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RESUMO

A hiperatividade do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA) na diabetes é pouco
compreendida. Mostramos anteriormente que o aumento da atividade do eixo HPA estava
relacionado a regulacéo negativa do receptor ativado por proliferacdo de peroxissoma (PPAR)
v nas glandulas hipofise e adrenal de ratos diabéticos. Por outro lado, a relacdo funcional
antagobnica entre o PPARy ¢ o receptor Toll-like 4 (TLR4) é conhecida. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o papel do TLR4 na hiperatividade do eixo HPA observada em animais
diabéticos. A diabetes foi induzido por injecdo intravenosa de aloxana em animais em jejum.
O agonista do PPARy, rosiglitazona, foi administrado diariamente durante 18 dias
consecutivos, com inicio 3 dias apos a inducdo da diabetes. O antagonista de TLR4, TAK-
242, e o coquetel de antibiéticos (Metronidazol, Ampicilina e Neomecina) foram
administrados diariamente por 14 dias consecutivos, comegando 7 dias ap6s a indugdo da
diabetes. Nossos dados mostraram que a expressdo de TLR4 foi aumentada na hipdfise e
adrenal de ratos diabéticos em comparagdo a ratos ndo-diabéticos. Além disso, a rosiglitazona
diminuiu a expressdo de TLR4 de animais diabéticos em ambas as glandulas. A fim de
compreender a importancia do TLR4 na hiperatividade do eixo HPA sob condicGes
diabéticas, usamos camundongos mutantes para sinalizacdo de TLR4 (C3H.Hel) ou
camundongos diabéticos tratados com TAK-242. Ambos os camundongos diabéticos
C3H.HeJ e camundungos diabéticos tratados com TAK-242 ndo apresentaram aumento dos
niveis plasmaticos de corticosterona em compara¢do a animais diabéticos ndo-tratados. Além
disso, estimulamos ratos diabéticos com lipopolissacarideo (LPS) e analisamos os niveis de
corticosterona apo6s diferentes tempos. Apesar dos ratos diabéticos ndo-estimulados
apresentarem hipercorticoidismo, o LPS foi capaz de aumentar os niveis de glicocorticéides 1
hora apds a estimulacdo com LPS, no entanto o LPS ndo aumentou os niveis plasmaticos de
glicocorticdides nos animais nao-diabéticos neste tempo. Além disso, observamos que ambos
0s acidos oléico e estearico, avaliados por HPLC, estavam aumentados no plasma de ratos
diabéticos em comparagdo com ratos ndo diabéticos. Camundongos diabéticos foram tratados
com um coquetel de antibidticos para estabelecer um modelo de camundongos germ free
“like” . Camundongos diabéticos aumentaram a permeabilidade intestinal e este processo foi
revertido com o tratamento com coquetel antibiético. O tratamento com antibi6ticos também
diminuiu os niveis plasmaticos de corticosterona em camundongos diabéticos. Em conclus&o,
nossos achados revelaram que o TLR4 parece ser importante para a hiperatividade do eixo
HPA observada em animais diabéticos.

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes; Hiperatividade do eixo HPA; TLR4



ABSTRACT

The hyperactivity of hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis in diabetes is poorly
understood. We previously showed that increased HPA axis activity was related to down-
regulation of peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)y in pituitary and adrenal
glands of diabetic rats. On the order hand, the functional antagonic relationship between
PPARy and toll-like receptor 4 (TLR4) is known. The aim of this work was evaluate the role
of TLR4 in HPA axis hyperactivity noted in diabetic animals. Diabetes was induced by
intravenous injection of alloxan into fasted animals. The PPARy agonist rosiglitazone was
administered daily for 18 consecutive days, starting 3 days after diabetes induction. The TLR4
antagonist TAK-242 and antibiotics cocktail (Metronidazole, Ampicilin and Neomecin) were
administered daily for 14 consecutive days, beginning 7 days after diabetes induction. Our
data showed that the expression of TLR4 was increased in pituitary and adrenal of diabetic
rats compared to non-diabetic rats. Besides that, rosiglitazone decreased TLR4 expression in
both glands of diabetic animals. In order to understand the importance of TLR4 in the
hyperactivity of HPA axis under diabetic conditions, we used mutant mice for TLR4 signaling
(C3H.HeJ) or treated diabetic mice with TAK-242. Both Diabetic C3H.HeJ mice and diabetic
mice treated with TAK-242 did not present increased of plasma corticosterone levels
compared to naive untreated diabetic animals. We also stimulated diabetic rats with
lipopolysaccharide (LPS) and analyzed corticosterone levels after different times. Despite
non-estimulated diabetic rats presented hypercorticoidism, LPS was capable to increase
glucocorticoid levels 1 h after LPS stimulation, however LPS did not rise plasma
glucocorticoid levels in non-diabetic mice at this time. Furthermore, we observed that both
oleic and stearic acids, assessed by HPLC, were increased in plasma of diabetic rats compared
to non-diabetic rats. In addition, we treated diabetic mice with a cocktail of antibiotics in
order to establish a model of germ free like mice. Diabetic mice increased intestinal
permeability and this process was reversed with antibiotic cocktail treatment. Antibiotic
cocktail treatment also decreased plasma corticosterone levels in diabetic mice. In conclusion,
our findings revealed that TLR4 seems to be important for HPA axis hyperactivity observed
in diabetic animals.

KEYWORDS: Diabetes; HPA axis hyperactivity; TLR4
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1 INTRODUCAO
1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Descrigdo

Segundo a Associagdo Americana de Diabetes, existem quatro tipos de DM, sendo
eles, DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), DM gestacional (DMG) e outros tipos especificos
de DM, como a DM neonatal (1). A DM1 é uma doenca autoimune decorrente da destruicdo
de células B pancreéticas, o que leva a diminuigdo dréstica na producdo de insulina. Esse tipo
de DM atinge por volta de 5 a 10% de todos os casos de DM acometendo em sua maioria
criancas e adolescentes (2). A DML1 pode ser subclassificada em DM 1A ou 1B pela presenca
ou auséncia de anticorpos autorreativos, respectivamente. Apesar de trabalhos demonstrarem
a associacdao entre DM1 a uma predisposicdo genética, sabe-se que fatores ambientais sdo
capazes de desencadear respostas autoimunes como, por exemplo, infec¢bes virais,
componentes dietéticos e composi¢do da microbiota intestinal (3). Uma das primeiras
manifestacdes clinicas indicativa para o diagnostico do paciente com DM1 €é a cetoacidose
diabética, caracterizada por vomitos, confusdo mental, pressdo baixa, coma em 10% dos casos
e até o Obito. A cetoacidose diabética se da por falta de percepcdo da principal fonte de
energia pelas células, a glicose, com isso 0 organismo busca obtencdo de energia através de
outras vias metabolicas, como a degradacdo lipidica, que tem como um dos produtos finais 0s
corpos ceténico (3). Por consequéncia, por terem um potencial de hidrogénio (pH) acido
levam a acidificacdo do sangue (4). O principal tratamento para pacientes com DML1 é a
insulinoterapia, ou seja, a administracdo de insulina exdgena a fim de compensar a falta de
producéo deste hormonio (3).

A DM2 é caracterizada pela ineficacia da acdo da insulina, isto €, pacientes que
desenvolvem DM2 apresentam uma resisténcia insulinica. Estima-se que a DM2 corresponde
de 90-95% dos casos de DM, acometendo adultos e idosos em sua maioria (2). A etiologia da
DM2 é complexa e multifatorial, envolvendo fatores genéticos e ambientais, porém néo
completamente entendida. Sabe-se que fatores de riscos contribuem para o desenvolvimento
dessa doenga, como obesidade, sedentarismo, maus habitos alimentares, histérico familiar,
entre outros. Atualmente, os principais tratamentos utilizados para pacientes com DM2 ¢ a
melhora dos habitos alimentares, pratica de exercicios fisicos, podendo ser associado a
farmacos antidiabéticos orais, que tem como objetivo manter niveis normais de glicemia. Os

mecanismos dos hipoglicemiantes orais sdo: i) aumentar a secre¢do de insulina pancreética



(sulfonilureias e glinidas); ii) reduzir a velocidade de absorcéo de glicidios (inibidores de a-
glicosidases); iii) diminuir a producdo hepatica de glicose (biguanidas); iv) aumentar a
utilizacdo periférica de glicose (glitazonas); v) aumentar a producdo ou impedir a degradacdo
de incretinas, cujo papel é aumentar a producéo de insulina (gliptinas e analogos/miméticos a
GLP-1); vi) inibir a recaptacdo de glicose nos rins (inibidores da SCLT2) (3).

Por fim, a DMG ¢é classificada quando a paciente desenvolve o quadro de
hiperglicemia durante a gravidez, sendo revertida, em sua maioria, ap6s o parto. O aumento
dos niveis de glicose na gestacdo é resultado de hormdnios hiperglicemiantes e enzimas
degradantes de insulina produzidos pela placenta. Acredita-se que a prevaléncia de mulheres
acometidas pela DMG ¢ entorno de 1 a 14% dependendo da populagdo estudada. Os fatores
de risco associados sdo idade materna avancada, obesidade, ganho excessivo de peso na
gravidez, historico familiar, entre outros. A fisiopatologia da DM gestacional se assemelha
muito com a DM2, uma vez que essas mulheres desenvolvem uma resisténcia insulinica. As
medidas terapéuticas sdo as mesmas recomendadas aos pacientes com DM2 como melhora
dos hébitos alimentares, préatica de exercicios fisicos, uso de hipoglicemiantes orais e podendo

ser indicada a insulinoterapia.

1.1.2 Epidemiologia

A DM ¢ uma doenca crénico-degenerativa que acomete todos os paises do mundo, ndo
havendo nenhuma relagdo socioecondmica estabelecida. Segundo a International Diabetes
Federation (IDF), estimou-se que, em 2017, havia 425 milhdes de pessoas diabéticas em todo
0 mundo, tendo uma projecao de 629 milhdes para 2045 (Figura 1.1). Vale ressaltar que a DM
acomete pacientes cada vez mais jovens, sendo estimado que 77% dos casos de DM em todo
0 mundo atinge pacientes da faixa etéria entre 24 a 64 anos. No ranking de paises com maior
indecéncia de pacientes diabéticos, o Brasil ocupa o 4° lugar, ficando atras apenas da China,
india e Estados Unidos. Estima-se que o Brasil tinha 12,5 milhdes de casos de DM em 2017, e
que em 2045 haja 21,8 milhdes (2).

Segundo a IDF, estima-se que o Brasil gastou cerca de 34 milhdes de ddlares para o
tratamento dos pacientes diabéticos, sendo este gasto insuficiente para que o Brasil ocupasse 0
ranking top 10 de paises que mais investem no tratamento do paciente diabético (2). Em outro
estudo recente, demonstrou-se que se gasta muito com a DM no Brasil, seja pela doenga em si
ou pelas comorbidades que o paciente diabético desenvolve ao longo do tempo. Segundo o
trabalho, aponta-se que a hospitalizacdo de um adulto diabético pelo SUS custa cerca de 20%



mais caro do que um paciente que ndo tenha essa enfermidade. Ao ponto de cerca de 4% de
todo o orcamento do SUS ser destinado a DM e suas complicagdes (5).

Os custos com as comorbidades associadas a DM oneram o Brasil ndo s6 de forma
direta, como internacdes e medidas assistenciais, como de forma indireta, ausentando este
cidadao de suas funcBes ocupacionais por comorbidades incapacitantes, por sua vez, onerando
a previdéncia (5).

A DM ¢é uma enfermidade de diversas etiologias, sendo -caracterizada por
hiperglicemia crénica. A hiperglicemia é decorrente da insuficiéncia da secrecdo da insulina
ou pela incapacidade de empenhar sua ac¢do acarretando em distarbios no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipideos (3, 6). A insulina é produzida pelas células 3 pancreaticas
localizadas, mais especificamente, no pancreas enddcrino. Este horménio tem como principal
funcdo promover a sinalizacdo celular para a entrada de glicose do meio sanguineo para 0
interior da célula (7, 8). Vale ressaltar que a glicose circulante pds-absorvida é captada pelos
tecidos de duas maneiras i) com o auxilio da insulina em células insulinodependentes e, ii)
sem a necessidade deste hormonio, pelas células insulino-independentes. A absorcdo da
glicose pelos tecidos insulino-independentes ocorre por difusdo facilitada com o auxilio de
proteinas denominadas transportadores de glicose (GLUTS), cujo principal é o GLUT2, que
sd0 expressos constitutivamente na membrana plasmatica. A captacdo da glicose por este
mecanismo representa 75% da absorcédo da glicose circulante (9).

Nos tecidos insulinodependentes, cujos principais representantes sao o tecido muscular
esquelético e o tecido adiposo, a ligacdo entre a insulina e sua célula-alvo gera a auto-
fosforilacdo do receptor de insulina em residuos de tirosina, por conseguinte, a fosforilacédo de
diversos substratos proteicos como o substrato do receptor de insulina (IRS). Em seguida, a
IRS fosforilada promove sitios de reconhecimento e ligacdo a moléculas que contem
homologia, sendo a mais famosa a enzima fosfatidilinositol3-quinase (PI3K) (7). A unido
entre IRS fosforilada e PI3K gera a ativacdo da enzima. Uma vez ativada, a PI3K ira catalisar
a fosforilacdo do fosfatidilinositol-4-5-difosfato (PI-4,5P;), do fosfatidilinositol (PI) e do
fosfatidil-inositol-4-fosfato (PI1-4P), o que resulta na estimulacdo do transporte de glicose.
Além disso, algumas proteinas irdo ser ativadas pela via de PI3K como, por exemplo, a AKT
também chamada de PKB. A proteina AKT tém diversas func¢des conhecidas como regulagéo
génica, crescimento celular e estimulacdo do recrutamento do GLUT4 para a superficie da
célula, permitindo o influxo de glicose para 0 meio intracelular (8). Quando liberada, a

insulina regula os niveis circulantes de glicose através da restricdo da producdo de glicose



pelo figado e pela maior captacdo desta pelas celulas musculares e adiposas, sendo,

posteriormente, transformada em reserva energética (10).
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1.1.3 Comorbidades secundarias associadas a DM

A hiperglicemia crénica leva a diversos maleficios ao paciente diabético, uma vez que
essa condicdo leva a complicacGes secundarias, incluindo nefropatia, neuropatias, deficiéncia
de cicatrizacdo, doencas cardiovasculares, maior incidéncia de doencas infecciosas e de
depresséo, entre outras (Figura 1.2).

Depressdo
Retinopatia

Maior incidéncia de doengas
infecciosas

Doengas cardiovasculares

Nefropatia
Dificuldade de
cicatrizacdo

Osteoporose

Neuropatia

Figura 1.2: Comorbidades associadas a fisiopatologia da DM. Fonte: Adaptado IDF, 2017.

A nefropatia € a comorbidade mais comum e precoce em pacientes diabéticos
ocasionada por uma angina nos capilares dos glomérulos renais devido a altas concentracdes
de glicose no lumen. Essa situacdo resulta na ndo reabsorcdo de proteinas e gerando alta
proteindria. Quando ndo tratada, a nefropatia pode evoluir para o quadro de insuficiéncia renal
parcial ou total (11). Outra comorbidade com alta prevaléncia em pacientes diabéticos com
glicemia ndo controlada é a retinopatia, sendo esta a principal causa de cegueira na populagéo
adulta do ocidente. A retinopatia é ocasionada pela deterioracdo de capilares presentes na
retina em consequéncia a alta concentracao de glicose no sangue (12).

Estudos demonstram uma associagdo entre glicemia ndo controlada e aumento dos
niveis circulantes de glicocorticoide em individuos diabéticos (13). Alem disso, sabe-se que a
reciproca é verdadeira, isto €, pacientes com o uso prolongado de corticoides exdgenos levam

ao quadro de resisténcia insulinica e, consequentemente, levando a DM (14). O



glicocorticoide é regulado por um eixo neuroenddcrino composto pelo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HPA). O aumento crdnico de glicocorticoide plasmatico pode ter diversas etiologias
como o uso prolongado de farmacos contendo corticoide, fatores estressores intermitentes

como a privacao de sono, por fim, tumores nas glandulas que compdem o eixo HPA(15).

1.2 Eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal

O glicocorticoide, cujo principal tipo em humanos é o cortisol e em roedores a
corticosterona, € um horménio esteroidal produzido pelas células corticais da zona fasciculada
da gléndula adrenal e, é finamente regulado por um eixo neuroenddcrino constituido pelo
hipotadlamo, hipdfise (também chamada de pituitaria) e adrenal. Em homeostase, o eixo HPA
é regulado pelo ciclo circadiano, ou seja, em humanos, o glicocorticoide apresenta seu maior
pico de producdo na parte da manha por volta de 8 horas da manha. Em roedores, o maior
pico de produgdo da corticosterona é durante a noite, por volta das 8 horas da noite (16).

A ativacdo do eixo HPA se déa através de neurénios do nucleo paraventricular presente
no hipotalamo com intuito da liberacdo de hormdnio liberador de corticotropina (CRH). Por
sua vez, o CRH alcanca a circulacdo porta hipotadlamo-hipofisaria e ganha a hipéfise anterior,
também conhecida como adenohipéfise. Com isso, 0 CRH se liga ao seu receptor CRHR1 e
promove a sintese e clivagem do hormonio precursor pro-opio-melanocortina (POMC), cujo
um dos seus produtos € o hormonio adrenocorticortropico (ACTH), sendo este fundamental
para o funcionamento e regulagem do eixo HPA. Ap6s a liberacdo de dois hormonios
importantes para a ativagdo do eixo HPA, o CRH e o ACTH, este ultimo ird ganhar a
circulacdo sistémica. Na glandula adrenal, mais especificamente na porc¢éo cortical, o ACTH
liga-se em seu receptor MC2R localizado na zona fasciculada e promove a sinalizacdo celular
para a producdo do glicocorticoide a partir do colesterol (Figura 1.3). A producdo do
glicocorticoide € realizada apds varias reagcdes quimicas que serdo promovidas, por exemplo,
pela proteina reguladora esteroidogénica aguda (StAR) e 11B-hidroxiesterdide desidrogenase
tipo 1 (11BHSD-1). Por fim, o glicocorticoide € liberado e exerce suas fungbes no
metabolismo (16-18).
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Figura 1.3: Imagem esquematica descrevendo a regulacdo do eixo HPA. Fonte:
Adaptado Compr Physiol. 2014 Oct;4(4):1495-510.

Sabe-se que o glicocorticoide em altas concentrac@es é prejudicial ao organismo como
em pacientes diabético intensifica as comorbidades relacionadas, com isso, 0 eixo HPA ¢é
finamente regulado por um feedback negativo (18). Ou seja, 0 proprio glicocorticoide é capaz
de gerar uma sinalizacdo celular para a diminuicdo de sua sintese e liberacdo. Isto se da
através da ligacéo do glicocorticoide ao seu receptor (GR) presente na hipofise e hipotalamo.

Outro receptor envolvido no feedback negativo do eixo HPA é o receptor de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25428852

mineralocorticoide (MR) que apesar de ser caracterizado por ser um receptor de aldosterona,
também pode ser ativado, com menor afinidade, pelos glicocorticoides nestas glandulas (18).

O glicocorticoide tem como principal funcdo seu efeito hiperglicemiante, isto é,
através de mobilizacdo energética leva ao aumento plasmatico de glicose a fim de se obter
energia. Com isso, 0s processos metabdlicos nos quais o glicocorticoide atua sdo muitos,
incluindo acdo no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. De forma geral, este
hormonio leva ao aumento da producdo de glicose no figado, diminuicdo da producdo de
insulina e inducdo de resisténcia periférica a insulina, lipdlise e proteolise, a fim de produzir
substrato para producdo de glicose (19).

Sabe-se que o glicocorticoide é responsavel pela inibicdo da sintese de proteina através
da estimulacdo de enzimas proteoliticas, além de impedir a captacdo de aminoacidos pelo
tecido muscular. Além disso, o horménio esteroide leva a lip6lise no tecido adiposo (20). Ao
final destes processos, o0 glicocorticoide leva a um aumento de aminoacidos, acidos graxos
ndo-esterificados e triglicerideos na corrente sanguinea. Por fim, no figado h& producdo de
glicose a partir de precursores como lactato, piruvato, glicerol e aminoacidos, processo
denominado gliconeogénese (21, 22).

Na periferia, o glicocorticoide leva a resisténcia a insulina nos musculos esqueléticos,
sendo estes responsaveis por 80% da captacdo de glicose mediada pela insulina. Os
mecanismos envolvidos com essa resisténcia insulinica sdo diversos, sendo o principal a
diminuicdo da fosforilacdo de IRS-1, PI3K e AKT, portanto inibindo o recrutamento do
GLUT4 para a membrana plasmatica. Outro ponto a ser levantado, é que o aumento de
produtos derivados da lipdlise e prote6lise também interferem na cascata de fosforilacdo de
IRS-1 e PI3K culminando em resisténcia insulinica (21, 22).

Por fim, nas células B pancredticas, o glicocorticoide em altas concentracfes a longo
prazo inibe a secrecdo de insulina pela diminuicdo da expresséo de GLUT2 e por
consequéncia a captacdo de glicose, processo fundamental para liberacdo de insulina. O
glicocorticoide também inibe a producdo de insulina através da diminuicdo de ATP/ADP e
inducdo de apoptose das células p pancreéticas de forma direta ou indireta, sendo esta Gltima

devido a lipotoxicidade exercida pelos acidos graxos livres (19, 21, 22).



1.3 Diabetes x Eixo HPA

Apesar de apresentar hipercorticoidismo, animais diabéticos ao receberem uma injecéo
contendo CRH exdgeno aumentaram os niveis circulantes de glicocorticoide, ficando evidente
a hiperatividade do eixo HPA nesses animais. Posteriormente, se observou que animais
diabéticos apresentavam aumento da expressdo de RNA mensageiro para CRH no hipotalamo
e altos niveis circulantes de ACTH (23).

Apesar da hiperatividade do eixo HPA na DM ndo ser totalmente compreendida,
acredita-se que existam dois processos envolvidos com o aumento dos niveis circulantes de
glicocorticoide: i) aumento de fatores ativadores do eixo HPA, como o CRH e ACTH; ii) e
falha do feedback negativo. Este Gltimo foi observado em experimentos com administracdo
exogena de corticoide, isto é, individuos diabéticos que receberam glicocorticoides nao
apresentaram diminuigdo nos niveis circulante deste, ficando claro a falha no processo de
retrocontrole negativo do eixo HPA. Corroborando essa teoria, dados anteriores do grupo
demonstraram um aumento nos niveis plasmaticos de ACTH, assim como da expressao de seu
receptor, MC2R, na adrenal de ratos diabéticos, em contrapartida, estes animais apresentaram
diminuicdo da expressdo de GR e MR na glandula hipdfise (24).

Sabe-se que no quadro da fisiopatologia da DM existe 0o aumento circulante de
ativadores de TLR4, assim como o0 aumento de sua expressdo nos tabulos proximais renal,
células endoteliais e mondcitos. Por fim, sabe-se que mediadores inflamatorios como TNF- a
e citocinas provenientes da ativacdo do TLR4 também estdo aumentados nesses individuos
(25). Por outro lado, em recente estudo realizado pelo grupo, conseguimos observar que a
diminuicdo da expressdo do receptor ativado por proliferacdo de peroxissoma (PPAR) y na
hipofise e adrenal esta envolvido com a hiperatividade do eixo HPA em ratos diabéticos, uma
vez que ao ser ativado, este receptor leva a diminuicdo dos niveis plasmaticos de
corticosterona (24). O PPARy é um fator de transcricdo que quando ativado € enderecado ao
nucleo e se liga ao receptor retinoide X (RXR) para promover sua acdo. As regides alvo do
PPARy no DNA sdo denominados elementos responsivos aos proliferadores de peroxissoma
(PPRES). Diversas funcdes sdo atribuidas ao PPARYy, entre elas 0 metabolismo adipogénico e
na homeostase da glicose, sendo incluise um alvo terapéutico na DM (26, 27). Diversas vias
de sinalizagcdo podem suprimir a expressdao e ativacdo do PPARy, entre elas a ativagdo do
receptor do tipo toll 4 (TLR4) (28, 29). A ativacdo do TLR4 tem como principal funcéo
inducdo de processos inflamatorios, entretanto, diversos estudos associam esse receptor ao

desenvolvimento de doencas metabdlicas, como aterosclerose e DM (30, 31). Pacientes



diabéticos apresentam aumento na expressdo do TLR4 em monocitos, além do aumento de
ativadores enddgenos do TLR4 entre eles, Hsp60, HMGBL1 e alguns acidos graxos nao-
esterificados (31-34). Estudos demonstaram que a ativacdo do TLR4 em células
pancreaticas estad envolvida ao aumento do estresse oxidativo levando a maior apoptose
celular,0 que poderia contribuir para a fisiopatologia da DM (35, 36). Por fim, a ativacdo do
TLR4 em células adenocorticais esta relacionada com a maior producdo e liberacdo de

glicocorticoide (37).

14 TLR4

Os TLRs fazem parte da familia mais bem estudada dos receptores de reconhecimento a
patdgenos (PRRs). Os TLR sdo proteinas transmembranares altamente conservadas que
desempenham papel importante na deteccdo e reconhecimento de patdgenos microbianos
durante a resposta inata, bem como, na geracdo de sinais para a producdo de proteinas e
citocinas pro-inflamatorias (38). Atualmente, foram descritos dez membros de TLRs em
humanos e treze em roedores. A expressao dos TLRs pode dar-se de duas formas: i) na
membrana plasmatica; ii) em membranas endossomais no interior da célula. A descricdo mais
bem aceita para a ativacdo dos TLRs é através das fosforilacdo das moléculas adaptadoras
MyD88 e TRIF, o que leva a producdo de citocinas, incluindo interferon (IFN) do tipo I e
TNF-a (39). Vale ressaltar que a maioria dos TLRs utilizam o MyD88 como molécula
adaptadora, com excecdo de TLR3 e, do préoprio TLR4 que também pode utilizar TRIF(39).

De forma simplificada, o TLR ao ser ativado ird promover a fosforilagdo de MyD88 e,
posterior ativacdo de TRAF6. Em seguida TRAF6 ir& gerar a poliubiquitinizacdo da molécula
TAK-1, que por sua vez, esta ligada ao complexo de subunidades TAB1, TAB2 e TAB3. O
complexo TAB ao interagir com as ubiquitinas geradas por TRAF6 ira ativar TAKL. A
molécula TAK1 esta envolvida na ativacdo de NFxB e MAPKSs. A ativacdo das MAPKs
resulta na ativacdo do fator de transcricdo AP-1. A ativacdo dos TLRs pela molécula
adaptadora TRIF ira ocorrer através da interacdo de TRIF com TRAF3 e TRAF6, sendo este
ultimo responsavel pelo recrutamento da cinase RIP-1. A RIP-1 interage com o complexo
TAK1 e leva a ativacdo de NFkB e MAPKs promovendo a producdo de mediadores pro-
inflamatdrios. Por outro lado, TRAF3 recruta cinases que levam a fosforilacdo de IRF3, sendo
este transportado ao nucleo para promovem a transcri¢do da proteina interferon (IFN) do tipo
I (Figura 4) (39).



O TLR4 ¢ o unico representante da familia toll que consegue ativar as duas vias de
sinalizacdo, tanto a de MyD88 quanto de TRIF. O lipopolissacarideo (LPS) é o ativador
exogeno mais bem caracterizado do TLR4, sendo este um padrdo molecular associado a
patdgenos (PAMP) presente na parede de bactérias gram-negativas. Sabe-se que para a
ativacdo do TLR4 pelo LPS é necessario a presenca do co-receptor CD14, uma proteina
ancorada a membrana plasméatica com glicofosfatidilinositol, e MD-2, importante para o
reconhecimento do LPS. Sendo assim, formado o complexo TLR4-CD4-MD2-LP, este pode
promover ativacdo celular de duas maneiras, i) ativa MyD88 que esta ancorado a membrana
plasmatica e gera todo o sinal explicitado acima; ii) este complexo serd endocitado com o
auxilio de ITAMs para a ativacao da via de sinalizacdo mediada por TRIF (40).

Estudos demonstraram que o TLR4 pode ser chave entre processos infamatdrios e sinais
metabolicos observados na DM. Isto é, 0 TLR4 tem sido estudado na DM por promover a
resisténcia insulinica. Estudos demonstram o envolvimento de dois fenémenos para a menor
sensibilidade a insulina: i) aumento de acido graxos livres, como o0 &cido oleico e esteérico; ii)
mudanga na microbiota intestinal (41). Portanto, dados demonstraram que animais mutantes
para a sinalizacdo de TLR4 (C3H.HEJ) quando submetidos a uma dieta hiperlipidica
apresentaram maior sensibilidade a insulina em varios tecidos, incluindo cerebral, muscular e
hepético (42, 43).

A associacdo entre alteragdes na microbiota intestinal e DM tem sido cada vez mais
estudada. Alteraces em determinados grupos de bactérias constituintes da microbiota
intestinal podem levar ao quadro de resisténcia a insulina, resultando na maior chance de
desenvolvimento da DM. Entretanto, bactérias probi6ticas demonstraram o efeito oposto,
sendo protetoras do desenvolvimento de DM. O balango entre constituintes da microbiota
intestinal parece ser fundamental no desenvolvimento ou protecdo ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina observada na DM. O aumento de bactérias gram-negativas e, posterior,
passagem de LPS para circulagdo tem sido apontado como principal ligacdo entre as
mudangas na microbiota intestinal e ativacdo de TLR4 em doencas como DM e doenga de
Alzheimer (41).
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Fator ativado de crescimento B-cinase 1. Fonte: Adaptado Takumi Kawasaki, 2014.



1.5 Microbiota intestinal

A microbiota é considerada um organismo a parte ao ser humano e apresenta diversas
funcBes em seu hospedeiro. O intestino € o 6rgdo que contém o maior quantitativo e 0 mais
diversificado ndmero de espécimes de microrganismos associado ao ser humano. A
microbiota intestinal é composta de bactérias, archaea, fungos e virus. Diversos estudos
demonstram que a maioria dos constituintes da microbiota intestinal pertencem a dois filos
principais, o Firmicutes e o Bacteroidetes (44-46).

Ao se analisar a microbiota, cada ser humano € unico. A coloniza¢do da microbiota no
individuo esta relacionada a diversos fatores como vida uterina, meio de concepg¢do (parto
normal ou cesariana), alimentacdo, estilo de vida e uso de antibidticos. Ao longo do
desenvolvimento infantil, a microbiota intestinal € muito instavel e pode sofrer modificacdes
subitas até os 2-3 anos de idade, idade essa que a composicdo da microbiota se assemelha ao
de um adulto. Sabe-se que durante esse periodo inicial da vida € crucial que haja o
estabelecimento da homeostase entre hospedeiro-microbiota, caso contrério, podendo ter
reflexos a longo prazo na saude desse individuo, como o desenvolvimento de doencas
metabolicas e doenca inflamatdria intestinal. (44)

Isto é, durante o periodo inicial da colonizacdo da microbiota, o hospedeiro é
bombardeado com antigenos necessarios para a maturacdo do intestino e do sistema
imunoldgico, assim como Orgdos mais distais. Esse conhecimento se sustenta em
experimentos que demonstram que camundongos germ-free apresentam aumento de células
imunes em Orgdos como intestino e pulmdo comparado ao grupo controle. E ao serem
colonizados com a microbiota de animais controles nos primeiros dias de vida existe a
reversdo deste fenotipo, diferentemente quando sdo colonizados na vida adulta (47).

A microbiota intestinal apresenta uma forte comunicacdo com as células do hospedeiro,
sendo assim, é atribuida a microbiota funcdes como diferenciacdo celular, modulagdo do
sistema imune e protecdo contra a colonizacdo de microrganismos patogénicos ao individuo
(44, 48). O hospedeiro se relaciona com a microbiota intestinal de varias maneiras, entre elas,
através da producdo de peptideos antimicrobianos e IgA pelas células imunes para controle da
densidade microbiana (49).

Além dos efeitos mencionados, a microbiota intestinal exerce importantissimos efeitos
metabolicos sob o hospedeiro. Isto é, devido a baixa capacidade do individuo absorver
polissacarideos, absorvendo predominantemente carboidratos simples, a microbiota intestinal

utiliza desta fonte oriunda da dieta para promover diversas a¢des. Atraves da transformacéo



de polissacarideos em monossacarideos e, posteriormente, a fermentacdo destes, bactérias
comensais produzem &cidos graxos de cadeia curta (SCFA) e gases (CO2 e H2) (50). Os
principais SCFAs séo o acetato, propianato e butirato. Constituintes do filo Bacteroidetes
produzem especialmente o acetato e propianato, sendo o butirato produzido pelos
constituintes do filo Firmicutes (50).

Os efeitos metabdlicos associados aos SCFAs sdo muitos, sendo eles: i) redugdo da
glicemia, o que leva ao quadro de hipoglicemia; ii) inibicdo da glicolise e estimulacdo da
lipogénese e gliconeogénese; iii) controle da producao de colesterol; iv) regulacdo da acédo da
leptina; v) regulacdo da atividade cinética intestinal, assim com o transporte de fluidos e
atividade muco protetora. Por outro lado, a acdo apenas do butirato tem como funcdes: i) ser
fonte energética aos colondcitos; ii) controle da translocacdo bacteriana; iii) estimulacdo de
proteinas justapostas; iv) producdo de mucina (46, 50, 51). Outro papel atribuido a microbiota
intestinal é a manutencdo da permeabilidade intestinal. Em nivel de conhecimento, a barreia
intestinal € composta pela microbiota, muco, células epiteliais e por fim, células imunes inatas
e adaptativas que formam o tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal (GALT, do
inglés gut-associated lymphoid tissue).

A partir dos efeitos metabdlicos citados, alteracbes na microbiota intestinal tém cada
vez mais sido relacionadas a doengas metabdlicas como obesidade e DM. Dados da literatura
demonstraram que camundongos germ-free quando recebiam transplante da microbiota de
animais obesos, desenvolviam obesidade em duas semanas. E que o mesmo ndo acontecia
com os camundongos germ-free que receberam o transplante da microbiota de animais néao-
obesos (52). Anos depois, Jeffrey Gordon e cols, demonstraram diferenca na composigéo da
microbiota de pacientes obesos e ndo-obesos. Mais especificamente, uma diminui¢cdo nos
representantes do filo Bacteroidetes e aumento de constituintes do filo Firmicutes na

microbiota intestinal de pacientes obesos (50, 53).

1.6 DM x TLR4 x Microbiota

A DM do tipo 1 é uma doencga autoimune associada ao aumento de células T que
promovem a destruicdo de células [ pancreaticas. Porém, ao longo do tempo, estudos
demonstram que a ideia que se tinha que esse processo acontecia apenas por fatores genéticos
estdo sendo cada vez mais desacreditados. O desequilibrio da relagdo entre microbiota e

hospedeiro vem cada vez mais sendo associado a doengas autoimunes como o caso da DM1



(54). Devido a complexidade da microbiota intestinal é dificil associar uma determinada
linhagem de patdgenos com o desenvolvimento ou prevengdo da DM.

Como descrito anteriormente, a microbiota pode modular diversas respostas no
hospedeiro desde a imunologica até a metabdlica. Sabe-se a importancia dos TLRs para o
reconhecimento de PAMPs presentes em constituintes da microbiota. Sendo assim, entende-se
que através da molécula adaptadora MyD88 a maioria dos TLRs s&o ativados. Foi observado
que a ativacdo do TLR2 e TLR4 na DM pela microbiota pode gerar diversos estimulos ao
hospedeiro, podendo esses de cunho pro- ou anti-inflamatérios (55). Porém, pouco se sabe
quais estimulos estdo relacionados com a tolerancia a antigenos proprios ou a autoimunidade.
Dados da literatura demonstram que animais diabéticos ndo-obesos (NOD) quando tiveram
uma delecdo em MyD88 apresentaram efeito protetor ao desenvolvimento da DM. Além
disso, fica evidente o papel protetor da microbiota, uma vez que, animais NOD MyD88 ~ /~
germ-free perdem esse efeito e desenvolvem o quadro da insulite tipica da DM1 (55).

A microbiota intestinal, assim como o eixo HPA tem um rapido desenvolvimento nos
primeiros anos de vida do individuo, sendo facilmente afetados por eventos ambientais
circundantes. O estresse no inicio da vida predispde ao desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos como depressdo e ansiedade, além de transtornos gastrointestinais como
sindrome do intestino irritavel. Sendo assim, acredita-se fortemente em uma comunicagéo
entre o eixo HPA e a microbiota intestinal, porém ndo ainda ndo esta claro como isso acontece
(56). Estudos demonstraram que camundongos submetidos a estresses crénicos como calor,
barulho, entre outros, apresentaram alteracdo na microbiota intestinal. Além disso, a
composicdo da microbiota intestinal pode estar relacionada a padrdes comportamentais como
ansiedade e depressdo em animais que passaram pelo estresse da separacdo materna, sendo
este fendtipo ndo observado em animais germ-free (57). Por outro lado, acredita-se que
mudancas na microbiota intestinal também podem ativar o eixo HPA de forma indireta, ou
seja, através do sistema imunolégico. Sendo assim, citocinas induzidas pela microbiota seriam
capazes de ativar o eixo HPA, e por consequéncia levar o aumento de corticoide, porém sendo
necessarios mais experimentos para entender essa relacdo. Entretanto sabe-se que o eixo HPA
pode ser ativado de formas ndo candnicas como, por exemplo, pela administracdo de LPS
culminando em um aumento de corticoide circulante (11). Vale ressaltar que a microbiota
apresenta componentes que apresentam o LPS em sua parede celular. Portanto, essa seria mais

hipdtese de como a microbiota intestinal poderia ativar o eixo HPA.



2 HIPOTESE

A hiperatividade do eixo HPA em individuos diabéticos é bem caracterizada, porém os
mecanismos envolvidos ndo sdo totalmente elucidados. Dados anteriores do grupo
demonstraram uma relacdo entre a hiperatividade do eixo HPA e a menor expressdo de
PPARY na hipdfise e adrenal de animais diabéticos. Dados da literatura associam uma relagéo
entre a menor expressdo de PPARy com uma maior expressdo/ativagdo de TLR4 em
macrofagos. Além disso, animais diabéticos apresentaram aumento na expressdo de TLR4 em
mondcitos e de ativadores circulantes deste receptor, como HGMB1 e &cidos graxos nao-
esterificados. Por outro lado, sabe-se que o classico ativador de TLR4, o LPS, é capaz de
ativar o eixo HPA culminando no aumento dos niveis circulantes de corticoide. Portanto, a
hipdtese que se tem é que hd um aumento da expressdo de TLR4 nas glandulas que compdem
0 eixo HPA de individuos diabéticos, e por consequéncia, a ativacao deste receptor pode ser
um dos fatores que levam a hiperatividade do eixo HPA na DM. Em suma, entender melhor a
relacdo entre o receptor TLR4 na hiperatividade do eixo HPA na DM faz-se necessario a fim

estudar novos alvos terapéuticos que possam melhorar a vida do paciente diabético.



3 OBETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel do TLR4 na hiperatividade do eixo HPA em individuos diabéticos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a expressao de TLR4 na hipdfise e adrenal de animais diabéticos;

e Avaliar o efeito da ativacdo de PPARy sobre a expressdo de TLR4 nas glandulas
adrenal e hipofise em animais diabéticos;

e Avaliar o efeito da ativacdo de TLR4 sobre a hiperatividade do eixo HPA em animais
diabéticos;

e Avaliar a quantificacdo de niveis enddgenos de ativadores de TLR4 em animais
diabéticos;

e Avaliar o papel da microbiota na ativagdo de TLR4 no eixo HPA em animais
diabéticos;



4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Os animais utilizados neste projeto foram oriundos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos (ICTB) da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os procedimentos experimentais
realizados nessa dissertacdo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de
Laboratorio do Instituto Oswaldo Cruz (L-027/2016). Ratos Wistar machos utilizados nos
experimentos estavam pesando por volta de 200 a 300 gramas. Além disso, também foram
utilizados camundongos da cepa Swiss-Webster e mutantes para sinalizacdo de TLR4
(C3H.HeJ), além de sua linhagem selvagem para controle (C3H.He). Os camundongos
iniciaram 0s experimentos pesando por volta de 20 g. Todos os animais foram mantidos em
sala com temperatura controlada entre 23 a 25°C e acesso livre a racdo e dgua, além de serem

submetidos a ciclo de claro e escuro (12h no claro/ 12h no escuro nédo invertido).

4.2 Inducdo da DM

Depois de submetidos ao jejum de 12h, a DM foi induzida através de uma Unica injecdo
intravenosa de aloxana, sendo nos camundongos em uma concentracdo de 65 mg/Kg e nos
ratos 40mg/Kg. Vale ressaltar que o grupo controle foi submetido ao mesmo estresse, porém
foi injetada solucdo salina 0,9%. Nos experimentos foram considerados animais diabéticos
apenas aqueles que apresentaram valores de glicose acima de 250 mg/dL de sangue (24). O

modelo de DM instaurado nessa dissertacdo foi de Diabetes mellitus do tipo |.

4.3 Tratamentos

4.3.1 Rosiglitazona

Trés dias ap6s a inducdo da DM, ratos Wistar foram tratados diariamente por via
intraperitoneal com agonista de PPARy (Rosiglitazona) na concentragdo de 0,5mg/Kg em
200ul (24). O tratamento foi realizado por 17 dias consecutivos, sendo 0s animais
eutanasiados no vigésimo primeiro (21°) dia de experimento. Animais ndo-tratados receberam

o veiculo utilizado, dimetilsulfoxido (DMSO), na concentragéo de 0,05% em 200pl.



4.3.2 Antagonista de TLR4 (TAK-242)

Ap0s 7 dias da administracdo do diabetogénico, camundongos Swiss-Webster foram
tratados diariamente por via intraperitoneal com antagonista de TLR4 (TAK-242) na
concentragdo de 3mg/Kg em 200ul (58). O tratamento foi realizado por 14 dias consecutivos,
sendo o0s animais eutanasiados no 21° dia de experimento. Animais ndo-tratados receberam o

veiculo utilizado, DMSO, na concentracéo de 0,2% em 200pl.

4.3.3 Coquetel de antibiotico

Sete dias ap6s a inducdo da DM, foi administrado em agua de beber de camundongos
Swiss-Webster um coquetel de antibidtico contendo Metronidazole, Ampicilina e Neomicina,
todos na concentracdo de 1g/L (59). Os animais tiveram acesso a agua de beber com o
coquetel durante 24 horas por dia desde o inicio do tratamento. O tratamento foi realizado por

14 dias, sendo 0s animais eutanasiados no 21° dia de experimento.

4.4 Estimulo com LPS

Ratos Wistar foram mantidos diabéticos até o 21° dia, no dia da eutanasia receberam
uma injecao intraperitoneal contendo LPS (100ng/cavidade) 30 min, 1 h ou 2 h antes de serem
eutanaziados (60). Os animais que ndo receberam LPS passaram pelo mesmo estresse, sendo

injetado salina 0,9%.

4.5 Quantificacédo da glicose sanguinea

Com o auxilio de um glicosimetro (Johnson & Johnson) foi realizada a quantificacdo da
glicemia através de um pequeno corte na extremidade caudal dos animais. Vale ressaltar que
tal quantificagdo foi realizada no dia anterior a eutanasia dos animais, a fim de néo incluir este

fator de estresse nas nossas analises.

4.6 Quantificacdo de hormdnios circulantes

4.6.1 Obtengdo das amostras

A fim de analisar o ponto mais baixo da curva do ciclo circadiano (nadir) dos
roedores, 0s animais foram eutanasiados em camara de CO2 por volta das 8 horas da manha.
O sangue foi coletado da artéria abdominal através de uma seringa contendo solucdo de

heparina (400Ul/mL) em salina. Em sequéncia, o sangue coletado foi adicionado ao tubo de



hemolise e centrifugado por 10 min a 4°C em uma rotagédo de 433 xG. Posteriormente, foram

feitas aliquotas contendo plasma e armazenados a -20°C para conservacdo da amostra.

4.6.2 Quantificacdo das amostras

A quantificacdo dos niveis plasmatica de corticosterona e de insulina foi feita por
radioimunoensaio (RIA) com kits da MP Biomedicals. No ensaio, foi analisada a competicéo
dos hormonios marcados com 1125 radioativo contidos no Kit e da amostra pela ligagcéo
antigeno especifico. Posteriormente, quantificou-se esta ligacdo por um contador de particulas
gama e, o resultado foi comparado a uma curva padrdo, realizado no ensaio (ISOMEDIC-
ICN).

4.7 Analise de permeabilidade intestinal

4.7.1 Obtencdo das amostras

Com o intuito de analisar a permeabilidade intestinal, camundongos swiss passaram por
um jejum de 12 horas. Ao término desse periodo, receberam uma solugdo contendo Dextran
4000 FITC na concentracdo de 600mg/Kg por gavagem (61). Apds uma hora, 0os animais
foram eutanasiados em camara de CO2 e retirado o0 sangue através de uma seringa contendo
heparina (400Ul/ml). O sangue foi centrifugado em uma rotagdo de 950xG por 20 min a uma
temperatura de 4°C. Apds isso, foram realizadas aliquotas de plasma e armazenadas em
temperatura de -80°C. Todas os processos de manuseio do sangue/plasma foram protegidos da

luz.

4.7.2 Quantificacdo das amostras

Para a preparacdo das amostras, as aliquotas de plasma foram diluidas em salina
tamponada com fosfato (PBS) numa proporc¢do de um para um (1:1). Apds esse procedimento,
100 pl da amostra diluida foi plaqueada em placa de 96 pogos para andlise de fluorescéncia
(placa preta). Foi elaborada uma curva padrdo com variacdo entre 0,195 a 50 pg/mL de
Dextran 400FITC em PBS. A placa foi lida em uma leitora de fluorescéncia com uma
excitacdo de comprimento de onda de 485nm e emissdo de 528nm.

Uma vez que a molécula de dextran tem alto peso molecular e ndo consegue ultrapassar
o0 tecido intestinal integro, caso haja alguma perturbacdo nesse sistema havera uma maior

incorporagdo dessa molécula no plasma. Sendo assim, de uma maneira indireta, essa técnica



nos permite analisar a relagdo de forma diretamente proporcional a permeabilidade intestinal e

a quantidade de dextran encontrado no plasma do animal.

4.8 Analise de Hipertrofia das adrenais

A anélise macroscopica da adrenal no pardmetro de hipertrofia se fundamenta em uma
equacdo onde ha a relagé@o entre o peso da adrenal e o peso corporal do animal (Equacédo 1).
Portanto, ap0s a eutanasia do animal, a adrenal direita em relacdo ao experimentador foi retida

e pesada, posteriormente, relacionada ao peso corporal do animal.

Equacéo 1: Equacdo que demonstra a formula utilizada para avaliar a

hipertrofia da adrenal.

4.9 Imunohistoquimica

Apds os animais serem eutanasiados em camara de CO2, foram coletados os 6rgaos a
serem estudados (hipéfise e adrenal) e, entdo, colocados em um fixador (millonig) por 48h
como protecdo a autolisinas e a possiveis danos causados por patdégenos. Em seguida, 0s
orgdos foram desidratados e incluidos em parafina, mantendo-se assim até a préxima etapa,
onde foram cortados através de micrétomo com cortes de espessura de 5 um. Os cortes foram
adicionados a laminas silanizadas que permitem com que haja maior aderéncia entre tecido e
a lamina terminando assim, o processo de obtencao do tecido na lamina.

Com a realizacdo da técnica, inicialmente fez-se a desparafinizacdo das laminas na
estufa por uma 1h em temperatura de 60°C e, posteriormente, em banho de xilol (1 e 1) 5 min
cada. Em seguida, foi feita a hidratacdo do tecido em banho de etanol contendo diferentes
concentragdes (100%, 90%, 80% e 70%) por 3 min cada. O proximo passo foi a recuperacao
antigénica através de uma solucdo de citrato 5 mM em temperatura de 95°C, visando 0
melhor reconhecimento dos epitopos contidos no antigeno pelo anticorpo usado no ensaio.
Fez-se 0 consumo das peroxidases enddgenas por H202 3% por 20 min. Além disso, o
material foi, em seguida, incubado com solucao contendo 2,5% de BSA, 1% de leite em pé e



soro fetal bovino (SFB) 8% por 3h com intuito de bloquear marcages inespecificas.

Depois de passado o tempo do bloqueio, os tecidos contidos na lamina foram incubados
com anticorpo priméario overnight. No dia seguinte, foram feitas duas lavagens com solucao
salina tamponada com Tris com Tween-20 (TBST) com o intuito de retirar-se o anticorpo
primario que ndo havia se fixado ao seu epitopo, e adicionou-se 0 anticorpo secundario
especifico para o anticorpo priméario usado no ensaio por 2h e 30min. ApOs esse processo,
deu-se o inicio da revelacdo. Usou-se o substrato aminoetilcarbazol (AEC) por 20 min para
revelar a amostra. As amostras foram lavadas em agua corrente e, em seguida, coradas com
hematoxilina de Harris por 10 s para delimitar e ajudar na visualizagdo da estrutura do tecido.
Ao final do processo, as laminas foram montadas com solucdo de gelatina/glicerina e
analisadas através de um microscopico Optico no aumento de 40x. A técnica de
imunohistoquimica nos permite, através da relacdo antigeno/anticorpo, analisar moléculas

desejadas em um tecido conhecido.

4.10 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O HPLC consiste em uma técnica que visa a separacdo de compostos quimicos em
solucdo. Tal separacdo da-se através da migracdo da substancia de interesse, através da fase
estaciondria, por intermédio de um fluido (fase movel). Sendo assim, a amostra foi
introduzida na coluna cromatografica, onde era preenchida com a fase estacionaria. O
solvente utilizado no processo foi bombeado com vazdo constante, sendo responsavel pelo
descolamento da amostra através da coluna. Portanto, as substancias contidas na amostra que
tiveram maior afinidade com a fase estacionaria, demorou mais para serem arrastadas se
diferenciando das que tinham menos afinidade. Ao final do sistema, houve um detector que
foi responsavel pela captacdo do sinal elétrico emitido pelas substancias, as identificando
baseado em padrdes pré-estabelecidos. Esse procedimento foi feito em parceria com o Dr.
Cassiano Albuquerque do Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto Oswaldo Cruz para
quantificar niveis séricos de acidos graxos ndo-esterificados totais, acido oleico e esteérico, a
partir de amostras de plasma de ratos Wistar.



4.11 Solucdes

4.11.1 TBS 1X:
- 90 mL de NaCl 0,85%
- 10 mL de tris-HCI 0,05 M
-pH 7,6

4.11.2 TBS-Tween 20:
- 250 pL Tween 20
- Tampdao TBS 1x em @.s.p. 500 ml

4.11.3 AEC uso:
Fotossensivel, colocar as substancias nesta ordem:
- 9,5 mL de tampéo acetato:
Preparo tampdo acetato:
Solugéo 1: CH3COONa.3H20 0,1M
Solugdo 2: Acido acético glacial — 575 uL em 100 mL de 4gua destilada
Misturar 79 mL da solugdo 1 com 21 mL da solugéo 2
-pH 5,2
- 0,5 mL de AEC estoque
Preparo AEC estoque:
Solubilizar 120 mg de AEC em 15 mL de N,N-dimetilformamida
- 50 uL de H202 3%

4.11.4 Meio de montagem (gelatina/glicerina):
- 10 g de gelatina em pé
- 70 mL de glicerina

-1 mL fenol

4.11.5 Millonig:
- 200 mL de HCHO



- 1800 mL de H20
- 37,2 g de NaH2PO4
- 8,49 de NaOH

4.12 Drogas utilizadas

e Aloxana monohidratada, Metronidazole, Ampicilina e Neomecina, H202, AEC,
citrato de sddio dihidratado, LPS e parafina, foram obtidos da Sigma Aldrich (St.
Louis, EUA).

e Gelatina em po foi obtida na Reagen (Parand, Brasil).

e Glicerina e alcool etilico absoluto foram obtidos da Vetec Quimica (Rio de Janeiro,
Brasil).

e Formaldeido, cloreto de potéassio e xilol foram obtidos da Merck (Darmstadt,

Alemanha).
e Heparina sodica foi obtido da Roche (S&o Paulo, Brasil).

e Anticorpos policlonais foram obtidos da Santa Cruz “Biotechnology” (California,

EUA).

e TAK242 e Rosiglitazona foram obtidos da Cayman.

4.13 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M) e, analisados
estatisticamente, através da analise de variancia (one way-ANOVA) seguido pelo teste
Newman-Keuls. O teste t ndo pareado foi utilizado quando havia apenas dois grupos
experimentais. Para ambos os testes, os valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.



5 RESULTADOS

5.1 Ratos Wistar diabéticos apresentam aumento de TLR4 na hipofise e adrenal

Com o intuito de estabelecer o modelo de DM1, ratos Wistar foram submetidos a uma
Unica injecdo de aloxana (40mg/kg) por via intravenosa. Ap6s 21 dias do inicio do
experimento os animais foram eutanasiados, e em seguida foram feitas as analises.
Observamos que animais diabéticos apresentaram um aumento significativo do indice
glicémico assim como o0s niveis plasmaticos de corticosterona quando comparados ao grupo
ndo-diabético. Em paralelo, niveis séricos de insulina e o peso corporal se encontraram
diminuidos nestes animais quando comparados aos animais nao-diabéticos (Tabela 1).

Em sequéncia foi avaliada a expressdo do receptor TLR4 nas glandulas hipdfise e
adrenal, que compdem o eixo HPA. Animais diabéticos apresentaram um aumento
significativo da expressdo do TLR4 (Figura 5.1.1B e 5.1.1E) quando comparados ao grupo
ndo-diabético (Figura 5.1.1A e 4.1.1D) tanto na hipofise (Figura 5.1.1D e 5.1.1E) quanto na
adrenal (Figura 5.1.1A e 5.1.1B), respectivamente. Os valores da quantificagcdo de expressao
de TLR4 nas glandulas hipdfise e adrenal esta representada nas figuras 5.1.1C e 5.1.1F,

respectivamente.



Tabela 1: Diabetes induz o quadro de hiperglicemia, hipoinsulinemia, perda peso
corporal e hipercorticoidismo em ratos Wistar

Parametro / Grupo Nao-diabético Diabético
Glicemia (mg/dL) 101,0 555,3 "
Insulina (ULU/mL) 81,81 13,077
Peso corporal (g) 297,8 203,6
Corticosterona (ng/mL) 210,0 505,8 "

Os valores representam a média de no minimo 5 animais. ~ p< 0,001 em comparagio ao

grupo ndo-diabético. ~ p< 0,01 em comparac&o ao grupo ndo-diabético.
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FIGURA 5.1.1 ANIMAIS DIABETICOS APRESENTAM AUMENTO NA EXPRESSAO DE TLR4
TANTO NA HIPOFISE QUANTO NA ADRENAL. As figuras acima representam a expressdo de
TLR4 pela técnica de imuno-histoquimica na hipd6fise e adrenal de ratos ndo-diabéticos (A e
D) e ratos diabéticos (B e E). Os graficos (C e F) sdo representam a quantificacdo da
expressao de TLR4 na hipdfise e na adrenal, respectivamente. As barras representam média
de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. *** p< 0,001 em comparacao ao
grupo nao-diabético. * p< 0,05 em comparacdo ao grupo nao-diabético. A reta preta

representa 20pum.



5.2 Ativacdo de PPARY reduz a expressido de TLR4 na hipdfise e adrenal de animais

diabéticos

Com o intuito de estabelecer uma relacdo entre a ativacdo de PPARy e expressdo do
TLR4, animais diabéticos foram tratados com agonista de PPARY, rosiglitazona. Confirmando
dados acima, animais diabéticos apresentaram um aumento significativo na expressdo de
TLR4 na hipofise (Figura 5.2.1C) e adrenal (Figura 5.2.2C) quando comparados ao grupo
ndo-diabético ndo-tratado (Figura 5.2.1A e 5.2.2A). O tratamento com rosiglitazona foi capaz
de diminuir a expressdo do TLR4 na hipdfise (Figura 5.2.1D e 5.2.2D) e adrenal de animais
diabéticos quando comparado a animais diabéticos ndo-tratados. Por fim, o tratamento com
rosiglitazona provocou aumento na expressdo do TLR4 na adrenal de animais controles
tratados (Figura 5.2.2B), porém n&o apresentou efeito na glandula hipéfise (Figura 5.2.1B)
destes animais quando comprado a animais controles ndo-tratados (Figura 5.2.1A e Figura
5.2.2A).
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FIGURA 5.2.1: EFEITO DE ROSIGLITAZONA SOBRE A EXPRESSAO DO TLR4 NA HIPOFISE DE
ANIMAIS DIABETICOS. As figuras acima representam a expressdo de TLR4 na hipéfise pela
técnica de imuno-histoquimica de ratos ndo-diabéticos ndo-tratados com Rosiglitazona (A),
ratos ndo-diabéticos tratados (B), ratos diabéticos ndo-tratados (C) e ratos diabéticos tratados
(D). Os animais ndo tratados receberam a mesma dose do veiculo (DMSO 0,005%, i.p). O
grafico (E) contém valores representativos da expressdao de TLR4 na hipofise de animais
submetidos a tratamento com Rosiglitazona. As barras representam média de + erro padréo da
média (EPM) de no minimo 3 animais. *** p< 0,001 em comparagdo ao grupo ndo-diabético
ndo-tratado. ** p< 0,01 em comparagdo ao grupo ndo-diabético ndo-tratado. + p< 0,01 em

comparagao ao grupo diabético ndo-tratado. A reta preta representa 20 um.
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FIGURA 5.2.2: EFEITO DE ROSIGLITAZONA SOBRE A EXPRESSAO DO TLR4 NA ADRENAL DE
ANIMAIS DIABETICOS. As figuras acima representam a expressao de TLR4 na adrenal pela
técnica de imuno-histoquimica de ratos ndo-diabéticos ndo-tratados com Rosiglitazona (A),
ratos ndo-diabéticos tratados (B), ratos diabéticos ndo-tratados (C) e ratos diabéticos tratados
(D). Os animais ndo tratados receberam a mesma dose do veiculo (DMSO 0,005%, i.p). O
grafico (E) contém valores representativos da expressdo de TLR4 na adrenal de animais
submetidos a tratamento com Rosiglitazona. As barras representam média de + erro padrdo da
média (EPM) de no minimo 3 animais. *** p< 0,001 em comparacdo ao grupo nao-diabético
ndo-tratado. ** p< 0,01 em comparacdo ao grupo ndo-diabético ndo-tratado. + p< 0,01 em

comparagao ao grupo diabético ndo-tratado. A reta preta representa 20 um.



5.3 Niveis aumentados de corticosterona observado em animais diabéticos dependem
da ativagdo de TLR4

Uma vez que observamos um aumento na expressdo do TLR4 nas glandulas hipdfise e
adrenal de animais diabéticos, nés formulamos a hipdtese de que o TLR4 poderia estar
participando na hiperatividade do eixo HPA observada nesses animais. Para confirmar tal
hipdtese, utilizamos uma cepa camundongos mutantes para o receptor TLR4, C3H.HelJ.
Foram analisados os pardmetros de glicemia, peso corporal, niveis séricos de insulina,
corticosterona plasmaética e hipertrofia da adrenal em animais diabéticos mutantes para TLRA4.
Animais selvagens diabéticos apresentaram aumento nos niveis séricos de glicose (Figura
5.3.1A), assim como diminui¢do do peso corporal (Figura 5.3.1B) e insulina plasmatica
(Figura 5.3.2) acompanhada com aumento de corticosterona (Figura 5.3.3) e hipertrofia da
adrenal (Figura 5.3.4) quando comparada aos animais selvagens ndo-diabéticos. A mutagdo
do TLR4 em animais diabéticos ndo provocou nenhum efeito nos parametros de glicemia,
peso corporal e insulina plasmatica quando comparado a animais selvagens diabéticos.
Entretanto, camundongos C3H.HeJ diabéticos ndo apresentaram aumento nos niveis
plasméticos de corticosterona e na relacdo peso da adrenal por peso corporal quando
comparados a animais selvagens diabéticos.

De forma confirmatéria aos dados encontrados com animais mutantes para TLR4,
realizamos o tratamento com um antagonista de TLR4 visando concretizar o papel de TLR4
na hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos. Portanto, analisamos os mesmos
parametros ja descritos acima como glicemia (Figura 5.3.5A), peso corporal (Figura 5.3.5B),
insulina plasmatica (Figura 5.3.6), corticosterona plasmatica (Figura 5.3.7) e por fim,
hipertrofia da adrenal (Figura 5.3.8) de camundongos Swiss-Webster tratados com
antagonista de TLR4 (TAK-242). Animais diabéticos apresentaram aumento nos niveis de
glicose sanguinea, assim como diminuicdo do peso corporal e insulina plasmatica, associado
ao aumento nos niveis séricos de corticosterona e hipertrofia da adrenal quando comparados a
animais nao-diabéticos. O tratamento com TAK-242 nédo foi capaz de reverter o quadro de
hiperglicemia, reducéo do peso corporal e hipoinsulinemia encontrada nos animais diabéticos.
Por outro lado, 0 TAK-242 reverteu o hipercorticoidismo e a hipertrofia da adrenal observada
em animais diabéticos. Por fim, o antagonista do TLR4 produziu uma hipertrofia na adrenal

de animais néo diabéticos quando comparada a animais controles ndo-tratados.



Tentando elucidar se animais diabéticos poderiam apresentar 0 aumento na atividade
de TLR4, foi realizado uma imunohistoquimica para NFkB. Vale ressaltar, que NFkB é um
fator de transcricdo ativado na sinalizacdo de TLR4. Animais diabéticos apresentaram
aumento significativo na expressdo de NF«B (Figura 5.3.9B) na hipdfise quando comparado a
animais ndo-diabéticos (Figura 5.3.9A). Os valores da quantificacdo de expressdo de NF«kB na
hipdfise estdo representados no grafico de barra (Figura 5.3.9C).

De forma a analisar se 0 aumento na densidade de TLR4 na hipdfise e adrenal de
animais diabéticos reflete em um aumento direto da atividade do eixo HPA, ratos Wistar
diabéticos foram submetidos a estimulagdo com LPS em diferentes intervalos de tempo e
foram analisados os parametros de hipertrofia da adrenal (Figura 5.3.10) e niveis plasmaticos
de corticosterona (Figura 5.3.11). Animais controles estimulados com LPS apresentaram
hipertrofia da adrenal acompanhada com hipercorticoidismo apenas no tempo 2h quando
comparado a animais controles ndo-estimulados. Animais diabéticos apresentaram uma
hipertrofia da glandula adrenal quando comparados a animais nao-diabéticos ndo-estimulado,
esse parametro ndo apresentou alteragdo mesmo ao serem estimulados com LPS. Por fim,
animais diabéticos apresentam hipercorticoidismo quando comparado a animais controles
ndo-estimulados, porém, apenas no tempo 2h a estimulacdo de LPS, animais diabéticos
produziram mais corticosterona plasmatica quando comparado a animais diabéticos ndo-

estimulados.
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FIGURA 5.3.1: NIVEL GLICEMICO E PESO CORPORAL DE CAMUNDONGOS MUTANTES PARA
TLR4 DIABETICOS. O gréfico representa valores séricos de glicose (A) e peso corporal (B) de
animais mutantes para TLR4 (C3H.HeJ) em relacdo ao grupo ndo-diabético. As barras
representam média de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 3 animais. ~ p< 0,001
em comparacio ao grupo ndo-diabético selvagem. = p< 0,01 em comparagdo ao grupo nao-
diabético selvagem. ™" p< 0,001 em comparagdo ao grupo ndo-diabético mutante. ™" p< 0,01

em comparagdo ao grupo ndo-diabético mutante.
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FIGURA 5.3.2: NIVEL PLASMATICO DE INSULINA DE CAMUNDONGOS MUTANTES PARA TLR4
DIABETICOS. O gréafico representa valores séricos de insulina de animais mutantes para TLR4
(C3H.HelJ) em relacdo ao grupo ndo-diabético. As barras representam média de + erro padréo
da média (EPM) de no minimo 5 animais. =~ p< 0,001 em comparacio a0 grupo nao-

diabético selvagem. ** p< 0,01 em comparago ao grupo néo-diabético mutante.
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FIGURA 5.3.3: NIVEL PLASMATICO DE CORTICOSTERONA DE CAMUNDONGOS MUTANTES
PARA TLR4 DIABETICOS. O grafico representa niveis plasmaticos de corticosterona de
animais mutantes para TLR4 (C3H.Hel) em relacdo ao grupo ndo-diabético. As barras
representam média de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 3 animais. ~ p< 0,001
em comparagdo ao grupo nio-diabético selvagem. ™" p<0,001 em comparagio ao grupo nao-
diabético selvagem.
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FIGURA 5.3.4: CAMUNDONGOS DIABETICOS MUTANTES PARA TLR4 NAO APRESENTAM
HIPERTROFIA DA ADRENAL. O gréfico representa relacdo entre o peso da adrenal por peso
corporal de animais mutantes para TLR4 (C3H.HeJ) em relacdo ao grupo ndo-diabético. As
barras representam média de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. = p<

+

0,001 em comparagio ao grupo nao-diabético selvagem. " p<0,001 em comparagio ao

grupo ndo-diabético selvagem.
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FIGURA 5.3.5: EFEITO DO ANTAGONISTA DE TLR4 (TAK-242) SOBRE O NIVEL GLICEMICO E
PESO CORPORAL DE CAMUNDONGOS DIABETICOS. O grafico representa valores séricos de
glicose (A) e peso corporal (B) de animais diabéticos tratados com TAK-242 (3mg/kg). Os
animais ndo tratados receberam a mesma dose do veiculo (DMSO 0,2%). As barras
representam média de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 7 animais. ~ p< 0,001

em comparacdo ao grupo ndo-diabético ndo-tratado.



60~
_ 3 Nao-diabético
8 Diabético
e
N
— 404
£ 5
S =
= >~ 204
>
(7]
=
0
TAK-242: - + l +

FIGURA 5.3.6: EFEITO DO ANTAGONISTA DE TLR4 (TAK-242) SOBRE A INSULINA
PLASMATICA DE CAMUNDONGOS DIABETICOS. O gréafico representa valores sericos de
insulina de animais diabéticos tratados com TAK-242 (3mg/kg). Os animais ndo tratados
receberam a mesma dose do veiculo (DMSO 0,2%). As barras representam média de + erro
padréo da média (EPM) de no minimo 7 animais. “p< 0,05 em comparacdo ao grupo nio-

diabético ndo-tratado.
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FIGURA 5.3.7: EFEITO DO ANTAGONISTA DO TLR4 (TAK-242) SOBRE A CORTICOSTERONA
PLASMATICA DE CAMUNDONGOS DIABETICOS. O gréafico representa a quantificacdo de
corticosterona plasmatica de animais diabéticos tratados com TAK-242 (3mg/kg). Os animais
ndo tratados receberam a mesma dose do veiculo (DMSO 0,2%). As barras representam
média de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 7 animais. = p< 0,001 em

+

comparagdo ao grupo nao-diabético ndo-tratado. ™" p< 0,001 em comparagdo ao grupo

diabético ndo-tratado.
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FIGURA 5.3.8: EFEITO DO ANTAGONISTA DE TLR4 (TAK-242) SOBRE HIPERTROFIA DA
ADRENAL EM CAMUNDONGOS DIABETICOS. O grafico representa a relacdo do peso adrenal
por peso corporal de animais diabéticos tratados com TAK-242, respectivamente. Os animais
ndo tratados receberam a mesma dose do veiculo (DMSO 0,2%). As barras representam
média de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 6 animais. = p< 0,01 em comparacio
ao grupo ndo-diabético ndo-tratado. ~ p< 0,05 em comparagdo ao grupo nio-diabético ndo-

tratado. * p< 0,05 em comparagdo ao grupo diabético néo tratado.
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FIGURA 5.3.9: ANIMAIS DIABETICOS APRESENTAM AUMENTO NA EXPRESSAO DE NFKB NA
HIPOFISE. As figuras acima representam a expressao de NF«xB pela técnica de imuno-
histoquimica de ratos ndo-diabéticos (A) e ratos diabéticos (B). Os graficos (C) sédo
representam a quantificagdo da expressao de NF«B na hipéfise, respectivamente. As barras

representam média de * erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. *p< 0,05 em

comparagdo ao grupo ndo-diabético. A reta preta representa 40pm.
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FIGURA 5.3.10: RATOS WISTAR DIABETICOS APRESENTAM HIPERTROFIA DA ADRENAL. O
gréafico representa a relacdo entre o peso da adrenal por peso corporal de animais diabéticos
estimulados com LPS (100ng/cavidade) em relacdo ao grupo ndo-diabético. As barras
representam média de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 5 animais. ~ p< 0,001
em comparacio ao grupo ndo-diabético ndo-estimulado. ~ p< 0,05 em comparagio ao grupo

nao-diabético ndo-estimulado.
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FIGURA 5.3.11: RATOS WISTAR DIABETICOS APRESENTAM HIPERCORTICOIDISMO
ACENTUADO QUANDO SUBMETIDOS AO LPS. O gréafico representa quantificacdo de
corticosterona plasmatica de animais diabéticos estimulados com LPS (100ng/cavidade) em
relacdo ao grupo ndo-diabético. As barras representam média de * erro padrdo da média
(EPM) de no minimo 6 animais. =~ p< 0,05 em comparacdo ao grupo ndo-diabético nio-
estimulado. ~ p< 0,01 em comparag&o ao grupo ndo-diabético ndo-estimulado. ***p<0,001 em

comparagao ao grupo diabético ndo-estimulado.



5.4  Animais diabéticos apresentam niveis circulantes de ativadores de TLR4

enddgenos aumentados

O préximo passo foi realizar, através da técnica de HPLC, a quantificacdo de &cidos
graxos nado-esterificados totais, incluindo os acidos oleico e estearico, uma vez que estes sdo
ativadores enddgenos de TLR4. A Figura 5.4.1 nos explicita que ratos diabéticos apresentam
um aumento significativo de niveis circulantes de acidos graxos nao-esterificados totais, acido

estearico e &cido oleico quando comparados ao grupo ndo-diabético.
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FIGURA 5.4.1: QUANTIFICACAO PLASMATICA DE ACIDOS GRAXOS NAO-ESTERIFICADOS DE
ANIMAIS DIABETICOS. O grafico representa niveis circulantes de acidos graxos nao-
esterificados totais, assim como, acido oleico e &cido estearico, em animais diabéticos
comparados aos animais nao-diabéticos. As barras representam média de + erro padrdo da

média (EPM) de no minimo 5 animais. ~ p< 0,05 em comparac&o ao grupo nio-diabético



5.5 Ativacdo de TLR4 nas glandulas que compdem o eixo HPA de animais diabéticos
pode estar associada com a translocacdo bacteriana presente na microbiota

intestinal

Sabendo que alguns componentes da microbiota intestinal possuem em sua parede celular
0 LPS, e que este € um classico ativador de TLR4. Decidimos observar se poderia estar
acontecendo algum tipo de translocacdo bacteriana em nosso modelo de DM e, se a mesma
estaria envolvida com a hiperatividade do eixo HPA observada nestes animais. Sendo assim,
foi utilizado um coquetel de antibiéticos de amplo espectro (metronidazol, neomecina e
ampicilina), que em conjunto apresentaram atividade antibacteriana tanto em bactérias gram-
positivas e gram-negativas quanto em organismos aerobicos e anaerobicos. Utilizamos este
coquetel com o intuito de induzir um modelo animal “germ-free like”, conforme descrito por
Carvalho, B.M (59). Sendo assim, foram analisados os pardmetros de glicemia (Figura
5.5.1A), peso corporal (Figura 5.5.1B), insulina plasmatica (Figura 5.5.2), corticosterona
plasmatica (Figura 5.5.3A), hipertrofia da adrenal (Figura 5.5.3B) e, por fim, permeabilidade
intestinal (Figura 5.5.4).

Animais diabéticos apresentaram hiperglicemia, associada com reducéo de peso corporal,
hipoinsulinemia, hipercorticoidismo, hipertrofia da adrenal e aumento da permeabilidade
intestinal quando comparado a animais ndo-diabéticos. O tratamento com coquetel de
antibidticos ndo foi capaz de reverter os parametros de glicemia, peso corporal, insulina
plasmatica e hipertrofia da adrenal observada em animais diabéticos ndo-tratados. Porém, o
tratamento com coquetel de antibi6ticos em animais diabéticos reduziu os niveis plasmaticos
de corticosterona e permeabilidade intestinal observadas em animais diabéticos nao-tratados.
Por fim, o tratamento com antibiéticos diminuiu o peso corporal, assim como aumentou 0s
niveis plasmaticos de corticosterona e hipertrofia da adrenal em animais controles quando

comparado a animais ndo-diabéticos ndo-tratados.
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FIGURA 5.5.1: EFEITO DO COQUETEL DE ANTIBIOTICO SOBRE O NIVEL GLICEMICO E PESO
CORPORAL DE CAMUNDONGOS DIABETICOS. O gréfico representa valores séricos de glicose
(A) e peso corporal (B) de animais diabéticos tratados com coquetel de antibidtico
(Metronidazole 1g/L, Neomicina 1g/L e Ampicilina 1g/L). Os animais ndo tratados receberam
a mesma dose do veiculo (agua de beber). As barras representam média de * erro padrdo da
média (EPM) de no minimo 7 animais. = p< 0,001 em comparac&o ao grupo nio-diabético

ndo-tratado. ~ p< 0,05 em comparag&o ao grupo nao-diabético ndo-tratado.
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FIGURA 5.5.2: EFEITO DO COQUETEL DE ANTIBIOTICO SOBRE A INSULINA PLASMATICA DE
CAMUNDONGOS DIABETICOS. O gréafico representa valores séricos de insulina de animais
diabéticos tratados com coquetel de antibidtico (Metronidazole 1g/L, Neomicina 1g/L e
Ampicilina 1g/L). Os animais ndo tratados receberam a mesma dose do veiculo (dgua de
beber). As barras representam média de + erro padrdo da média (EPM) de no minimo 6

animais. ~ p< 0,05 em comparac&o ao grupo nao-diabético ndo-tratado.
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FIGURA 5.5.3: EFEITO DO COQUETEL DE ANTIBIOTICO SOBRE O NIVEL PLASMATICO DE
CORTICOSTERONA E PESO DA ADRENAL DE CAMUNDONGOS DIABETICOS. O grafico representa
valores séricos de corticosterona (A) e peso da adrenal (B) de animais diabéticos tratados com
coquetel de antibiotico (Metronidazole 1g/L, Neomicina 1g/L e Ampicilina 1g/L),
respectivamente. Os animais ndo tratados receberam a mesma dose do veiculo (agua de
beber). As barras representam média de * erro padrdo da média (EPM) de no minimo 4
animais. ~ p< 0,001 em comparacdo ao grupo ndo-diabético ndo-tratado. =~ p< 0,01 em
comparacdo ao grupo nao-diabético ndo-tratado. ~ p< 0,05 em comparagdo ao grupo nao-
diabético nao-tratado. ™ p< 0,01 em comparacéo ao grupo diabético no tratado.
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FIGURA 5.5.4: EFEITO DO COQUETEL DE ANTIBIOTICO SOBRE A PERMEABILIDADE
INTESTINAL DE CAMUNDONGOS DIABETICOS. O gréfico representa valores séricos de
FITCD4000 de animais diabéticos tratados com coquetel de antibidtico (Metronidazole 1g/L,
Neomicina 1g/L e Ampicilina 1g/L), respectivamente. Os animais ndo tratados receberam a
mesma dose do veiculo (dgua de beber).



6 DISCUSSAO

A hiperglicemia cronica ndo controlada leva a hiperatividade do eixo HPA em pacientes
diabéticos, porém os mecanismos para esse fendmeno sdo desconhecidos (62). Dados
anteriores do grupo demonstraram uma relagéo entre a reducdo da expresséo de PPARYy na
hipofise e na adrenal e a hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos (24). Tendo em
vista que macrofagos estimulados com LPS apresentam uma reducéo da expressdo do PPARy
e que pacientes diabéticos apresentam um aumento na expressdo do TLR4 em mondcitos (32,
37, 63), 0 objetivo dessa dissertacdo foi avaliar o papel do TLR4 na hiperatividade do eixo
HPA em animais diabéticos. Nossos dados demonstraram uma hiperexpressao do TLR4 nas
glandulas hipofise e adrenal de animais diabéticos. Em adi¢do, observamos que tanto o
antagonista do TLR4, TAK-242, quanto animais mutantes para TLR4 apresentaram niveis
circulantes de corticosterona similares aos de animais ndo-diabéticos. Observamos, ainda, que
0 estimulo com LPS induziu aumento nos niveis circulantes de corticosterona em animais
diabéticos apds 1h, situacdo na qual animais diabéticos ndo apresentaram aumento dos niveis
endogenos deste glicocorticoide. Além disso, conseguimos observar que animais diabéticos
apresentaram um aumento dos niveis circulantes de ativadores endogenos de TLR4, sendo
estes, 0 acido oleico e estearico. Apo6s utilizarmos um modelo de animais germ-free “like”, ou
seja, tratados com antibidticos de amplo espectro, observamos que animais tratados com o
coquetel de antibidticos tiveram os niveis circulantes de corticosterona diminuidos. Por fim,
observamos que animais diabéticos apresentaram uma maior permeabilidade intestinal que foi
inibida em animais diabéticos germ free “like”. Em suma, conseguimos concluir que TLR4
parece ser importante para a hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos.

Tendo em vista que um dos modelos para o estudo de DM 1 € através da
administracdo intravenosa de aloxana, nossos resultados estdo condizentes com as
manifestacdes clinicas da doenca. Ou seja, ratos apresentaram o quadro de hiperglicemia e
hipoinsulinemia apds a administracdo de aloxana, além de reducdo significativa no peso
corporal. Isto se da devido a deficiéncia insulinica, o que acarreta a ndo percepcéo celular da
glicose, sendo necessario entdo o recrutamento de macromoléculas como lipideos e proteinas,
para satisfazer a cascata de obtencdo de energia (64). Além disso, 0 modelo estabelecido foi
capaz de reproduzir a hiperatividade do eixo HPA, observada em individuos diabéticos em

situacdo de hiperglicemia ndo-controlada. O proximo passo foi tentar elucidar os mecanismos



envolvidos na desregulacdo endocrina do eixo HPA em tal enfermidade, haja vista que, 0s
mecanismos para essa desregulacéo ndo sdo compreendidos.

Dados anteriores do Laboratério de Inflamagdo mostraram que animais diabéticos
apresentaram diminuicdo na expressdo de PPARy. Observamos, ainda, que essa reducdo na
expressao de PPARYy estava associada a hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos,
uma vez que ao ser tratados com agonista de PPARY, a rosiglitazona, os animais diabéticos
foram capazes de aumentar a expressao de PPARY na hipofise e na adrenal, além de promover
a diminuicdo nos niveis seéricos de corticosterona plasmatica (24). Além disso, o tratamento
com antagonista de PPARy GW9662 impediu o efeito da rosiglitazona de reduzir os niveis
circulantes de corticosterona em animais diabéticos (65). Tentando elucidar as vias de
sinalizacdo que poderiam ser impactadas com a menor expressdo de PPARY, resolvemos
avaliar o papel do TLR4 na hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos. A justificativa
para este racional foi que a ativagdo de PPARY induz redugdo na expressdo do TLR4 em
monacitos (66), com isso, formulamos a hipotese que animais diabéticos poderiam apresentar
niveis elevados do TLR4 nas glandulas hipofise e adrenal. N6s observamos que ratos Wistar
diabéticos apresentaram um aumento significativo na expressdo de TLR4 nas glandulas
hipofise e adrenal. Esse dado confirma que tanto a adrenal quanto a hipo6fise expressam
TLR4. Uma maior expressdo do TLR4 foi demonstrada anteriormente em mondcitos de
pacientes diabéticos, mas é a primeira vez que se observa em glandulas que compdem o eixo
HPA. A hiperexpressdo do TLR4 nas glandulas hipofise e adrenal de animais diabéticos é
muito interessante, uma vez que pacientes diabéticos possuem aumento dos niveis circulantes
de padrGes moleculares associados a dano (DAMPS) capazes de ativar este receptor
inflamatério como, por exemplo, HGMB1 e Hps60 (67-69). Além disso, camundongos
estimulados LPS apresentaram aumento nos niveis circulantes de corticosterona (37, 70, 71).

A fim de confirmar se a diminuicdo da expressdo de PPARy nas glandulas hipdfise e
adrenal de animais diabéticos observada por nés anteriormente (28) de fato poderia ter relacdo
com o0 aumento da expressdo de TLR4, avaliamos se a ativagdo de PPARy com rosiglitazona
poderia interferir com a expressdo do TLR4. Conforme observado anteriormente, animais
diabéticos que ndo receberam tratamento apresentaram aumento na expressdo de TLR4 na
adrenal e hipdfise. . O tratamento de animais diabéticos com rosiglitazona culminou em uma
diminuig&o significativa na expressao de TLR4 em ambas as glandulas, sugerindo que a baixa
expressdo de PPARy ¢ importante na hiperexpressdo do TLR4 nas glandulas adrenal e

hipdfise de animais diabéticos. Os dados supracitados estdo de acordo aos observados por Li-



Li Zhang et al onde a rosiglitazona foi capaz de promover a diminuigdo da expressdo de
TLR4 em células vasculares de musculo liso (72). Em adi¢do, em um modelo de lesdo
pulmonar aguda induzido pela administracdo de LPS, o terpinen-4-ol, foi capaz de prevenir as
lesBes causadas pelo LPS através do aumento da expressdo de PPARy e diminui¢do da
ativacdo da via do NFxB (73). Podemos especular que essa relagdo inversa entre PPARy e
TLR4 pode ser entendida como uma forma de regulacdo da homeostase do eixo HPA. Isto é,
pelas caracteristicas anti-inflamatdrias atribuidas ao PPARYy, com sua ativacdo ha a regulacdo
da inflamagdo, e por consequéncia, leva a uma atenuacdo na expressdo de fatores pro-
inflamatdrios, caso do TLR4. O raciocinio pode se dar de forma inversa, ou seja, ao ser
ativado, o TLR4 pode inibir a expressdo de fatores anti-inflamatérios como PPARYy, porém
mais estudos sdo necessarios a fim de se elucidar esta hipotese. Ao analisarmos o grupo nédo-
diabético tratado com rosiglitazona, podemos constatar um aumento significativo na
expressdo de TLR4 em relacdo ao grupo controle. Esse dado ndo pode ser explicado
facilmente, portanto precisa de mais experimentos a fim de elucidar essa questéo.

O TLR4 estd envolvido em funcbes imunologicas a fim de gerar mediadores que
possam montar uma resposta ao patdgeno. Porém, esse receptor tem sido cada vez mais
estudado e reportado em outras fungdes que ndo sé com o viés imunoldgico, como por
exemplo, o TLR4 tem sido apontado como um importante fator no desenvolvimento da
aterosclerose (29). Além disso, a ativacdo do TLR4 em processos infecciosos tem uma intima
relacdo com a ativacdo do eixo HPA, isto é, sabe-se que citocinas pro-inflamatérias
produzidas por células ativadas através do TLR4 podem ativar o eixo HPA, e por
consequéncia produzir aumento nos niveis circulantes de glicocorticoide. Qutro Viés
observado é o efeito direto da ativacdo do TLR4 pelo LPS em células da adrenal, culminando
em producdo de corticoide (74, 75). Sendo assim, o préximo passo do nosso trabalho foi
entender se o aumento da expresséo do TLR4 observado nas glandulas que compdem o eixo
HPA de animais diabéticos pode ser responsavel pela manutencdo da alta producdo de
glicocorticoide.

Para tal, utilizamos camundongos mutantes para TLR4 (C3He.J). Os animais foram
submetidos ao modelo de DM por aloxana. Podemos observar que foi possivel a instauragéo
do modelo de DM, ou seja, houve um aumento significativo dos niveis glicémicos,
comparado aos grupos controle, além da acentuada queda de peso corporal e insulina
plasmatica. Em seguida, analisamos a quantificacdo de corticosterona plasmatica de animais
mutantes para TLR4. Vale ressaltar que a camundongos mutantes naturais para TLR4,

C3H.HelJ, conseguem expressar este receptor, porém, sua sinalizacdo é precéria, sendo



necessario uma maior concentracdo do estimulo a fim de se observar os mesmos efeitos
encontrados na cepa controle (76). Animais selvagens diabéticos apresentam aumento
significativo dos niveis circulantes de glicocorticoide, corroborando os dados até aqui
apresentados. Porém, quando analisamos animais diabéticos mutantes, ndo ha diferenca
significativa entre os niveis circulantes de corticosterona comparados aos camundongos néo-
diabéticos selvagens. A partir desses dados, foi possivel sugerir a participacdo do receptor
TLR4 na hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos. Haja vista que, ao utilizarmos o
modelo animal que apresentava deficiéncia na sinalizacdo de TLR4, 0s mesmos néo
apresentaram niveis aumentados de glicocorticoide circulante apés a indugdo da DM.

Vale ressaltar que a intensa producdo de glicocorticoide pela glandula adrenal em
animais diabéticos gera um enorme recrutamento de todo o aparato celular, como por
exemplo, 0 aumento da producdo de enzimas esteroidogénicas. Sendo assim, como resultado
macroscopico, é possivel constatar uma hipertrofia desta glandula. Os animais diabéticos
mutantes para TLR4 ndo apresentaram hipertrofia da adrenal, ao passo que animais diabéticos
que ndo possuiam a mutacgdo, desenvolveram o quadro de hipertrofia. Esse dado est& alinhado
com o dado anterior, uma vez gque, animais diabéticos que portavam a mutacao para o receptor
TLR4 ndo apresentaram o quadro de hipercorticoidismo. Portanto, ndo havendo necessidade
de maior recrutamento de aparato celular, o quadro de hipertrofia da glandula adrenal ndo foi
observado.

A fim de consolidar a participacdo do TLR4 na hiperatividade do eixo HPA em
animais diabéticos, utilizamos de outra ferramenta metodoldgica. Ao lancar méo do uso do
antagonista do TLR4, TAK-242, observamos 0s mesmos dados obtidos com animais mutantes
para TLR4. Isto é, animais diabéticos apresentaram uma hiperglicemia cronica, uma
acentuada reducdo do peso corporal e niveis plasmaticos de insulina, ndo sendo revertidos
com o uso do TAK-242. Ao analisarmos, a hiperatividade do eixo HPA, animais diabéticos ao
serem tratados com o antagonista do TLR4 apresentaram uma reducao nos niveis circulantes
de glicocorticoide. No parametro de hipertrofia da adrenal, tanto animais nao-diabéticos
tratados com TAK-242 quanto diabéticos controles apresentaram hipertrofia da glandula
adrenal. Estes dados se alinham em parte aos observados previamente, uma vez que a
hipertrofia da adrenal em animais diabéticos era esperada, além desse resultado se relacionar
ao dado encontrado na quantificacdo de corticosterona plasmaética. Porém, animais néo-
diabéticos tratados com TAK-242 apesar de ndo apresentarem aumento dos niveis circulantes
de glicocorticoide, desenvolveram uma hipertrofia tecidual. Mais experimentos precisam ser

realizados a fim de elucidar esses dados. O conjunto de dados obtidos através de duas



metodologias realizadas visando inibir a ativacdo do TLR4 foi capaz de demonstrar a
participacao deste receptor na hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos.

Ao passo que entendemos que o receptor TLR4 estava mais expresso na hipéfise e
adrenal de animais diabéticos, nos perguntamos se essa maior expressao de fato culminava em
uma maior ativacdo do sistema com concomitante maior producdo de glicocorticoides. Vale
ressaltar que uma célula ou tecido que apresente maior quantidade de um determinado
receptor ndo necessariamente culmina em uma maior atividade do sistema, uma vez que
muitas células possuem receptores de reserva que sdo o resultado da alta eficiéncia da
interacdo agonista-receptor (77). Ao dizermos que houve uma ativacdo de um conjunto maior
de receptores na, entende-se que ha maior transcri¢do génica. Sabendo que o principal fator de
transcricdo desencadeado por TLR4 é o NFkB, realizamos uma imunohistoquimica na
hipofise a fim de analisar sua expressdo. Animais diabéticos apresentaram um aumento na
expressdo de NF«kB na hipdfise. Esse dado nos leva a pensar que hd uma maior quantidade de
TLR4 ativos nesta glandula, porém outros experimentos precisam ser realizados para
consolidar esse conhecimento, como, por exemplo, analisar a expressdo do NF«xB e de seus
fatores de ativacdo na porcdo citoplasmatica e nuclear de lisados oriundos da hipofise e
adrenal de animais diabéticos pela técnica de Western Blot. Com o intuito de nos
aprofundarmos sobre os efeitos da ativacdo do TLR4 no eixo HPA de animais diabéticos,
mantivemos ratos Wistar diabéticos até o 21° dia e, posteriormente, estes foram estimulados
com LPS por diferentes intervalos de tempo. Animais ndo-diabéticos apresentaram um
aumento tanto dos niveis circulantes de corticosterona quanto da hipertrofia da adrenal 2
horas ap0s a estimulacdo com LPS. Esses dados corroboram ao observado por Martinez que
mostrou que células da adrenal quando estimuladas com LPS produzem glicocorticoide (74).
Além de confirmamos esse fendBmeno também em modelo in vivo (78, 79).

No entanto, animais diabéticos controles estimulados com LPS ndo apresentaram
diferenca significativa quanto a hipertrofia da adrenal observada no grupo diabético néo-
estimulado. Esse resultado pode ser explicado devido a glandula adrenal provavelmente ter
recrutado toda maquinaria esteroidogénica disponivel na glandula. Sendo assim, ao ser
estimulado com LPS, as células presentes nas adrenais dos animais diabéticos ndo conseguem
promover um aumento da glandula, o que reflete em um ndo aumento do peso tecidual.

Ao avaliarmos os niveis de corticosterona plasmatica, animais n&o-diabéticos
apresentaram um aumento desse horménio apenas duas horas apés a estimulacdo com LPS.
Animais diabéticos apresentaram hipercorticoidismo e ao serem estimulados com LPS, apenas

animais diabéticos que foram estimulados uma hora antes de serem eutanasiados



apresentaram um aumento significativo dos niveis endogenos de corticosterona em relacdo ao
grupo diabético ndo-estimulado. Esses dados sdo muito interessantes por algumas
observagdes: i) 0 eixo HPA de animais diabéticos ao ser estimulado ainda assim consegue
produzir picos de glicocorticoide, apesar dos animais diabéticos produzirem altos niveis de
corticosterona; ii) embora a glandula adrenal de animais diabéticos apresente hipertrofiada
uma hipertrofia limitada, ela ainda consegue mobilizar aparato celular para produzir mais
glicocorticoide; iii) 0 aumento na expressdo do TLR4 nas glandulas adrenal e hipdfise de
animais diabéticos resulta em uma maior ativacdo do sistema, 0 que sugere que estes sdo mais
ativos em condicOes de nao estimulacdo exogena e, sugere que nao se tratam de receptores de
reserva. Sendo assim, podemos especular que os niveis basais de producdo de glicocorticoide
de animais diabéticos se tornam aumentados quando comparado a animais ndo-diabéticos,
mas que isso ndo impede de animais diabéticos responderem a estimulos gue visam a ativacao
do eixo HPA.

Até este momento, os dados demonstraram que TLR4 exerce um papel importante na
hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos. O proximo passo foi analisar se 0s
ativadores de TLR4 estdo aumentados nestes animais. Isto se d& uma vez que, por mais que
haja 0 aumento da expressdo do TLR4, caso os seus ligantes enddgenos estiverem reduzidos,
tende-se a ndo ocasionar o aumento da ativacdo deste receptor. Portanto, sabe-se que alguns
acidos graxos néo esterificados sdo agonistas enddgenos de TLR4, incluindo os &cidos oleico
e estearico (80, 81). Neste trabalho, observamos que animais diabéticos apresentaram
aumento significativo de niveis circulantes dos &cidos oleico e estearico. Esse dado se
consolida a dados encontrados na literatura, uma vez que foi relatado o aumento de DAMPs
ativadores do TLR4 circulantes em modelo murino de DM (68, 69).

Em paralelo aos dados apresentados que avaliaram a quantificacdo de acidos graxos
enddgenos ativadores do TLR4, nosso grupo se perguntou se ativadores do TLR4 presentes na
microbiota intestinal também poderiam estar contribuindo para a ativacdo do TLR4 nas
glandulas que compdem o eixo HPA de animais diabéticos. Sabe-se que a modulacdo da
microbiota através do tratamento com coquetel de antibidticos reduz a resisténcia a insulina
de animais alimentados com dieta hiperlipidica. O mecanismo envolvido com a sensibilizagdo
a insulina esté relacionado ao aumento da fosforilagcdo de proteinas da cascata de sinalizacao
deste hormdnio associado a inibicdo da ativacdo de TLR4 (59). A partir disso, utilizamos o
protocolo de tratamento dos autores com coquetel de antibi6ticos que gerou camundongos
germ free “like” para tentar elucidar se a microbiota poderia interferir com a hiperatividade

do eixo HPA no nosso modelo de DM. Os resultados obtidos demonstraram que



camundongos diabéticos que receberam o coquetel de antibidticos, ainda assim, apresentavam
hiperglicemia quando comparados aos animais ndo-diabéticos, assim como a perda do peso
corporal. Quando observamos camundongos ndo-diabéticos tratados com coquetel, hd uma
queda no peso corporal e insulina plasmatica quando comparado ao grupo ndo-diabético nao-
tratado. Esse dado pode ser explicado devido a microbiota ser importante para metabolizacéo
de macromoléculas assim como para a absorcéo de nutrientes, gerando um quadro de estresse
metabdlico nos animais tratados com coquetel de antibioticos (82).

Em seguida, foi analisado o parametro de corticosterona circulante. Podemos observar
que animais diabéticos tratados com coquetel de antibioticos apresentaram uma queda
significativa nos niveis de corticosterona circulantes quando comparado aos animais
diabéticos ndo-tratados. Com isso, € um indicio que a microbiota poderia estar induzindo a
hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos (83). Por sua vez, animais nao-diabéticos
tratados com o coquetel apresentaram um aumento significativo dos niveis de glicocorticoide,
corroborando dados literarios onde animais germ-free apresentam hiperatividade do eixo HPA
culminado no aumento de glicocorticoide (84, 85). Esse dado pode ser explicado, mais uma
vez, devido a microbiota auxiliar na obtencdo de alguns nutrientes através da fermentacao de
macromoléculas (82). Com isso, a falta de percepcdo de alguns nutrientes poderia estar
gerando um estresse no organismo e, portanto, levando a um aumento da producdo do
hormdnio “estressor”, o glicocorticoide. Haja vista que o glicocorticoide tem varias fungdes
metabolicas como lipolise, gliconeogénese e sensibilizacao de insulina, este horménio poderia
promover o recrutamento de nutrientes, a fim de balancear a situacdo adversa (86). Porém,
outros experimentos precisam ser realizados para entendermos melhor essa dindmica, como a
quantificacdo de insulina.

Animais ndo-diabéticos tratados apresentaram aumento nos niveis circulantes de
glicocorticoide, corroborando ao dado obtido no parametro de hipertrofia da adrenal, onde
estes camundongos apresentaram o aumento significativo da glandula. Além disso, animais
diabéticos ndo-tratados apresentaram aumento da adrenal e nos niveis de glicocorticoide. Por
fim, camundongos diabéticos tratados, apesar de apresentarem diminuigdo nos niveis de
glicocorticoide ndo apresentaram uma diminuicdo significativa no pardmetro de hipertrofia da
adrenal. Esse resultado é discutivel, visto que, os animais diabéticos foram tratados 7 dias
apos a administracdo de aloxana. Portanto, pode ter havido a hipertrofia nesse periodo e o
antibiético ndo foi capaz de alterar esse cenario. Em suma, os dados do experimento com
coquetel de antibidtico sugerem o papel da microbiota na hiperatividade do eixo HPA em

camundongos diabéticos.



Tendo em vista que a microbiota presente no lumen intestinal € uma fonte de LPS,
conhecido agonista do TLR4, o proximo passo do nosso trabalho foi observar se a
permeabilidade intestinal dos animais diabéticos se encontrava alterada. O epitélio intestinal é
a porta de entrada de LPS presente na microbiota para circulacdo sistémica (87). Alguns
estudos relatam que uma pequena quantidade de LPS oriundo da microbiota pode ser
translocada através do epitélio intestinal e alcancar a corrente sanguinea (88). Em nosso
modelo, notamos que animais diabéticos apresentaram aumento da permeabilidade intestinal.
Porém, ao tratarmos os animais diabéticos com coquetel de antibioticos, havia reversao desse
fendmeno. Logo, poderiamos supor que com o aumento da permeabilidade intestinal nos
animais diabéticos, haveria a possibilidade de um aumento na translocacao de LPS chegando
até corrente sanguinea. Foi observado recentemente que animais tratados com dieta
hipercaldrica possuiam mudancas na composicao da microbiota e, isso era o suficiente para
ocorrer aumento na permeabilidade intestinal, sendo revertida quando os animais eram
tratados com antibidtico de amplo espectro. O aumento da permeabilidade ocorria através da
diminuicdo de proteinas presentes na juncdo celular intestinal (89). Possivelmente, o coquetel
utilizado por nés poderia estar modulando a microbiota de algumas maneiras, sendo elas, i)
através da diminuicdo das populagdes bacterianas presentes na microbiota; ii) pela reducao de
uma determinada familia de bactérias; iii) ao favorecer a perpetuacdo de uma familia
especifica de bactérias.

Sabe-se que niveis minimos de LPS podem circular no sangue em animais saudaveis
através do tecido intestinal, e que, animais com sindrome metabdlica e pacientes diabéticos
apresentam esses niveis aumentados (89, 90). Sendo a barreira intestinal um importante filtro
na passagem de substancias presentes no Iumen intestinal, caso haja um aumento de sua
permeabilidade, poderia haver assim, um aumento de LPS circulante no sangue nesse modelo
de estudo. Por sua vez, caso isso se confirme, com o aumento dos niveis de LPS circulantes e
dos ativadores enddgenos de TLR4, haveria a possibilidade de uma maior ativacéo celular da
hipofise e adrenal, o que resulta em uma maior hiperatividade do eixo HPA na DM. Porém,
para que isso se confirme, é preciso realizar a quantificacdo de niveis circulantes de

endotoxinas.



7 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, observamos que ha um aumento da expressdo de TLR4 tanto
na hipéfise quando na adrenal dos animais diabéticos. A ativacdo de PPARy leva uma
diminuicdo de TLR4, sendo estabelecida uma relacdo entre a ativacdo/expressao destes dois
fatores, PPARy e TLR4. Além disso, podemos observar que ha um aumento nos ativadores
enddgenos de TLR4, acido oleico e estearico, em animais diabéticos, DAMPs esses que
podem ser uma possivel fonte de ativadores de TLR4. E por fim, animais diabéticos
apresentam uma maior permeabilidade intestinal, o que parece induzir uma maior
translocacdo bactéria para a circulacdo. Ademais, a microbiota parece estar envolvida na
hiperatividade do eixo HPA observada em animais diabéticos como fonte de LPS, conhecido
ativador de TLR4 (Figura 7.1). Em geral, podemos concluir que o receptor TLR4 é importante
na hiperatividade do eixo HPA em animais diabéticos.



Diabetes

Sangue
Intestino °®
RO
Hipéfise 023" o92°
Hipofise s °

AR s ..
Leeee e e e e .. - t

=W W 4 ! I PG ®

. C 2 .) o Y — Aot

n?‘.n AT I MY g (e A, T Acidos graxos
oo 0| 0|0 niio-esterificados

Agonistas do TLR4

l T* TLR4
Adrenal

Microbiota Lo >_t/ >

LPS ??? l

~nded,
w0
q)

T Glicocorticoide

TPermeabilidade intestinal

Figura 7.1 IMAGEM ESQUEMATICA DAS ALTERAGCOES ENCONTRADAS EM INDIVIDUOS
DIABETICOS. Individuos diabéticos apresentaram aumento da expressao de TLR4, além da
diminui¢do da expressao de PPARY, na hipofise e adrenal associado ao aumento dos niveis de
glicocorticoide. Por outro lado, observa-se aumento nos niveis plasméticos de ativadores de
TLR4, &cido oleico e estearico. Por fim, o aumento da permeabilidade intestinal em
individuos diabéticos esta associado a microbiota intestinal levando a pensar que poderia estar
havendo o aumento da passagem de LPS para corrente sanguinea. Portanto, 0 aumento de
ativadores enddgenos e exdgenos pode estar alimentando a ativacdo de TLR4 no eixo HPA,

culminando no hipercorticoidismo.
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