdo glicémica de ratos Wistar controles (circulos pretos, n=9)
e diabéticos (circulos brancos, n = 12) durante o periodo de 24 horas consecutivas.
No topo da figura esté indicado o fotoperiodo: a barra branca representa a fase clara
e a barra preta representa a fase escura. A linha vertical tracejada indica a mudancga
de fotoperiodo, de claro para escuro. As linhas verticais representam o EPM.

Observamos também que tanto os ratos controles quanto os diabéticos
apresentaram uma queda abrupta na ingestdo nas quatro ultimas horas da fase
escura. Os ratos diabéticos elevaram a ingestao logo apds o inicio da fase clara

enquanto os ratos normais elevaram a ingestao apenas a partir das 9h.
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4.2.2 ESTABELECIMENTO DO TRATAMENTO DE RATOS WISTAR DIABETICOS

UTILIZANDO INSULINA NPH HUMANA

Inicialmente foram realizados experimentos para investigar a melhor dose e
horario para a aplicagdo de insulina nos animais. Para estabelecer os horarios de
aplicagédo de insulina nos animais diabéticos consideramos os horarios em que eles
ingerem maior quantidade de alimento o que consequentemente acentua a
hiperglicemia. Esses horarios sdo 13h e 19h. Pela andlise do grafico 9B,
observamos que as 12h os animais diabéticos apresentam uma elevacdo na
ingestdo de ragédo e a glicemia nesse horario também aumenta. Porém decidimos
injetar insulina as 13h visto que no periodo de 8 até as 11h ocorrem quedas nos
niveis glicémicos e também na ingestao de racdo. A aplicacdo de insulina as 12h
poderia ao longo do tratamento ocasionar episédios de hipoglicemia nos animais
devido a proximidade de um periodo do dia com tendéncia a reducao dos niveis
glicémicos (de 8h as 11h) e tambem ao efeito residual de aplicacées anteriores de
insulina. Também devido a observacdo de quedas na glicemia nos animais
diabéticos e controles entre 8 e 11h decidimos verificar a glicemia dos animais nesse
intervalo de tempo. Portanto, medimos a glicemia também as 10 horas com o
objetivo de verificar se o0s animais diabéticos desenvolveriam episédios de
hipoglicemia em consequéncia do tratamento com insulina. Por outro lado, a
mensuracdo da glicemia em um periodo da manha foi também vélido para
avaliarmos se a dose de insulina aplicada no periodo de 19h estava sendo eficaz em
impedir a hiperglicemia tanto durante a fase escura, quanto nas primeiras horas da
fase clara.

De acordo com os valores de glicemia mensurados, as doses de insulina
foram ajustadas ao longo do experimento, conforme a necessidade de cada animal e
em média a cada trés dias. Percebemos que dentre os ratos tratados houve a
formacao de grupos de animais que apresentaram tendéncia a desenvolver
episédios de hipoglicemia, normoglicemia ou hiperglicemia quando a mesma dose
de insulina era injetada a todos os animais. Isso pode ser explicado por diferengas
na quantidade de ragao ingerida pelo animal no intervalo de tempo compreendido
entre a injecdo de insulina e a medigdo da glicemia, diferencas na sensibilidade dos
animais a insulina e a STZ e também devido a imprecisdes nas metodologias de
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aplicacdo de insulina e indugdo do DM nos animais. Portanto, o ideal seria a
individualizacao e ajustes das doses de insulina de acordo com a glicemia de cada
animal. Porém, essa pratica era inviavel para os nossos experimentos, visto que
implicaria a manipulacdo e perfuracdes frequentes do rato para a medicdo da
glicemia, gerando estresse no animal. Portanto, optamos pelo estabelecimento de
uma dosagem de insulina diaria constante para todos os animais ao longo do
tratamento que mantivesse a maioria dos animais normoglicémicos ou préximos da
normoglicemia. Apos testar a eficacia de diferentes dosagens diarias de insulina
NPH humana em diversos fracionamentos propomos que a dose diaria de insulina
que proporcionou melhor controle glicémico na maioria dos animais foi de 5U de
insulina/dia sendo 1U injetada por via subcutanea as 13h e 4U as 19h. Em seguida
realizamos um experimento no qual a glicemia dos animais foi medida cinco vezes

ao longo de todo o experimento (figura 13).
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Figura 13: Efeito do tratamento de ratos diabéticos por STZ utilizando 5U de
insulina NPH exbégena ao dia, sendo 1U injetada as 13h e 4Uas 19h. As linhas
verticais representam o EPM. *p<0,05 ao comparar com os ratos controles e DTI.
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Nesse experimento a glicemia foi mensurada sempre as 19h, exceto para o
dia 15 do tratamento, dia que a glicemia foi medida as 8h e com os animais
submetidos a 10h de jejum. Como pode ser visto na figura 13, as médias das
glicemias dos ratos DTI estdo situadas dentro da faixa que consideramos como
toleravel para a inclusdo dos animais em nossa pesquisa (de 60 a 150mg/dL)
durante todo o tratamento: dia 5= 132 + 30mg/dl, dia 10= 124 + 29mg/dl, dia 14= 113
+ 23mg/dl e dia 15= 148 + 35mg/dl. Portanto, o esquema de insulinoterapia
elaborado por nés foi eficaz em manter as médias dos niveis glicemicos préoximo da

normoglicemia durante os 15 dias de tratamento.

4.2.3 AVALIACAO DA EFICACIA DO TRATAMENTO DE RATOS WISTAR

DIABETICOS UTILIZANDO INSULINA NPH HUMANA

Para verificar a eficacia do tratamento com insulina proposto comparamos o
ganho de massa corporal, a glicemia capilar e os niveis plasmaticos de frutosamina,
trigliceridios, colesterol total, e as fracdes do colesterol c-HDL (lipoproteinas de alta
densidade), c-LDL (lipoproteina de baixa densidade) e c-VLDL (lipoproteina de muito
baixa densidade) entre os trés grupos experimentais.

A variacao de densidade entre as fracoes do colesterol depende do teor de
lipidico presente nas particulas de lipoproteinas. Cada uma dessas particulas é
constituida por um nucleo lipidico, cujo diametro é variavel, e de uma pelicula de
proteina cuja espessura é sempre a mesma e independe do tamanho do nucleo.
Assim as proporcdes entre os teores lipidico e protéico de cada particula variam com
o tamanho das mesmas, sendo que as maiores possuem mais lipidios e as menores
mais proteinas. Como a densidade dos lipidios € menor do que a das proteinas, as
particulas maiores (mais ricas em lipidios) sdo menos densas que as menores (mais
ricas em proteinas). Portanto, as c-VLDL sdo as maiores lipoproteinas e as c-HDL
sao as menores (GUYTON e HALL, 2006).

A frutosamina é o nome genérico dado a todas as proteinas glicadas
(glicoproteinas), das quais a maior parte dessas glicoproteinas é albumina. A
frutosamina é decorrente de uma modificacdo ndo enzimatica poés-translacional,

dependente dos niveis glicémicos. A meia vida das proteinas varia entre uma e trés
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semanas e portanto a frutosamina reflete as concentracbes de glicose plasmética
dos 20 dias anteriores estando elevada em todos o0s casos de pacientes diabéticos
com tratamento ineficaz nesse periodo (JOHNSON, METCALF e BARKER, 1983;
LIM e STALEY, 1985).

O nivel de albumina glicada reflete os niveis de glicemia em ratos com DM
induzido por STZ, podendo ser utilizado como um método de avaliacdo do estado
glicémico nesses animais (NEUMAN, HUD e COHEN, 1994).

Portanto, no ultimo dia do experimento (dia 15) anteriormente ao sacrificio, 0s
ratos foram pesados e sangue capilar da cauda dos animais foi retirado para
mensuracao da glicemia. Imediatamente apos o sacrificio, sangue da artéria aorta foi
coletado para a analise dos outros parametros bioquimicos (frutosamina,
trigliceridios, colesterol total, colesterol c-HDL, c-LDL e c-VLDL). Apenas o sangue
dos animais com glicemia entre 60 e 150mg/dl foram utilizados para mensuracéo
desses parametros.

Ja foi demonstrado que animais diabéticos apresentam menor ganho de
massa corporal quando comparados aos animais sadios (PATEL, 1983; WILKE e
HILLARD, 1994). Os nossos resultados mostraram que os ratos diabéticos tratados
com solugao salina tiveram variagdo negativa da massa corporal, emagrecendo em
média 9,3 £ 6,629 apds 15 dias da indugcdo do DM. Por outro lado, os ratos controles
e os ratos diabéticos tratados com insulina apresentaram ganho de massa corporal.
Enquanto os ratos ndo diabéticos engordaram em média 37,4 * 3,49, os ratos
diabéticos tratados com insulina engordaram em meédia 43,4 + 3,24g (Figura 14).
Portanto, os nossos resultados corroboram com os resultados encontrados
previamente (PATEL, 1983; WILKE e HILLARD, 1994).

Apesar de os ratos DTS ingerirem maior quantidade de alimento, como
mostrado no item anterior, eles apresentam reducdo da massa corporal porque nao
sdo capazes de utilizar a glicose como fonte energética devido a deficiéncia de
insulina. Conseqlientemente ocorre um aumento na utilizacéo de lipidios e proteinas
para a producdo de energia, o que reduz a massa muscular e o tecido adiposo do
animal, com consequente reducao da massa corporal (GUYTON e HALL, 2006).

A mensuracgao da glicemia capilar no dia 15 do experimento determinou quais
animais, dentre os ratos tratados com insulina, seriam utilizados para as etapas
posteriores do estudo e quais seriam descartados (figura 15). Como dito no item
4.1.1, nos observamos que dentre os animais DTI houve a formacédo de grupos de
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animais que apresentaram tendéncia a desenvolver episoddios hipoglicemia,
normoglicemia e hiperglicemia quando a mesma dose de insulina era injetada a
todos os animais. Entdo, com a verificacdo da glicemia de jejum no dia 15 nos
selecionamos apenas o0s animais que apresentaram tendéncia a normoglicemia, ou
seja, que responderam satisfatoriamente ao tratamento com insulina. O nosso grupo
experimental DTI foi constituido apenas por ratos diabéticos que foram tratados com
insulina que apresentaram glicemia capilar entre 60 a 150mg/dl. Os animais que nao
estavam dentro desse padrao estabelecido, foram descartados do estudo. A figura
15 mostra as médias dos niveis glicémicos dos trés grupos experimentais obtidos

apos os 15 dias de tratamento.

= ratos controles (n = 20)
I ratos DTS (n = 14)
1 ratos DTl (n = 21)

50+

1

07 [

30+

20+

10+

Variacado da massa corporal (g)

-104

-20-

Figura 14: Efeito do tratamento de ratos diabéticos por STZ com insulina NPH humana
sobre a variagdo da massa corporal. As barras verticais representam o EPM. * p<0,05
em comparagado aos ratos normais.
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Sabe-se que em humanos diabéticos nos quais a glicemia ndo se encontra
bem controlada, os niveis plasmaticos de frutosamina, colesterol total, c-LDL e
triglicerideos encontram-se elevados enquanto a fragdo c-HDL esta diminuida. Por
esse motivo, esses constituintes do plasma sdo utilizados como parametros
bioquimicos para avaliar o estado metabdlico do paciente e a qualidade do
tratamento (MARTINEZ, 2003).
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Figura 15: Efeito do tratamento de ratos Wistar diabéticos com insulina NPH humana.
A glicemia foi medida no 15° dias apés a indugédo do diabetes e os animais foram
submetidos a jejum prévio de 10 horas. As linhas verticais representam o EPM. *P<0,05
em comparacao aos animais sadios.

Portanto, as dosagens desses parametros bioquimicos foram feitas em nosso
modelo animal de DM com o objetivo de analisar o efeito da doenca sobre eles e
também verificar a eficacia do tratamento com insulina proposto em reverter essas

possiveis alteracdes causadas pela doenca. Os resultados estao apresentados na
Tabela 1.
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Com relacdo aos niveis de colesterol total, VLDL e trigliceridios do grupo
controle, verificamos que eles sdo semelhantes aos apresentados pelos ratos Wistar
utilizados em pesquisa na Universidade Federal de Sao Paulo, Unifesp (ANDERSEN
et al., 2004) Os ratos da Unifesp apresentam colesterol total de 62,8 + 13mg/dl (os
nossos 73,13 + 3,35mg/dl), c-VLDL de 19,9 = 5,1 mg/dl (os nossos 18,88 *
1,38mg/dl) e trigliceridios de 83,7 + 11mg/dl (os nossos 95,88 + 6,93mg/dl). Porém,
os niveis de c-HDL e c-LDL sdo mais baixos do que os dos nossos animais
respectivamente, 16,2 £ 4,9mg/dl e 15,3 £ 8,3mg/dl nos animais da Unifesp e 29,5 +
2,24mg/dl e 24,75 + 2,13mg/dl nos nossos. Eles obtiveram estes resultados
utilizando ratos de 90 dias e nés com ratos machos de 75 dias.

Com relacdo ao valor médio de frutosamina plasmatica, Taniguchi et al.
(2007) reportou que seus animais, ratos Wistar machos de 90 dias e submetidos a
jejum de 7h previamente a coleta de sangue, apresentaram média de frutosamina
plasmatica de 190 = 1 umol/l. Seu valor foi inferior ao mensurado em nossos animais
normais, que foi 299,50 + 20,33 umol/I.

As diferencas em alguns dos parametros observados entre 0s nossos animais
e os utilizados em outros centros de pesquisa, apesar de todos serem da linhagem
Wistar, pode ser explicado pelas condicbes de manutengao no biotério, que incluem
o tipo de dieta adotada (REAVEN e REAVEN, 1974), o estabelecimento ou n&o de
um fotoperiodo e o nimero de ratos acondicionados por gaiola. Ja foi reportado que
os dois ultimos aspectos mencionados interferem no comportamento alimentar dos
animais (DEMARIA-PESCE e NICOLAIDIS, 1998). Além disso, o estabelecimento ou
ndo de um periodo de jejum nos animais anteriormente a coleta do sangue para a
andlise também pode interferir nos resultados dos exames bioquimicos (ALAIN et
al., 1974).

Com relacdo a idade do animal, essa variavel provavelmente ndo colaborou
para as diferencas observadas. Kobayashi et al. (2005) analisaram os niveis de
colesterol total, c-HDL e trigliceridios em ratos Wistar machos de 65 dias e 125 dias.
Os animais apresentaram valores médios similares em todos os parametros
analisados nos dois dias de experimento, 0 que sugere que nesse intervalo de
tempo a idade n&o afeta os niveis de colesterol total, c-HDL e trigliceridios. Porém,
os valores médios apresentados para todos os parametros analisados foram
elevados quando comparados aos nossos animais e aos animais da Unifesp. As
concentragdes meédias de colesterol, c-HDL e trigliceridios dos ratos com 65 dias
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foram, respectivamente, 114,5 + 4,6mg/dl; 58,6t 3,4mg/dl e 152,4 £11,3 mg/dl. A
justificativa para essa discrepancia pode ser o tipo de dieta adotada, porém os
autores nao a descreveram no artigo. Outra explicacdo pode ser o fato dos animais
nao terem sido submetidos a um periodo de jejum prévio para a coleta do sangue.

De modo geral, a amostra de sangue para mensuracao de lipidios presentes
no plasma sanguineo pode ser obtida com ou sem jejum prévio. Porém é
recomendavel que essas amostras sejam colhidas em jejum para minimizar a
interferéncia da lipemia pés prandial que esta frequentemente presente em amostras
obtidas sem jejum prévio. Dessa maneira a realizagdo do jejum permite a
padronizacdo das condices da coleta e facilita a interpretacdo e comparagdes dos
resultados (ALAIN et al., 1974).

Comparando os resultados obtidos pelos grupos controle e DTS, os
resultados mostram que dos seis parametros avaliados, trés deles foram
significativamente modificados pelo DM (colesterol total, c-LDL e c-VLDL). O DM
reduziu em 17,78% os niveis de colesterol total e em 53% os niveis de c-LDL e
aumentou em 27,12% os niveis de c-VLDL. Nao houve diferencga significativa entre
os niveis de c-HDL, triglicerideos e frutosamina entre os animais controle e DTS.

Outros autores também relatam que ao induzir o DM em seu modelo animal,
nao observaram alteracbes no perfil lipidico ou nos niveis de frutosamina como
ocorre em humanos. Pepato et al. (2002) comparou os niveis plasmaticos de
colesterol total e trigliceridios de ratos wistar machos sadios e diabéticos por STZ
(40 mg/Kg do animal). Ap6s 31 dias da inducdo da doenca (o dobro do tempo em
gque mantemos 0s animais doentes em nossos experimentos) a média da
concentracao plasmatica de colesterol total e trigliceridios entre os dois grupos
experimentais ndo apresentaram diferengas significativas. E interessante mencionar
que o colesterol total do grupo controle foi maior do que o mensurado para 0s
animais diabéticos, apesar desse aumento néo ter sido estatisticamente significativo.

Taniguchi et al. (2007) reportou que nao houve diferenca significativa nos
niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol total, c-LDL e c-VLDL entre animais
controles e diabéticos por STZ (40 mg/Kg do animal). Apesar de nao significativo, foi
observado que os niveis do c-LDL e trigliceridios nos animais diabéticos foram
inferiores aos dos animais controles. Apenas nos niveis de frutosamina dos animais
diabéticos foi observado aumento significativo. Para a pesquisa os autores utilizaram
ratos Wistar machos de 90 dias, os exames bioquimicos foram realizados 30 dias
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apds a indugédo da doenca e os animais foram submetidos a jejum anteriormente a
coleta de sangue.

Soltani, Keshavarz e Dehpour (2007) avaliaram os niveis plasmaticos de
triglicerideos, colesterol total, c-HDL, c-LDL e c-VLDL entre ratos Wistar sadios, com
DM agudo (duragéo de dez dias) e com DM crénico (com duragédo de oito semanas).
O DM foi induzido por STZ na dose de 40 mg/kg do animal. Nao houve diferenca
significativa nas dosagens dos lipidios plasmaticos entre os ratos controles e com
DM agudo. Foi observado que os niveis de trigliceridios e c-VLDL foram maiores,
apesar de nao significativo, nos animais controles quando comparado aos animais
com DM agudo. Foi reportado também, que os ratos com DM crénico apresentaram
aumento significativo em todos os parametros mensurados, quando comparados aos
ratos controles e os ratos com DM agudo.

Comparar os resultados bioquimicos obtidos por ndés e por outros autores
apdés a inducdo do DM torna-se complicado devido as diferencas na metodologia
utilizada. Ocorrem variacées com relacao a dose da STZ utilizada, o tempo decorrido
da doenca até o momento da realizacdo dos exames bioquimicos e o tipo de dieta a
gue esses animais foram submetidos. A maioria dos artigos ndo descreve a dieta
empregada para tratar os seus animais.

Segundo Ebara et al, (1994) apesar de ratos diabéticos por STZ serem o
modelo mais utilizado para estudo do metabolismo de lipoproteinas durante o DM,
outro modelo animal deve ser criado para essa finalidade devido a algumas
diferencas fisioldégicas entre homens e ratos que limitam a extrapolacdo dos
resultados obtidos para aplicacdo em humanos. Uma dessas diferencas fisioldgicas
entre homens e ratos é a composicao das lipoproteinas. Ha e Barter (1982)
demonstraram que o c-VLDL em humanos contém principalmente B-100 enquanto
em ratos ela é composta por B-48 e B-100. As apoproteinas desempenham funcdes
importantes no metabolismo das lipoproteinas, o que justifica diferencas na
concentracao plasmatica dessas estruturas entre as duas espécies.

Ao contrario do presente estudo e dos artigos acima citados, outros autores
demonstraram que os modelos animais de DM utilizados por eles apresentaram
alteragdes no perfil lipidico e nos niveis de frutosamina de maneira semelhante ao o
que ocorre em humanos.

Liptakova et al. (2002) apés induzirem o DM em ratos Wistar com STZ (60
mg/Kg do animal) observaram os niveis de frutosamina, colesterol e trigliceridios. A
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coleta de sangue para analise foi feita 56 dias apds a inducdo da doenca. Os
resultados mostraram que todos os parametros bioquimicos estavam mais elevados
nos animais diabéticos. Todas as alteracdes devido ao DM foram estatisticamente
significativas.

Mahmud et al. (2004) observaram que ratos Long Evans diabéticos por STZ
(90mg/dl) apresentavam trigliceridios, colesterol total e c-HDL mais elevados 100
dias apos a inducdo da doenga quando comparados aos animais controles. Todos
os resultados foram estatisticamente significativos.

Comparando os resultados do grupo DTl com os ratos DTS observamos
alguns indicativos de que o esquema de insulinoterapia proposto por nés foi
eficiente. O tratamento com insulina elevou significativamente os niveis de HDL e
reduziu, também significativamente, os niveis plasmatico de VLDL. A concentragao
plasmatica de trigliceridios também reduziu, porém néo significativamente. Por outro
lado, os ratos tratados com insulina apresentaram maiores concentragbes
plasmaticas de colesterol total e LDL, mas essas elevagbes nao foram
estatisticamente significativas.

Porém, os niveis de frutosamina plasmatica nos DTI foram significativamente
reduzidos quando comparados aos dos animais controles. Nos ratos DTS, a
frutosamina estava aumentada em relagdo aos controles, mas nao
significativamente.

N6s sugerimos que a duracdo do experimento, apenas 15 dias, nao é
suficiente para elevar significativamente a concentracdo de proteinas glicadas no
plasma, visto que esse exame reflete as variagdes glicémicas dos ultimos vinte dias.
Portanto, estudos posteriores em que 0s animais permanecam diabéticos por um
periodo superior a 20 dias sao necessarios para testar essa hipétese. Por outro lado,
a reducdo da frutosamina nos ratos DTl em relacdo aos controles pode estar
evidenciando a ocorréncia de episddios de hipoglicemia nesses animais.

Além disso, algumas das alteracdes esperadas no perfil lipidico devido ao DM
(aumento do colesterol total, trigliceridios e LDL) ndo acorreram como em humanos.
Essas observacbes corroboraram a afirmacao de Ebara et al, (1994) de que ratos
diabéticos por STZ nao representam um bom modelo animal para estudo de
alteragdes do perfil lipidico durante o DM. Observamos também que a maioria dos
trabalhos que demonstram os efeitos da inducdo do DM e do tratamento dos animais
doentes com insulina sobre o perfil lipidico, relataram resultados semelhantes aos
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nossos (PEPATO et al., 2002; SOLTANI, KESHAVARZ e DEPHOUR, 2007;
TANIGUCHI et al., 2007). Assim, inicialmente concluimos que ratos e humanos néo
apresentam alteragdes lipidicas semelhantes devido ao DM.

Pretendemos realizar outros experimentos para avaliar a eficiéncia do
tratamento, como dito acima. Mas, podemos concluir que o tratamento com insulina
restabeleceu os niveis de colesterol total e do c-LDL e c-VLDL nos animais

diabéticos, o que constitui indicativos da eficiéncia do tratamento.

4.3 ANALISE DA EXPRESSAO E DISTRIBUICAO INTRACELULAR DAS
ISOFORMAS a, £ E { DE PKC EM CELULAS CROMAFINS ADRENAIS DE RATOS
WISTAR CONTROLES E DIABETICOS UTILIZANDO A TECNICA DE
IMUNOHISTOQUIMICA

Os estudos sobre a expressédo de isoformas de PKC em células cromafins
utilizando a técnica de imunohistoquimica permitiram a avaliacdo das diferengas nos
niveis de expressao e também da distribuicdo dessas proteinas no citosol em ratos
controles e diabéticos por STZ. A distincdo entre o cértex e a medula da glandula
supra-renal é possivel por técnicas de coloracao. As figuras 16A e 16B mostram o
aspecto da glandula supra-renal em corte histolégico corado com hematoxilina-
eosina. As figuras 16C e 16D mostram cortes da glandula supra-renal apos
tratamento com anticorpo associado a rodamina.

Varios trabalhos ja avaliaram a expressao de isoformas de PKC em células
cromafins de bovinos. Os resultados mostraram que essas células expressam as
isoformas a, € e { de PKC e que, por outro lado, ndo possuem niveis detectaveis das
isoformas By, Bi, v, ©, N, € 6 (SENA et al., 1996; YANAGITA et al., 2000). Portanto o
nosso estudo consistiu na analise da expressdo das trés isoformas de PKC ja
descritas em células cromafins da medula adrenal de bovinos.

Os resultados de imunohistoquimica mostraram que cada isoforma
apresentou nivel de expressao caracteristico (figuras 17 a 19). A PKC-a é a isoforma
mais expressada nas células cromafins de rato, seguida de { e depois de €. Nos
animais controles, a isoforma a apareceu com freqiiéncia associada a membrana

plasmatica (figura 17B). A isoforma ¢ também apareceu associada a membrana
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plasmatica, mas em menor propor¢cdo do que a (figura 18B). A isoforma , ao
contrario, apresentou uma distribuigdo mais ampla dentro das células (figura 19B).

A isoforma a de PKC é do grupo convencional, ou seja, necessita de Ca**,
diacilglicerol e fosfatidilserina para ser ativada. A isoforma € é do grupo chamado
PKCs novas, que necessitam apenas de diacilglicerol e fosfatidilserina para serem
ativadas. A isoforma ¢ € do grupo das isoformas atipicas de PKC e necessitam
apenas de fosfatidilserina para serem ativadas (NEWTON, 2001). Portanto a maior
ou menor interacao de cada isoforma de PKC com a membrana plasmatica podem
ser explicadas pelo seu mecanismo de ativacdo. Como o diacilglicerol permanece
ligado a face citos6lica da membrana, as PKCs convencionais e novas sao
translocadas do citosol para a fase interna da membrana (NEWTON, 2001). Porém,
a ampla distribuicdo de ¢ nao significa que a membrana plasmatica nao participa da
regulacao da atividade de isoforma. Alguns autores tém sugerido que PKC-{ tem sua
atividade regulada pela proteina quinase PDK-1 (CHOU et al.,, 1998; HIRAI e
CHIDA, 2003). A PDK-1 é recrutada para a membrana plasmatica apdés a
estimulacdo da célula por agonistas (HIRAI e CHIDA, 2003). Chou et al. (1998),
sugeriram que essas enzimas permanecem associadas in vivo e in vitro formando
um complexo pré-existente em células ndo estimuladas. Nessas condi¢cdes, a PDK-1
nao poderia fosforilar a PKC-{ provavelmente devido a mecanismos auto-inibitérios
da PKC-C e/ou da PDK-1 (CHOU et al., 1998).

O DM afetou de maneira diferenciada a expressdao de cada uma das
isoformas. A expressdo de a foi drasticamente reduzida pela doenga (figura 17,
comparar B e C). Além da menor expressdo, a associacdo a membrana plasmatica
parece menos freqliente nas células cromafins dos diabéticos, o que pode
determinar menor atividade. A expressao da isoforma ¢ foi a menos afetada apés 15
dias da inducdo do DM. Houve uma pequena reducdo na expressao de € nos
animais diabéticos (figura 18, comparar B e C). Devido a esta pequena variacao, foi
mais dificil de determinar o efeito da doenga sobre a sua expressao. Outro fator que
dificultou a andlise foi sua baixa expressao nestas células. Ja a isoforma (, ao
contrario de a e €, teve a sua expressdao aumentada pelo DM (figura 19, comparar B
e C).
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Figura 16- Diferenciacao entre os tecidos cortical e medular da glandula supra-renal de ratos Wistar.
Em A e B coloragdao com HE e em C e D tratamento com anticorpos associados a rodamina para
analise imunochistoquimica.
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Figura 17- Efeito do diabetes sobre a expressao da isoforma alfa da proteina quinase C, apds 15 dias
da indugdo da doenga. A- Controle negativo; B- Animais normais; C- Animais diabéticos. A barra
representa 10 um.
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Figura 18- Efeito do diabetes sobre a expressao da isoforma épsilon da proteina quinase C, apos 15
dias da indugao da doenga. A- Controle negativo; B- Animais normais; C- Animais diabéticos. A barra
representa 10 um.
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Figura 19- Efeito do diabetes sobre a expressdo da isoforma zeta da proteina quinase C, apds 15
dias da inducao da doencga. A- Controle negativo; B- Animais normais; C- Animais diabéticos. A barra
representa 10 um.
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4.4 ANALISE DA EXPRESSAO DAS ISOFORMAS a, € E { DE PKC EM CELULAS
CROMAFINS ADRENAIS UTILIZANDO A TECNICA DE WESTERN BLOT

Um problema metodolégico no trabalho com imunohistoquimica é a
quantificagéo das proteinas sob andlise, razéo pela qual decidimos utilizar a técnica
de Western Blot.

A analise da expressdao das isoformas a, € e ¢ de PKC em ratos Wistar
controles, DTS e DTI por Western Blot corroboraram, em parte, os resultados
obtidos por imunohistoquimica.

Pela técnica de Western Blot, observamos que a expressao da isoforma a de
PKC foi significativamente reduzida pelo DM (figura 20). A expressdo dessa
isoforma foi 39,5% menor nos animais DTS quando comparado aos animais
controles. Portanto, esses resultados corroboram o resultado obtido por
imunohistoquimica, que também mostrou uma reducéo significativa na expressao de
PKC-a devido ao DM.

Nos ratos DTl a expressao de PKC-a foi similar ao observado nos ratos
controles. Portanto, o controle do diabete foi capaz de reverter o efeito do DM sobre
a expressao dessa isoforma.

A expressao da isoforma ¢ foi a menos afetada apés a indu¢cdo do DM. Por
Western Blot, foi observado aumento na expressao dessa isoforma nos ratos DTS e
DTl quando comparado aos ratos controles. Porém essas alteragcdes nao foram
significativas nos dois grupos experimentais (figura 21). Portanto, os resultados
obtidos por Western Blot e imunohistoquimica na expressao de PKC-¢ em ratos
controles e ratos diabéticos foram diferentes.

A analise da PKC-¢ por imunohistoquimica foi dificultada pela baixa expressao
dessa isoforma nas células cromafins. Observamos pequena redug¢do na expressao
dessa proteina nos animais diabéticos. Devido a essa pequena variagao, foi dificil
determinar o efeito do DM sobre sua expressdo. Lembrando que a metodologia de
analise dos experimentos de imunohistoquimica consistiu na observacao das
laminas por trés pessoas que ndo sabiam o grupo experimental que estavam
analisando, nem os resultados obtidos pelos demais. Nao houve divergéncia nos
resultados obtidos pelos trés avaliadores com relagéo a analise das isoformas a e .

Por outro lado, sempre houve dlvida quanto a reducao da expressao da isoforma e,
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ou seja, sempre um dos avaliadores divergia. Porém, em nenhuma anélise se

observou aumento da expressao desta isoforma.
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Figura 15: Efeito do diabetes e do tratamento com insulina NPH humana sobre a
expressédo de PKC alfa em células cromafins da medula adrenal de ratos Wistar.
As colunas representam as medidas de densidade Otica vezes darea. Acima de
cada coluna ha um Western Blot representativo dos resultados obtidos. A barra
vertical representa o EPM. *p<0,05 em comparagao aos ratos controles.

Com relacédo a isoforma ¢ de PKC, ao contrario de a e €, os resultados de
imunohistoquimica e de Western Blot mostraram que a sua expressao foi
significativamente aumentada pelo DM (figura 22). Por Western Blot observamos um
aumento de 74,2% na expressao de PKC-C nos ratos DTS quando comparado aos
ratos controles. Nos ratos DTI, esse elevacdo na expressao foi apenas atenuada,
sendo apenas 32,6% maior em relacdo aos ratos controles. Tanto nos ratos DTS
quanto nos DTI, o aumento na expressao de PKC-( foi estatisticamente significativo.
Portanto, apesar da insulinoterapia, o efeito do DM sobre a expressao de PKC-{ nao

foi similar aos dos ratos controles, ou seja, nao foi revertido.
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Figura 21: Efeito do diabetes e do tratamento com insulina NPH humana sobre a
expressdo de PKC épsilon em células cromafins da medula adrenal de ratos
Wistar. As colunas representam as medidas de densidade ética vezes area. Acima
de cada coluna ha um Western Blot representativo dos resultados obtidos. A barra
vertical representa o EPM.

Com relacdo ao estudo sobre a expressao e a localizagdo intracelular das
isoformas a, € e { de PKCs em células cromafins adrenais, inicialmente constatamos
que o efeito do DM sobre esses parametros vai depender do tipo celular em que
cada isoforma esta inserida. Essa constatacao foi possivel pela comparacdo de
nossos resultados como os resultados obtidos por outros autores que fizeram estudo
semelhante ao nosso, porém utilizando outros tipos de células (TANG et al., 1997;
BORGHINI et al.,, 1994; KOYA et al., 1994; BABAZONO et al., 1998;
GOESTEMEYER et al., 2007).

Goestemeyer et al. (2007) verificaram que em células dos tdbulos renais
proximais, a expressao das isoformas a e € de PKC nao foram alteradas pelo DM

quando comparado aos ratos sadios.
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Koya et al. (1997) observaram que em células glomerulares de ratos
diabéticos a translocacdo das isoforma a de PKC para a membrana aumenta em
50% quando comparado aos ratos controles. Mas, contrariamente ao trabalho de
Babazono et al. (1998) nenhuma alteracdo na distribuicdo intracelular de PKC-¢ foi

observada.
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Figura 22: Efeito do diabetes e do tratamento com insulina NPH humana sobre a
expressdo de PKC zeta em células cromafins da medula adrenal de ratos Wistar.
As colunas representam as medidas de densidade ética vezes area. Acima de
cada coluna ha um Western Blot representativo dos resultados obtidos. A barra
vertical representa o EPM. *p<0,05 em comparacao aos ratos controles.

Liu at al. (1999) reportaram que no tecido muscular cardiaco de ratos a
expressao das isoformas a, € e { de PKC sdo aumentadas significativamente no
tecido muscular cardiaco de ratos diabéticos quando esses sdo comparados aos do

ratos controles.
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Borghini et al., (1994) observaram que o DM n&o causa alteragbes na
expressao, distribuicdo e translocacdo das isoformas a e € de PKC em células
nervosas do nervo ciatico.

Tang et al. (1993) analisaram a expressao e translocacdo de isoformas de
PKC nos hepatécitos de ratos diabéticos. Eles reportaram que a isoforma a de PKC
tem sua expressdao aumentada tanto na fracdo citosélica quanto na fracdo de
membrana. A expressao da isoforma &€ nos animais controles foi principalmente
associada a membrana. Com a inducdo do DM a expressdo dessa isoforma foi
aumentada. Nao foram observadas alteragdes na expressao e distribuicdo celular de
PKC-C nos hepatdcitos causadas pelo DM.

A PKC-a consiste em uma cadeia de 672 aminoacidos e massa molecular de
aproximadamente 80 KDa (BABAZONO, et al., 1998; LUl et al., 1999). Essa proteina
€ expressada em praticamente todos os tipos celulares, ao contrario de outras
isoformas de PKC, cuja expressdo ocorre em células especificas. (NAKASHIMA,
2002). A PKC-a possui papel de destaque no controle de certos processos celulares,
como por exemplo, proliferagdo (SCHONWASSER et al., 1998), apoptose (LEE et
al., 1996), diferenciacdo celular (ZHAO et al.,, 2001), motilidade (SUN e
ROTENBERG,1999) e adesao celular (WALLIS et al., 2000). As diferentes funcdes
desempenhadas pela PKC-a depende da célula em que essa isoforma é expressada
e do substrato sobre qual ela atua (NAKASHIMA, 2002).

A isoforma € apresenta massa molecular de aproximadamente 90 KDa (TANG
et al.,, 1993; LUI et al.,, 1999). PKC-¢ é particularmente abundante em células
neuronais, células produtoras de horménios e em células do sistema imune (OHNO
et al., 1988). Ja foi demonstrado que essa isoforma participa de vias de sinalizacao
relacionadas com proliferacdo celular (BALCONAITE et al., 2000), diferenciacao
celular (RACKE et al., 2001), expressao genética (JOBBAGY et al., 1999), contracédo
muscular (ALl e SARNA, 2002), transporte intracelular (DeCOY, SNAPPER e
BREYER, 1995), exocitose (AKITA et al., 1994) e endocitose (SONG et al., 1999).
Evidéncias sugerem que PKC-¢ esta relacionada com varios tipos de doengas como
tumores, isquemia e DM (AKITA, 2002).

A isoforma ¢ possui massa molecular de aproximadamente 78 KDa (TANG et
al., 1993; BABAZONO, et al., 1998). Estudos in vivo e in vitro sugerem que essa
PKC possui papel relevante em diferentes vias de sinalizagdo ativada por varios
sinais extracelulares (HIRAI e CHIDA, 2003). Algumas vias de sinalizacdo nas quais
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PKC-( participa séo a cascata de sinalizacdo MAPK (BERRA et al., 1995), a cascata
de ativacao do fator de transcricdo nuclear NFkB (SANZ et al., 2000) e a cascata de
sinalizacao da proteina ribossomal S6 (AKIMOTO et al., 1998).

Nas células cromafins, diversos estudos relatam a participagdo de isoformas
de PKC nos processos de sintese e secrecao de catecolaminas. Ja foi reportado que
PKC estimula a sintese e a atividade de TH, enzima que determina a velocidade de
producdo das catecolaminas pela medula adrenal (TAKEKOSHI et al.,, 2001;
NANMOKU et al., 2005; BROBOVSKAYA et al., 2007; GELAIN et al., 2007). Além
disso, algumas proteinas que constituem a maquinaria secretéria das células
cromafins sao reguladas por PKCs (KHIROUG et al, 1998; YANAGITA et al, 1999;
GRAHAM et al, 2000; TAYLOR, 2000; SENA et al, 2001; PARK et al., 2006).
Portanto, a sintese e secrecdo de catecolaminas pelas células cromafins sao
reguladas por PKCs.

Com relagdo a sintese de catecolaminas, as células cromafins possuem
receptores de membrana para diferentes moléculas sinalizadoras extracelulares que
estimulam a sintese e/ou a ativacdo de TH (ARIMURA e SHIODA, 1995;
TAKEKOSHI et al., 2001 a,b; TAKAHASHI et al., 2005).

O polipeptideo PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) e
seu receptor foram identificados em células cromafins adrenais (ARIMURA e
SHIODA, 1995). Esse peptideo regula a expressao dos genes de TH, DBH e PNMT
por meio de diferentes mecanismos que envolvem a ativagdo de PKA e PKC (CHOI,
PARK e HWANG, 1999). PACAP ¢ liberado juntamente com ACh nas terminacdes
do nervo esplancnico na glandula adrenal de rato. Sua fungéo fisiolégica esta
relacionada principalmente com a resposta do organismo a situacdes de estresse
metabdlico (ARIMURA e SHIODA, 1995).

Hamelink et al., (2002) reportou que camundongos que nao expressam O
gene de PACAP ao serem submetidos a estresse hipoglicémico causado por injecao
de insulina (1 a 10U /Kg de massa do animal) e longo periodo de jejum
apresentaram episédios de hipoglicemia mais severa quando comparado aos
animais selvagens. Foi também observado que nessas condi¢cdes de estresse
metabdlico, os animais que nao expressam PACAP apresentaram declinio
significativo na secrecédo e estoque intracelular de adrenalina. Por outro lado, os
animais selvagens apresentaram aumento da secrecao de adrenalina e ativacao de

TH. Foi também observado que a resposta de corticosterona, um horménio contra-
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regularério, foi similar nos dois grupos experimentais ap6s serem submetidos ao
mesmo protocolo de tratamento com insulina e jejum. Esses dados sugerem que
PACAP esta relacionado com a sintese de catecolaminas em células cromafins
adrenais no estado de estresse metabdlico.

Bobrovskaya et al., (2007) demonstraram em células cromafins bovinas que
PKC é responsavel pela fosforilagcdo sustentada de TH em Ser40 que resulta na
manutencdo da atividade enzimatica de TH por um periodo de até 48 horas em
resposta a estimulacao nicotinica.

PKC e outras proteinas fosforilam Ser40 em resposta a nicotina (DUNKLEY et
al., 2004). Porém, todas elas, com exce¢ao de PKC, mantém a fosforilacdo de Ser40
por apenas alguns minutos, o que é denominado de fosforilagdo aguda.

Em células cromafins bovinas a ativacdo de proteinas Ser40 quinases por
estimulacdo nicotinica é dependente do influxo de Ca®*" extracelular através de
canais de Ca®" dependentes de voltagem. A répida inativacdo dessas quinases é
conseqiiéncia da reducdo dos niveis intracelulares de Ca®*". Bobrovskaya et al.,
(2007) sugeriram que PKC é capaz de manter a fosforilagdo sustentada do residuo
Ser40 de TH devido a ocorréncia de um pequeno aumento da concentracao
intracelular de Ca®** que é suficiente para manter a atividade de PKC, mas é
insuficiente para sustentar a ativagdo das outras quinases que também fosforilam
Ser40 de TH. Segundo os autores uma reducao na atividade de fosfatases nao
estaria envolvida.

Bobrovskaya et al.,, (2007) também relatou que o tratamento de células
cromafins com PDBU, um ativador de isoformas convencionais e novas de PKC,
manteve as PKCs ativas e aumentou significativamente a fosforilacdo de Ser40 por
um periodo superior a 24 horas. Yanagita et al, 2000 reportaram que apés tratar
células cromafins bovinas com PDBU, as isoformas a e € de PKC permaneceram
ativadas por no minimo 15 horas. Isso sugere que essas isoformas podem ser as
responsaveis pela fosforilacdo sustentada de Ser4d0 em TH por 24 horas
(BOBROVSKAYA et al., 2007).

Nossos resultados mostraram que a expressdao de PKC-a é diminuida
significativamente nos ratos DTS. Nos experimentos de imunohistoquimica, além de
uma reducdo na expressao da isoforma a de PKC, foi também observado uma
reducdo na associacao dessa isoforma a membrana plasmatica. Essa observacao
sugere uma menor ativacdo dessa isoforma de PKC, visto que ela é classificada
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como uma PKC convencional. Dessa forma, além do DM reduzir a expressdo da
isoforma a de PKC, podemos também pensar que a sua atividade também foi
reduzida pela doenca.

De acordo com o trabalho de Bobrovskaya et al., (2007) podemos entdo
sugerir que em consequéncia da menor atividade de PKC-a, a fosforilagdo
sustentada de TH é reduzida, o que possivelmente poderia explicar a reducdo na
sintese de catecolaminas nos animais diabéticos nao tratados com insulina.

Em outros trabalhos realizados em nosso laboratério foi observado que ratos
DTS apresentaram redugdo de aproximadamente 21% no conteudo total de
catecolaminas, o que foi estatisticamente significativo. Nos ratos DTI, esse efeito da
doenca foi revertido. De maneira similar, mostramos em nossos resultados que a
reducdo na expressdao de PKC-a também foi revertida pela insulinoterapia.
Observamos também uma reducao de 15,6% na expressédo de TH nos ratos DTS,
porém essa diminuicdo ndo foi significativa. Nos ratos DTI, a expressao de TH foi
superior, em aproximadamente 13%, quando comparado aos ratos controles, mas
esse aumento também nao foi considerado significante (manuscrito em preparagéo).

Juntos, esses dados sugerem que um dos mecanismos que podem estar
envolvidos na reducado do conteudo total de catecolaminas seria a diminuicdo da
atividade de TH devida a reducédo da expressao da isoforma a de PKC devido ao
DM.

PKC-¢ também ¢é capaz de realizar a fosforilagao sustentada, mas como dito
anteriormente, em nossos experimentos ndo observamos alteragdes significativas na
expressao dessa isoforma de PKC. Mas como ja sugerido, acreditamos que essa
isoforma nao esta envolvida nas alteragdes decorrente do DM.

Ja foi reportado que a sintese de catecolaminas também pode ser modulada
pelo fator liberador de prolactina (horménio hipofisario que age sobre as glandulas
mamarias) e pelo retinol. Ambos estimulam a sintese e a atividade de TH por via
dependente de PKC (NANMOKU et al., 2005; GELAIN et al., 2007). Porém, nesses
trabalhos nao foi analisado qual isoforma de PKC esta envolvida nesses processos,
o que limita fazer correlagdes com os resultados obtidos em nossos estudos.

Nao encontramos qualquer artigo que correlacione o aumento da expressao
da isoforma ¢ com a redugédo da sintese de catecolaminas pelas células cromafins

adrenais.
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Com relacdo a interpretacdo feita anteriormente de que a reducdo da
associacdo de PKC-a a membrana plasmatica é um indicativo de reducdo da
atividade da proteina, algumas consideracdes que limitam essa interpretacdo devem
ser feitas. Ja foi reportado na literatura que PKC-a pode translocar para outros locais
dentro da célula que ndo a membrana plasmatica, onde ird exercer a sua funcéo
biolégica, tais como o complexo de Golgi e o nucleo (NAKASHIMA, 2002).

Almholt et al. (1999) analisaram a distribuicdo intracelular de PKC-a em
células renais de hamster. Nesse trabalho, para a visualizagdo da isoforma de PKC
dentro da célula foi utilizada uma proteina fluorescente verde (GFP) fundida a PKC-
a. Anteriormente, foi verificado que a GFP néo altera as propriedades de localizacéo
e movimentacao da PKC-a dentro da célula.

Foi observado que em células renais de hamster ndo estimuladas PKC-a-
GFP se distribui homogeneamente no citoplasma da célula, sendo que maior
concentracdo de PKC-a foi observada apenas na regiao perinuclear. A estimulacéao
das células com 100nM de PMA causou a translocacdo da PKC-a-GFP para a
membrana plasmatica com concomitante deplecao da expressdao da proteina na
porcao citoplasmatica.

Shirai et al. (1998) observaram a translocagdo de PKC-¢ em células COS-7,
linhagem de célula renal de macaco. Eles reportaram que acidos graxos insaturados
induzem a translocacdo de PKC-¢ do citoplasma para a membrana plasmatica
enquanto a PKC-¢ transloca para a regido perinuclear ou para o complexo de golgi
em resposta ao Aacido aracdonico. Acidos graxos saturados e insaturados sdo
referidos como potencializadores isoforma especificos da atividade de PKC
(SHINOMURA et al., 1991; NISHIZUKA, 1995).

Esses dados mostram que o local para onde a PKC ativada transloca
depende do tipo celular onde a PKC-a, ou outra isoforma de PKC convencional ou
nova, € expressada. Nao podemos descartar a hipoétese de que o destino da
translocacado da PKC possa depender também do agente estimulador. Nas células
cromafins adrenais, observamos uma maior translocacao de PKC-a em regidao que
consideramos ser a membrana plasmatica.

Outra questao ainda nao esclarecida com relacao a ativacao e translocacao
de isoformas de PKCs é se a proteina torna-se cataliticamente ativa ap6s ser
translocada ou se ela transloca ap6s adquirir competéncia catalitica (SHIRAI e
SAITO, 2002).
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Sakai et al. (1997) observou que PKC-y translocou para a membrana
plasmatica apds tratamento com éster de forbol mesmo na presenca de
estaurosporina, inibidor inespecifico de PKCs. Porém, nesse trabalho nao foi
avaliada a atividade da PKC, apenas a sua localizacao dentro da célula por meio de
sua ligacdo a GFP (composto fluorescente) utilizando microscopia confocal.

Outro indicativo de que a translocacdo nem sempre esta relacionada com a
aquisicao da atividade catalitica foi reportada por Kajimoto et al. (2001). Eles
mostraram que PKC-0 transloca para o complexo de golgi apds tratamento com
ceramida, porém a isoforma ainda ndo estava ativada. Eles sugerem que apés a
translocacao a PKC-6 é ativada por fatores ainda ndo conhecidos que sao regulados
pela ceramida no complexo de golgi. Esses resultados sugerem que a translocacao
de PKC é independente da aquisicdo de atividade catalitica. Também ja foi
reportado que perdxido de hidrogénio ativa PKC-6 e néo foi observado translocagao
(SHIRAI e SAITO, 2002).

Com relagdo a secregao de catecolaminas, Kim et al., (2003) reportou que
canais de K" controlados por voltagem (Kv) constituem um importante componente
na modulacdo da excitabilidade de células PC12 e que esses canais sao regulados
pela isoforma ¢ de PKC.

A excitabilidade dos neurdnios e das células cromafins, como também a
linhagem PC12 de células cromafins, é determinada pela ativagcdo de diferentes
canais ibnicos controlados por voltagem expressos na membrana plasmatica dessas
células (LLINAS, 1988). As células cromafins possuem caracteristicas de células
neuronais devido a origem embriolégica em comum com o0s neurbnios simpaticos
(AUNIS e LANGLEY, 1999). As células PC12 também compartilham propriedades
em comum com 0s neurdnios e também expressam canais dependentes de
voltagem e outras proteinas caracteristicas de células neuronais. Tanto as células
cromafins quanto as células PC12 sao utilizadas para estudo de diversas fungdes
neuronais, principalmente para o estudo da secre¢cdo de neurotransmissores
(BURGOYNE, 1991).

Os canais Kvs retificadores sédo responsaveis pelo restabelecimento do
potencial de repouso da membrana apds a despolarizacdo e propagacdo de um
potencial de acdo em células nervosas e musculares. Portanto, esses canais

modulam a freqiiéncia e duragdo do potencial de acdo nessas células (MARTENS,



105

KWAK e TAMKUN, 1999). Os canais Kv2.1, Kv2.2, Kv3.1 e Kv3.2 sdo responsaveis
pela formacao de corrente retificadora de K* (SONG, 2002).

Kim et al. (2003) observaram que quando células PC12 sdo submetidas a
tratamento com fator de crescimento neural (NGF) ocorre modificagdo do potencial
de membrana que é necessario para ativar canais Kv retificadores. A corrente de K*
que no grupo controle é ativada quando o potencial de membrana chega a -10mV,
nas células tratadas com NGF é disparada em -30mV. Dessa forma, a repolarizagéao
€ antecipada. Foi também observado aumento da intensidade da corrente elétrica
que passa através do canal. Essas modificagcbes foram atribuidas ao aumento da
expressao da proteina p62 dentro das células PC12 em virtude do tratamento com
NGF.

O NGF torna as células mais excitaveis devido ao aumento de canais
dependentes de voltagem que sédo expressos na membrana das células. O niumero
de canais de Na* dependentes de voltagem (KALMAN et al., 1990) e também de
canais de Ca** dos tipos L e N expressos na membrana plasmatica sdo aumentados
quando a célula é tratada por NGF.

De acordo com o modelo de regulacdo do canal Kv retificador por Kim et al.
(2003), a proteina p62 atua como uma proteina ligadora entre a subunidade
regulatéria Kv-B e a isoforma ¢ de PKC. Foi observado que o efeito de NGF sobre a
curva de ativacao da corrente por Kv requer a fosforilagdo por essa isoforma de PKC
(figura 24).

PKCC

Figura 23 — Modelo de regulagdo de canais de K' retificadores controlados por voltagem pelo
complexo KvB-p62-PKCC (KIM et al., 2003).
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Nos experimentos realizados para identificar qual isoforma de PKC regula a
atividade do canal Kv foram utilizados inibidores de PKC especificos para as
isoformas ¢, a e 8 e também para PKA. Quando as células foram pré-incubadas
com inibidor especifico de PKC-C, o efeito de NGF sobre a ativagdo da corrente por
Kv foi revertido. Por outro lado, nos experimentos que foram utilizados inibidores das
isoformas a e 6 de PKC e também o inibidor especifico de PKA, o efeito de NGF nao
foi revertido.

De acordo com o modelo criado por Kim et al. (2003), em células PC12 pré-
incubadas com NGF, o complexo protéico formado por KvB-p62-PKCC regula a
excitabilidade dessas células. A proximidade da PKC-{ com o substrato Kvf
possibilita a sua fosforilagcdo. A subunidade Kva também pode ser fosforilada. A
fosforilacdo de Kvf ou Kva modifica a dependéncia de voltagem do canal Kv, de
modo que a célula repolariza mais rapidamente quando comparada as células
controles.

O artigo nao analisou se ocorriam modificagcdes na capacidade secretéria da
célula PC12 em decorréncia da alteracao da atividade do canal Kv retificador.

Nas células do grupo controle a expressdo de p62 encontra-se abaixo do
nivel critico para formacao do complexo. Portanto, o tratamento com NGF aumenta a
expressao dessa proteina permitindo a formacao do complexo.

Também foi observado que em células PC12, a secrecdo de noradrenalina
exerce agdo paracrina e/ou autocrina induzindo um aumento na expresséo de p62.
Esse efeito foi observado quando as células foram tratadas com 1uM de
noradrenalina. lgualmente para o modelo proposto para a célula PC12 tratada com
NGF, o efeito de noradrenalina sobre a atividade do canal Kv requer a formacao do
complexo KvB-p62-PKCC. Portanto, nesse caso, a atividade de PKC-C também &
requerida (KIM et al., 2005).

Nos nossos experimentos observamos que o DM aumenta a expresséao de
PKC-C nas células cromafins dos ratos diabéticos que nao foram tratados com
insulina (grupo DTS) quando comparado aos ratos controles. Este efeito ndo é
revertido pelo tratamento com insulina (grupo DTI).

Outro trabalho realizado em nosso laboratério mostrou que apoés 15 dias da
inducéo do DM, os ratos DTS e DTI apresentaram reducao significativa na secrecéao
basal e estimulada por altas concentragcdes de K™ e carbamilcolina. A secrecdo de
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catecolaminas dos DTS foi reduzida em 42,28% e a dos DTl em 48,84% quando
comparados aos ratos controles quando as células cromafins foram estimuladas
com K*. Quando as células foram estimuladas com carbamilcolina a redugdo nos
ratos DTS foi de 28,9% e nos ratos DTI foi de 36,8%. Por outro lado, a secrecao
estimulada por cafeina foi similar nos trés grupos experimentais.

Considerando que K" e carbamilcolina tém em comum a agao despolarizante
e que a reducdo na secrecdo em resposta a esses secretagogos foi similar, os
autores sugeriram que esta reducdo na secrecdo de catecolaminas pode ser
consequéncia de falhas nos processos elétricos associados a despolarizacdo da
membrana plasmatica ou nas vias de sinalizagdo disparadas por esta
despolarizacdo. Como a secrec¢ao induzida por cafeina nao foi alterada, foi proposto
que o DM nao afeta a homeostase dos pools intracelulares de Ca®* (manuscrito em
preparacao).

Por outro lado, Du et al., (2000) estudaram o efeito da reducédo da expressao
de Kvs retificadores em células neuronais do hipocampo. Em seus experimentos, 0s
autores utilizaram um oligonucleotideo antisense que reduz seletivamente a
expressdo de canais de K* retificadores do tipo Kv2.1. Por Western Blot foi
observado que houve reducao de aproximadamente 90% na expressdao desses
canais. Os canais Kv2.1 sdo os principais canais retificadores presentes em
neurénios do hipocampo. Nas células tratadas com o antisense foi observado que a
repolarizacdo da célula foi retardada e o periodo de tempo em que a célula
apresentou aumento da concentraco intracelular de Ca®* foi prolongado.

Portanto, esses dados sugerem que o aumento da expressdo de PKC-C
devido ao DM pode reduzir a intensidade e/ou o tempo da despolarizacao da célula
cromafim. A reducéo da intensidade da despolarizacdo quer dizer que a variagao da
voltagem tornaria-se menor, o que impediria a abertura de canais de Ca*
dependentes de voltagem do tipo HVA, que necessitam de despolarizagbes mais
elevadas para serem ativados (ARTALEJO, 1995). Consequentemente, o influxo de
Ca?* seria reduzido, diminuindo também a capacidade secretéria da célula cromafim.
Por outro lado, a reducdo no tempo da despolarizagdo apesar de ativar canais de
Ca®* do tipo HVA, permitiria o influxo de Ca®* por pouco tempo. Da mesma forma, a
capacidade secretoria da célula cromafim seria reduzida.

Enfim, demonstramos que nos ratos DTS ocorre aumento da expressao da
isoforma ¢ de PKC e que esse efeito do ndo foi revertido pela insulinoterapia.
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Reportamos que em outros trabalhos realizados em nosso laboratério, foi observado
que em ratos DTS ocorre diminuicdo da secrecdo de catecolaminas pelos ratos
doentes, e que esse efeito também nao é revertido pelo tratamento com insulina. Na
literatura ja foi reportado que PKC-{ modula canais Kv retificadores, diminuindo a
sua dependéncia por voltagem e possivelmente reduzindo a intensidade da
despolarizacdo da célula. Sugerimos entdo que a diminuicdo na secrecao de
catecolaminas pelas células cromafins de ratos Wistar DTS e DTI esta relacionado
com a modulagao de canais Kv retificadores por PKC-C.

Varios artigos demonstram que PKC-a e -¢ também participam do processo
de secrecdo de catecolaminas em células cromafins (YANAGITA et al., 2000; SENA
et al.,, 2001, KOBAYASHI et al., 2002; FONTAINHAS, 2005). Em nosso trabalho,
atribuimos principalmente a PKC-{ a causa da reducao da capacidade secretoria,
nas células cromafins devido ao fato de que tanto a expressao dessa isoforma de
PKC quanto a capacidade de secrecdo de catecolaminas ndo sao revertidas pelo
tratamento com insulina. Por outro lado, a expressdo da PKC-a é revertida e a
expressao da PKC-¢ ndo é afetada pelo DM.

Podemos ainda citar outros fatores que podem ter interferido na sintese e
secrecdo de catecolaminas em nosso modelo animal de DM, que sédo a droga
utilizada para inducdo da doencga (a STZ), o efeito do DM sobre o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) e a insulina injetada nos ratos DTI durante o tratamento.

Konrad et al. (2001) reportou que as células B do pancreas sao
especificamente sensiveis a acdo da STZ. Nao encontramos qualquer artigo que
descreva a acgao toxica da STZ em outros tipos de células. Chan et al, (2001) relatou
nao ter encontrado na literatura qualquer trabalho que cite efeitos toxicos da STZ
sobre o eixo HPA. Apesar disso, ndo descartamos a possibilidade de que a STZ
possa lesar outros tecidos, inclusive o eixo HPA.

Além da possivel agdo da STZ sobre o eixo HPA, ja foi relatado que o DM
afeta o funcionamento desse eixo.

O eixo HPA é um componente central na resposta neuroenddcrina ao
estresse. O hipotdlamo quando estimulado secreta o hormédnio liberador de
corticotropina (CRH) no sistema porta-hipotalamo, que faz o aporte sanguineo para
a parte anterior da hipéfise. O CRH estimula a hipéfise a secretar o horménio
adrenocorticotrépico (ACTH) na corrente sanguinea. A ACTH faz com que as
adrenais secretem glicocorticoides, dentre eles o cortisol. Dentre outras funcgdes, o
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cortisol age no hipotalamo para inibir a liberacdao continua de CRH (GUYTON e
HALL, 2006).

Chan et al. (2001) reportaram que o DM causa a hiperativacao do eixo (HPA).
Esses autores demonstraram que em ratos diabéticos ocorre o aumento da
expressdo do RNAm do hormbnio liberador de corticotropina (CRH) e também o
aumento da concentracdo plasmatica do horménio adrenocorticotrépico (ACTH) e de
glicocorticéides. Por outro lado a secrecdo basal de adrenalina é reduzida. Os
autores nao observaram alteragbes na secrecdo basal de noradrenalina. O
tratamento dos ratos doentes com insulina reverteu todas as alteragdes citadas
acima, com excecado do aumento da expressdao do mRNA do CRH, que aumentou
ainda mais. Os autores sugeriram que a reducao na secrec¢ao basal de adrenalina
pode ter sido causada pela hipoinsulinemia e/ou prolongada elevacdo dos niveis
plasmaticos de glicocorticdides.

Kvetnansky et al. (1993) demonstraram que a exposi¢ao cronica de neurbnios
simpaticos a elevados niveis de glicocorticdides pode prejudicar o funcionamento
dessas células. Esse efeito foi evidenciado pela observacdo de que ratos que
tiveram as duas adrenais retiradas e foram implantados com bomba de
corticosterona apresentaram concentracdo plasmatica de noradrenalina e
precursores de noradrenalina (como por exemplo a dopamina) inferiores ao
observado nos ratos que tiveram as duas adrenais retiradas mas nao receberam
implante, quando ambos foram submetidos a estresse por contencédo. Por outro
lado, as concentracdes plasmaticas desses horménios foram similares entre os ratos
controles e os ratos sem adrenais implantados. Esses resultados sugerem que a
corticosterona suprime varias funcdées simpato-neuronais, tais como a secrecao e
biossintese de noradrenalina.

Com relagdo a acdo da insulina, ha trabalhos que afirmam e outros que
negam que a insulina exerce efeitos diretos sobre as células cromafins
(KVETNANSKY et al, 1997; DE ARAUJO E SOUZA, GARCIA E MATHIAS et al,
1999; CHAN et al, 2005).

Kvetnansky et al. (1997) demonstrou que a insulina possui efeito direto sobre
a liberacdo de catecolaminas pelas células cromafins adrenais in vitro. Em seus
experimentos, inicialmente os autores verificaram a ligacdo de insulina a receptores
presentes na membrana plasmatica das células cromafins de ratos. A presenca de
receptores especificos para insulina foi confirmada utilizando a técnica de PCR
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(Reacdo em Cadeia da Polimerase). Apesar de demonstrarem a presenca de
receptores especificos para insulina nas células cromafins, os autores nao
descartam a hipétese de esse hormbnio também se ligue a receptores para fator de
crescimento de insulina (IGF).

Posteriormente, os autores estimularam fatias da medula adrenal com
diferentes concentracdes de insulina, variando de 0,02 a 10 pg/ml durante 10
minutos. Eles observaram que as fatias de medula adrenal ao serem estimuladas
com 0,02 a 1,0 yg/ml de insulina ndo apresentaram modificacbes na secrecao de
catecolaminas. Quando as células foram estimuladas com 5 e 10 yg/ml, a secrecéo
aumentava significativamente. Porém, os préprios autores reconhecem que essas
concentragdes com efeitos estimulatérios sdo suprafisioldgicas.

De Araujo e Souza, Garcia e Mathias também analisaram in vitro a secrec¢ao
de catecolaminas por células cromafins. Eles incubaram as células em 0,75; 7,5 ou
750 pU de insulina/ml de solugéo. As trés concentragdes de insulina utilizadas nesse
trabalho sdo consideradas como fisioldgicas. Nessas solucdes de incubacao
também foi adicionado glicose, nas concentracdes de 0,56mM (baixa concentracédo
de glicose, situacdo de hipoglicemia) ou 25mM (alta concentracdo de glicose,
situacdo de hiperglicemia). Os autores nado observaram modificagcdes no
comportamento secretdrio das células cromafins. Portanto, a partir dos resultados,
eles concluiram que a insulina ndo exerce efeito agudo direto sobre a secrecéo de
catecolaminas pelas células cromafins.

Chan et al. (2005) avaliaram o efeito da agao da hiperinsulinemia in vivo. Eles
mensuraram a concentragao de adrenalina e noradrenalina no soro de ratos sadios
e diabéticos apdés esses animais terem sido submetidos a hiperinsulinemia-
euglicemia clamp durante 150 minutos. Eles observaram que nos dois grupos
experimentais houve um gradual aumento na concentracao plasmatica de adrenalina
no decorrer do experimento, sendo que na ultima dosagem (150 minutos), essa
diferenga foi significativa quando comparada com o valor inicial (zero minuto). Por
outro lado, ndo houve diferencas significativas na concentracao de adrenalina entre
os dois grupos experimentais no inicio e nem no decorrer do experimento. Com
relacdo a noradrenalina, nenhum dos dois grupos apresentou modificacdes
significativas na concentragdo plasmatica desse horménio. Também nado foram

observadas diferencas significativas entre ratos sadios e diabéticos. Foi entdo
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sugerido que a hiperinsulinemia pode estimular a secre¢do de adrenalina, mesmo
durante a normoglicemia.

Em nosso trabalho n&o foi mensurado a insulinemia. De qualquer forma, nos
trabalhos anteriormente realizados em nosso laboratério nao foi observado aumento
da secrecao de catecolaminas, e sim uma redug¢do na capacidade secretoria tanto
dos ratos diabéticos quanto nos ratos doentes que foram tratados com insulina
quando comparados aos animais controles.

Ja foi relatado que episddios recorrentes de hipoglicemia podem afetar a
secrecao de catecolaminas em humanos (CRYER, DAVIS e SHAMOON, 2003) e em
ratos (CHAN et al., 2002; INOUYE et al., 2005). Inouye et al., (2005) reportaram que
a reducao na secrecao de adrenalina devido a recorrentes episédios de hipoglicemia
esta relacionada com alteracbes no processo de sintese do horménio. Em seus
experimentos foram utilizados ratos Sprague-Dawley machos. Foi observado que os
niveis de mRNA de TH e PNMT foram reduzidos quando comparados ao grupo
controle, enquanto a sintese do mRNA de DBH foi aumentada. Para analisar quais
fatores estariam relacionados com essa alteracao, foi também analisado o nivel de
MRNA de CRH com o objetivo de avaliar a funcéo do eixo HPA. A sintese de mRNA
de receptores para glicocorticéides que sdo expressos na medula adrenal também
foi analisada. Ja foi reportado que glicocorticdides elevam a expressao de TH, DBH
e PNMT (STACHOWIAK et al, 1988; EVINGER et al, 1992; KIM, PARK e JOH,
1993). Os resultados obtidos ndo mostraram diferencas significativas entre os
grupos controles e tratados e sugerem que a causa da reducdo da secrecao de
catecolaminas ap6s hipoglicemias recorrentes nao esta relacionada com os
parametros analisados.

Em nosso laboratério estdo sendo realizados experimentos com o objetivo de
verificar se no modelo animal de DM que utilizamos também ocorre reducédo da
expressdao da enzima TH apds os animais serem submetidos a episddios de
hipoglicemia recorrentes.

No presente trabalho, o esquema de insulinoterapia empregado foi
estabelecido apds experimentos que consistiram em avaliar qual a dose de insulina
deveria ser aplicada e qual horario seria 0 mais adequado de modo a evitar a
ocorréncia de episédios de hipoglicemia e hiperglicemia. Portanto, o nosso objetivo
era manter a os niveis glicémicos o mais proximo possivel da normoglicemia. As

concentragdes plasmaticas de triglicerideos e frutosamina foram mensurados e
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sugerem que o tratamento com insulina estabelecido foi eficaz no controle glicémico
dos ratos diabéticos. Porém consideramos que episodios de hiper e hipoglicemias
ocorreram durante os 15 dias de tratamento dos animais. A permanéncia dos niveis
glicémicos dentro da faixa de normoglicemia nao constitui uma realidade, mesmo no
tratamento de humanos diabéticos com insulina. Portanto, ndo descartamos a
possibilidade de que a ocorréncia de episédios de hipoglicemia em nossos ratos DTI
possa ter colaborado para a reducdo da capacidade secretéria de catecolaminas
pelas células cromafins adrenais desses animais.

Resumindo, mostramos que o DM exerce efeitos diferentes sobre a
expressdao de isoformas de PKC em células cromafins adrenais de ratos. A
expressdo da isoforma a é reduzida, a da isoforma { € aumentada, enquanto a
expressdao da isoforma € ndo é alterada. Estabelecemos um protocolo de
insulinoterapia para ratos Wistar diabéticos que foi eficaz no controle glicémico dos
animais DTI. Observamos que nos animais submetidos a insulinoterapia, a
expressdao da PKC-a foi revertida enquanto a expressdo da PKC-C permaneceu
elevada. A expressdo da isoforma € continuou inalterada. Em trabalhos
anteriormente realizados em nosso laboratério, foi observado que o conteudo total
de catecolaminas € reduzido nos ratos DTS e que esse efeito do DM é revertido nos
animais DTI. Porém nao foi observada reducao significativa na expressao de TH nos
ratos diabéticos ndo submetidos a insulinoterapia. Portanto sugerimos que a
isoforma a estad envolvida na regulacdo da atividade da enzima TH. Em outros
trabalhos realizados em nosso laboratério também foi demonstrado que nos ratos
DTS ocorre a redugédo da secrecdo de catecolaminas. Porém, a insulinoterapia néo
reverte a capacidade secretoria de ratos DTl quando suas células cromafins séao
estimuladas por secretagogos que causam despolarizacdo da membrana
plasmatica. Sugerimos entao que a isoforma ¢, que também ndo tem sua expressao
revertido nos ratos DTI, pode estar envolvida em mecanismos regulatorios dos
processos elétricos de membrana, sendo a modulacao do funcionamento de canais

Kv retificadores um desses possiveis mecanismos.
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5 CONCLUSOES

e O tratamento com estreptozotocina na dose de 50mg/Kg de massa corporal

dos ratos foi eficiente em induzir o DM;

e O protocolo de tratamento com insulina estabelecido é eficaz no controle

glicémico dos ratos diabéticos;

e O tratamento com insulina restabelece os niveis normais de colesterol e
fracdes c-LDL e c-VLDL nos animais diabéticos, corroborando a eficiéncia do

tratamento;

e As células cromafins de rato expressam as isoformas a,€ e { de PKC;

e Dentre as isoformas de PKC estudadas, a isoforma a é a mais expressada,

seguida por e depois por €;

e O DM exerce efeitos diferentes sobre a expressao de isoformas de PKC em
células cromafins adrenais de ratos. A expressao da isoforma a é reduzida, a
da isoforma ¢ é aumentada, enquanto a expressao da isoforma € nédo é

alterada;

e (O tratamento dos ratos diabéticos com insulina € capaz de reverter a
expressdo da PKC-a, mas ndo reverte a expressdo da isoforma (. A

expressao da isoforma € nao € modificada pela insulinoterapia;

e A reducao da expressao de PKC-a pode estar relacionada com a diminuicao
da sintese de catecolaminas pelas células cromafins adrenais de ratos
diabéticos. Por outro lado, a reducao da secrecao de catecolaminas por essas
células, observada nos ratos diabéticos e diabéticos tratados com insulina,
provavelmente € devido ao aumento da expressdo de PKC-C.
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