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RESUMO

A gravidez é caracterizada por uma série de modificagdes fisiolégicas maternas para
se adaptar tanto a presenca do feto quanto as alteracbes caracteristicas da
gravidez. Uma das alterac6es ocorridas nesse periodo é a resisténcia periférica a
insulina, que leva ao aumento do volume e proliferagcao de células 3. O periodo pés-
parto € caracterizado por um aumento da apoptose deste tipo celular e,
considerando que o remodelamento funcional do pancreas ocorre numa estreita
janela para a manutencdo da homeostasia energética materna, aventamos que o
excesso de glicocorticoides pode alterar esse remodelamento e, a longo prazo,
impactar na resposta secretora apropriada. Neste trabalho, verificamos a
participacdo da UPR (Unfolded Protein Response) e apoptose frente ao excesso de
glicocorticoide, no remodelamento pancreatico pds-natal. Para isso, foram realizadas
dosagens bioquimicas (glicemia randbémica, colesterol, triglicérides, insulina),
hormonal no periparto (estradiol) e, além disso, ilhotas pancreaticas foram utilizadas
para avaliagdo da apoptose (citometria, PCR, Western Blot). Nossos resultados
mostram que o excesso de glicocorticoides no final da prenhez reduz a expressao
da via da UPR (ATF4, CHOP), associado com a diminuicao da expressao de TRB3 e
aumento da pAKT, com consequente reducdo da fragmentacdo de DNA. O
tratamento com glicocorticoides leva também a reducédo da expressao de genes pré-
apoptoéticos (CD40L e Cidea) tanto no periodo gestacional (20 dias de prenhez)
quanto no terceiro dia de lactacao.

Palavras-chave: Dexametasona. Gravidez. llhotas pancreaticas. Apoptose.UPR.



ABSTRACT

Pregnancy is characterized by a series of physiologicalmaternal changes to adapt to
the fetus presence and the characteristic changes of pregnancy. One of the changes
in this period is peripheral insulin resistance, which leads to increased volume and
proliferation of B cells. The postpartum period is characterized by increased
apoptosis of this cell type and, considering that the functional remodeling of the
pancreashappens ina close time window to maintain maternal energy homeostasis,
we hypothesized that excess of glucocorticoids can change this remodeling and, in
the long-term, impact the appropriate secretory response. In this work we see the
participation of the UPR (Unfolded Protein Response) and apoptosis compared to
excess glucocorticoids, in postpartum pancreatic remodeling. Forthis was carried out
biochemical tests (random glucose, cholesterol, triglycerides, insulin), peripartum
hormone (estradiol) and, moreover, pancreatic islets were used for assessment of
apoptosis (flow cytometry, PCR, Western blot). Our results show that excess
glucocorticoid reduces the expression of important UPR pathway (ATF4, CHOP),
associated with decreasedTRB3 expression and increased pAKT, with consequent
reduction in DNA fragmentation. Treatment with glucocorticoids also leads to
reduced expression of pro-apoptotic genes (CD40L and Cidea) both during
pregnancy (20 days of pregnancy) and atthe third day of lactation.

Keywords: Dexamethasone. Pregnancy.Pancreatic islet.Apoptosis. UPR.
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INTRODUCAO

A gravidez é caracterizada por uma seérie de modificagoes
fisioldgicas maternas para se adaptar tanto a presenca do feto quanto as
alteracGes caracteristicas da mesma. Dentre as adaptacbes ocorridas,
observa-se a resisténcia periférica a insulina, que leva a um aumento da
secregdo de insulina estimulada pela glicose, assim como a diminuigdo do
limiar de estimulacdo da glicose (1-4). Essas adaptacdes culminam com o
aumento da proliferagdo e volume das células B pancreaticas (5). Uma vez
que, em roedores, células 3 correspondem de 65-80% das células nas ilhotas
pancreaticas a massa de células B é dinamicamente regulada, mantendo-se

sob um delicado equilibrio entre regeneragéo e apoptose (6).

Sabe-se que, em roedores, o lactogénio placentario € considerado
o primeiro horménio a aumentar a fungdo das células B pancreaticas (2),
seguido por acao da prolactina (7). Como consequéncia da acao desses dois
horménios, o péancreas endocrino passa por mudangas funcionais

caracterizadas pelo aumento da secregcdo de insulina induzida pela glicose

(8).

Todas as alteracbes morfo-funcionais observadas nas ilhotas
pancreaticas, durante a gravidez, retornam ao normal ap6s o parto (7). Ja
esta bem estabelecido que, até dez dias apds o parto, a massa de células 3
retorna a valores normais por aumento da taxa de apoptose, diminuicao da
proliferagao, e redugédo do tamanho de células 8 (4). O aumento de apoptose
associado a concomitante reducado da proliferacdo da célula B materna & um
reconhecido processo fisioldgico do periodo poés-parto, que se estabelece
entre de 48 e 72 horas depois do parto(9-11).

Na figura 1 (4) € possivel observar um esquema das adaptacdes
ocorridas na populacdo de células B durante a prenhez em ratos. Nela
observamos: (a) aumento da massa celular devido ao (b) aumento da
replicacdo e (c¢) aumento da hipertrofia durante os dois primeiros tercos da
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gestacdo. Apos o parto, a massa de célula B retorna a valores observados no

estado ndo gravidico pelo (d) aumento da apoptose de célula (3.

Nio Gravida —— > Gravidlez —————> Pds-Parto
(a) \

Massa de
célula p

(b)

Replicagao de
célula

(c)

Tamanho da
célula B

(d)

Apoptose da
célula

d2 dé di0 di2 di4 di6 di8 d20 +d4 +d10

Figura 1 - Alteracdo da massa e volume de células 3 pancreaticas
durante a gestacdo de ratos. Adaptado de: RIECK, S.; KAESTNER, K. H.
Expansion of beta-cell mass in response to pregnancy. Trends Endocrinol
Metab, v. 21, n. 3, p. 151-8, Mar 2010. ISSN 1879-3061.

Aparentemente, esse burst de apoptose das ilhotas pancreaticas
esta relacionado com a UPR (Unfolded Protein Response). A UPR funciona
como um importante sistema de sinalizagdo celular desencadeado em
decorréncia do estresse de reticulo endoplasmatico, que responde as
perturbacdes oxidativas em ilhotas de ratas no inicio da lactagao (11-13).

7

Uma vez que o enovelamento de proteinas € um mecanismo
redox-dependente, a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
apresenta uma importante relacdo com a UPR podendo contribuir no
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mecanismo pré-apoptético(14). A adaptacao funcional do reticulo
endoplasmatico é extremamente importante na secrecao de insulina pelas
células B (6), ja que a reducao de volume celular pode ser um possivel

mecanismo para evitar a hipoglicemia materna no pés-parto.

UPR no restabelecimento da homeostasia do reticulo
endoplasmatico

O reticulo endoplasmético (RE) é uma importante organela
especializada na biossintese, transito e enovelamento de proteinas, além da
biossintese lipidica e homeostasia de célcio (15-17). Neste contexto, apenas
proteinas completamente formadas serdo enviadas para o complexo de
Golgi, para futuros processamentos, antes de irem para o destino final(18).

O transito de vesiculas no interior da célula ocorre de forma
coordenada para manutencao da homeostase e funcao das células. A maioria
das proteinas secretoras entra pela primeira vez no RE para correto
enovelamento e montagem. Para manter as fungdes do RE adequadas, as
células possuem um sistema de controle de qualidade que envolve uma via
de sinalizagao denominada UPR (unfolded protein response) (11-13).

Assim, um insulto homeostasia do RE ira impactar no maquinério
de enovelamento de proteinas, resultando no acumulo de proteinas néo
enoveladas ou mal enoveladas no seu lumen(19). Essa perturbacdo na
homeostasia leva ao estresse de RE e desencadeia o processo adaptativo
UPR (17; 20). O objetivo da UPR é reestabelecer a homeostasia, aliviando o
estresse através do aumento da capacidade de dobrar proteinas (expressao
de chaperonas), e inibicdo da translacdo das proteinas promovendo sua
degradacao (17).

Proteinas mal dobradas séo translocadas para o citoplasma e
entdo degradadas pelos proteassomas, conhecidos como degradacao
associada ao reticulo endoplasmatico (ERAD) (15; 20). A UPR somente ir4

iniciar o processo de morte celular se a homeostasia ndo for recuperada ap6s
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longo periodo (15; 17; 21) através de trés principais vias: (a) PERK (protein
kinase RNA (PKR)-like ER kinase); (b) IRE-1 (inositol-requiring protein-1a); (c)
ATF6 (activating transcription fator 6) (17).

Em células sem estresse, o sensor de proteinas (PERK, IRE1,
ATF6) se mantém no estado inativo pela associacdo da chaperona proteica
do RE chamada BiP/GRP78 (Bindinglmunoglobulin Protein/Glucose-
Regulated Protein of 78 KDa) no dominio luminal. A BiP possui alta afinidade
com proteinas mal dobradas e sua dissociagdo leva a auto-fosforilagdo da
PERK e IRE1 e a transativacdo da ATF6, ocasionando a ativagao da UPR
(18; 19).

A figura 2 (15) traz um resumo das trés vias relacionadas com a
ativacdo da UPR em decorréncia do estresse de RE.

" ENDOPLASMIC
RETICULUM _ GRP78 Unfolded o
L Pdypeptides

/| METABOLISM 0
PKA
PTP1B

,..._....N.\ ATFEN

ETABOLIS;Q
FoxO1 )

3 CRTC2

. SREBP-2

PROTEIN
TRANSLATION
ATTENUATION

+ ER Chaperones, ERAD, etc.

ey N AN AN

Figura 2 - Vias de smallzagao da UPR. Fonte: LEE, J.; OZCAN, U.
Unfolded protein response signaling and metabolic diseases. J Biol Chem, v.
289, n. 3, p. 1203-11, Jan 2014. ISSN 1083-351X.
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Uma falha da UPR em resolver a ma formacao de proteinas e
manter a homeostasia do RE pode levar a um estresse permanente e, como

conseqléncia, determinar a falha e morte de células 3 no diabetes (22; 23).

IRE1

A proteina IRE1 (/nositol-Requiring Enzyme) € essencial para a
resposta da UPR em mamiferos e plantas. Uma vez que é uma proteina
transmembrana do RE, a IRE1 monitora a homeostase do RE por um dominio
luminal sensivel ao estresse de RE e desencadeia a UPR a partir de um
dominio citoplasmatico com acdo de quinase e de um dominio com acao
RNAse. Em mamiferos existem duas isoformas da proteina IRE1: IRE1a e
IRE1B, sendo a IRE1a encontrada em todos os tecidos, enquanto que a
expressao de IRE1B esta primariamente localizada nos intestinos e pulmdes
(15).

A ativacdo da IRE1 pode ocorrer via auto-fosforilagcao resultante da
dissociacéo da BiP ou da ligacao direta com uma proteina mal dobrada (17).
Durante a resposta adaptativa, a IRE1a conduz o RIDD (Regulated IRE1-
dependent Decay) a translocar proteinas no RE, prevenindo futuros aumentos
da demanda do dobramento de proteinas. Na tentativa de aumentar a
capacidade de dobrar proteinas, a IRE1a provoca o splice do mRNA do fator
de transcricao Xbp-1 (X-BoxBinding Protein-1), que gera uma isoforma desta
proteina que regula a transcricdo de componentes de controle de qualidade
do RE. Se a tentativa de restabelecer a homeostasia falhar, a IRE1a cessa o
splice do mRNA do Xbp-1 (24).

Porém, durante a fase de transi¢cao entre a adaptativa e a resposta
apoptética, a RIDD aumenta a intensidade do estresse do RE pela
degradagao seletiva, por exemplo, da chaperona BiP. Uma vez que o
estresse atravessa o limite da RIDD, inicia-se a apoptose através da
repressdo de pré-mRNA anti-apoptéticos. Sendo a caspase-2 uma protease
pré-apoptoética essencial para a execucao da apoptose(24).
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Foi observado também que durante o estresse do RE a IRE1a
ativa vias inflamatérias, incluindo JNK (c-Jun N-terminal Kinases) e NF-kB
(Nuclear Factorkappa B). A ativagcdao da JNK associada ao TRAF2 (TNF
Receptor-Associated Fator-2)(15) e a fosforilagdo de JNK sao fortes sinais

para a apoptose da célula B (25).

PERK

PERK €& uma proteina transmembrana do RE com dominio
citoplasmatico homélogo a outras quinases, e dominio luminal de ligagdo a
chaperona BiP; no estresse do RE, BiP se dissocia, levando a

homodimerizagao, auto-fosforilagéo e ativacdo do dominio quinase (15).

PERK fosforilada leva a fosforilagdo da serina 51 doelF2a
(eucaryotictranslationinitiation fator 2 alpha) (26). Essa fosforilagdo reduz
eficientemente a iniciacdo da translagdo proteica, uma vez que nao ira
promover a transformacdo de GDP em GTP, ou trazer o RNA metil
transferase para o ribossomo 40S, assim o complexo 80S de iniciacdo de

translacao proteica ndao podera ser iniciado (19; 26).

Entretanto, a fosforilacdo do elF2a facilita a tradugao de fatores
como ATF4 (activating transcription fator 4) e ATFS (activating transcription
fator 5) (15). O ATF4 induz a expressdao de CHOP (C/EBP homologous
protein), também chamada de GADD153 (17; 27). A expressao de CHOP
inicia 0 programa de transcricdo que promove a inducao da apoptose(6; 28).
Esta, inclui a expressdo da proteina pré-apoptoética BIM e a repressdo da

proteina anti-apoptética Bcl-2 (B-celllymphoma?2) (6).

A CHORP foi identificada como um fator de transcricdo do estresse
do RE sendo altamente induzido no estresse prolongado via ativacdo dos
fatores ATF4, ATF6 e Xbp-1. Entretanto, desses trés, a via PERK-elF2a-
ATF4 é essencial (6; 19). Assim sendo, a apoptose induzida pela PERK no
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estresse de RE tem como principal mediador de apoptose a transcricao do
fator pr6-apoptético CHOP (15).

ATF6

ATF6 é uma proteina transmembrana da familia bZIP que, ao se
dissociar da BiP, é translocada para o Complexo de Golgi, onde é clivada em
S1P (lado 1 da protease) e S2P (lado 2 da protease). Com isso, o dominio N-
terminal é liberado e se dirige ao nucleo promovendo o aumento da

transcricdo de genes alvos como Xbp-1 (15).

UPR no remodelamento pancreatico

Conforme ja descrito, a UPR possui um papel fundamental na
apoptose em decorréncia do estresse do RE. Nesse contexto, Bromatiet al
(11) demonstraram que o aumento da apoptose em ilhotas no inicio da
lactacdo em ratas Wistar ocorre pela redugédo da fosforilagdo de AKT (RAC-
alpha serine/threonine-protein kinase) estimulado pela expressdo de TRB3
(Tribble 3).

Para esse experimento, Bromatiet al (11) utilizaram ratas Wistar
para a andlise e quantificacdo das proteinas da UPR envolvidas no
remodelamento fisiol6gico pancreatico durante o periodo de lactacdo. Além
disso, foi efetuado um tratamento com PBA (&cido 4-fenilbutirico), que € um
acido graxo de cadeia curta e funciona como uma chaperona quimica capaz
de estabilizar a conformacao da proteina. Desses experimentos, concluiu-se
que o aumento de ATF4 e fragmentacdao de DNA estao correlacionados com
aumento da expressdo de CHOP e diminui¢ao da fosforilacdo da AKT (pAKT)
durante o terceiro dia de lactagdo (L3), sendo que a formacédo do dimero
ATF4-CHOP induz a expressdao de TRB3 que é uma pseudo-quinase
inibidora da AKT. AAKT é uma proteina quinase que governa a sintese geral
de proteinas e a sobrevivéncia da célula por inibicao da apoptose(29). Com a
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utilizacdo de PBA, verificou-se o aumento da pAKT, assim como a diminuicao
da apoptose provocada pela UPR, além disso, ha normalizacdo da
fragmentacdo de DNA L3, em valores observados em animais controle.
CHOP, TRBS3 e caspase-3 (marcador de apoptose) também estdo diminuidos
durante esse tratamento, sugerindo que a apoptose em ilhotas pancreaticas
seja dependente do estresse do RE.

Desse exposto, pode-se concluir que, durante o terceiro dia de
lactacdo (L3), ocorre ativacao fisiolégica da UPR, com elevagao dos niveis
proteicos de ATF4, CHOP e TRBS, e reducao dos niveis de pAKT.

Uso de glicocorticoides durante a gravidez

Anualmente, mais de 15 milhdes de criancas nascem prematuras,
sendo a maior causa de morte em recém-nascidos (com até 28 dias) e a
segunda causa em criancas de até 5 anos. Os efeitos nocivos desses
nascimentos podem ser diminuidos com o uso correto de glicocorticoides,

que séo utilizados para a maturacgao pulmonar (30).

Vogel et al (30), a partir de um levantamento mundial, concluiram
que a utilizagédo de corticosterdides pré-natal foi associada com uma redugao
de 31% no total de mortes neonatais, e redugdes significativas nos riscos de
sindrome do desconforto respiratério (34%), hemorragia cerebroventricular
(46%), enterocolitenecrosante (54%), necessidade de suporte respiratorio ou
admissao de cuidados intensivos (20%) e infecgbes sistémicas nas primeiras
48 horas de vida (44%). O uso de corticosterbides pré-natais foram eficazes
quando administrados entre a 262 e 342 semana de gestacdo, sem aumentar
risco de morte materna, corioamnionite ou sepsis puerperal.. Porém,
corticoides sao efetivos quando administrados entre a 242 e a 342 semana de
gestacao (30; 31), sendo que a posologia sugerida € dose Unica administrada
de 24 horas ou até no maximo 7 dias antes do parto (31).

Na gravidez, dois mecanismos sao necessdarios para garantir a

troca gasosa pulmonar do neonato: eliminacao do excesso de fluido alveolar
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e 0 aumento da perfusdo sanguinea pulmonar. A auséncia de um ou ambos
desses mecanismos podem causar complicacdes respiratérias neonatais (32;
33). Na reviséo feita por Paganelli et al (32) é verificado que, na tentativa de
melhorar a troca gasosa do pulmdo do recém-nascido, € necessaria a
ativacdo de canais de sodio na superficie epitelial das células pulmonares

permitindo a passagem do fluido do epitélio para o espaco intersticial.

Os corticoides tém um papel importante no final da maturagao dos
pulmdes por aumentar o numero dos canais de sodio e aumentar a produgéo
de surfactante (33; 34). A expressao alveolar de canais de sédio é regulada
por varios fatores como catecolaminas enddgenas, oxigénio, hormonios da
tireoide e glicocorticoides, porém, os mais importantes sdo as catecolaminas
e glicocorticoides. Um aumento na producdo enddgena de catecolamina,
durante o trabalho de parto, é crucial para promover a eliminacao do fluido
alveolar. Essas catecolaminas agem diretamente em receptores J,
promovendo a ativagdo de canais de sodio, enquanto que os glicocorticoides
podem aumentar o numero de canais de sédio; entretanto € necessaria

exposicao por 4 a 24 horas(32).

Excesso de glicocorticoides no final da gestacao

Recentemente foi demonstrado, em modelo animal, que o excesso
de glicocorticoides no final da gestacdo leva a um prejuizo da secreg¢do de
insulina materno e estabelecimento de intolerdncia a glicose tardio(35), e
também causar diabetes induzida por esteroides (36).

Além disso, em ratos, esse excesso in utero inibe o crescimento
fetal (37; 38), sendo que filhotes de ratas tratadas com dexametasona,
durante a prenhez, tém reducdo de 10% do peso dos filhos quando
comparadas a controles (39). E a exposicao pré-natal a dexametasona
resulta em hiperativagdo permanente do eixo HPA (Hipotalamico-Pituitario-
Adrenal) (40). Essa alteracao no eixo HPA durante a vida fetal pode afetar o
desenvolvimento e a saude do individuo no futuro (41). Esse retardo no
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crescimento fetal demonstra um papel importante na programacao fetal tanto

de humanos como em roedores (42).

Além de promover menor crescimento fetal, sendo usada como um
modelo de restricdo de crescimento in Utero, a dexametasona também é
usada como modelo de estresse materno. Ratas tratadas com dexametasona
apresentam reducao do ganho de peso quando comparadas a ratas controle,

sem alterar a ingestao de alimentos (35; 43).

Em humanos, ficou convencionado pelo Instituto Nacional da
Saude Infantil e Desenvolvimento Humano (NICHD), nos EUA, o uso de
corticosteroides pré-natal, especialmente com tratamento de, no minimo, 24
horas antes do parto, porém com no maximo 7 dias entre a administracdo de
corticosteroides e o parto. Nesse intervalo de tempo, muitos médicos
adotaram a pratica estratégica de multiplas ou no minimo uma dose semanal
de corticosteroides, para garantir que o tratamento seja aplicado dentro da
janela de 242-362 semanas de gestagédo. Entretanto, essa pratica resultou em
baixo peso ao nascer (44). Com isso, em 2000, uma nova conferéncia do
NICHD recomendou o fim dessa préatica, pois estudos subsequentes

demonstraram o beneficio de aplicacdo em dose Unica.

Ensaios in vitro da acao de dexametasona

Em ensaios in vitro utilizando células  pancreaticas, Ranta et al
(45) demonstraram que um tratamento de 4 dias com 0,1 pumol/L de
dexamentasona foi capaz de aumentar a inducdo da apoptose em células
secretoras de insulina, seguido de down-regulation de Bcl-2, ativacdo de
calcineurina com subsequente desfosforilagdo da BAD e despolarizacéo

mitocondrial.

Weinhaus et al (7) também realizou estudos in vitro que
evidenciaram que o tratamento de ilhotas pancreéticas em cultura celular com
100 mM de dexametasona apresentou efeitos inibitérios apés um dia de

tratamento, continuando por 6 dias consecutivos, mostrando um efeito
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inibitério na secrecao de insulina dose-dependente, levando a um aumento da

apoptose.

Ensaios, in vitro, da agao de 17@-estradiol (E2)

Os estrégenos pertencem a classe dos horménios esterdides. Sao
moléculas lipofilicas, derivadas do colesterol e sintetizadas no cortex da
adrenal, testiculos, ovarios e placenta. Em humanos, o estrégeno natural

mais potente é o 173-estradiol (Ez), seguido pela estrona e pelo estriol.

Os multiplos efeitos dos estrédgenos em diferentes tipos celulares
se manifestam através da modulacdo de distintas vias metabdlicas e de
sinalizagdo celular. Estes efeitos podem iniciar/ocorrer tanto no nucleo como
no citoplasma das células. Os efeitos nucleares estdo associados aos
receptores de estrégenos alfa (ERa) e beta (ERB), que atuam como fatores
de transcrigdo, unindo-se ao elemento de resposta aos estrogenos (ERE) (46-
48).

Dentro do contexto, € importante salientar que a apoptose de
células B pancreaticas leva a uma deficiéncia de insulina, e que o0s
estrogenos sdo capazes proteger as células B contra esse dano. O estradiol
manifesta acado anti-apoptdtica em humanos e roedores, mediados pelo ERa
(49-52). Essa protecao, in vivo, ocorre também em situacoes de estresse
oxidativo (53), porém o estradiol ndo estd associado com o aumento da
proliferacao ou hipertrofia de célula 3(54).

Le May et al (54) demonstraram, in vitro, que em ilhotas
pancreaticas de ratos e em células B expostas ao estresse oxidativo, o
estradiol previne a apoptose e previne danos no mecanismo de secregao de
insulina; este efeito protetor foi perdido em células tratadas tamoxifeno, um
antagonistas de ERa(52).

Ademais, ja foi demonstrado que o E2 protege células f em

modelos de ratos com diabetes do tipo 2(55), bem como agonistas de ERa,
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ERP e do receptor de estrogeno acoplado a proteina G (GPER) (54; 56); em
cultura com células B de roedores e de humanas, foi observada uma reducao
na sintese de acidos graxos, e queda na lipogénese, assim como diminuicao
no acumulo de triglicerideos (55).

Receptores de Glicocorticoides (GR) e de Estrogeno (ER)

Glicocorticoides medeiam suas ac¢des por ligacado aos receptores
de glicocorticoides (GR), membros da superfamilia de acidos proteicos
esteroides/tireoide/retinoide, que funcionam como um fator de transcricao
dependente de ligante (47). Varios estudos mostraram que o tratamento com
glicocorticoides diminuem o nivel de mRNA de GR entre 50-80% em varios
tecidos (57; 58).

A redugcdo da expressdo dos GR dependente de ligante é
complexa. A presenca prolongada do ligante desestabiliza o GR provocando
queda na expressdo do GR. O tratamento de longo periodo com
glicocorticoides leva a uma down-regulation de GR, provocando uma
auséncia de resposta a tratamento hormonal (59).

Existem dois receptores principais de estrégenos: ERa e ERp.
Ambos possuem isoformas apresentando diferentes padrbes de expressao e
funcbes tecido-especificas(60). Os ER estdo relacionados com a funcao
reprodutiva bem como participam no controle do metabolismo energético,

modulando diretamente a expressao de génica (52).

Assim como os GR, os receptores de estrogeno participam de
importantes processos como metabolismo, imunidade, crescimento celular,
proliferacdo, reproducédo e desenvolvimento (49; 50; 61). Ambos pertencem a
familia de receptores de horménios esteroides de receptor nuclear, sendo

suas acoes através da ligacao ligante-receptor (48).

Kinyamu e Archer (62) analisaram a ligagdo cruzada entre GR e
ER utilizando a linhagem de célula de cancer de mama MCF-7 que expressa
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ERa enddgeno. Estes autores demonstraram que agonistas de estrégeno
promovem a degradacdo dos GR. Outro fato observado é que,
possivelmente, mais GR se mantém no citosol em células tratadas com
dexametasona na presenca de E2 (17B-estradiol). Entretanto, agonistas de
estrogeno nao afetam especificamente o0 mRNA de GR, sugerindo que a
queda na densidade de GR ocorre, talvez, na etapa de traducédo ou péds-
tradugdo. Também, Karmakar, Jin e Nagaich(63) demonstraram que os GR
interagem diretamente com ERa através do dominio de ligagdo de DNA
(DBD).

Vias de apoptose em células 8

Sabe-se que a sobrevivéncia das células é fortemente regulada
pela via de sinalizacdo, para a qual convergem proteinas pré6 e anti-
apoptoticas da familia Bcl-2. Membros anti-apoptéticos e incluem Bcl-2, Bcl-
xL e Mcl-1, enquanto que os indutores da apoptose sao Bax, Bad, Bid e Bim
(64).

A perda da fungdo quimica ou genética dos anti-apoptéticos Bcl-2
e Bcl-xL aumentam significativamente metabdlitos dependentes de glicose,

assim como a sinalizacao de calcio em células 3 pancreaticas (65).

Bad possui um papel fisiolégico nas células  que vai além do
papel na apoptose. Especificamente, na sua forma fosforilada na serina 155,
promove a secrecdo de insulina estimulada pela glicose via interagdo com a
glicoquinase (66). Assim, as proteinas Bcl-2 podem ser importantes na fungéo

normal das células 3 (65).

A expressao de Bim é regulada positivamente pela CHOP e
requerida no estresse de RE na indugcédo de apoptose (67). A deficiéncia de
Bid é capaz de prevenir a inducédo de apoptose de células B contra o estimulo

de apoptose (68).
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Relagao entre uso de Glicocorticoides e CD40L e TNFa

Ja é conhecido que o0 sucesso terapéutico de glicocorticoides é
amplamente atribuido a sua habilidade de reduzir a expressao de genes pro-
inflamatérios via ativacdo de GR e concomitantemente a inibicao de atividade
pré-inflamatéria de fatores de transcricao, incluindo NF-kB e AP-1 (Activator
Protein-1) (69). NF-kB possui um papel importante de mediador na
fisiopatologia anti-inflamatéria e em doencas sépticas pelo elevado nivel de
citocinas e ROS (70)

Cechin e Buchwald(69) realizaram varios experimentos que
demonstraram a ativacdo de NF-«kB induzida pelo TNFa (Tumor
NecrosisFactor alpha) e pelo ligante de CD40 (CD40L). Por outro lado, todos
os glicocorticoides testados (incluindo dexametasona) inibiram parcialmente a
inducédo do NF-kB pelo TNFa e CD40L.

O CD40L também é conhecido como CD154, molécula ativadora
T-B (TBAM), fator de necrose tumoral relacionada com a ativagéo de proteina
(TRAP) e gp39 (71). E uma proteina transmembrana do tipo 1, estando
presente na superficie de células T CD4+, células B, plaguetas sanguineas,
mondcitos, células NK (Natural Killer) e também em células cancerigenas. A
via CD40/CD40L possui forte papel na inducdo da imunidade sanguinea e,
através da ativacdo do NF-kB, tem a habilidade de potencializar a apoptose
em células tumorais (72; 73).

Com base nessas informacdes, observa-se que o remodelamento
fisiolégico pancreatico no pés-parto, mediado pela UPR, ja € um fenbmeno
conhecido. Falta compreender, entretanto, o remodelamento frente ao
excesso de glicocorticoides no terceiro periodo gestacional, uma vez que séo
medicacdes de primeira escolha em caso de partos prematuros.
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OBJETIVOS

1 — Investigar o perfil de remodelamento pds-parto mediado pela
UPR frente ao excesso de glicocorticoides no terceiro periodo gestacional de

ratas Wistar.

2 — Analisar os efeitos, in vivo, do bloqueio das acbes de E2 (173-
Estradiol) na apoptose de células B pancreaticas materna de ratas associada

ao tratamento com dexametasona.

3 — Avaliar o perfil da expressao de genes de apoptose na célula 3
no final da gestacado e no pds-parto de ratas Wistar submetidas ao excesso

pré-natal de glicocorticoides.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar virgens, prenhez e lactantes,
separadas para cruzamento a partir da décima terceira semana de vida,
fornecidas pelo Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biolégica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratério — Unicamp (CEMIB), alimentadas com
racdo padronizada Nuvilab (Nuvital Nutrientes, S.A.), e agua ad libitum e
mantidas em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e temperatura ambiente de
24°C. A partir da décima segunda semana de vida, as ratas foram mantidas
duas por caixa para aclimatacdo. Na décima terceira semana, elas foram
mantidas na propor¢éo de duas fémeas por macho durante trés dias, sendo
considerado o segundo dia de contato com o macho como primeiro dia de
prenhez (G1). Assim sendo, no segundo dia de prenhez (G2), o macho era

retirado e as fémeas eram entao pesadas e numeradas.

As ratas foram mantidas duas por caixa até o décimo quinto dia de
prenhez (G15), momento em que foi efetuada nova pesagem, isolamento e
divisdo dos grupos de tratamento. Todas que apresentavam ganho de peso
superior ou igual a 35g foram consideradas prenhes, sendo acondicionada

uma por caixa até o final dos experimentos.

Entre o periodo de G15-G19 foi administrado o tratamento com
dexametasona (Dec:adron® Elixir 0,5mg/5mL, Aché) (Figura 3), ou
dexametasona associada ao tamoxifeno (Tamoxifen Citrate Salt T5648-1G,
Sigma-Aldrich) (Figura 4).
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Figura 3. Desenho experimental de tratamento com
dexamentasona
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Figura 4. Desenho experimental de tratamento com dexametasona
e associado ao tamoxifeno
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Apbs o parto, no primeiro dia de lactacéo (L1), os neonatos foram
ajustados para seis por mae. Sendo os excedentes utilizados para ajuste de
outras maes, quando necessario, respeitando o ajuste dentro do mesmo
grupo. Caso nao fosse necessario o0 ajuste esses neonatos excedentes eram

eutanasiados por decapitacao.

As ratas foram utilizadas para os experimentos no vigésimo dia de

gravidez (G20) (Figura 5), e terceiro dia de lactacao (L3).

TRATAMENTO

A
[ \

Individualizadas

"
. 1

| | | | |
I I | | |
122 Sem 132 Sem D2 D15 D19 ‘
A T
Aclimatacg3o Pesagem G20
Cruzamento

,I Y ,' 4 ,l
e = e = dr

.

Gl G20-Veiculg | G20-Dex

Figura 5. Desenho experimental para protocolo em vigésimo dia
gestacional (G20)

Foram observados os principios éticos na experimentagdo com
animais adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Campinas (CEUA/UNICAMP) — protocolo n°
3505-1.
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Tratamento com dexamentasona

Ap6s a confirmagdo da prenhez as ratas foram separadas
randomicamente em trés grupos: grupo CTL (n&o prenhe), Veiculo e Dex

(dexametasona).

A partir do G15, ratas gravidas e metade do grupo CTL recebeu
dexametasona ad libitum na agua de beber até o G19. O restante continuou

recebendo apenas agua (veiculo).

Foi administrada 0,1mg/kg/dia de dexametasona a agua de beber.
A dose foi ajustada diariamente baseada no peso e na ingestao hidrica.
Todas as ratas, em tratamento ou ndo, foram pesadas (Figura 3).

Tratamento com dexametasona associado ao tamoxifeno

Apbés a confirmacdo da prenhez, as ratas foram separadas
randomicamente em quatro grupos: grupo CTL, Veiculo, Dex e Dex-T

(dexamentasona associada ao tamoxifeno).

A partir do G15, um terco das ratas prenhes recebeu
dexametasona ad libitum na agua de beber, um terco recebeu aplicacdo
subcutédnea tamoxifeno em associacao a dexamentasona ad libitum na agua

de beber até o G19; o restante recebeu apenas agua.

Foi mantida a dose de dexamentasona (0,1mg/kg/dia), com ajuste
diario de dose baseado no peso e na ingestao hidrica. Todas as ratas, em

tratamento ou ndo, foram pesadas.

Dez mg de tamoxifeno foram diluidos, em frasco de 50 mL, em 1
mL de DMSO (Dimetilsuféxido, Sigma-Aldrich) e adicionados em 50 mL d6leo
de amendoim. Cada aplicacao subcutanea de 100 pL continha 20 pg de
tamoxifeno. Para garantir que todas as ratas passassem pelo mesmo
procedimento, foi preparado um novo tubo de 50 mL com apenas 1 mL de
DMSO e 50 mL de 6leo, sendo aplicado 100 pL subcutanea em todas as
ratas restantes (prenhez e ndo prenhez) (Figura 4).
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Dosagens bioquimicas

Apbés a coleta do sangue por decapitacdo, cada amostra foi
submetida a centrifugacédo por 15 minutos a 3500 RPM a 4°C, sendo entao

coletado o soro e transferido para um microtubo.

Para as quantificacbes bioquimicas foram utilizados kits de
triglicerideos (Triglicérides GOD-PAP LiquidStable, LABORLAB ref 1770290,
SP, Brasil), colesterol (Colesterol GOD-PAP LiquidStable, LABORLAB ref
1770080, SP, Brasil), insulina (EZRMI-13K Rat/Mouse Insulin Elisa, Merck
Millipore, Darmstadt, Alemanha), glicose (Glicose GOD-PAP LiquidStable,
LABORLAB ref 1770130). Os procedimentos seguiram as especificagées do
fabricante. Para verificagdo da glicemia randémica foi utilizado glicosimetro
Accu-Chek Active®.

Dosagens Hormonais

Apbés a coleta do sangue por decapitagdo, cada amostra foi
submetida a centrifugacado por 15 minutos a 3500 RPM a 4°C, sendo entao

coletado o soro e transferido para um microtubo.

Para as quantificacdes hormonais de estrogeno foi utilizado kit de
ELISA (Enzyme-LinkedlmmunisorbentAssay) da |IBL International GMBH
(Hamburgo, Alemanha) para 17beta-Estradiol (Ref 52041).

Isolamento de ilhotas

O isolamento de ilhotas foi realizado pelo método da digestdo com
colagenase (74) modificado de Lacy & Kostianovsky(75). Os animais G20,
CTL, L3, L3 Dex e L3 Dex-T foram eutanasiados por aprofundamento de
anestesia com Tiopental (Tiopentax, Cristalia) 80mg/kg, em seguida foi
realizada a decapitagédo para coleta de sangue e posterior separagéo e coleta

de soro.
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Foi efetuada uma incisdo abdominal externa. A extremidade
duodenal do ducto biliar comum foi ocluida, antes da incisdo de um cateter
através de uma pequena incisdo na parte proximal do ducto. Com uma
seringa conectada a um cateter foi injetada 10 mL de tampé&o de Hanks (137
mM de NaCl; 5,36 mM de KCI; 0,8 mM de MgS0O4.7H.O; 0,3 mM de
NasHPO4.12H20; 0,44 mM de KH2POy4; 1,2 mM de CaCl,.2H20; 4,167 mM de
NaHCOj3; 5,6 mM de Glicose; 1 mg/ml de Albumina; pH 7,2), contendo
colagenase (0,8 mg/mL) para a expansdao completa do tecido. Este foi
transferido para uma placa de petri para a retirada de gordura, tecido vascular
e ganglios linfaticos. A seguir o pancreas foi cortado e transferido para um
tubo de 50 mL, adicionado mais 10 mL da solucdo tampado de Hanks
contendo colagenase, e levado para banho-maria a 37°C por 24 minutos. A
digestdao completa do tecido foi obtida com agitacdo vigorosa do tubo até a
obtencdo de uma solucao viscosa homogénea. O conteudo foi transferido
para um béquer e adicionado tampéo de Hanks gelado para parar a digestao
do péancreas pela colagenase. As ilhotas foram lavadas trés vezes com
solucdo de Hanks, para a remocado da colagenase e para separacao por
sedimentacao. O sobrenadante era retirado com o auxilio de uma seringa de
vidro. As ilhotas foram coletadas individualmente sob um estereomicroscopio

binocular e com auxilio de uma pipeta de vidro estirada.

As ilhotas apds coleta foram transferidas para microtubos de 1,5
mL, para posteriores andlises.

Fragmentacao do DNA

Foram utilizadas 100 ilhotas frescas de cada amostra, que apds a
coleta foram submetidas a um rapido spin no microtubo para que as ilhotas
pudessem se depositar no fundo. O sobrenadante (solugdo de Hanks) foi
retirado com o auxilio de uma pipeta. Na sequéncia, as ilhotas foram
dissociadas com tampao de dispersdo livre de célcio (138mM de NaCl;
5,6mM de KCI; 1,2 mM de MgCl,; 5mM de Hepes; 3mM de Glicose; 1,2mM de
EGTA; 0,img/mLde Albumina; pH 7,4), em banho-maria a 37°C por 11
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minutos. Em seguida, as ilhotas foram agitadas com o auxilio de uma pipeta
de 1000 pL (aproximadamente dez vezes), sempre observando a dispersao
das ilhotas. O microtubo foi centrifugado por oito minutos a 1000 x g. O
sobrenadante foi retirado e adicionado 200 uL de tampé&o de fragmentacao
(1% v/v de Triton X-10%; 1mg/mL de Citrato de Sodio; 8ug/mL de lodeto de
propideo; PBS q.s.p.). Este, foi mantido em incubacdo por duas horas no
escuro e, na sequéncia, efetuada leitura em Citometria de Fluxo (BD
FACSCalibur) canal FL2-H com comprimento de onda 535-617nm.

Quantificacao da producao das Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS)

Foi preparada, inicialmente, solugdo estoque de 5 mM de DCFH-
DA (2',7-Dichlorofluorescin diacetate, Sigma-Aldrich), utilizada como sonda

fluorescente.

Foram utilizadas 60 ilhotas frescas de cada amostra que, ap6s a
coleta, foi efetuado um rapido spin no microtubo para que as ilhotas
pudessem se depositar no fundo. O sobrenadante (solugdo de Hanks) foi
retirado com o auxilio de uma pipeta. Na sequéncia, as ilhotas foram
dissociadas com tampao de dispersao livre de célcio (138mM de NaCl;
5,6mM de KCI; 1,2 mM de MgCl,; 5mM de Hepes; 3mM de Glicose; 1,2mM de
EGTA; 0,img/mLde Albumina; pH 7,4), em banho-maria a 37°C por 11
minutos. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta de 1000 pL, feita a
agitagao (aproximadamente dez vezes), sempre observando a dispersédo das
ilhotas. O microtubo foi centrifugado por oito minutos a 1000 x g. O
sobrenadante foi retirado e efetuado a ressuspensdo em 300 pL da sonda,
previamente diluida (1:1) em solucdo de Hanks. Em seguida, as amostras
foram incubadas por 15 minutos no escuro e, na sequéncia, realizada a
leitura em Citometria de Fluxo (BD FACSCalibur), canal FL1-H com

comprimento de onda de 488-630nm.

Foi coletado um pool das amostras em um novo microtubo,

totalizando 60 ilhotas. Estas passaram pelo mesmo procedimento de
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centrifugacao, retirada do sobrenadante, adicdo do tampao de dispersao de
ilhotas e posterior centrifugacao. Entretanto, apds a retirada do sobrenadante,
foram adicionados 300 pL de solugdo de Hanks. Este foi o microtubo de
células ndo marcadas utilizadas para aquisicdo dos parametros a serem
analisados na Citometria de Fluxo. A leitura foi realizada em canal FL1-H com
comprimento de onda de 488-630nm.

Western Blot

As ilhotas frescas (maior quantidade possivel coletada por rata), de
ratas CTL, L3, L3 Dex, L3 Dex-T, foram transferidas para microtubo e
rapidamente centrifugadas para que as ilhotas pudessem se depositar no
fundo do tubo. O sobrenadante (solugdo tampéao de Hanks) foi retirado e
adicionado Tampéao de SDS (1% de SDS, 100 mM de Tris [pH 7,5]; 10 mM de
EDTA; 100 mM de Fluoreto de Sédio; 10 mM de Pirofosfato de Sédio; 10 mM
de Ortovanadato de Sédio). Na sequéncia, as amostras foram sonicadas
(poténcia 25%) em 3 pulsos de 10 segundos cada e incubadas a 96°C em
banho-maria por 10 minutos e centrifugadas (3000 x g por 10 minutos a 4°C).
Parte do sobrenadante (diluido na razado 1:10) de cada amostra foi utilizada
para a quantificacdo do conteudo proteico por espectrofotometria com
reagente de Bradford (Bio-Rad, CA, USA), este diluido na proporcéo 1:4 de

agua.

O restante das amostras foi diluido em solugéo tampé&o de Laemmli
(25% de betamercaptoetanol; 0,1% de Azul de Bromofenol; 1M de Fosfato de
Sodio [pH 7,0]; 50% de Glicerol; 10% [p/v] de SDS) e incubado por 10
minutos a 96°C. As amostras foram entdo congeladas a -80°C permanecendo
nessa condigdo até o dia da aplicacao no gel de poliacrilamida, com excecéo
das amostras de analise da fosforilagcdo de AKT. Neste caso, a aplicagdo no
gel ocorreu logo apos a incubagao com solugdo tampao de Laemmli a 96°C
por 10 minutos. Todas as amostras foram adicionadas em gel de
poliacrilamida 10 a 15% em aparelho para mini gel (Bio-Rad, CA, USA).
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As proteinas presentes nos géis foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Bio-Rad, CA, USA), em aparelho de
transferéncia elétrica semi-seca (Bio-Rad Trans-Blot® SD Semi-DryTransfer
Cell, CA, USA). Posteriormente as membranas foram bloqueadas com 5% de
leite sem gordura e solucao basal (10mM Tris [pH 7,5]; 150mM NaCl e 0,02%
Tween 20), overnight, em temperatura de geladeira (2-8°C). Em seguida
foram realizadas trés lavagens de 10 minutos cada, com solugéo basal, e na
sequéncia, a incubacdo das membranas com anticorpos contra
CHOP/GADD153, ATF4/Creb2, AKT, pAKT 1/2/3 Ser 473, elF2a (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), B-Actin (Sigma-Aldrich), overnight, em temperatura
de 2-8°C. Para a utilizagdo do anticorpo contra TRB3 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), o bloqueio inicial foi efetuado com 1,5% de
gelatina. A seguir as membranas foram lavadas (irés lavagens de 10 minutos
com solucao basal) e incubadas por 1h30 com anticorpos secundarios
conjugados com peroxidase, com exce¢cdao da membrana incubada com
anticorpo contra B-Actin, pois esse ja era conjugado com peroxidase,
eliminando assim a etapa de incubacdo com anticorpo secundario. A seguir,
foram adicionadas as solugdes de revelacao: solugdo 1 — 1 M de Tris (pH
8,5), 250 mM de Luminol, 90 mM de Acido p-cumaérico; solugdo 2 — 1 M de
Tris (pH 8,5), 25 mM de perdxido de hidrogénio P.A.

As membranas foram expostas por tempos variados a filmes de
Raio-X. Apds a revelacao, as proteinas foram quantificadas por densitometria

Optica utilizando o software ImageJ.

Extracao de RNA

Para a extragdo de RNAs totais das ilhotas frescas foi utilizado
RNeasy Mini Kit (74104) da Qiagen. Todo procedimento foi realizado
conforme especificagbes do fabricante, sendo utilizadas de 400 a 500 ilhotas

por amostra.
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Uma aliquota de cada amostra obtida foi utilizada para
espectrofotometria nos comprimentos de onda 260 e 280nm a fim de verificar

a pureza de cada amostra.
Analise da Expressao Génica em Larga Escala

Apoés, foi efetuada a quantificacdo de RNA por espectrofotometria
nos comprimentos de onda 260 e 280nm. Foi feito um pool das amostras de
cada grupo com aliquotas de 2 pg, com volume ajustado para 10 puL com
agua livre de nucleases. A transcricao reversa foi realizada com primers
randémicos. Para isso foram adicionados tampao RT, 100 mM de dNTP,
primers randdmicos, enzima transcriptase reversa MultiScribe™, e agua livre
de nucleases para completar o volume para 10 pL. O volume final de reagéao
foi 20 pL. As reagdes foram incubadas por 10 minutos a 25°C, seguido de 2
horas a 37°C, 5 minutos a 85°C e finalmente mantido a 4°C.

Apos a obtencgéao final de 100ng/mL de cDNA foi realizada a reagao
de amplificacdo com o kit RT?Profilter™ PCR Array RatApoptosis (PARN-
012Z). Para utilizacao das placas do Array de Apoptose foi preparado, para
cada amostra, o mastermix (5 pL de KAPA SYBR® FAST gPCR; 5 uL de
RoxLow; 10 ng de cDNA; H>O g.s.p. para 10 pL) suficiente para a aplicagéo
em 96 pocos, sendo entédo aplicado 10 uL em cada poco da placa de array(10
ng de cDNA por pogo). A placa contém 84 genes alvo e 12 genes enddgenos
(controle).

A amplificacdo foi realizada em termociclador da Applied
Biosystems®modelo 7500 fast. Este foi inicialmente mantido por 3 minutos a
95°C para a ativagao enzimatica, seguido por 3 segundos a 95°C e apés 33

segundos a 60°C para anelamento, extensao e aquisicdo de valores.

A expressado dos RNAs dos genes envolvidos na apoptose foram
analisados utilizando aplicativo fornecido no site da Qiagen (GeneGlobe —
Data Analysis Center).

Dois genes alterados no array foram confirmados em amostras

individuais utilizando os cDNAs previamente transcritos, em reacao padrao de
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gqPCR com Sybr Green (KAPA SYBR® FAST). As sequéncias dos primers
utilizados estao listadas a seguir.

1) CDA40Ig sense: CAACGTCCATTCATCGTCAGCC
antisense: TTGGAGGAACTGTGGGTATTCGC
2) Cidea sense: GCT GTC TCA ATG TCA AAG CCAC
antisense TCTGTGTCACCCAGTGCTCG;
3) RPL37a sense: CAAGAAGGTCGGGATCGTCG
antisense: ACCAGGCAAGTCTCAGGAGGTG.

O gene RPL37a foi utilizado como constitutivo para normaliza¢do
dos resultados, calculados pelo método do 2*-ddCT.

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrao da
média (EPM) e analisados estatisticamente por andlise de variancia ANOVA
de uma via e pés-teste de Tukey ou teste de Student quando apropriado.

Para todos os resultados foram adotados limite de significancia para p<0,05.



42

RESULTADOS

Evolucao do peso gestacional

A partir do 152 dia foram realizadas pesagens diarias para ajustar a
dose da dexametasona (0,1mg/kg/dia) e também para avaliar o efeito do
tratamento sobre o peso corporal da rata. Na figura 6 podemos observar a
diminuicdo em relagdo a rata nao tratada. O uso do glicocorticoide fez com a
rata parasse de ganhar peso em comparagao com a rata nao tratada. Esse
parametro foi utilizado para verificar se o tratamento estava ocorrendo

conforme informagdes da literatura(35; 37-39).
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Figura 6. Evolucdo do peso gestacional durante tratamento(15°-
192 dia de prenhez).Tratamento com dex (0,1mg/kg/dia,); Médias + EPM
referem-se a 2 experimentos independentes *p<0,05 vs Dex (n=6)

O mesmo procedimento de pesagem se repetiu no tratamento com
tamoxifeno (figura 7). A mesma variacdo de peso foi observada, porém o
tratamento de dexametasona (0,1mg/kg/dia) associada ao tamoxifeno (20ug
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subcutanea por dia) provocou uma redu¢ao no peso em relacdo ao grupo nao
tratado, mas sem significAncia estatistica, sendo observados valores
significativos entre o0 grupo tratado apenas com dexametasona

(0,1mg/kg/dia)e o grupo néo tratado.
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Figura 7. Evolucdo do peso gestacional durante tratamento(15°-19° dia de
prenhez). Tratamento com dex associado com tamoxifeno (20ug/dia). Médias
+ EPM referem-se a 3 experimentos independentes *p<0,05 vs Dex (n=6)

Evolucao do peso médio de neonatos

Nas figuras 8 e 9, verificamos o peso dos neonatos em diferentes
dias de lactacdo. Como esperado, houve diferenga de peso ao nascer, que se
mantém até o terceiro dia de lactacao, sendo este mais um indicativo que o
tratamento com a dexamentasona estava de acordo com a literatura(35; 37-
39). O tratamento com tamoxifeno promoveu um aumento transitério de
ganho de peso em L1 (figura 9C), que retornou a valores similares ao grupo
Dex em L3 (figura 9D).
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Figura 8.Ganho de peso de neonatos de maes tratadas ou nao
com Dex (0,1mg/kg/dia, 15° ao 19° dia de prenhez). (A) Ganho de peso médio
entre o 12 e 32 dia de lactacao, (B) Peso de neonatos no 1° dia de lactacao —
N1 (n=7), (C) Peso de neonatos no 3° dia de lactacdo — N3 (n=8).Médias +
EPM referem-se a 2 experimentos independentes*P<0,002 vs Veiculo;
**P<0,02 vs Veiculo.
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Figura 9.Ganho de peso de neonatos de mées tratadas ou nao
com Dex (0,1mg/kg/dia, 15° ao 19° dia de prenhez) ou Tamox (20um/dia, 15°
ao 19° dia de prenhez). (A) Ganho de peso médio entre o dia zero e 0 3° de
lactacdo, (B) Peso de neonatos no dia zero de lactacdo — NO (n= 3 a 5), (C)
Peso de neonatos no 12 dia de lactacdo — N1 (n= 4 a 6), (D) Peso de
neonatos no 3¢ dia de lactacdo — N3 (n=8). Médias + EPM referem-se a 3
experimentos independentes *P<0,05 vs Dex; § P<0,05 vs Dex+Tamox;
#P<0,05 vs Veiculo.

Média de nascimentos por grupo

A tabela 1 mostra o nimero médio de neonatos de mées tratadas
ou nao com Dex (0,1mg/kg/dia, 15% ao 19° dia de prenhez) ou Dex associada
com Tamoxifeno (20pm/dia, 15° ao 19° dia de prenhez). N&o houve diferenca
entre 0s grupos.
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Tabela 1— Quantidade de neonatos por grupo
Numero de nascimentos*

L3 Veiculo (n=30) 9,92
L3 Dex (n=30) 9,77
L3 Dex-T (n=18) 8,22

* Valor médio da quantidade de nascimentos por mée

Na tabela 2 podemos observar o numero meédio de fetos de maes
tratadas ou ndao com Dex (0,1mg/kg/dia, 15° ao 19° dia de prenhez). Esse
experimento foi realizado no vigésimo dia de gravidez (G20), ou seja, um dia
apos o término do tratamento com dexamentasona. Também nao foi

observada diferenca no numero de fetos.

Tabela 2 — Quantidade de fetos por grupo
Quantidade de fetos*

G20 Veiculo (n=6) 12,16

G20 Dex (n=6) 11,40

* Valor médio da quantidade de fetos por mae

Dosagens bioquimicas

As dosagens bioquimicas da figura 10 foram realizadas apdés jejum
de 8 horas, para que pudéssemos verificar a glicemia (figura 7A) e a
insulinemia (figura 7B). O soro foi também utilizado para a quantificacao de
triglicerideos (figura 7C) e colesterol (figura 7D).

A dexametasona durante a gravidez nao alterou os valores
observados em L3. A insulinemia apresentou uma tendéncia de aumento em

ratas L3, sem diferenca significativa.

Semelhante a glicose, os niveis de ftriglicerideos (TG) se
mantiveram semelhantes aos de L3. O colesterol ndo apresentou variacao em

nenhum dos grupos testados.
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Figura 10.Dosagens bioquimicas apés 8 horas de jejum (A)
Glicemia, (B) Insulinemia, (C) Trigliceridemia e (D) Colesterolemia de ratas
virgens (CTL), lactantes (L3) e lactantes tratadas com dexametasona (0,1
mg/kg/dia) entre o 15" e 19" dias de prenhez (L3-Dex). Médias + EPM
referem-se a 2 experimentos * p<0,05 vs. CTL. (n=6 a 8)

A dosagem randdmica de glicose sanguinea, triglicerideos e
colesterol esta representada na figura 11. Dex nao foi capaz de alterar os
niveis de glicose em L3. Porém, o tratamento com tamoxifeno induziu

diminuig&o na glicemia em comparagéo com o grupo nao prenhe (figura 11A).

Por outro lado, o TG (figura 11B) dos dois grupos tratados com
Dex apresentaram elevacao significativa nos niveis séricos de TG em relacao
ao L3.

O colesterol (figura 11) se mantém sem alteracao significativa em

todos os grupos.
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Figura 11. Dosagens bioquimicas realizadas randomicamente (A)
Glicemia, (B) trigliceridemia e (C) Colesterolemia de ratas virgens (CTL),
lactantes (L3) e lactantes tratadas com dexametasona (0,1 mg/kg/dia) entre o
15" e 19" dias de prenhez (L3-Dex), e tratadas com dex associada ao
tamoxifeno (20ug/dia, 15° e 19 © dias de prenhez) (L3-Dex-T). Médias + EPM
referem-se a 3 experimentos**p<0,05 vs CTL; * p<0,05vs. L3 (n=6 a 8)

Dosagem hormonal

Aventamos também a possibilidade de fatores hormonais estarem

contribuindo para as modificacbes observadas. Para isso, foi realizado um

protocolo de coleta de soro no vigésimo dia de gravidez (G20) para a
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quantificacdo hormonal de E2 (17B-estradiol). A figura 12 mostra que o

tratamento com Dex foi capaz de elevar os niveis séricos de estradiol.
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Figura 12. Concentracbes de 17-p estradiol (E2) de ratas prenhes
(G20 Veiculo) e prenhes tratadas com dexametasona (0,1mg/kg/dia) entre o
15° e 19 ° dias de prenhez (G20 Dex). As barras representam as médias
+EPM * p<0,05 vs. G20 Veiculo. (n=6).

Fragmentacao de DNA

Com base nas informacdes bioquimicas e hormonais passamos a
verificar a fragmentacdo de DNA de ilhotas isoladas. Estudos prévios do
nosso grupo mostraram que ocorre um burst de apoptose em ilhotas

pancreaticas no terceiro dia de lactacéo de ratas(11).

No primeiro momento, fizemos uma analise apenas com o
tratamento de Dex entre o 15° e o 192 dia de gravidez (figura 13). Esse
tratamento foi capaz de reduzir a fragmentacdo de DNA em relacdo a uma
lactante ndo tratada. Com essa informagdo e associado com a dosagem
hormonal de estradiol (sabidamente anti-apoptético)(54), aventamos que o
aumento de estradiol poderia ser responsavel pela reducdo da apoptose.
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Para tanto, realizamos uma nova série de experimentos, desta vez com o
tratamento com Dex associado ao tamoxifeno. Observamos que o tamoxifeno
foi capaz de reverter o efeito da dexametasona na fragmentacdo de DNA
(figura 14).

Na sequéncia, verificamos como se comportaria 0 remodelamento
pancreatico logo apés o término de tratamento com dexametasona (um dia
apés — G20). Observamos que a fragmentacao de DNA é menor no grupo

G20-DEX em relagao ao grupo controle (figura 15).
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Figura 13. Fragmentagdo de DNA de ilhotas de ratas ndo prenhes
(CTL), lactantes (L3), lactantes tratadas com dexametasona (0,1mg/kg/dia)
entre o 15% e 0 19° de gestacdo (L3-Dex). (A) histograma: regiao 1 — DNA
fragmentado, regido 2 — DNA integro; (B) porcentagem de células com DNA
fragmentado. As barras representam + EPM *p<0,05 vs CTL; #p<0,05 vs L3.



51

o5 B
= 1 — CTL o
s S 401 .
&5 e © '
2 —— 13-Dex € 7
13-Dex-T g 304 # /%/
" :;—:; 7 g’ %
- /
B & 20 %
s 4
= 7
] 1 0 10- %
b 2 2 7
~ ] T %/
: d! \! : = oA e
o 1 2 3 4 % b A
10 10 10 10 10 R %
FL2-H o \',59006*
\/\:\;

Figura 14. Fragmentagcéo de DNA de ilhotas de ratas nao prenhes
(CTL), lactantes (L3), lactantes tratadas com dexametasona (0,1mg/kg/dia)
entre o 15 e o 19° de gestacdo (L3-Dex), lactantes tratadas com
dexametasona (0,1mg/kg/dia) associada com tamoxifeno(20ug/dia, 15° e 19 °
dias de prenhez) (L3-Dex-T). (A) histograma: regido 1 — DNA fragmentado,
regidao 2 — DNA integro; (B) porcentagem de células com DNA fragmentado.
As barras representam + EPM *p<0,05 vs CTL; #p<0,05 vs L3.
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Figura 15. Fragmentacdo de DNA de ilhotas de ratas ndo prenhes (CTL),
vigésimo dia gestacional (G20 Veiculo), vigésimo dia gestacional apds
tratamento com dexametasona (0,1mg/kg/dia) entre o 15° e o 19° dia de
gestacao (G20 Dex).(A) histograma: regido 1 — DNA fragmentado, regido 2 —
DNA integro; (B) porcentagem de células com DNA fragmentado. As barras
representam £EPM *p<0,05 vs G20 Veiculo.
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Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Fizemos uma verificagdo na porcentagem de eventos (marcados
com DCFH-DA) para analisar a quantidade de espécies reativas de oxigénio
(ROS) presentes nas ilhotas no final da gestacao. A figura 16 mostra que a
porcentagem de eventos estd aumentada em G20; o tratamento com Dex

reverteu este fendmeno.
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Figura 16. Porcentagem de eventos de espécies reativas de
oxigénio (ROS) de ratas virgens (CTL), vigésimo dia de prenhez (G20
Veiculo), vigésimo dia de prenhez de rata tratadas com dexamentasona (0,1
mg/kg/dia). As barras representam +EPM de um experimento *p<0,05 vs. G20
Dex (n=6).

Western Blot

A seguir, analisamos as possiveis alteragdes na ativacao da UPR
induzida pela Dex em ilhotas de ratas L3.

Verificada uma diminuicdo da expressdo de GADD153 (figura
17A), ATF4 (figura 17B) e TRB3 (figura 17C), associada a uma diminuigdo na
fosforilagdo de AKT (figura 17D) no grupo L3+Dex.
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Figura 17. (A) expressdo de GADD153 (30 kDa); (B) ATF4 (40/50
kDa); (C) TRB3 (45 kDa); (D) pAKT(55-65 kDa)de ilhotas isoladas de ratas
virgens (CTL), lactantes (L3) e lactantes tratadas com dexametasona (0,1
mg/kg/dia) entre o 15° e 19 ° dias de prenhez (L3-Dex). As barras
representam *EPM de 2 experimento. * p<0,05 vs. CTL; #p<0,05 vs. L3
(n=6).

A fosforilagdo de AKT reduziu em L3 e retornou aos valores
controle em L3-Dex (figura 18A). O tratamento com tamoxifeno n&o reverteu o

efeito da Dex sobre a fosforilagdo da AKT.

As figuras 18B e 18C mostram que, respectivamente, GADD153 e

ATF4 apresentaram padrdo de expressdo correlacionada com a fosforilagdo
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de AKT. Ambas as proteinas tiveram expressdo aumentada em L3 e reversao

deste efeito em L3-Dex e L3-Dex-T.

Por sua vez, TRB3 apresentou reversao parcial dos efeitos da Dex
pelo tratamento com tamoxifeno (figura 18D), e portanto padrdo similar a

fragmentacao do DNA (figura 14).
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Figura 18. (A) fosforilagdo da AKT (55-65 kDa), (B) expresséo de
GADD153 (30 kDa), (C) ATF4 (40/50 kDa) e (D) TRB3 (45 kDa) de ilhotas
isoladas de ratas virgens (CTL), lactantes (L3), lactantes tratadas com
dexametasona (0,1 mg/kg/dia) entre o 15° e 19 ° dias de prenhez (L3-Dex) e
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tratadas com dex associada ao tamoxifeno (20ug/dia, 15° e 19 ° dias de
prenhez) (L3-Dex-T). As barras representam *EPM de 3 experimentos. *
p<0,05 vs. CTL; # p<0,05 vs. L3 (n=6).

Array de apoptose

Como as alteragbes observadas na via da PERK ndo explicou a
reversdo da apoptose observada no grupo L3-Dex-T, decidimos analisar a
expressao génica em larga escala utilizando um array de PCR especifico
para genes de apoptose. Dos varios genes analisados no array, apenas o
gene CD40L se mostrou alterado quando comparados os grupos L3 e L3-Dex
(Tabela 3).

Tabela 3— Expresséo génica L3-Dex vs L3

L3-Dex vs L3
Posicao Simbolo Foldregulation
D03 CD40L -5,05

A figuras 19ilustra o HeatMap, com uma forma representativa do
observado no Array (L3-Dex vs L3).
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01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-233 233

LAYOUT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Abll Aifm1l Aktl Anxa5 Apafl Api5 Aven Bad Bdagl Bakl Bax Bcl10
B Bcl2 Bcl2al  Bcl2ill  Bcl2l11 Bcl2l2 Bid Bik Birc2 Birc3 Birc5 Bnip Bnip3
C Bok Cardl0 Caspl Caspl2 Caspld Casp2 Casp3 Caspd Casp6b Casp7 Casp8 Casp8ap2
D Casp9 Cd4o Cd4aoL Cflar Cidea Cideb Cycs Dad1 Dapk1 Dffa Dffb Diablo
E Fadd Faim Faz Faslg  Gadd45a Hrk 1110 Lta Ltbr Mapkl  Mapk8ipl Mcl1
F Naip6 Nfkb1 Nol3 Polb Prdx2 Prir Pycard  Ripk2 Sphk2 Tnf Tnfrsfl0b  Tnfrsfilb
G Tnfrsfla  Tnfrsflb Tnfsfl0 Tnfsfl2 Tp53  TpS3bp2  Tp63 Tp73 Tradd Traf2 Traf3 Xiap

Figura 19. Array de apoptose. HeatMapde ratas no terceiro dia de
lactacdo tratadas com dexametasona (0,1 mg/kg/dia) entre o 15° e 19 ° dias
de prenhez (L3-Dex); e ratas penhez controle (L3). Pool de 6 amostras por
grupo.

A comparacao entre os grupos L3-Dex-T e L3mostrou reducéo de

CD40L e aumento da expressao do gene tp73 (Tabela 4)

Tabela 4 — Expressao génica L3-Dex-Tvs L3

L3-Dex-T vs L3

Posicao Simbolo
G08 tp73
D03 CD40L

Foldregulation
3,16
-2,31
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A figura 20 ilustra o HeatMap com uma forma representativa do
observado no Array (L3-Dex-T vs L3).

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

A
B
&
D
E
F
G

Magnitude of log2(Fold Change)

~-1.66 1] 1.66
LAYOUT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Abll Aifm1l Aktl Anxa5 Apafl Api5 Aven Bad Bdagl Bakl Bax Bcl10

B Bcl2 Bcl2al  Bcl2il  Bcl2l11 Bcl2l2 Bid Bik Birc2 Birc3 Bircs Bnip Bnip3
C Bok Cardl0 Caspl Caspl2 Caspld Casp2 Casp3 Caspd Casp6b Casp7 Casp8 Casp8ap2
D Casp9 Cd4o Cd4aoL Cflar Cidea Cideb Cycs Dad1 Dapk1 Dffa Dffb Diablo
E Fadd Faim Faz Faslg  Gadd4sa Hrk 1110 Lta Ltbr Mapkl  Mapk8ipl Mcl1

F Naip6 Nfkb1 Nol3 Polb Prdx2 Prir Pycard  Ripk2 Sphk2 Tnf Tnfrsfl0b  Tnfrsfilb
G Tnfrsfla Tnfrsflb Tnfsfl0 Tnfsfl2 Tp53  TpS3bp2  Tp63 Tp73 Tradd Traf2 Traf3 Xiap

Figura 20. Array de apoptose. HeatMap de ratas no terceiro dia de
lactacdo tratadas com dexametasona (0,1 mg/kg/dia) associada ao
tamoxifeno (20ug/dia, 15° e 19 ° dias de prenhez) (L3-Dex-T); e ratas no
terceiro dia de lactacao (L3). Pool de 6 amostras por grupo.

A comparacao entre os grupos L3-Dex-T e L3-Dex mostra que

ambos os genes tp73 e CD40L foram regulados positivamente.



Tabela 5 — Expressao génica L3-Dex-T vs L3-Dex

L3-Dex-T vs L3-Dex

Posicao Simbolo Foldregulation
GO08 tp73 2,69
D03 CD40L 2,17
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A figura 21 ilustra o HeatMap como uma forma representativa do

observado no Array (L3 Dex-T vs L3-Dex).

Q = m U 0o = »

Magnitude of log 2(Fold Change)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

-143 0 143
LAYOUT 1 2 3 4 5 6 74 8 9 10 11 12
A Abl1 Aifml Aktl Anxas Apafl ApiS Aven Bad Bdagl Bak1l Bax Bcl10
B Bcl2 Bcl2al  Bcl2ll  Bcl2i11 Bcl2l2 Bid Bik Birc2 Birc3 Bircs Bnip Bnip3
C Bok Cardl0 Caspl Caspl2 Caspl4 Casp2 Casp3 Caspd Casp6 Casp7 Casp8 Casp8ap2
D Casp9 Cd4o Ccd4aoL Cflar Cidea Cideb Cycs Dadl Dapk1 Dffa Dffb Diablo
E Fadd Faim Faz Faslg  Gadd4sa Hrk 1110 Lta Ltbr Mapkl  Mapk8ipl Mcl1
F Naip6 Nfkb1l Nol3 Polb Prdx2 Prir Pycard  Ripk2 Sphk2 Tnf Tnfrsfl0b  Tnfrsfllb
G Tnfrsfla  Tnfrsflb Tnfsfl0 Tnfsfl2 Tp53  TpS3bp2  Tp63 Tp73 Tradd Traf2 Traf3 Xiap

Figura 21. Array de apoptose.

lactacdo tratadas com dexametasona (0,1

HeatMap de ratas no terceiro dia de
mg/kg/dia)

associada ao

tamoxifeno (20ug/dia, 15° e 19 ° dias de prenhez) (L3-Dex-T); e ratasno
terceiro dia de lactagdo tratadas com dexametasona (0,1 mg/kg/dia) entre o
15° e 19° dias de prenhez (L3-Dex). Pool de 6 amostras por grupo.
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A figura 22 mostra um comparativo dos genes CD40L e tp73 entre
todos os grupos, representando o foldchange em relagao ao grupo controle
(rata n&o prenhe).

| ‘
“ CTL L3

L3-Dex L3-Dex-T

| Ca40lg @B Tp73 [

Figura 22. Array de apoptose. Comparativo multi-grupos dos
genes CD40L e Tp73 entre ratas ndo prenhes (CTL); no terceiro dia de
lactagao(L3); no terceiro dia de lactagdo tratadas com dexametasona (0,1
mg/kg/dia) entre o 15° e 19 ° dias de prenhez (L3-Dex); e tratadas com
dexametasona (0,1 mg/kg/dia) associada ao tamoxifeno (20ug/dia, 15° e 19°
dias de prenhez) (L3-Dex-T).

A mesma analise foi realizada com ilhotas obtidas nos grupos G20
(vigésimo dia de gravidez). Os genes Bid, Cidea e TNF (genes pro-
apoptéticos) apresentaram expressdo reduzida no grupo G20-Dex,
comparado ao grupo G20 (Tabela 6).



Tabela 6- Expressao génica G20-Dex vs G20-Veiculo

G20-Dex vs G20-Veiculo

Posicao Simbolo FoldRegulation
BO6 Bid -2,20
D05 Cidea -5,50
F10 Tnf -2,17
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A figura 20 ilustra o HeatMap como uma forma representativa do

observado no Array (G20-Dex vs G20-Veiculo).

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2(Fold Change)

-246 0 246
LAYOUT 1 2 3 4 5 6 7. 8 9 10 11 12
A Abl1 Aifm1l Aktl Anxas Apafl ApiS Aven Bad Bdagl Bak1l Bax Bcl10
B Bcl2 Bcl2al  Bcl2ill  Bcl2i11 Bcl2l2 Bid Bik Birc2 Birc3 Birc5 Bnip Bnip3
C Bok Cardl0 Caspl Caspl2 Caspld Casp2 Casp3 Caspd Casp6 Casp7 Casp8 Casp8ap2
D Casp9 Cd40 CdaoL Cflar Cidea Cideb Cycs Dadl Dapkl Dffa Dffb Diablo
E Fadd Faim Faz Faslg  Gadd45a Hrk 1110 Lta Ltbr Mapkl  Mapk8ipl Mcl1
F Naip6 Nfkbl Nol3 Polb Prdx2 Prir Pycard  Ripk2 Sphk2 Tnf Tnfrsfl0b  Tnfrsfilb
G Tnfrsfla  Tnfrsflb Tnfsfl0 Tnfsfl2 Tp53  Tp5S3bp2 Tp63 Tp73 Tradd Traf2 Traf3 Xiap

Figura 23. Array de apoptose. HeatMap de ratas no vigésimo dia de gravidez
tratadas com dexametasona (0,1 mg/kg/dia) entre o 15° e 19 ° dias de

prenhez (G20-Dex); e ratas penhez controle (G20-veiculo). Pool de 6

amostras por grupo.
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A figura 21 mostra um comparativo dos genes Bid, Cidea, Tnf,
representando o foldchange em comparagdo com o grupo controle (rata nao

prenhe).

CTL G20-Veiculo G20-Dex

Bid Cidea Tnf

Figura 24. Array de apoptose. Comparativo multigrupos dos genes
Bid, Cidea, Tnf entre ratas ndo prenhes (CTL); ratas no vigésimo dia de
gravidez (G20-veiculo); ratas tratadas com dexametasona (0,1mg/kg/dia)
entre o 152 e 192 dia de prenhez (G20-Dex). Pool de 6 amostras por grupo.

Até o momento, 2 genes foram confirmados pela andlise da
expressdo em amostras individuais. A figura 22 mostra que a expressao de
CD40L apresentou tendéncia ao aumento em L3, porém nao significativo
(figura 22A). A expresséo de Cidea ndo variou entre os grupos CTL e G20,
mas apresentou reducédo significativa no grupo G20-Dex quando comparado
ao grupo G20 (figura 22B).



2.0

1.0

CD40L/RPL37a

0.59

Cidea/RPL37Ta

1.57

1.0+

0.5

0.0~

62

TI*

Y 3
{.1" @"}u o
e @“‘?
5]
r_:"'

Figura 25. Analise da expressao génica de CD40L em L3 (A) e
Cidea em G20 (B). As ratas foram tratadas com dexametasona entre o 15° e
192 dias de prenhez, associada ou ndao ao tamoxifeno. * P< 0,05 vs G20. N =

5a7.
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DISCUSSAO

Resultados prévios de nosso grupo demonstraram que o
remodelamento funcional da ilhota pancreatica materna, que ocorre nos
primeiros dias do pds-parto é decorrente de um burst de apoptose
dependente da ativacdo da UPR, em especial pela via da PERK (11). Mais
recentemente, observamos que ratas submetidas ao excesso de
glicocorticoides pré-natal por administragido de dexametasona, durante 3°
periodo gestacional, apresentam perda tardia e progressiva da fungao
pancreatica (35). Assim, aventamos que os efeitos tardios do excesso de
glicocorticoides poderiam se iniciar no periodo de remodelamento pés-parto,
prejudicando a renovacao celular e retorno adequado da fungdo pancreatica
ao estado nao gravidico.

A exposicao pré-natal a dexametasona € um modelo amplamente
utilizado no estudo das alteragdes funcionais da prole ao longo da vida (38;
39; 40; 41; 42). Como poucos estudos avaliam a fisiologia materna,
ampliamos a caracterizagdo prévia do modelo (35) analisando alguns
parametros bioquimicos e morfométricos ndo investigados previamente.
Primeiro, o tratamento reduziu o peso materno e fetal, mas ndo o nimero de
fetos ou filhotes vivos. Os niveis de glicose e triglicerideos no jejum séo
menores em ratas lactantes, e ndo foram alterados pelo tratamento com
dexametasona. Entretanto, quando submetidas ao jejum de 8 horas, os niveis
de triglicerideos sdo maiores nas ratas lactantes tratadas com dexametasona.
Este efeito estd sendo melhor investigado no laboratério, mas pode-se
especular alguns mecanismos para explica-lo. Primeiro, a dexametasona
poderia aumentar a producao hepatica de VLDL (76). Segundo, 0 excesso de
glicocorticoides poderia reduzir a captacdo de triglicerideos pela glandula
mamaria(77). Por fim, efeitos combinados da dexametasona no figado, tecido
adiposo e glandula mamaria poderiam alterar os niveis de triglicerideos da
lactante (78).
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Sob o ponto de vista da funcédo endécrina pancreatica, o resultado
mais relevante e que motivou o0 planejamento dos experimentos
subsequentes foi a reducao da fragmentagdo do DNA de ilhotas em L3 apéds
tratamento pré-natal com dexametasona. O aumento da taxa de apoptose,
seguido do aumento da taxa de proliferagdo da célula beta € o mecanismo
mais aceito para explicar o remodelamento morfo-funcional no pés-parto(79).
Estes dois fenbmenos bioldgicos, quando ativados de forma coordenada e
temporalmente definida, promovem a renovagéo celular e retorno rapido a

fisiologia do estado nao gravidico.

Nossos resultados mostram que a via da UPR, ativada no inicio da
lactacdo (via da PERK), foi inibida pela pré-exposicdo a dexametasona.
Ademais, a reducdo da fosforilacdo da AKT e o aumento de TRB3 em L3 foi
também revertido pela dexametasona. Em conjunto, estes resultados
confirmam a importancia da ativagdo da UPR no remodelamento da ilhota no
pds-parto (11), e indicam que o prejuizo deste pode alterar permanentemente
a funcéo do pancreas enddcrino (35).

Com o intuito de identificar os fatores responsaveis pela reducao
da ativacdo da UPR e apoptose induzida pela dexametasona, avaliamos os
niveis séricos de estradiol, um conhecido indutor da sobrevida e ganho de
funcdo da célula beta pancreatica (54; 80; 81). Descartamos a hipdtese de
uma acéao direta da dexametasona porque, tanto em experimentos realizados
em nosso laboratério quanto em resultados publicados por outros grupos (7;
45), é claro o efeito pré-apoptético deste hormbnio na célula beta pancreética.

Os niveis significativamente maiores de estradiol tem correlacdo
direta com a inibicdo da apoptose, confirmada pelo tratamento com
tamoxifeno (54), um antagonista dos ER. Entretanto, apenas a expressao de
TRB3 foi revertida pelo tamoxifeno, e a de ATF4, CHOP e fosforilagdo da
AKT nao foram alteradas.

TRB3 é uma pseudo-quinaseque funciona como modulador
negativo da ativagdo da AKT(82) e que tem fungéo central na ativagdo do
braco da PERK da UPR(83). Entretanto, j& foram relatados padrdes mais
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abrangentes de interagcdes da TRB3, e diversos mecanismos de regulacao de
sua expressao, dependentes ou independentes da ativagdo da UPR. Na
linhagem de adipécitos 3T3-L1, tanto a deprivacdo de glicose quanto o
tratamento com dexametasona induzem a expressdo de TRB3(84). TRB3
induz a ativacdo do NF-kB nas células beta pancreaticas(85), e se associa
diretamente com ATF4, formando um complexo que complete com o fator de
transcricdo CREB (86). Assim, € possivel que o aumento da expressédo de
TRB3 induzido pelo tamoxifeno em ilhotas de ratas L3-Dex participe do
aumento da taxa de apoptose, de forma independente da fosforilagcdo da AKT
e da expressao de CHOP e ATF4. A acao direta da dexametasona ou a
resposta a hipoglicemia observada no grupo L3-Dex-T s&o potenciais
mediadores do aumento de TRB3 neste grupo experimental.

Cabe aqui relatar que a progesterona tem efeito pro-apoptética na
célula B (87), dependente do estresse de reticulo endoplasmatico(88).
Resultados n&o publicados de nosso laboratério mostraram que os niveis
séricos de P4 diminuem no final da gestagéo (G20) e, portanto, este horménio
poderia participar da reducdo da apoptose observada em L3. Entretanto,
algumas limitagbes experimentais impediram a exploragdo deste mecanismo,
como a auséncia de agonistas seletivos e sua acao na duragao da gestacao,

uma vez que é utilizada na prevencéao de parto pré-maturo (89).

Com o intuito de verificar o padrdo de expressdao de genes
envolvidos na apoptose, utilizamos a metodologia de expressdo génica em
larga escala por array de PCR. No momento de aumento da taxa de apoptose
(L3), a expressao do gene CD40L se mostrou reduzida em ilhotas de ratas

tratadas com dexametasona.

CD40L é uma proteina proé-inflamatéria capaz de ativar NF-kB na
célula beta pancreatica(90). Embora ainda preliminares, os resultados de
expressdao de CD40L apresentam padrado similar a fragmentagdo do DNA
observada nas ilhotas em L3. Experimentos adicionais sdo necessarios para
confirmar a participacdo de CD40L na modulacao da apoptose da célula beta
em L3, dentre estes a quantificagao dos niveis protéicos de CD40L e CDA40.
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Por fim, a expressdo de Cidea (Cell death-inducing DNA
fragmentationfactor, asubunit-like effector A) apresentou reducao significativa
logo apds o tratamento com dexametasona (G20). Cidea € um coativador
transcricional envolvido na regulacdo do metabolismo lipidicohepatico e
regulado pelo estresse oxidativo(91). Corroborando a reducao da expressao
de Cidea, observamos reducdo de ROS em G20. Por fim, a supressdo da
expressdao de Cidea protege a célula beta da apoptose induzida por
palmitato(92).

Em conjunto, nossos resultados mostram que o tratamento pré-
natal com dexametasona inibe o burst de apoptose fisioldégico da ilhota
pancreatica materna caracteristica do inicio da lactacdo. Nossos resultados
também indicam que esta resposta pode ser dependente das agdes anti-
inflamatérias da dexametasona, mediadas pela modulacdo da expressao
coordenada de genes pro- e anti-inflamatorios.
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CONCLUSOES

1. A exposicdo pré-natal ao excesso de
glicocorticoides reduziu a ativacdo da UPR e a apoptose das ilhotas
maternas de ratas em L3.

2. O bloqueio dos receptores de E2 em L3-Dex
resultou na recuperacdao da taxa de apoptose L3. Entretanto, a

ativacao da UPR néo foi completamente revertida.

3. A andlise em larga escala da expressdao génica
indica que a inibicdo da apoptose resultante do tratamento com
dexametasona envolve a expressao de genes nao classicamente

relacionados a apoptose induzida pela UPR.
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