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1- INTRODUCAO

Um grupo de doencas cardiovasculares faz parteedtecho de uma cadeia de
anormalidades metabdlicas, conhecida como sindmoetabdlica, que se caracteriza por
aumento de circunferéncia abdominal, hipertenséawial, hipertrigliceridemia, baixo HDL-
colesterol High Density Lipoproteinse elevacéo glicémica (Rosenbaum, Ferreira, 2003).

Existe um estreito elo entre a sindrome metabéliaaresisténcia insulinica (Reaven,
1988). A resisténcia insulinica, e o consequergerhisulinismo, estdo implicados na génese
da hipertensdo, da dislipidemia, da obesidade nakcdos distirbios do metabolismo da
glicose, dos estados pro-inflamatorios e pro-traimbs, o que permite uma associacao direta
de causa e efeito entre resisténcia insulinicadraime metabdlica e as doencas
cardiovasculares (Reaven, 2008).

O estado de resisténcia insulinica € gerado porestque causam diminuicdo da
captacao periférica de glicose e aumento da sideggicose, provocando hiperglicemia e a
hipersinsulinemia. Dentre estes fatores ressal@mssmecanismos dwn-regulationdos
receptores de insulina no musculo, mutacbes dopt@cele insulina, diminuicdo da
translocacdo do GLUT 4 (proteina transportadoraglamse 4) para a membrana celular,
aumento da disponibilidade de substratos paracargibgénese e alteracbes de proteinas das
vias pos-receptoras de sinalizacéo intracelulangBa et al, 2007).

Ainda como parte destes mecanismos geradores ide€nesa insulinica destaca-se os
glicocorticéides, 0s quais sdo capazes de aumesasubstratos para gliconeogénese,
diminuir a translocacdo do GLUT4 e modular a tragdo de substratos da via sinalizadora
do receptor de insulina (Whorwood et al, 2001; WaQg5).

O metabolismo anormal dos glicocorticoides podeesgntar um fator independente,
capaz de aumentar as complicagBes cronicas red@ena sindrome metabodlica. A
influéncia dos glicocorticoides na sensibilidadmsulina é aparente nas sindromes clinicas
de hipercortisolismo, como na sindrome de Cushaémg, que os pacientes desenvolvem
quadros variaveis de intolerancia a glicose, himsdo arterial, obesidade central e
dislipidemia (Stewart, 2005; Vegiopoulos, Herzi§02).

Individuos com maior sensibilidade aos glicocortie§ estdo mais sujeitos aos efeitos
metabolicos da resisténcia insulinica e conseqimamtte as doencas cardiovasculares
(Vegiopoulos, Herzig, 2007). Esta sensibilidade emteréide pode ser avaliada vitro,
através da quantificacdo da densidade dos recepgpiecorticéides (GR), apresentando

variacéo tecido-especifica (Melo et al, 2004; Gressl, 2009).In vivo a sensibilidade ao



glicocorticéide também pode ser estudada atravésawddiacdo da resposta do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) apds dose muitixéd de dexametasona. Este teste €
capaz de discriminar, entre os individuos, difeemgiraus de sensibilidade ao glicocorticoide.
Neste teste, a amplitude de reducéo do cortisielteed sensibilidade hipotalamo-hipofisaria a
supresséo exercida pela dexametasona (Faria2€0s).

Deste modo, no presente estudo realizado em indisidom doenca cardiovascular ja
estabelecida, decidiu-se avaliar a expressao teggecifica do receptor glicocorticéide, sua
correlagdo com a sensibilidad® vivo aos glicocorticides e com a resisténcia inswinic
Como citado anteriormente, a resisténcia insuliei@a sindrome metabdlica, implicadas na
origem da doenca cardiovascular, seriam agravamtasnp aumento da sensibilidade tecidual
aos glicocorticéides, relacionadas ao padrao deesgfio do receptor glicocorticéide em

tecidos-alvo da acéo insulinica, como musculo iddemdiposo visceral (Fig.1).

Expressédo de GR
(tecido-especifica)

1 Sensibilidade GC
tecidual

Resisténcia insulinica

DOENCA
CARDIOVASCULAR

Sindrome metabdlica

FIGURA 1: Sensibilidade aos glicocorticoides e d@eoardiovascular: uma maior expressao
do receptor glicocorticoide (GR) em tecidos-alvoagéo insulinica, como musculo e tecido
adiposo visceral, aumentaria a sensibilidade destédos aos glicocorticéides (GC), o que
gera e/ou piora a resisténcia insulinica e a smdranetabdlica, ambas envolvidas na
patofisiologia da doencga cardiovascular.



2- REVISAO DA LITERATURA
2.1- As doencas cardiovasculares

Os eventos cardiovasculares estao entre as prisc@asas de morte populacional no
mundo, sendo dois tercos destes atribuidos as aeerteriais coronarianas (DAC). Os
principais fatores de risco incluem a obesidadperténsado, dislipidemia, intolerancia a
glicose ou diabetes mellitus, os quais fazem pddeum conjunto de anormalidades
metabodlicas denominado sindrome metabdlica, cujcamemo fisiopatolégico central é a
resisténcia insulinica (Rosenbaum, Ferreira, 2003).

Dados do Ministério da Saude para o ano de 2006tamoque a taxa de mortalidade
especifica de doencas isquémicas do coracdo fdBde dbitos para 100000 habitantes no
Brasil, chegando a 70,2 na regido metropolitangatePaulo.

Ao longo das décadas, com o0 avan¢co de meétodosdditigrs e terapéutica precoce,
espera-se um declinio da letalidade das doencalocasculares. Entretanto, ha uma
preocupante tendéncia de aumento da morbimortaligad individuos jovens, que esta
associado ao aparecimento precoce da sindrome dtiedalem parte vinculado ao estresse,
sedentarismo e aumento progressivo da obesidade.

A sindrome metabdlica é um forte preditor de doeraaiovascular (Gorter et al,
2004; Benetos et al, 2008) e esta presente em #5%atientes com manifestacdes clinicas
de aterosclerose (Wassink et al, 2008). Estudozaell por Chung et al (2007) avaliou
pacientes com idade menor ou igual a 45 anos dteram de infarto agudo do miocéardio e
foram submetidos a cateterismo coronariano, camstajue 47% destes individuos
preenchiam critérios para sindrome metabdlica. Nalandla, dentre 1117 pacientes
acompanhados por doenca vascular aterosclerotsgtagdeome metabdlica estava presente em
41% dos individuos com doenca arterial coronariamab8% daqueles com doenga vascular
periférica, em 43% dos pacientes com doencas eeatnulares e em 47% dos portadores de
aneurisma da aorta abdominal (Gorter et al, 2004 )Australia, 54% dos pacientes admitidos
com diagnostico de infarto agudo do miocardio tmhgindrome metabdlica (Prasad et al,
2009).

Em estudo realizado na Turquia (Deveci et al, 2068jnonstrou-se que pacientes
euglicémicos com doenca arterial coronariana aptagam maiores taxas de insulina sérica e
maiores indices de resisténcia insulinica. Nedigdesndo houve diferenca na presenca de
sindrome metabodlica entre grupo doente e contmleue sugere que a avaliagdo da

resisténcia insulinica talvez fosse um indicadoisrmansivel do risco de DAC.



2.2- A sindrome metabdlica

Em 1988 Reaven denominou de sindrome X o que h@eadhecido como sindrome
metabolica, e descreveu o elo destas anormalidadegholicas como a resisténcia insulinica
e a hiperinsulinemia (Reaven, 1988).

Apos 10 anos, a Organizacdo Mundial de Saude (OMBdduziu a primeira
definicdo “oficial” de sindrome metabdlica e prom@sno critérios a presenca de resisténcia
insulinica identificada por hiperinsulinemia e/ouolerancia a glicose ou diabetes mellitus
associada a dois ou mais dos seguintes critérigd:-¢dlesterol baixo e/ou triglicérides
elevado, hipertensdo arterial sistémica, aumenteeldgdo cintura-quadril e/ou obesidade e
microalbuminuria (Cornier et al, 2008).

Em 2001, de acordo com a definicdo estabelecigaNaglonal Cholesterol Education
Program — Third Adult Treatment Pan@NCEP- ATP lll), a sindrome metabdlica seria
caracterizada pela presenca de trés ou mais dase=ycritérios: resisténcia insulinica ou
glicemia de jejum alterada, triglicérides elevadmixo HDL-colesterol, hipertensdo e
aumento da circunferéncia abdominal. No ano de ,2€€18 conceito foi revisto (NCEP-ATP
[l Revisada) com modificacdo da definicdo de ghée de jejum alterada e adicdo de
pacientes em tratamento para dislipidemia, hipséere diabetes. Em 2004|rdernational
Diabetes Federatior{IDF) propds novos pontos de corte para os ocogé€ecima citados,
ressaltando como um pré-requisito a presenca danéaréncia abdominal aumentada (Anexo
1) (van den Hooven et al, 2006; Benetos et al, 2C08nier et al, 2008; Wassink et al, 2008).

2.3- A resisténcia insulinica

A resisténcia insulinica é uma anormalidade metadodla qual a insulina plasmatica
em concentracfes normais ndo consegue promoveuathlgente a captacdo periférica de
glicose, suprimir a gliconeogénese hepatica erirabliberacdo de lipoproteinas de baixa
densidade (Eyzaguirre, Mericq, 2009). Consequenteanéa uma tendéncia a elevacéao da
glicemia, que por sua vez leva ao hiperinsulinismo.

A resisténcia a acdo da insulina (e suas anornti@&dmetabdlicas) € a ponte entre a
sindrome metabdlica e as doencas cardiovasculRessvé¢n, 1988). Ja se demonstrou que
individuos obesos sensiveis a insulina ndo apr@sent conjunto de fatores de risco para
doencas cardiovasculares (DCV), como observad®besos resistentes a insulina (Reaven,
2008). Isto implica dizer que a resisténcia insaéintem um papel central na origem da

sindrome metabdlica e no desfecho para DCV.



Dentre os fatores envolvidos na génese da resiaténsulinica destacam-se 0s
mecanismos que provocam diminuicdo da expressaoedeptores de insulina, diminuicao
da translocacdo do GLUT4 para a membrana celulameato da disponibilidade de
substratos para gliconeogénese, alteracdes dénawtanalizadoras pos-receptor e mutacdes
do receptor de insulina (Bansilal et al, 2007).

Como mecanismo poés-receptor de resisténcia insalirpropde-se que o0 sensor
MTOR (mammalian target of rapamyginresponsavel pelo controle do crescimento e do
metabolismo celular em resposta aos nutrientesndmios, fatores de crescimento, energia
celular e estress (Fraenkel et al, 2008), estgpigado em doengas como obesidade, diabetes
mellitus e cancer (Hall, 2008). O mTOR é compogtaldis complexos proteicos distintos: o
TORC1, um complexo sensivel a rapamicina que reguantrole temporal do crescimento
celular através dos mecanismos de traducéo, tra@éisctransporte de nutrientes e apoptose; e
o TORC2, um complexo resistente a rapamicina, ndediado controle espacial do
crescimento celular através da regulacdo da autiritoesqueleto (Hall, 2008).

Ha evidéncias de que o complexo TORC1 aumentasfarilacdo de IRSIsulin
Receptor Substrategerando maior degradacao de IRS1 e 2 e resati@érstlinica (Fraenkel
et al, 2009). Sabe-se que a reducdo de IRS2 naagfglprovoca apoptose celular (Lingohr
et al, 2003; Leibowitz et al, 2008). Assim, o autneatha fosforilacdo de IRS2 pela ativacao do
complexo TORC1 por aminoécidos, glicose, IGFs,ltasm apoptose de célulggBriaud et
al, 2005) e consequente faléncia pancreatica rupéo de insulina.

No estado de resisténcia insulinica ha um aumemtitugo de acidos graxos para o
figado, o que promove a producdo hepatica de VLBéry Low Density Lipoproteihs
Sendo a atividade da lipase lipoproteica dependdatensulina e diminuida durante a
resisténcia insulinica, a captacao periférica dgliderideos pelo VLDL também esta
diminuida, o que causa a hipertrigliceridemia olbms#a nesta situacao (Wilcox, 2005).

A hiperinsulinemia serve para compensar a resistéimsulinica e manter a
homeostase da glicose. Entretanto, os pacientes haperinsulinemia, mas ainda sem
alteracbes glicémicas estdo propensos a ateroselerbipertensdo, hipercoagulacao
sanguinea, sindrome dos ovarios policisticos, testeepatica e alguns tipos de cancer,
como céancer de colon, endométrio, mama, dentre®(fryzaguirre, Mericq, 2009).

A resisténcia insulinica € um estado cronico deundcdo sistémica que esté ligado a
alteracbes metabdlicas e vasculares (Bansilal, &08I7). A exposicdo de células ao TNF

estimula a fosforilacdo dos residuos serina do 1Rfste reduz a fosforilacdo dos residuos



tirosina em resposta a insulina e inibe a castatsinalizacdo intracelular da insulina, o que
gera resisténcia insulinica (Wellen, Hotamisligd05).

Vérias serinal/treonina quinases causam este mauanie resisténcia insulinica,
como as quinases do grupo JNK e o [KKO grupo JNK é composto por serina/treonina
quinases e causa fosforilacdo da Ser307 do IR8judicando a acao insulinica (Hirosumi et
al, 2002). O IKK causa resisténcia insulinica por fosforilar odegiserina da IRS1, além de
fosforilar e degradar o inibidor do N&- (Ixp), agindo como um ativador do NiB-que é
responsavel por estimular a secrecdo de inUmeradiadwes inflamatorios (Wellen,
Hotamisligil, 2005). Drogas como salicilatos, qadéem NF«p e IKKp, estdo sendo usadas
na prevencgao de DAC (Wellen, Hotamisligil, 2005;jetianberg et al, 2009).

Recentes evidéncias sugerem que a ativacdo donaisteune esteja associada aos
TLRs (oll-like recepto), da familia dos PRRp#&ttern recognition receptoygFessler et al,
2009), e particularmente as quinases do grupo JNKIKK( sao ativadas pelos TLRs
(Wellen, Hotamisligil, 2005).

Os TLRs séao receptores de membrana tipo 1, quahlrecem os patégenos PAMPs
(pathogen-associated molecular pattgresativam a resposta inflamatoria via NB-(Gu et
al, 2009). O TLR2 e TLR4 reconhecem lipidios de fmema e sdo estimulados por acidos
graxos saturados e inibidos por acidos graxosnsaliurados-3 e ®-6 (PUFAs®-3 e -6)
(Fessler et al, 2009). A ativacdo do TLR4 nos fitestos da adventicia vascular regula
inUmeras citocinas e propicia a proliferacdo daagammuscular vascular. Ja se demonstrou
que em artérias de ratos submetidos a stress orbaicim aumento na expressao do gene
TLR4 o que propicia a doenca cardiovascular ateasoca (Gu et al, 2009). Ainda, sabe-se
gue os acidos graxos saturados ao ativar TLR4 potdlamo desencadeiam uma resposta
inflamatoria central que resulta em resisténciasatas anorexigénicos (Fessler et al, 2009).

A progresséao da resisténcia insulinica para diabadlitus € paralela a progressao da
disfuncéo endotelial para a aterosclerose (Banstlal, 2007). A ativacédo dos receptores de
insulina leva ao recrutamento de células da musealdisa vascular, bem como de células
inflamatorias e do sistema imune, mecanismos emagesisténcia insulinica potencializa a
aterosclerose (Bansilal et al, 2007).

A disfuncdo endotelial associada a resisténcidiirisa é o resultado do desequilibrio
entre duas vias de acdo da insulina: a via MAMKogen-activated protein kinasgia pro-
aterogénica) que aumenta a producéo de endotekna \lia PI(3)K hosphatidylinositol 3-
kinase via anti-aterogénica) responsavel pela produgddxiio nitrico (Bansilal et al, 2007).

O oxido nitrico (NO) causa relaxamento vasculamiulii a secrecdo de citocinas proé-



inflamatorias e inibe a agregacdo plaquetéaria, es&al celular e a proliferacdo da camada
muscular do vaso sanguineo. Apesar da producdoQigdlas células endoteliais serem
estimuladas pela insulina e por IGHss(lin-like Growth Factay, no estado de resisténcia
insulinica 0 aumento de acidos graxos livres pregud atividade da enzima 6xido nitrico
sintase, que associado a reducédo de tetrahidrebiogtcofator para sintese de NO), reduz a
sintese de NO, prejudicando a resposta vasodil@aéor outro lado, a hiperinsulinemia
compensatoria promove liberacdo de endotelinasceastrictoras, como a endotelina 1, com
consequente aumento da permeabilidade vasculaytasento de células inflamatorias,
estimulo da proliferacdo de células da musculdis@ados vasos e aumento dos fatores pro-
coagulantes, como o PAI-Plasminogen activator inhibitor )Wilcox, 2005; Bansilal et al,
2007).

A hiperglicemia causa ainda efeito direto, aceldéoaa progressdo da aterosclerose
através da glicacdo ndo-enziméatica de proteingsdeds com formacédo de AGESsdvanced
Glycation end Producjs bem como por induzir a expressdo de proteinasqagulantes,
aumentar a apoptose de células endoteliais e dimamroliferacado destas, além de inibir a
fibrindlise (Bansilal et al, 2007).

O clampeuglicémico hiperinsulinémico é considerado o @adruro para a avaliacao
da acédo insulinica, pois permite examinar a sditide a insulina ao nivel muscular e
hepético, bem como examinar a resposta da c@lyancreatica a glicose. Porém, é um
método invasivo, de maior custo e de dificil resjéro (Geloneze, Tambascia, 2006).

O HOMA (Homeostatic Model Assessmegtum modelo matematico que permite
reconhecer a funcao da céllpancreatica e a sensibilidade insulinica (Walktcal, 2004).

E um método de menor custo, mais facil de serzaxdi e considerado um método aceitavel
para o desenvolvimento de estudos clinicos (GelrEambascia, 2006). O indice HOMA
pode ser calculado pelas seguintes equacdes:

HOMA IR= (glicemia de jejum [mmol/l] X insulinemiguU/ml]) /22,5

HOMA B= 20 X insulinemiagU/ml) + (glicemia de jejum [mmol/l] — 3,5)

Uma avaliacdo do HOMA que utiliza um programa cotapional, conhecido
como HOMA Calculator Version 2.2.2, tem sido coesatlo um método mais preciso para
avaliacdo da resisténcia insulinica, por refletimcmaior acuracia as bases fisiolégicas da
homeostase glicose-insulina (Levy et al, 1998).

No Brasil, em estudo denominado BRAMBrdzilian Metabolic Syndrome Stydy
estabeleceu-se como valor de corte para o diagnGsé resisténcia insulinica o HOMA IR

maior ou igual a 2,71 (Geloneze et al, 2006) e padéagnostico de sindrome metabdlica o



HOMA IR >2,3 (Geloneze et al, 2009). Recentemed#diniu-se para o mesmo estudo o
valor do HOMA Calculator maior que 1,8 para detegtsisténcia insulinica e HOMA

Calculator >1,4 para o diagnostico de sindrome loditza (Geloneze et al, 2009).

2.4- O tecido adiposo como um 6rgdo enddcrino

Nos ultimos anos, o tecido adiposo passou a seninecido ndo somente como um
reservatorio de energia, mas também como um orgdaceno(Kershaw, Flier, 2004).

O adipécito recebe influéncias diversas, como daliima, cortisol, catecolaminas, e
em resposta a esses fatores secreta peptideasdsaatacionados a sensibilidade insulinica,
regulacdo do balanco energético, sistemas imursadgi neuroenddcrino, remodelacao
vascular, fendmenos trombdéticos e pro-inflamatériestabelecendo com isto fontes
convergentes entre adiposidade, sindrome metal®litteencas cardiovasculares (lglesias et
al, 2006). Algumas dessas substancias secretad@&seatam papel fundamental na
sensibilidade tecidual a insulina, tendo a adipmedntra-abdominal um significante impacto
sobre a deterioracao desta sensibilidade (Kerdhiav, 2004; Ribeiro Filho et al, 2006).

O comportamento metabdlico da gordura intra-abdalmilifere do tecido adiposo
subcutéaneo, uma vez que aquele é mais sujeitodBsép expressa um maior numero de
receptores glicocorticéides, é mais sensivel aacoltminas por apresentar maior expressao
do receptofs; associado a menor funcégadrenérgica, e apresenta menor expressao de IRS1
(Frayn, 2000; Ribeiro Filho et al, 2006). Adipdsitdas regides femural e glitea tem menor
expressdo de receptor@sadrenérgicos e conseqientemente uma reduzidasépém
resposta as catecolaminas quando comparados guicitmB provenientes do subcutaneo
abdominal (Wajchenberg, 2000; Henry et al, 2006).

O tecido adiposo visceral € considerado como aldenietabolicamente mais ativo,
devido sua intensa atividade lipolitica em resp@stacatecolaminas e cortisol. Apresenta
ainda menor sensibilidade a supressao da lipdithezida pela insulina, o que promove maior
liberacdo de acidos graxos livres para o figadouscolo (Ribeiro Filho et al, 2006). O
aumento da disponibilidade destes acidos graxosslindo-esterificados para o figado ativa a
gliconeogénese e eleva a glicemia. No musculo,i@dagdo predominante de acidos graxos
livres determina diminuic&o no transporte e utdéma de glicose, o que também predispde ao
aumento da glicemia. Ao longo prazo, a maior pradduge menor utilizacdo de glicose
determinam a hiperinsulinemia, a qual provdoan-regulationdos receptores de insulina no

musculo, caracterizando o estado de resisténaiéinita. Esta resisténcia insulinica promove



aumento adicional dos acidos graxos livres (pralongnte os nao-esterificados), reduzindo a
secrec¢do de insulina pelas células pancreatigagdkicidade) (Wilcox, 2005; Phillips, Prins,
2008; Rosito et al, 2008), podendo culminar corol@méincia a glicose e diabetes mellitus.

Além de fornecer acidos graxos livres, o tecidgasid, principalmente o visceral,
destaca-se como importante fonte de fatores inflaoa. As adipoquinas, mediadores
bioativos produzidos ndo somente pelos adipdait@s, também por outras células presentes
no tecido adiposo, como pré-adipocitos, macrofagosélulas endoteliais, tém acéo autocrina,
paracrina e endocrina nas vias do metabolismopildelbs e homeostase de glicose, além de
atuarem na angiogénese, processos tumorais, indenetormacéo 6éssea (Wajchenberg et al,
2009).

Adipoquinas inflamatorias, como interleucina 6, bidor do ativador de
plasminogénio 1 (PAI-1), fator de necrose tumaralliberadas do omento, via circulacao
portal, atingem diretamente o figado, estimulanddibaracdo hepatica de proteinas
inflamatorias de fase aguda, como a proteina Gvegahduzindo resisténcia insulinica e
inflamacéo sistémica cronica (Wajchenberg et &0920

Por outro lado, adipoquinas anti-inflamatorias, oomwiponectina, aumentam a
sensibilidade insulinica, a captacdo muscular esg e a oxidacdo de acidos graxos livres,
além de diminuirem a producéo hepatica de glicaspreducéo intracelular de triglicerideos.

A enzima llbeta-hidroxiesterdide desidrogenase 1ipd13-HSD1), que converte
cortisona em cortisol, parece estar mais ativaes@d adiposo visceral, o que amplifica a
acao glicocorticéide neste tecido. A hipersensibdie visceral ao cortisol provoca alteracdes
similares aquelas observadas na sindrome de Cushgngvando manifestagdes como a
hipertenséao arterial, dislipidemia e diabetes ualliipo 2 (Stewart, 2005).

Apesar do importante papel da gordura visceralaiabdominal na resisténcia
insulinica, deve-se ressaltar a participacdo dmldeadiposo depositado em outros locais
(gordura intramuscular, gordura hepatica). O caldedle gordura intramuscular esta
diretamente relacionado a reducdo da captacacepegifde glicose e resisténcia insulinica,
assim como o conteudo lipidico intra-hepatico estgociado a sensibilidade insulinica. Por
outro lado, o tecido adiposo subcutaneo gluteo-fah®o subcutaneo abdominal superficial
parecem exercer funcdo protetora no que se refessisténcia insulinica (Wajchenberg,
2000; Hermsdorff, Monteiro, 2004; Wang, 2005).

O tecido adiposo subcutaneo é ainda dividido ens g@banos, o superficial e o

profundo, que possuem diferencas metabdlicas ecracgio de adipoquinas, apresentando o
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tecido adiposo subcutdneo profundo uma maior @w@el com a resisténcia insulinica
(Monzon et al, 2002).

Além destas diferencas regionais, ha diferencasexgressdo e secrecao de
adipoquinas quando se compara individuos ndo opebesos com resisténcia insulinica e
obesos sem resisténcia insulinica (MacLaren e083).

A gordura intra-abdominal e a epicardica, durantamdriogénese, sdo provenientes
do tecido adiposo marrom (lacobellis et al, 200&ackS, Fain, 2007). A alta atividade
lipolitica da gordura epicardica sugere que estEldetambém sirva como fonte de acidos
graxos nao-esterificados (Baker et al, 2006).

O tecido adiposo epicardico, assim como 0 omenipressa amplamente o0s
mediadores proé-inflamatoérios e trombaticos (ressstfator de necrose tumotrglinterleucina
6, interleucina 1, proteinas do sistema reninaed@gsina, inibidor do ativador de
plasminogénio 1, proteinas quimioatraentes de nimsde macrofagos, visfatina, leptina,
entre outros) (Mazurek et al, 2003; Kershaw, FREQ4).

Pacientes com DAC tem maior expressao de MCHdh¢cyte Chemotactic Protgin
e citocinas pro-inflamatorias (interleucina 6, ifeacina B, fator de necrose tumora) no
tecido adiposo epicardico do que no subcutaneocecatmdo-se que o tecido adiposo
epicardico tenha uma funcdo paracrina nas doeng@safgtam as artérias coronarianas e o
miocéardio (Mazurek et al, 2003). Sabe-se aindaajadiponectina (considerada como fator
protetor) tem menor expressao no tecido adiposmepco (Baker et al, 2006; Iglesias et al,
2006).

Recentemente, tem sido proposta a medida ecocexflazg do tecido adiposo
epicardico para estimar o tecido adiposo viscéyaspessura do tecido adiposo epicardico
correlaciona-se negativamente com o HDL-colesemhdiponectina, e positivamente com o
tecido adiposo visceral intra-abdominal, a circuérieia abdominal, a pressdo diastolica, a
insulinemia, o LDL-colesterol e as doencas artearonarianas (lacobellis et al, 2003).

A relacdo entre gordura epicérdica e insulinemieaconcentragcdo de adiponectinas,
sugere que este tecido seja altamente resistentesudina. Individuos com resisténcia
insulinica e baixos niveis de adiponectina, inddpatemente do indice de massa corporal
(IMC), mostraram uma maior espessura da gorducaepca (lacobellis et al, 2003).

Mais estudos sé@o necessarios para elucidar os rmexE moleculares presentes no
tecido adiposo visceral e sua correlacdo com aimel metabodlica. Tendo em vista que
diversas anormalidades metabdlicas e fenotipicasirthome metabdlica se assemelham a

sindrome de Cushing, melhor compreenséo sobre caniseos moleculares envolvidos na
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via de acdo dos glicocorticéides pode contribuirapa entendimento das complicacdes

presentes na sindrome metabdlica.

2.5- Os glicocorticéides

Os glicocorticoides sao produzidos e secretadas @attex adrenal e participam da
adaptacdo a situacdes de estresse. Agem sobreabali@ho de carboidratos, proteinas e
lipideos, modulam o equilibrio hidroeletrolitico @s fung¢des cardiovasculares,
hematopoiéticas, imunes, enddcrinas, muscular Etmae renal e do sistema nervoso.
Regulam o ténus muscular dos vasos e a sensilglidadminas simpatomiméticas; reduzem
a migracao tecidual dos leucocitos e estabilizanembrana celular, atuando desta forma na
resposta inflamatodria (Schimmer, Parker, 1996).glocorticéides exercem tanto efeitos
positivos quanto negativos sobre o crescimentolarelagindo na maioria das células com
efeitos anti-proliferativo e pré-apoptético (Longatial, 2000; Longui et al, 2005).

No metabolismo dos carboidratos, os glicocorticeitien acao hiperglicemiante. Sao
potentes antagonistas da insulina por diminuiraasiocacdo do GLUT4 para a membrana
celular, o que reduz a captacéo periférica de ggiq@vhorwood et al, 2001; Wang, 2005).
Possuem ainda efeitos deletérios sobre as célefas gancreaticas (Gesina et al, 2006).
Provocam estimulo para a liberacdo de aminoacig@sta do tecido muscular esquelético e
de acidos graxos e glicerol do adiposo; além dmsmentam a expressao de enzimas, como a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase, para a promocaoghticoneogénese (Wang, 2005). O
excesso de glicocorticoides resulta em resistémsalinica, intolerancia a glicose e/ou
diabetes mellitus.

Os glicocorticéides promovem a diferenciacdo deaglipdcitos em adipdcitos. Ha
aumento da lipdlise e da oxidagdo lipidica, devado aumento da resisténcia insulinica
periférica. Determinam acumulo de triglicérides cpredominio na gordura visceral, uma
vez que estimulam a atividade da enzima LPL (liptgina lipase). No figado, estimulam a
atividade de enzimas envolvidas na sintese de agidxos, como a acetil-CoA carboxilase
(Diamant, Shafir, 1975) e aumentam a secrecdo mpribteinas (Wang et al, 1995),
contribuindo para o quadro de dislipidemia (Haueteal, 1987; Wajchenberg, 2000; Wang,
2005; Fernandez-Rodriguez et al, 2009).

No musculo, além do prejuizo causado pela resisténsulinica, os glicocorticoides
em excesso provocam protedlise, acompanhada daulg&o da captacdo de aminoacidos e

da sintese protéica (Fernandez-Rodriguez et a§)200
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Os glicocorticoides agem como agonistas ao nivelrdoeptores mineralocorticoides,
determinando retencdo renal de sal e agua. Promauvemento da resisténcia vascular pela
maior sensibilidade da musculatura lisa dos vasaggeates pressoricos como catecolaminas e
angiotensina Il, o que ocasiona, em vigéncia derbgtisolismo, hipertensao arterial
(Buckingham, 2006).

Assim, o aumento da acdo glicocorticéide deternoibesidade central, hipertenséo,
dislipidemia e intolerancia a glicose, sugerinde gquacao glicocorticéide excessiva possa ser

uma das vias fundamentais na patofisiologia dasine metabdlica (Fig. 2).
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FIGURA 2: Mecanismo dos glicocorticbides na patoftgyia da sindrome metabdlica. Os
glicocorticéides provocam diminuicdo da translocagio GLUT4 no musculo, alteragBes dos
receptores de insulina, protedlise e lipdlise, ands resisténcia insulinica e hiperglicemia com
consequente intolerancia a glicose e/ou diabetdifuneEste esterdide também é responséavel pelo
aumento da adiposidade abdominal e dislipidemg&o\que provoca diferenciacdo de pré-adipécitos
em adipdcitos, bem como estoque de triglicéridegerura visceral e aumento de lipoproteinas. Os
glicocorticéides sdo agonistas dos receptores aloworticoides, provocando retencdo de sal e agua,
além de aumentarem a sensibilidade a catecolareiaagiotensina Il, causando hipertensao arterial.
Assim, os efeitos metabdlicos dos glicocorticéiditerminam anormalidades semelhantes as
observadas na sindrome metabdl&aUT4: proteina transportadora de glicose tipo 4):Mnusculo; TG:
triglicerideos; VC: visceral; RVP: resisténcia wadsc periférica; HAS: hipertensdo arterial sistéamig:
diminuicdo;t: aumento
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A concentracdo circulante de cortisol é regulada p#vidade do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA), modulada por fatores comatrmo circadiano e a sensibilidade do
feedbacknegativo exercido pelo proprio cortisol na regl@potalamo-hipofisaria (Faria,
Longui, 2006). Regulacdo anormal do eixo € obsertadto em doencas que cursam com
hipercortisolismo, como a sindrome de Cushing, tpuam estados descritos como pseudo-
Cushing, que incluem o alcoolismo, a depressambkeaidade (Fernandez-Rodriguez et al,
2009).

Vérias alteracdes na atividade do eixo HHA ja fodsmscritas em obesos, embora haja
consideravel divergéncia, dependendo da gravidaffmede obesidade. A obesidade ja foi
associada a concentragfes séricas de cortisoliaixas, quanto elevadas ou normais (Jessop
et al, 2001).

A reducéo da concentracdo sérica de cortisoldi@icionada ao aumento da leptina
gue ocorre em obesos, e que seria capaz de ingdimodHHA (Korbonitset al, 1997). Outros
estudos indicam que a hipocortisolemia em obes{@s decorrente de um aumento do
clearancerenal de cortisol, acompanhado de diminuicAg@ducio hepatica do cortisol
decorrente da menor atividade d$-HSD1 (Jessop et al, 2001).

Por outro lado, o aumento do cortisol sérico ags@bservado pode se dever a maior
atividade do eixo HHA, secundéaria & menor produgdmtica de cortisol, por diminui¢cdo da
atividade hepatica da p-HSD1, e consequentemente mefesdbacknegativo sobre o eixo
(Rasket al, 2002).

Aproximadamente 6% do cortisol esta ligado a allmane 90% ligado a globulina
carreadora de corticosterdide (CBG). Uma vez queeste o cortisol livre é ativo, a ligacao
com a CBG pode restringir o acesso de cortisokagas-alvo e regular a biodisponibilidade
e o0 clearance metabdlico (Wang, 2005). Sabe-se que as concéesade CBG estéo
inversamente correlacionadas ao IMC e gdeficiéncia de CBG esta associada com maior
proliferagdo e diferenciagdo dos pré-adipdocitos (Joyner et al, 2003).

A biodisponibilidade intracelular do horménio é mtatla pelas enzimas fi-1
hidroxiesteroide desidrogenases. A3H4SD1 atua como uma Oxidedutase que catalisa a
reagdo do corticosteroide inativo (cortisona) em ativo (cortisol) e estgpressa em grande
quantidade no figado e tecido adiposo. Ja a isa@fotf3-HSD tipo 2, com atividade
desidrogenase, é encontrada principalmente enotecamo rins, colon e glandulas salivares,

onde atua protegendo o receptor mineralocortic@ie) contra a acdo dos glicocorticéides

(Stewart, 2005). Evidéncias sugerem que a maioresgfo e atividade da [FHSD1 no
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tecido adiposo visceral, amplifica a a¢do glicocorticoide no adipdcito, por permitir maior
concentracéo intracelular de cortisol, aumentandesponibilidade do horménio ativo e sua
ligacdo ao receptor glicocorticéide. Tal acdo faceer a diferenciacdo de pré-adipocitos,
promovendo acumulo de gordura visceral e anornddiglanetabolicas comuns na sindrome
metabdlica (Kershaw, Flier, 2004; Stewart, 2005; 32eisa Peixoto et al, 2008). Um efeito
metabdlico protetor foi observado em ratos genetirde modificadosjue tiveram delegio

do gene da 13HSD1 (Morton, Seckl, 2008) ou uma superexpressadl@-HSD2 no tecido
adiposo (Kershaw et al, 2005).

Quanto ao mecanismo de acdo hormonal, os glicooaés exercem a maioria de
seus efeitos através da interacdo com receptoresaltde afinidade (receptores de
glicocorticéides — GR). O complexo horménio-receptmdula a transcricdo de genes-alvo
ao se ligar ao elemento de resposta ao glicocatéicGeqiéncia conservada localizada
proximo ao sitio de iniciacdo da transcricdo géfi@aia, Longui, 2006).

A expressdo de GR sofre importantes mecanismoswa e up-regulatioexercendo
influéncia sobre a sensibilidade aos glicocortiesi@Faria, Longui, 2006). Foi descritma
maior expressdo do GR em tecidos como 0 adiposo visceral e masculo, prigais tecidos-
alvo da agdo insulinica na captagdao de glicose, 0 que resulta em maior sensibilidade ao
cortisol. Este fenbmeno parece correlacionar-ses#téncia insulinica nestes tecidos e a

presenca da sindrome metabdlica (Whorwood et @R)20

2.6- O receptor glicocorticoide (GR)

A estrutura proteica codificada pelo gene do GRa#gaateristica da familia de
receptores nucleares. Os receptores nuclearesa@inps que traduzem o sinal determinado
por seu hormdnio ligante intracelular. Inicialmerdehormonio se liga ao receptor com alta
afinidade e, em seguida, o complexo horménio-receipfma dimeros, transloca-se para o
nucleo onde reconhece sitios especificos de ligagddNA, ligando-se a essas sequéncias e
regulando a transcricdo de genes-alvo (Fig. 3)di@®ros podem ser formados por meio da
unido de duas copias da mesma isoforma proteicadtiioneros) ou mesmo pela unido a

outra isoforma ou até mesmo a outro receptor nufhederodimeros).
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FIGURA 3: Esquematizacdo do mecanismo de acdo depta glicocorticoide: apds a
interacdo hormonal, o GR dissocia-se do complexo as hsp l{eat shok proteins forma
dimeros, transloca-se para o nucleo, interage cetarnento responsivo aos glicocorticéides
(GRE), bem como com outros fatores de transcrig@imlulando a expresséo de genes-alvo.
Fonte: Faria, Longui, 2006.

Um dos principais determinantes da responsividads glicocorticéides € a
concentracdo intracelular da proteina GR (Grosal,eR009), relacionada a fase do ciclo
celular (Cidlowski, Michaels, 1977), envelhecimentelular (Chang, Roth, 1979), as
alteracdes primarias do receptor e concentracamdral (hiper ou hipocortisolismo). Os
moduladores mais estudados sé&o os proprios glito@des, que promovem uma reducéo na
concentracdo de GR por um processo conhecido domn-regulatiorhomaologo (Burnstein,
Cidlowski, 1992).

O gene do receptor de glicocorticoide esta locdtizao bragco longo do cromossomo
cinco (5931-32) (Francke, Foellmer, 1989). 9plicing alternativo da origem a cinco
isoformas do GR (G& GRB, GRy, GR-A, GR-P). As diferentes isoformas do GR exihem
padréo tecido-especifico de expressao, bem coreeedifas na localizacéo intracelular e na
atividade transcricional (Gross et al, 2009). A snadnhecida € a isofornfla (GRB) e sua
caracteristica é o efeito dominante negativo desigio capacidade de heterodimerizar com a
isoforma GRY, impedindo sua acdo na modulacdo da transcricdicagéBamberger, 1995;
Rosmond et al, 2006).

Depois de traduzido, o GR serve como substrato ydias quinases e fosfatases.
Apesar do papel de cada fosforilagdo especificp@maero conhecido, mutacées nos sitios de
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fosforilacdo apresentam impacto na estabilidaderedeptor, meia-vida e capacidade de
sinalizacao (Webster et al, 1997).

2.7- Avaliacéo da sensibilidade aos glicocorticoide

O amplo espectro de resposta clinica aos glicedidies varia desde uma resisténcia
severa, observada em quadros de asma corticoergsisartrite reumatoide, dentre outros, até
a uma alta sensibilidade vista na sindrome detlis®ral, em que ha uma macica resposta
citolitica das células linféides tumorais apésamanto com glicocorticoide (Shahidi et al,
1999).

A variabilidade da resposta também é tecido-espadafreconhecer esta sensibilidade
tem implicagBes adicionais no envolvimento do eoftina patofisiologia da sindrome
metabolica.

Véarios fatores influenciam a cascata de eventos lguam a acao final dos
glicocorticéides. Dentre os de maior relevanciaest

. Disponibilidade do hormoénio as células-alvo e o skarancemetabdlico:

regulado pela CBG;

. Disponibilidade intracelular do hormonio: modulgmdas isoformas da enzima
11B-HSD;
. Expressdo quantitativa do GR: esta estreitamentelacionada a magnitude

da resposta mediada pelos glicocorticoides, vanialedmodo tecido-especifico (Miller et al,
1990);

. Afinidade da ligacdo hormonal: a poténcia do GR @omgulador da
transcricdo depende de sua afinidade a ligacdodmaimMutacdes pontuais no dominio de
ligacdo esteroidal que alterem sua afinidade aoagirticoides (Hurleyet al, 1991;
Rosmond et al, 2006) e/ou a estabilidade do coropigante-receptor (Ashraf, Thompson,
1993) sédo associadas a sindromes clinicas de resis#gglicocorticoides;

. Mutacdes dabspe alteracdo conformacional do GR: a ligacdo dobaro ao
receptor provoca uma mudanca conformacional coenagifio espacial da molécula proteica,
0 que induz a dissociacdo do complexo I&R-e permite a atividade do complexo
glicocorticéide-GR. Mutacbes que provoquem altesag®dnformacional inadequada, e
consequentemente impedem a dissociacdo do com@Bx}usp podem ser responsaveis por
resisténcia aos glicocorticoides (Bodine, Litwal838);

. Capacidade de translocacao nuclear do complexodmorreceptor;
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. Capacidade de interacdo com o elemento responsigli@corticoide, bem
como com outros fatores de transcricdo nucleares;

. Modificagbes pos-traducionais como fosforilacadgquitinacdo, SUMOilacdo
sdo capazes de influenciar na localizagdo subeasetld GR, além de regular a estabilidade
proteica e atividade transcricional do receptor;

. Variantes polimorficas: pequenas modificacdes @g@nido GR capazes de
alterar a expressédo do receptor ou sua interagdaddNA e outras proteinas, determinando
manifestacdes clinicas de resisténcia ou hipefsédade ao cortisol. A maioria das
variantes descritas correlaciona-se com resistémasa glicocorticoides (Yudt, Cidlowski,
2002), como a presenca do polimorfismo ER22/23E& egta associado a menor incidéncia
de diabetes mellitus tipo 2 e menor risco de DCAN(Rossum, Lamberts, 2004).

Diversos métodosn vivo e in vitro sdo utilizados para avaliar a responsividade e
sensibilidade tecidual aos glicocorticoides.

Em humanos, os linfécitos circulantes sdo céluksféricas Uteis na avaliagdo da
sensibilidade aos glicocorticéides. Sé&o facilmepofatidas, expressam adequadamente
receptores glicocorticéides e sdo sensiveis tantitro quantoin vivo aos efeitos induzidos
pelos glicocorticéides (Homo-Delarche, 1984).

In vitro, a sensibilidade ao glicocorticéide pode ser dateada indiretamente através
da avaliacdo do efeito glicocorticéide no transpode glicose, de aminoacidos, de
incorporacao de precursores da sintese protéitasside RNA e até mesmo sintese de DNA.
Essa sensibilidade também pode ser determinade@iorde ensaios que avaliem a taxa de
proliferacdo celular ou morte celular por apoptassto que em diversos tipos celulares os
glicocorticéides sdo considerados agentes pro-apops, levando a interrupcdo do
crescimento celular, seguido de ativacdo dos m&wens de morte celular (Homo-Delarche,
1984).

Avaliacdo in vivo da sensibilidade hipotdlamo-hipéfia ao glicocorticéide através do teste
de supressdo com dexametasona

Os testes de supresséo do cortisol com dexametasaiiam a integridade do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal e séo utilizados ngmiistico da sindrome de Cushing, situacao
na qual ofeedbacknegativo ao nivel hipotalamo-hipofisario encorgeaalterado. A base

fisiologica destes testes envolve a presenca don&Rceélulas corticotréficas da hipdfise.
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Portanto, o grau de supresséo do cortisol indugela dexametasona é Util na avaliagdo da
sensibilidade hipofisaria ao glicocorticoide (Faeial, 2008).

A utilizacdo de altas doses de dexametasona (1052@ ou 300-600 pg/fhprovoca
supressdo completa do eixo HHA em individuos n@msendo o teste empregado no
diagnéstico da sindrome de Cushing (Longui etGD32.

No estudo de Hindmarsh, Brook (1985) o teste dwessao foi realizado com
dexametasonavernight oferecido por via oral, em criancas eutroficas ctwses de 100, 300
e 500 pg/rh no intuito de determinar a minima dose capaz geimir o eixo HHA. Os
resultados mostraram que as doses de 300 e 500 pgaocaram supressdo em todas as
criancas normais e com a dose de 100 fighmente duas, dentre sete criancas, apresentaram
supressao do eixo. Esses autores sugeriram guedewexametasona via oral em dose Unica
overnightde 300 pg/mseria capaz de suprimir o cortisol de individuosmmais e identificar
os individuos suspeitos para a sindrome de Cushing.

Portanto, doses suprafisiologicas de dexametasomea &itadas sdo empregadas em
quadros suspeitos de sindrome de Cushing. Por lagtog por provocar supressao completa
do eixo HHA em individuos normais, ndo permitencdisinar o grau de sensibilidade de
individuos normais aos glicocorticoides.

Estudo publicado por nosso grupo (Longui et al,32@@m o objetivo de identificar a
sensibilidaden vivo ao glicocorticoide, utilizou o teste de supress@m dose muito baixa de
dexametasona (75 pgi)rpor via oral e identificou um amplo espectro éeucédo do cortisol
em diferentes criancas, permitindo a discriminagaosensibilidade ao glicocorticide em
criangas com e sem obesidade.

Classicamente, os testes de supressao do cotilszgma a via oral para administracao
da dexametasona, mas quando oferecida por estacdacentracdo sérica da dexametasona
pode sofrer variacfes significantes entre os iddo$ devido a interferéncias na absorcao
intestinal e metabolizacao hepética (Meikle, 1982).

Em estudo prévio realizado por nosso grupo (Fare,€2008) determinou-se que a
dose de 20 pg/frintravenosa de dexametasona permite a discrimindedsensibilidade
individual ao glicocorticéide. O teste pode sergifitado com a determinacéo de cortisol
sérico nos tempos 0 e 120 minutos apos infusdo ed@ntetasona. A avaliacdo de 87
individuos normais em diferentes faixas etariasnar estabelecer valores de referéncia para
0 teste de supressdo com dexametasona intravenosaiancas, adolescentes e adultos

jovens (Faria et al, 2008).
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Quantificacdo da concentracdo de RNAm do Gene GR

A avaliacdo dos receptores glicocorticoides teveiancom os estudos que medem a
capacidade de ligacdo em células intactas, sugestila densidade de receptores de
localizacdo nuclear e citoplasmatica. Tal métodterdeéna o niumero de receptores com
capacidade de ligacdo a dexametasona, ou sejgpfdama GR. Seu maior inconveniente é
a competicdo de quantidades desconhecidas dedigaatbgeno ou exégeno ndo marcado
radioativamente, além de ser um método trabalhosm, varias etapas passiveis de erro,
necessidade do uso de compostos radioativos, berm apossibilidade de ligacédo do ligante
marcado com um receptor heterélogo diminuindo spedficidade (Svec, Rudis, 1981,
Cidlowski, Cidlowski, 1981).

A clonagem do gene GR permitiu investigar suas @amacdes de modo
independente da capacidade de ligacdo ao recéppartir das sequéncias clonadas de DNA
complementar (DNAc), foram sintetizadas sondasradtde especificas para os receptores,
utilizadas emmorthern blotse que permitiram avaliacdo semiquantitativa de RiNdasageiro
(RNAmM) do GR (Okret et al, 1986).

A analise do fendbmeno adwn-regulatiorhomaélogo do receptor por meio da técnica
de western blottingornou-se possivel pelo desenvolvimento de amacontra a proteina
GRa (Dong et al, 1988). A deteccdo imunoldgica da eotracdo do receptor depende de
anticorpos altamente especificos ndo disponivesstpdas as isoformas do receptor.

Em 2001 descreveu-se 0 uso da PCR para quantificéranscritos especificos das
diferentes isoformas de GR (Breslin et al, 2001gs$¢ estudo utilizou-se um competidor
interno comum, o QuantumRNA 18S (Ambion), 0 que npéun uma mensuracao
semiquantitativa.

Recentemente, melhorou-se a acuracia das quagliisade RNAmM com o
desenvolvimento da PCR em tempo real. Nosso grigszréveu uma nova técnica de
quantificacdo da isoforma do receptor glicocorticéide, utilizando a PCR empo real, no
qual se empregou como gene normalizador o BBRakpoint Cluster Regigne como
calibradores as curvas-padrdo utilizando célulafbiasticas Jurkat (Clone E6-1), o que
possibilitou a quantificacdo absoluta do RNAmM do. GRnmétodo apresenta um coeficiente de

variacao intraensaio de 2% e interensaio de 7%deiehl, 2004).
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3- OBJETIVOS

3.1- Quantificar o RNAm do receptor glicocorticgidenformac, em tecidos provenientes de
individuos submetidos a cirurgia cardiaca;

3.2- Determinar a sensibilidade hipotalamo-hipoifgsao glicocorticoide;

3.3- Correlacionar a sensibilidade hipotalamo-hgéofa a quantidade de RNAm do &R

3.4- Determinar a influéncia da resisténcia inscdéima quantidade de RNAm do GR na

sensibilidade hipotalamo-hipofisaria tecidual.
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4- CASUISTICA E METODOS

Avaliou-se trinta e seis individuos adultos, de asnbs sexos, com idades entre 30 e
75 anos, os quais foram submetidos a cirurgia @eaglina Unidade de Cirurgia Cardiaca da
Santa Casa de S&o Paulo. O estudo foi aprovadoQumiuté de Etica em Pesquisa da
ISCMSP e, antes de serem incluidos no estudo, toslggcientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pel#unsio.

Os critérios de exclusao foram: a) uso prévio @mgbrticoides ou de medicamentos
capazes de alterar a esteroidogénese, b) pacmorteslteracdes laboratoriais de hormoénios
tireoidianos, c) pacientes com quadro de alcooljsajo pacientes com diagndstico de
depresséo.

No dia que antecedeu a cirurgia, as medidas de, pestatura, circunferéncia
abdominal e presséo arterial (PA) foram obtida® pelsquisador. O desenho do estudo é
mostrado na Fig. 4.

As medidas de peso e estatura foram usadas padécwaocdo indice de massa
corporal através da seguinte formula: IMC = Peslodkamas) / Estatufgmetros). O dado
de presséao arterial apresentado no estudo foiultade da média entre as pressdes arteriais
obtidas na véspera da cirurgia e as obtidas nas(dtiimas consultas ambulatoriais (revisado
em prontuario medico).

No momento cirargico, apés um tempo médio de tmmitagutos da inducdo anestésica
e antes da incisao toracica obteve-se amostraanges e, apos a abertura do térax, colheu-se
amostras de tecidos: muscular esquelético peitadghoso subcutaneo superficial e adiposo
visceral epicardico. Colheu-se 7 ml de sangue dm ttom heparina sodica (Vacutainer,
Becton-Dickinson) para extracdo de linfocitos e Bem tubo seco para quantificacdo de
glicemia, insulinemia, cortisol sérico e horméniiosoidianos. Os tecidos muscular e adiposo
foram colocados imediatamente em solucéo estatbilizade RNA (RNAlater Cat.N0.76106
QIAGEN) e em seguida armazenados em freezer cometatura de -80 °C. O sangue foi
encaminhado para a extracao de linfocitos, os daaibém foram armazenados a -80 °C para
posterior avaliacdo molecular.

Sessenta dias apds a cirurgia, os pacientes forarocados para serem submetidos
ao teste de supressdo com dose muito baixa de dasona IV (n = 17), nova avaliacéo
antropométrica e nova realizagdo de exames lab@iat¢glicemia, insulinemia), bem como

nova obtencdo de linfécitos para avaliagdo moleadaGR (n = 14). Em trés pacientes que
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fizeram o teste de supressdo ndo foi possivel engid de material de qualidade para o
estudo molecular.

Em estudo piloto prévio, doze pacientes recrutagaesa cirurgia eletiva de
colecistectomia submeteram-se ao teste de supresséidose muito baixa de dexametasona
IV, realizado no dia anterior ou na manha do primsedto cirirgico. Nestes pacientes ndo se
observou a supresséo do cortisol em 41% dos cAsosento do cortisol pré-operatdrio e um
pico de secrecdo deste esterdide é esperado neinaricha de pds-operatorio (Song et al,
2008; Vogeser et al, 2003). Assim, na tentativeeliminar a interferéncia desse estresse
agudo sobre o eixo HHA, optou-se por realizar teté8 dias apos a cirurgia.

Os horménios foram quantificados por técnicas padanlas. A insulina e o cortisol
foram quantificados por quimioluminescéncia (Imnelg000, SIEMENS, Los Angeles, CA,
USA), o TSH por imunofluorimetria (AutoDELFIA, PenElmer, Turku, Finland), taxas de
tiroxina, tiroxina livre e triiodotironina mensurasl por fluoroimunoensaio (AutoDELFIA,
PerkinElmer, Turku, Finland). A glicemia medida parétodo colorimétrico/enzimatico
(Bayer, Sao Paulo, Brasil). Os dados de colestetal, HDL-colesterol, LDL-colesterol e
triglicérides avaliados no estudo foram os reabsacha Ultima consulta antes do
procedimento cirargico e estes foram medidos peéltodo colorimétrico/enzimatico (Bayer,
Séo Paulo, Brasil).

Utilizou-se os critérios clinicos e laboratoriaie dcordo com o0s pontos de corte
estabelecidos pelo IDF para classificar o pacieoteo portador de sindrome metabdlica.

O HOMA IR utilizado para classificar o pacientenoo resistente a insulina foi o
maior HOMA IR obtido nas diferentes medidas reaasmdurante o estudo, visto que nos
pacientes que fizeram o teste de supressao hoopernidade de se avaliar novamente este
indice. O valor de HOMA IR 2,71 foi utilizado como o ponto de corte parameéio de
resisténcia a insulina e HOMA IR > 2,3 para deteptatadores de sindrome metabdlica.

Com objetivo de aprimorar a avaliacdo da resiséémsulinica calculamos o HOMA
Calculator através do programa HOMA Calculator \2.80 qual consideramos como ponto
de corte para resisténcia insulinica um HOMA Calmul maior que 1,8 e para sindrome
metabolica o HOMA Calculator maior que 1,4 (Gelanetal, 2009).

Através da avaliacdo laboratorial prevista no prolm do estudo, um paciente com
hipertireoidismo foi diagnosticado e excluido, aesto um total de 35 pacientes avaliados.
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Teste de
supressdo com
X Dexametasona
INTERNACAO
¢ 20 pg/Mi IV e
avaliacao
Peso, Estatura, antropométrica
Cintura, PA n=17
. 60 dia
Dia 0
30 minutos r 15 minutos
Centro Coleta de Encaminhado Extracdo de RNA Extracdo de  Reacdo de
cirargico: sangue e tecidos ao freezer de linfocitos e linfocitos e transcricéo
inducéo tecidos (-80 °C). Posterior tecidos, RNA, reversa e
anestésica extracao de células  armazenados em armazenado PCRem
n =36 mononucleares freezer em freezer tempo real
n=35 n= 14

Excluido 1 pacien

FIGURA 4: Desenho do estudo. No momento da intéimalp paciente as medidas de peso,
estatura, cintura e pressao arterial (PA) forandabt Considerou-se como dia 0 o dia em que
o paciente foi submetido a cirurgia cardiaca, se3@l® total de pacientes avaliados. Um
paciente com hipertireoidismo foi excluido da pésagn = 35). Apés 30 minutos da indugéo
anestésica, colheu-se o material para o estudgusantecidos muscular, adiposo subcutaneo
superficial, adiposo visceral epicardico), sende gum tempo médio de 15 minutos os
tecidos foram armazenados em freezer a -80 °C @adioi a extracdo de células
mononucleares de sangue que posteriormente tambémm farmazenadas em freezer.
Extraiu-se RNA de linfocitos e tecidos e este fomazenado em freezer a -80 °C.
Posteriormente, foi feita a reagao de transcrigéiersa para obtencdo de DNA complementar
(DNAC), permitindo a realizacdo da avaliacdo mdcpor PCR em tempo real. Sessenta
dias apés a cirurgia realizou-se o teste de sugmessm dexametasona intravenosa (IV) e
avaliacdo antropométrica de 17 pacientes. Em queatpacientes que realizaram o teste
obteve-se linfdcitos para avaliagdo molecular.
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4.1- Teste de supressao com dose muito baixa de @l@etasona intravenosa

Realizou-se o teste de supressao intravenosac@i) fosfato dissddico de
dexametasona (DECADRGN2mg/ml - Prodome Quimica e Farmacéutica Ltda - $triki
Brasileira) em dezessete pacientes.

Imediatamente antes do inicio do teste, diluiuiseml da solucdo de
dexametasona (2 mg/ml) em 19 ml de solucao fisicddg,9%, obtendo-se uma concentragdo
final de 100 pg/ml.

Para a realizacdo do teste de supressdo, subseeteupaciente, apos um
periodo noturno de 12 horas em jejum, a coleta del3de sangue (tempo 0) para
quantificacdo do cortisol sérico, insulinemia ecgtnhia, e 7 ml para separacdo de células
mononucleares.

ApoOs a coleta da amostra basal, injetou-se dexaoed intravenosa, em
bolus na dose de 20 pgfmA coleta subseqiiente de sangue, para quantificdgaortisol,
foi feita apos 120 minutos da administracdo do &wn o que possibilitou o calculo do
percentual de reducdo do cortisol, por meio da @itan?oF= 100 — (F,omin x 100) /i min;
em que %F é o percentual de supressédo do cofisginin € o cortisol quantificado apés

120 minutos da administracado de dexametasopaafortisol basal.

4.2-Separacéo de células mononucleares

Antes da administracdo IV da dexametasona, olseveéml| de sangue venoso colocado
em um tubo com heparina soédica (Vacutainer, Bebickinson). Este foi transferido para
um Falcon® estéril onde se adicionou a mesma qisdei (7 ml) de HistopaqfigSigma,
Cat.N° 10771), e imediatamente submeteu-se a fugacdo a 800xg por 30 minutos, em
temperatura ambiente.

As células mononucleares, separadas pelo gradientensidade, foram aspiradas com
pipeta estéril Pasteur® e transferidas para ouslooR®, no qual se adicionou 10 ml de
tampao fosfatosalina (PB&otonic Phosphate Buffered Saline SolutiBhosphate Buffered
saline tablets Sigma) seguido de nova centrifugacédo a 800xdLpaninutos. Obteve-se um
precipitado de células, que foram ressuspensasmmé PBS adicionados de 100 microlitros

(ul) de dimetil-sulfoxido (DMSO, Sigma) para armaasento em freezer (-80°C).
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4.3- Extracao de RNA

Utilizou-se para a extragdo de RNA o reagente dmatio de guanidina (Trizol®,
INVITROGEN, Cat N° 15596018), adicionado a suspertsular na proporcdo de 1 ml para
cada milhdo de células mononucleares viaveis. Afrale vigorosa pipetagem e pela acéo
caotropica da guanidina, associada ao detergertesfigoresente no Trizol®, rompem-se as
células.

Adicionou-se a esta solucao 200 ul de clorofornai@acada mililitro de Trizol®. Agitou-
se 0 tubo vigorosamente por 15 segundos, seguidoegleuso por 2 a 3 minutos e
centrifugacdo a 800xg por 15 minutos a 4°C. Neftpae forma-se uma interfase, sobre a
qual se identifica a fase aguosa contendo o RNA éqmansferida ao tubo Eppendorf®.

Para a precipitacdo do RNA, adicionou-se a fasesa%00 ul de isopropanol 100%,
agitou-se vigorosamente o tubo, seguindo de rep@esol0 minutos em temperatura
ambiente. Centrifugou-se novamente a 800xg por 1Qutos a 4°C. Descartou-se 0
sobrenadante e acrescentou-se 1000 ul de etanch@pecipitado, com posterior agitacao e
centrifugacdo a 700xg por 8 minutos a 4°C.

Retirou-se completamente o etanol e eluiu-se oiptado de RNA em 40 pl de agua
pura (DNase/ RNase-free water, INVITROGEN, Cat.1R977023), adicionando-se 1 ul da
enzima inibidora de RNase (RNase Inhibitor, Applgidsystems, Cat. NN8080119) para
armazenamento a -80 °C. A concentracdo de RNA fgerchinada por meio de
espectrofotometria nos comprimentos de onda dee Z8D nandmetros.

Para a extracdo de RNA em tecidos muscular e agiptitizou-se em meédia 30 mg de
tecido. Retirou-se o tecido da solu¢do de RNAlategerou-se o musculo submerso em 1 ml
de Trizol® e o tecido adiposo foi macerado submerso 1 ml do reagente QIAzol®
(QlAzol®, QIAGEN Cat N° 79306). As etapas seguintesam iguais ao realizado para

linfocitos.

4.4-Reacdo enzimatica de transcricao reversa

Para a sintese do DNA complementar (DNAc) submstew RNA a uma reacao
enzimética modulada pela enzima transcriptase savéy reacdo foi preparada conforme a
orientacdo do fabricante (TagMan Reverse TransmnpReagents, Cat N° N8080234,
Applied Biosystems).

Inicialmente, preparou-se a reagdo em temperatuilzieate, permanecendo apenas o
RNA e a enzima em banho de gelo. Os volumes uditigaa reacdo estao descritos na Tab. 1.
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TABELA 1. Reacédo de transcricao reversa.

Componentes 100 pl de reacao Concentracao final
Buffer TagMan RT 10X 10 1X

25 mM MgCh 22 55 mM
DeoxyNTP 20 500 uM por dNTPs
Random Primers 5 2,5 uM
Inibidor de RNase 2 0,4 U/ul
Transcriptase Reversa MultiScribe 2,5 1,25 U/ul
Agua pura 275 L.

RNA 11 1 pg/11 pl
Total o0 Ll

TagMan™ Reverse Transcription Reagents Kit, N80802pplied Biosystems

Colocou-se o tubo em termociclador que estabilizanaperatura dos componentes da
reacao a 25°C por 10 minutos e alcanca a temparnaiiuna da reacédo a 48°C, mantida por 30
minutos, seguida da inativagdo da enzima com ocageato a 95°C por cinco minutos. O
DNACc obtido foi posteriormente armazenado a -20 °C.

4.5- Escolha de oligonucleotideos e sondas

O desenho derimers iniciadores, bem como da sonda, foi baseado emése@
depositada no NCBINational Center for Biotechnology Informatjoe disponiveis pela
Internet na pagina do OMIM: http ://www. ncbi. nlmh. gov/ entrez /dispomin .cgi ?id =
138040.

A sonda foi desenhada impedindo-se a formacactdet@a secundaria entre ela e a
regido alvo, bem como longas repeticbes de um @micteotideo (especialmente guanina) ou
hibridos sondgrimers Como a sonda ndo € estendida pela reacdo ermzAmd&ia
hibridizacao precisa ser mais estavel, sendo né@tassna maior temperatura de dissociacdo
(Tm), idealmente 5 °C maior que o anelamento e AOmfaior que a temperatura de

dissociacao dogrimers Em nosso estudo tal temperatura variou entre0687

No desenho dogrimers evitou-se longas repeticbes de um Unico nucleotid
(especialmente mais de quatro guaninas) e com Tra 88-60 °C. Ogrimers sense anti-
sensdficaram o mais proximo possivel da sonda. A tertpes de anelamento da reacéao foi

estabelecida em 5 °C abaixo do Tm pomers
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Seguindo os critérios acima descritos, definiu-seguinte combinacdo geimerse
sondas para a determinacdo da expressao da isaiam&R (seqiéncia de orientacao-5'
3):

. Primer SenseGAAGGAAACTCCAGCCAGAA

. Primer anti-senseCAGCTAACATCTCGGGGAAT

. Sonda: 6-FAM-CTTCCAAACATTTTTGGATAAGACCAT-TAMRA

4 .6- Gene normalizador

Uma das principais etapas para a andlise da efpreg&nica por meio de PCR em
tempo real envolve a escolha de um controle enddgen

Embora néo exista consenso quanto aos melhores gare normalizacdo, em nosso
estudo o gene BCRB(eakpoint Cluster Regignfoi escolhido, pois sua expressédo €
praticamente constante ao longo do tempo, alérerdexpresso em quantidade semelhante ao
GR (Collins et al, 1987). Como a expressao de BCeBstével, sua funcdo é controlar
eventuais alteracdes em algumas das fases do gpooaralitico, como viabilidade celular,
extracdo do RNA, eficiéncia da transcricdo revexsa presenca de inibidores da reacao de
quantificacéo.

A utilizacdo do gene BCR também exigiu a construgéouma curva-padrdo em
estudo prévio realizado em nosso servico (Melo4200

A sequéncia da sonda e gosnerspara o gene BCR estdo descritos abaixo:
. Primer SenseCCTTCGACGTCAATAACAAGGAT

. Primer anti-SenseCCTGCGATGGCGTTCAC

. Sonda: 6-FAM-TCCATCTCGCTCATCATCACCGACA-TAMRA

4.7- A reagdo de PCR em tempo real

O método explora a atividade 5' nucleasd dgqpolimerase em clivar uma sonda de
hibridizacdo ndo-extensivel durante a fase de sdteda PCR. A abordagem utiliza sonda de
hibridizacdo marcada por dois fluorocromos, chansdalmente de sondas TagMan (Lee et
al, 1993). Um fluorocromo, FAM (6-carboxi-fluoresca), serve como emissor de

fluorescéncia, sendo seu espectro de onda absopetip outro fluorocromo, inibidor,
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TAMRA (6-carboxi-tetrametilrodamina). Enquanto a nda estiver intacta, ocorre
transferéncia da energia fluorescente, sendo as@émide luz fluorescente absorvida pelo
fluorocromo inibidor. Durante a fase de extensad @&, a sonda de hibridizacao é clivada
pela acdo nucleolitica 5% 3' da Tag polimerase. Com a quebra da sonda, a emissédo
fluorescente de FAM ja ndo é mais transferida efiante para o fluorocromo inibidor

TAMRA, resultando em incremento a emissao fluoneeceom pico do espectro em 518 nm
(Fig. 5).

Polimerizacéc R= emissor
. Q= inibidor
Primer sense @ sonde @
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FIGURA 5: Representacdo da PCR em tempo real. Aassde hibridizacdo intacta ndo emite
fluorescéncia. Com a atividade @laq polimerase a sonda é clivada e o fluorocromo emiss
(R) se afasta do inibidor (Q) que perde a capaeidiabsorver sua energia, permitindo a
emisséao da fluorescéncia.

Como a fluorescéncia € uma emissdo de energia dsainle menor energia em
relacdo ao estimulo inicial, foi desenvolvido ustesina de excitagdo plarser, com posterior
captacdo da fluorescéncia por uma camera CEHarged-coupled-devige O programa
computacional calcula um valor chamaki®n, que é diferenca entre a relagdo da intensidade
luminosa do emissor e inibidor, depois e antes rda tase de extensdo da PCR. O valor
médio de trés medidas d&Rn em cada ciclo é representado graficamente em um
amplification plot onde os valores dARn s&o representados na ordenada e o tempo,

representado pelo numero de ciclos, na abscisgagfi
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O programa calcula automaticamente a variabilidedemissao entre os ciclos 1 e 15
e determina a linha de corte, dez desvios-padréwaada média da emissdo destes ciclos.
Determinada a linha de corte, forma-se uma inte&seentre esta e a curva de amplificacao
obtida em cada reacdo amplificada. Este ponto éndieado ciclo-limite (Ct) e € expresso
como o numero do ciclo nesta intersec¢do. O vao€dcorrelaciona-se fortemente com a
guantidade inicial de sequéncias-alvo na reac&®CR (Fig. 6) (Heid et al, 1996).
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FIGURA 6: Gréafico de amplificacdo por PCR em temgal. A seta vermelha indica a linha
de corte e a seta azul indica o ciclo-limite (Gt)asnostra mais concentrada, na interseccéo de
sua curva de amplificacdo com a linha de corte=(0). Fonte: Melo, 2004.

No preparo das reagfes de PCR em tempo real,outiie uma “solucdo-mae” para
cada gene (GR e BCR), preparadas de acordo conmeralde amostras, em duplicata, a

serem determinadas (Tab. 2).
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TABELA 2: Preparo das solugdes utilizadas na PCResnpo real.

Componente Volume por reacapl)( Concentracao final apés adicdo de
5mcl de cDNA

Buffer TagMan ALOX 2,5 1X

25 mM MgCb 4,5 4,5 mM

DeoxyNTP 2 500 pM de cada

Primer sense 0,5 200 nM

Primer anti-sense 0,5 200 nM

Sonda 0,5 100 nM

AmpliTag GoldsU/mcl 0,13 0,025 U/ul

Agua pura 937 L

Total 20 L.

TagMan™ PCR Core Kit, N8080228, Applied BiosysteBranshburg, New Jersey, USA.

O tampéo especifico para a reacdagMan Buffer A contem um fluorocromo
passivo (ROX™ - referéncia passiva) para corrigiflatuacdes da fluorescéncia interna das
amostras em funcdo do volume ou da concentracaead#io, favorecendo a precisdo do
experimento.

Adicionou-se 20 pl da “solugédo-mé&e” em tubos de gI0Qtilizados para PCR em
tempo real Qptical Tubes, Applied Biosystenes5ul de DNAc, vedando com tampa de alta
transparénciad@ptical Caps, Applied Biosystem&/ma vez que a quantificacdo é baseada na
passagem de luz através do tubo e na captacaaatasiténcia gerada pela sonda, torna-se
essencial a utilizacao de tubos e tampas de aftagaréncia.

Colocou-se os tubos no termociclador de tempo (Al 7500, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA A programacéo de temperatura compreendeu uwvacad inicial da
Taqg GoldpolimeraseAmpliTaq Gold. Esta ativacéo ocorreu a 95 °C por 10 minutagjida
de 45 ciclos a 95 °C por 15 segundos (desnaturaca@®0 °C por 90 segundos (anelamento e
extensao doprimers.

Para evitar resultados falsos positivos devido ebrpu da sonda néo relacionada a
amplificacéo, a representacéo grafica de cada wmaahcdes foi examinada visualmente,
garantindo haver elevagdo exponencial da fluoresgéoom o decorrer dos ciclos. A
ocorréncia de resultados falso-positivos decorsedéecontaminagéo das reagdes com DNAc
de origem desconhecida foi controlada com a utifipados controles negativos em cada
analise.

O programa permite a visualizacdo da curva-padeioada gene (Fig. 7), e a partir
desta transforma os dados obtidos de Ct em nunmeercéldilas Jurkat, sendo calculada a
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média do numero de células de cada duplicata da cad dos genes (GR e BCR),
proporcionando o niumero de equivalentes de expregsiica para Gire BCR, e finalmente
o calculo da razéo da expressao det@& BCR (GR / BCR).

GRa
1000000
y = 5E+12e0.6121x
R2 = 0,995
100000 -
10000 A
1000
100 T T r )
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00
BCR
1000000 -
y = 1E+1270:5999x
R2 = 0,996
100000
< 2
10000
1000 -
100 T T T 1
0 10 20 30 40

FIGURA 7: Curva-padrédo de G BCR obtida em experimento. O eixo da absciggasenta o Ct,
enquanto que a ordenada representa 0 niumero espievale células Jurkt.
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4 8- Analise estatistica

Na andlise estatistica empregou-sofiware SigmaStat 3.5 for Windo(@&PSS, Point
Richmond, CA, USA

Para analise da mesma variavel em dois grupogautibe ot-test para variavel de
distribuicdo paramétrica oMann-Whitney rank sum tepara variavel de distribuicdo néo-
paramétrica.

Ao avaliar a mesma variavel em trés ou mais gruposestes empregados foram
ANOVA one wayara variavel de distribuicdo paramétrica®OVA on rankgara variavel
de distribuicdo néo-paramétrica, com analise dart@ncia pelo teste de Kruskal-Wallis e
comparacdes multiplas entre os pares pelo métoSoudient-Newman-Keuls.

Para comparar a mesma variavel, de um mesmo indivem dois tempos diferentes,
utilizou-sepaired t-testpara variavel de distribuicdo paramétrica/dilcoxon signed rank test
para variavel de distribuicdo ndo-parameétrica.

As diversas variaveis de um mesmo individuo foramretacionadas através da
correlacdo de Pearson e analise de regressao. liBg@beleceu-se como significante um
p<0,05.
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5- RESULTADOS

Foram avaliados 35 pacientes, com idade variantte 80 e 75 anos [média (DP) =
54,4 (11,1) e mediana (p25-p75) = 54,0 (45,2-64/)s]. Vinte e seis eram do sexo
masculino, com idade média (DP) = 53,7 (10,8) eiamed(p25-p75) = 53,5 (45,0-63,0) anos.
Nove eram do sexo feminino, com idade média (DB)EEL2,6) e mediana (p25-p75) = 56,0
(47,2-68,0) anos; sem diferenca significante ddedantre os sexostest p=0,59).

Dentre os pacientes 26/35 (74,3%) eram brancosiaghdistico de doenca arterial
coronariana (DAC) foi estabelecido em 27 pacier{i®s2%), sendo 0s outros pacientes
acompanhados com diagnéstico de: insuficiéncidcad(d pacientes), cardiopatia congénita
(2 pacientes) e disseccdo de aorta (2 pacientesyrédam 6 Obitos, dos quais 5 pacientes
tinham insuficiéncia coronariana e 1 com disseaj@aorta. Eram tabagistas 19/35 casos
(54,3%). Usavam inibidores de ECA (enzima conversda angiotensina) e estatinas,
respectivamente, 29/35 casos (82,8%) e 24/35 ¢a8¢0).

De acordo com o grau de resisténcia insulinicatiittado pelo HOMA IR, os
pacientes foram separados em dois grupos: os s&erges a insulina (NRI) composto por
22 pacientes que apresentavam HOMA IR menor quE 2,0s resistentes a insulina (RI;
n=13) em que foram incluidos 8 pacientes com HONRA>| 2,71 e 5 pacientes com
diagndstico de diabetes mellitus tipo 2.

Quando utilizamos o HOMA Calculator, no primeiraugo (NRI) 25 pacientes nao
tinham resisténcia insulinica (HOMA Calculater1,8) e no segundo grupo (RI) cinco
pacientes apresentavam HOMA Calculator > 1,8 eocipacientes com diagnéstico de
diabetes mellitus tipo 2 foram incluidos (n=10).

E valido salientar que o HOMA néo foi calculadogas pacientes diabéticos.

5.1-Achados antropométricos

Houve diferenca significanté-{est p= 0,03) entre os sexos apenas para o IMC, com o
sexo feminino apresentando uma média (DP) de 302) kg/nf e o masculino com média
(DP) de 26,5 (4,3) kg/fm A proporcdo de mulheres no grupo RI néo foi eifée do grupo
NRI (z-test p= 0,9 para HOMA IR e p=0,4 para HOMA Calculator)

As variaveis sexo, idade, dados antropométricosesspo arterial dos grupos estao

representados na Tab. 3.
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TABELA 3: Sexo, idade, dados antropométricos egétesarterial de pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca divididos em grupos quanto agures ou auséncia de resisténcia a insulina,
segundo HOMA IR.

Variavel NRI RI TOTAL
meédia (DP) n= 22 n=13 n= 35
mediana (p25-p75)
Sexo M:F 17:5 9:4 26:9
Idade (anos) 55,4 (11,2) 52,7 (11,2) 54,4 (11,1)
55,5 (45,0-65,0) 53,0 (44,2-57,7) 54,0 (45,2-64,5)
IMC (kg/m?) 26,0 (4,0) 29,3 (3,5)* 27,4 (4,3)
26,5 (22,8-28,0) 30,3 (27,0-31,8) 27,5 (23,8-31,1)
Cintura (cm) 92,0 (8,7) 103,40 (8,7)* 96,2 (10,2)
93,0 (86,0-96,0) 101,00 (97,2-109,5) 95,0 (91,0-101,7)
PAS (mmHQg) 136,36 (30,6) 137,70 (24,2) 136,8 (28,0)
140,0 (110,0-160,0) 130,0(125,0-160,0) 140,0(112,5-160,0)
PAD (mmHg) 81,8 (15,0) 87,0 (18,0) 83,7 (16,1)
80,0 (70,0-90,0) 90,0 (70,0-90,0) 90,0 (70,0-90,0)

PAS: presséao arterial sistélica; PAD: pressao iattdiastolica; NRI: ndo-resistente a insulina; Risistente a
insulina; RINDM: resistente & insulina ndo-diabé&tibM: diabético.
*t-test p< 0,05 ao se comparar com grupo NRI.

Quando a idade, IMC, cintura abdominal e presst@ialrforam comparados entre 0s
grupos RI e NRI (segundo HOMA IR) observou-se éifiga significante do IMC e da cintura
(Tab. 3). A diferenca do IMC deve-se aos pacieot®s resisténcia insulinica ndo-diabéticos
[(n=8; média (DP)=29,5 (3,6); mediana (p25-p75)522@7,2-32,2)] quando comparados
com nao- resistenteStudent-Newman-Keuylp=0,037). A diferenca da cintura deve-se tanto
aos pacientes diabéticos [(n=5; média (DP)= 108,@) & mediana (p25-p75)= 109,0 (99,5-
112,0); Student-Newman-Keyl$=0,007)], quanto aos resistentes nao-diabét[¢os8;
média (DP)=101,62 (9,2) e mediana (p25-p75)= 9960¢104,5);Student-Newman-Keuls
p=0,012)] quando comparados com nédo-resistentaRslos pacientes resistentes a insulina
tinham aumento de cintura abdominal, com destaque @s diabéticos que apresentaram a
maior medida de cintura abdominAINOVA one wayp= 0,002). O mesmo ocorre quando se
classifica a resisténcia insulinica pelo HOMA Cédtur.

Eram obesos (IMC maior que 30), 18,2% (4/22) do$ &83,8% (7/13) dos pacientes
do grupo RI, segundo classificacdo pelo HOMA IRafuo se utilizou o HOMA Calculator,
20% (5/25) dos NRI e 60% (6/10) do grupo RI tinhalmesidade. O IMC teve correlacdo com
a medida de cintura abdominal (Analise de regrelasdar; p< 0,001; r = 0,747).
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A hipertenséao arterial estave presente em 88,5%8%Btlos pacientes.

5.2-Achados laboratoriais

O diagnostico de glicemia de jejum alterada foaleskecido em 18% (4/22) dos néao

resistentes a insulina e em 25% (2/8) dos resegarito-diabéticos.

Quando o HOMA IR, a insulinemia, o colesterol taaracdes foram comparados

entre os grupos Rl e NRI, observou-se diferergaifsgtante da insulinemia e do HOMA IR

(Tab. 4).

Setenta e trés por cento (16/22) dos nao-resisteng2,3% (12/13) dos resistentes a

insulina tinham dislipidemia e usavam estatina.oBods diabéticos eram dislipidémicos e

usavam estatina.

TABELA 4: Parametros metabdlicos dos grupos resiete e nado-resistentes a insulina,

classificados pelo HOMA IR.

Parametros metabodlicos NRI RI
média (DP) n= 22 n=13
mediana (p25-p75)
CT (mg/dl) 176,68 (53,2) 192,60 (57,0)
166,50 (136,0-190,0) 167,0 (154,0-207,0)
HDL (mg/dl) 40,6 (8,2) 40,1 (7,3)
37,0 (35,0-43,0) 41,0 (35,0-45,0)
TG (mg/dl) 157,78 (72,0) 226,92 (177,60)
139,50 (101,0-189,0) 163,0 (122,0-233,0)
LDL (mg/dl) 110,13 (36,4) 119,46 (43,3)
107,50 (87,0-133,0) 110,0 (85,0-143,0)
GLC (mg/dl) t 94,0 (11,7) 92,0 (8,7)
93,5 (87,0-100,0) 89,5 (86,0-97,0)
INS (nU/ml) t 5,8 (2,7) 16,8 (7,1}
6,0 (3,0-8,0) 14,0 (12,0-20,0)
HOMA IR t 1,5 (0,6) 5,2 (2,4)
1,5(1,1-1,9) 4,9 (3,1-6,48

CT: colesterol total; GLC: glicemia; HDL: HDL-colesol; HOMA IR: modelo homeostético de avaliagédo de
resisténcia a insulina; INS: insulinemia; LDL: LRdolesterol: TG: triglicerideos; NRI: ndo-resisteatmsulina;

RI: resistente a insulina.

T Valores de pacientes diabéticos (n=5) ndo estadoidus. Nestes pacientes a média (DP) e mediariaf(p2)
foram: glicemia: 154,20 (52,2) e 153,0 (124,0-1Yy4i@sulinemia: 11,8 (6,4) e 12,0 (5,0-17,0). N@xipntes
diabéticos o HOMA néo foi calculado.

* {-test p<0,01.

8Mann-Whitney rank sum te§<0,01.



37

Achados semelhantes foram obtidos quando a nesiatéasulinica foi classificada de
acordo com o0 HOMA Calculator. A média (DP) e medi§p25-p75) do HOMA Calculator
nos pacientes com resisténcia insulinica (n=25)l¢dd,9 (0,3) e 0,9 (0,6-1,1), e nos pacientes
sem resiténcia insulinica e ndo-diabéticos (n=bjd¢a3,5 (1,1) e 3,0 (2,7-4,3).

N&o houve diferenga do cortisol sérico e dos horasdtireoidianos entre 0s grupos
(Tab. 5).

TABELA 5: Avaliagdo hormonal dos pacientes resitdene ndo-resistentes a insulina,
classificados pelo HOMA IR.

Parametros hormonais NRI RI
média (DP) n= 22 n=13
mediana (p25-p75)

F sérico (1g/dl) 9,1(3,7) 7,4 (1,7)
9,0 (6,3-10,2) 7,7 (6,6-8,7)

TSH @U/ml) 3,1(2,7) 2,5(1,2)
2,3 (1,4-4,0) 2,4 (1,5-2,6)

T4 T (ug/dl) 8,7 (2,3) 8,1(1,7)
8,7 (6,6-9,7) 8,0 (7,0-9,2)

T4L (ng/dl) 1,3(0,2) 1,1 (0,2)
1,2 (1,2-1,5) 1,1 (1,0-1,3)

T3 (hg/dl) 87,5(20,0) 90,5 (15,7)

85,5 (75,0-96,0) 91,0 (84,0-92,0)

F: cortisol; NRI: ndo-resistente a insulina; Rkistente a insulina.

5.3- Quantificacdo do RNA mensageiro (RNAmM) de GiR

Observou-se que houve diferenca da quantidade dearRéib GRy entre os tecidos
(Kruskal-Wallis testp<0,001; Fig. 8). E, quando os diferentes tecidosm comparados aos
pares $tudent-Newman-Keuls tp§i<0,05) encontrou-se que o muasculo apresentoormai
quantidade de RNAmM do GRjue os linfocitos, o adiposo subcutédneo e o adipsxeral, e
o tecido adiposo visceral mostrou maior quantiddl®& NAmM do GR do que os linfocitos e
0 adiposo subcutaneo.

Médias e medianas da quantidade de RNAmM de/BER nos diferentes tecidos estédo

expostas na Tab. 6.
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TABELA 6: Quantidade de RNAmM de GMCR nos lindcitos e tecidos adiposo subcutar
musculo, adiposo visceral dos pacientes submedidirsirgia cardiaca (n=3.
Linfécitos Subcutaneo Musculo Visceral

Média (DP) 17,5 (11,2 29,0 (38,1) 43,6 (38,3) 34,2 (37,9)
Medianap25-p79 14,02(7,25,0) 19,0(8,5-27,7)  39,4(1752,9 27,6(11,8-44,9)
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FIGURA 8 Comparacéo dquantidade de RNAm de GRentre os diferentes tecid

LINF: linfécitos; SC: subcutaneo; VC: visceral; MM: muscL

*analise de comparacao de paiStudent-Newman-KeQj$<0,05. O centro ¢ barra vertical
representa a mediaeaas extremidades 0s interqus.

As médias e medianas da quantificacdo do RNAmM dw/BCR observdas em
linfécitos e tecidos adiposo subcutaneo, musculiposo visceral nos diferentes grupos e
descritas na Tab. 7.
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TABELA 7: Quantificacdo d(RNAmM do GRt (GRo/BCR) nos tecidos entre 0s grupos
resistentes e na@sistente a insulina, classificados pelo HOMA IR.

Tecidos NRI RI
Média (DP) n=22 n=13
Mediana (p25-p75)

LINF 18,5 (12,3) 15,7 (9,4)
15,3 (7,6-26,6) 14,0 (7,2-22,5)

SC 36,8 (46,1) 15,8 (9,8)
20,9 (8,4-38,9) 16,1 (8,5-20,5)

MM 50,1 (45,1) 31,1 (17,9)
44,5 (20,7-54,7) 34,4 (14,8-45,5)

VC 42,8 (44,0) 19,7 (17,1)
30,9 (16,6-48,2) 12,1 (8,3-30,2)*

NRI: ndorfesistente a insulina; RI: resistente a insulindM: resistente a insulina n-diabético; DM:
diabético; LINF: linfécitos; SC: subcutaneo; MM: sailo; VC: viscera*Mann-Wlitney rank sum te; p< 0,05
ao se comparar com NRI.

Notouse que a Unica diferenca significante ocorreu wadeadiposo visceral. .
relacdo GR/BCR no visceral dos resistentes a insulina (RI) foi arteque a dos ni-

resistentes (Tab. 73endo os dialticos resporéveis por essa diferenca (Fif).
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FIGURA 9: Quantificagdo do RNAm do (a no tecido adiposo visceral eardico (VC) nos
pacientes nacesistentes a insulina (NRI; n=22), resistentessallina na-diabéticos (RI;
n=8) e diabéticos (DM; n:). *Mann-Whitney tes{p<005. O centro da barra vertical represen
mediana e as extremidades os interqu



40

Quando se avaliou o grupo como um todo (n=35), @auva correlagdo positiva da
expressao de GRdos linfocitos com os outros tecidos, principalteecom tecido adiposo
visceral (Tab. 8).

TABELA 8: Coeficientes de correlacdo de Pearsoguimntificacdo do RNAmM do GR em
relacdo ao RNAmM do gene normalizador BCR ¢ETR) nos diferentes tecidos dos
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca (n=35).

Linfocitos Subcutaneo Mdusculo
Linfocitos - - -
Subcutaneo 0,409* - -
Musculo 0,474* 0,498* -
Visceral 0,602* 0,541* 0,654*

*Analise de regresséo lineax p,01.

Quando divididos em grupos classificados pelo HOMRAou HOMA Calculator,
manteve-se a mesma correlacdo no grupo NRI (TabE®yetanto, nos pacientes com
resisténcia a insulina (RI) esta correlacdo dd®ditos com os outros tecidos ndo ocorreu
(Tab. 10).

TABELA 9: Coeficientes de correlacdo de Pearsonqdantificagdo do RNAmM do GR
(GRo/BCR) nos diferentes tecidos dos pacientes naeteeges a insulina, segundo
classificagdo do HOMA IR (n=22).

Linfocitos Subcutéaneo Mdusculo
Linfocitos - - -
Subcutaneo 0,436* - -
Musculo 0,530* 0,463* -
Visceral 0,716* 0,524* 0,655*

*Analise de regresséo lineax p,01.

TABELA 10: Coeficientes de correlacdo de Pearsorguantificacdo do RNAmM do GR
(GRa/BCR) nos diferentes tecidos dos pacientes resesteninsulina, segundo classificagdo
HOMA IR (n=13).

Linfocitos Subcutaneo Mdusculo
Linfocitos - - -
Subcutéaneo 0,265 - -
Musculo 0,155 0,527 -
Visceral 0,020 0,111 0,300

O paciente que apresentou a maior quantidade denRBIAGRx em tecido adiposo
visceral (paciente 6 - vide Anexo 2) era cororta, hipertenso, dislipidémico, pertencia ao
grupo NRI, n&o tinha sindrome metabdlica, mas graaiente avaliado com maior idade (75
anos). Este paciente também apresentou um elevaldo de RNAmM do GR no tecido
muscular e nos linfécitos. A analise estatisticanameceu semelhante quando este paciente
foi excluido, ou seja, a expressao dooGdn tecido adiposo visceral continuou sendo menor

no grupo de resistentes a insulitéett p=0,047) e ndo houve diferenca na avaliacdo de GR
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nos outros tecidos. N&o houve correlagéo da idagdeacquantidade de RNAmM do GRos
diferentes tecidos.

O cortisol sérico apresentou correlacdo positigmicante com GR do musculo
(Fig. 10) Entretanto, quando se excluiu o paciente 12 aqumatcortisol sérico mais elevado e
um alto valor de GRem musculo esta correlagdo ndo se manteve. Esenfea(vide Anexo
2) tinha sindrome metabdlica, ndo era resistenbesdina, foi submetido a cirurgia de
disseccédo de aorta e evoluiu para 0bito no printBaale pos-operatorio.
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FIGURA 10: Correlacdo do cortisol sérico com a adielde expressédo de &6Bm musculo
nos pacientes submetidos a cirurgia cardiaca (nA3%ta destaca o paciente 12.
*Analise de regressao linear.

Somente nos pacientes sem resisténcia a insulisanau-se que o HOMA IR
apresentou uma correlacdo negativa com o cortésatcse com o GR em linfécitos e
musculo (Tab. 11). Observamos que 0 mesmo ocoramdguse classifica a resisténcia
insulinica pelo HOMA Calculator.

TABELA 11: Coeficientes de correlagdo de Pearsormguantificacdo do RNAmM do GR
(GRo/BCR) nos diferentes tecidos com o cortisol séecoom o HOMA IR dos pacientes
nado-resistentes a insulina (n=22).

Linfocitos Subcutaneo  Mdusculo Visceral Cortisol
Sérico
Cortisol sérico 0,192 0,174 0,583* 0,116
HOMA IR -0,450* 0,005 -0,440* -0,119 -0,441*

*Andlise de regressao linearx p,01.
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5.4- Avaliacdo da sensibilidade hipotalamo-hipofisé& aos glicocorticéides

Dezessete pacientes realizaram o teste de sup@ssagdexametasona intravenosa. A
proporcéo de homens e mulheres no grupo que realizeste foi semelhante ao grupo como
todo @ test p=0,77), assim como a idadeést p=0,91) e o IMCtttest p=0,79).

Nao houve diferenca dos parametros antropomeétecdaboratoriais avaliados no

intraoperatdrio e 60 dias apds a cirurgia (Tab. 12)

TABELA 12: Avaliacéo laboratorial e antropométriba dezessete pacientes realizada no
momento cirdrgico e 60 dias apos a cirurgia.

Parametros Na cirurgia 60 dias de PO
média (DP)

mediana (p25-p75)
IMC (kg/m’) 27,1 (3,6) 27,8 (4,0)

27,1 (24,6-28,7) 27,4 (25,1-30,4)

Cintura (cm)

97,7 (10,0)
96,0 (92,7-102,50)

99,1 (13,0)
98,0 (93,3-103,70)

PAS (mmHg) 132,94 (23,4) 121,8 (16,7)
130,0 (110,0-152,50) 120,0 (110,0-130,8)
PAD (mmHg) 82,3 (16,8) 77,0 (11,6)

GLC (mg/di)t

80,0 (70,0-90,0)

93,7 (11,4)
91,0 (87,0-100,0)

80,0 (70,0-82,5)

96,0 (7,9)
93,0 (91,0-100,0)

INS (uU/mi)t 11,2 (8,2) 13,2 (10,8)
10,5 (4,0-15,0) 9,0 (6,0-17,0)
HOMA IR+t 2,6 (1,9) 3,2(2,7)
2,6 (0,9-2,5) 2,0 (1,4-5,0)
F sérico (ung/dl) 7,5 (1,9) 15,2 (3,5)*
7.4 (6,3-9,0) 16,9 (12,5-17,7)

F sérico: cortisol sérico; GLC: glicemia; HOMA IRtodelo homeostéatico de avaliacdo de resisténcialding,;
IMC: indice de massa corporal; INS: insulinemia; ?Apressado arterial sistélica; PAD: pressdo atteria
diastélica; PO: pés-operatério.

8 Wilcoxon signed rank teg<0,05.

* Paired t-test p<0,001.

T Valores de pacientes diabéticos (n=3) ndo estdoidus. Nestes pacientes a média (DP) e mediariap2)

no dia da cirurgia (pré) e 60 dias apés (p6s) for@ficemia pré = 133,34 (34,0) e 153,00 (108,75;068
Glicemia pos = 120,34 (5,0) e 121,0 (116,50-124ulina pré = 13,7 (7,8) e 16,0 (7,7-19,0); lmsaulpds=
14,0 (5,3) e 12,0 (10,5-18,0).
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O cortisol basal (F#min) verificado no dia do teste de supressao fabmdo que o
dosado no momento da cirurgia (Tab. 12, Fig. 103. guiantificacdo de RNAmM do GRem
linfcitos no pos-operatorio [média (DP)= 5,7 (2f4) menor do que a observada no periodo

intraoperatorio [média (DP)= 19,8 (13,6aired t-testp= 0,003) (Fig. 11).
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Cortisol séricofg/dl)

cortisol na cirurgia cortisol basal teste (F0)

FIGURA 11: Cortisol sérico no momento da cirurgieogtisol basal sérico (FO) 60 dias apés
a cirurgia (n= 17)Paired t-testp<0,001.
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FIGURA 12: Quantificacdo de RNAm do GRGRw/BCR) em linfocitos de quatorze
pacientes avaliados no momento da cirurgia cardldbd-OCITOS 1) e 60 dias apds a
cirurgia (LINFOCITOS 2)Paired t-testp<0,01.
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A insulinemia e o HOMA foram inversamente proponeis ao percentual de
supressdo do cortisol ap6s dexametasona, ou S@gantog menor a Supressao maior a
insulinemia e o HOMA IR (Fig. 12, Fig. 13). A mesew@relacéo foi encontrada com HOMA
Calculator (Correlacao de Pearson; r = -0,575; @30,

100 —
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80 —f r=-0,611
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Insulinemia no pés-operatério (LU/ml)

FIGURA 13: Correlacdo do percentual de supressamdisol sérico apos dexametasona e a
insulinemia*Analise de regresséo linear; p<0,05.
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FIGURA 14: Correlacdo entre o percentual de supceds cortisol sérico apds dexametasona
e 0 HOMA IR avaliado no dia do teste (HOMA IR*Rjalise de regressao linear; p<0,05.
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Dentre os dezessete pacientes que realizaram ® destsupressdo, dez tinham
resisténcia insulinica, utilizando-se o0 HOMA IR.mMédia (DP) e mediana (p25-p75) do
percentual de supressao nos pacientes com ressi@ralinica foi de 40,5 (15,0) e 46,9
(34,8-49,4) e naqueles que nao apresentavam resai@sulinica foi de 43,8 (13,4) e 46,9
(41,7-51,4) {-test p= 0,65). Nos pacientes com resisténcia inswimicuve correlacdo do
percentual de supressdo do cortisol com o IMC,ntu@, a insulinemia e o HOMA IR
verificados no dia do teste (Tab. 13), 0 que n&mrrea nos pacientes sem resisténcia a
insulina.

Quando a resisténcia insulinica foi classificado p¢OMA Calculator, dentre os
dezessete pacientes que realizaram o teste, medentiresisténcia insulinica. A média (DP) e
mediana (p25-p75) do percentual de supresséo enpEs com resisténcia insulinica foi de
35,5 (15,1) e 38,8 (22,5-47,4) e naqueles semtéesis foi de 46,2 (12,0) e 48,8 (42,5-51,8)
(t-test p= 0,12). Nenhuma correlagdo do percentual deessfio do cortisol com parametros
clinicos e laboratoriais foi observada quando aesificou a resisténcia insulinica de acordo
com HOMA Calculator.

TABELA 13: Coeficientes de correlagdo de Pearsommeea percentual de supresséo do
cortisol pés-dexametasona e as variaveis antropma®te laboratoriais de pacientes com
resisténcia insulinica (n=10).
IMC Cintura Insulinemia HOMA IR
%supressao F - 0,645* - 0,753* - 0,695* -0,665*

*Andlise de regressao linearx p,05.

Treze pacientes que tinham sindrome metabolicezaeam o teste, e a supressao do
cortisol ap6s dexametasona nestes [média (DP) éansep25-p75) de 42,6 (13,6) e 47,8
(37,8-50,3)] nao foi diferente dos pacientes serdreime metabdlica [média (DP) e mediana
(p25-p75) de 39,3 (17,2) e 42,0 (28,7-50,0Jp6in-Whitney rank sum tegi= 0,61). Assim
como ocorreu quando os pacientes que fizeram @ fi@stm classificados como resistentes a
insulina pelo HOMA IR, nos pacientes com sindrometainolica houve uma correlagédo
inversa do percentual de supressao do cortisol coiC, a cintura, a insulinemia e o
HOMA IR (Tab. 14).

TABELA 14: Coeficientes de correlagdo de Pearsommeea percentual de supresséo do
cortisol pés-dexametasona e as variaveis antropma®te laboratoriais de pacientes com
sindrome metabdlica (n=13).

IMC Cintura Insulinemia HOMA IR

%supressao F - 0,688* - 0,714 -0,721* -0,690*

*Analise de regresséo lineax p,05.
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N&o houve correlagdo do percentual de supress&ortsol apdés dexametasona com

a avaliacdo molecular de GRm linfocitos (Analise de regressao linear; r34d; p= 0,22).

5.5- Resultados apresentados em relacdo a presengeauséncia de sindrome metabdlica

Dentre os 35 pacientes, 25 tinham sindrome metah@i destes 52% (13/25) tinham
resisténcia insulinica, segundo HOMA IR e HOMA @édtor. No entanto, 54,5% (12/22)
dos pertencentes ao grupo NRI e 100% (13/13) dpogRiI preenchiam os critérios para
sindrome metabdlica.

Quando se analisou separando os pacientes emsgdapmdividuos com sindrome
metabolica versus sem sindrome metabolica ndo sswalu diferenca na avaliacdo do dGR
nos tecidos (Tab. 15). As diferencas nestes grigrasn aquelas relacionadas aos critérios

utilizados na definicdo de sindrome metabdlica (TébTab. 17).

TABELA 15: Avaliacdo molecular do GR(GRa/BCR) em diferentes tecidos de pacientes
com ou sem sindrome metabdlica.

TECIDOS SM+ (n= 25) SM - (n=10)

média (DP)

mediana (p25-p75)

LINFOCITOS 16,0 (9,1) 20,7 (14,9)
14,0 (7,6-22,8) 16,7 (7,7-32,2)

SUBCUTANEO 27,9 (35,2) 31,4 (45,5)
19,7 (9,5-26,0) 9,8 (7,3-42,8)

MUSCULO 44,7 (37,1) 41,3 (42,5)
41,8 (22,6-53,5) 34,4 (15,1-48,7)

VISCERAL 28,6 (20,3) 46,6 (60,6)
28,2 (12,1-38,0) 18,6 (9,7-47,1)

SM+: sindrome metabdlica presente; SM-: sindromilnddéica ausente.



TABELA 16: Achados clinicos dos pacientes de acatdm a presenca ou auséncia de

sindrome metabdlica.

47

Parametros SM+ (n=25) SM- (n=10)
média (DP)
mediana (p25-p75)
SEXOM: F 17 : 8 9:1
IDADE (anos) 55,5 (9,8) 51,9 (13,7)

55,0 (49,0-63,5) 49,0 (38,5-64,5)
IMC (kg/n) 29,1 (3,6) 23,9 (3,6)*

29,2 (26,9-32,1) 22,8 (21,3-26,7)
CINTURA (cm) 100,67 (8,3) 86,4 (7,0)*

PAS (mmHQg)

PAD (mmHg)

100,50 (95,0-106,50)
137,50 (24,7)

140,0 (115,0-160,0)
83,3 (14,3)

86,0 (80,2-91,0)
135,40 (35,6)

130,00 (105,0-160,0)
84,5 (20,2)

90,0 (70,0-90,0) 80,0 (65,0-97,5)

F: feminino; IMC: indice de massa corporal; M: mdism) PAS: pressao arterial sistélica; PAD: presagéerial diastdlica;
SM+: sindrome metabdlica presente; SM-: sindromialpddéica ausentettest p<0,05.

TABELA 17: Resultados laboratoriais dos pacienescbrdo com a presenca ou auséncia de
sindrome metabdlica.

Parametros SM+ SM-

média (DP) n= 25 n=10
mediana (p25-p75)

CT (mg/dl) 197,83 (57,3) 149,36 (26,9)*

184,50 (155,50-230,50)
HDL (mg/dl) 38,0 (5,2)
37,5 (35,0-41,5)

137,0 (126,70-167,20)
45,6 (10,1)
48,0 (35,2-52,7)

TG (mg/dl) 218,0 (136,67) 108,18 (24,6)

174,0 (143,0-242,0) 101,0 (93,7-123,50)
LDL (mg/dl) 124,08 (40,7) 90,7 (21,6)*

121,0 (92,5-142,0) 88,0 (73,5-104,70)
GLC (mg/dI) 107,20 (34,3) 91,2 (10,1)

96,0 (88,5-110,0) 91,0 (85,5-99,5)
INS (nU/ml) 9,8 (7,2) 5,9 (2,7)

8,0 (5,5-12,5) 5,0 (4,0-8,0)
HOMA IR 3,4 (2,5) 1,6 (0,8)*

2,4 (1,6-4,9) 1,3 (1,1-2,2)
F sérico (pg/dl) 8,8 (3,5) 7,5 (2,3)

8,5 (7,1-9,7) 6,4 (6,2-9,4)

CT: colesterol total; F: cortisol; GLC: glicemia;D: HDL colesterol; HOMA IR: modelo homeostatico de
avaliagcdo da resisténcia a insulina; INS: insuliedoDL: LDL colesterol; SM+: sindrome metabdliceepente;
SM-: sindrome metabolica ausente, TG: triglicer&deo

*t-test p<0,05.

8 Mann-Whitney rank sum teg<0,05.

O uso de estatinas e inibidores de ECA nao infarfeat avaliacdo do GR assim

como o tabagismo e a presenca ou nao de 6bito.
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Na avaliacdo com relagdo a presenca de insufiegiémionariana, a Unica diferencga
encontrada foi no HDL-colesterol, em que a médiR)(Do HDL-colesterol nos pacientes
com insuficiéncia coronariana foi de 37,9 (5,5)agueles sem insuficiéncia coronariana foi
de 48,9 (8,0)tftest p< 0,001).
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6- DISCUSSAO

O crescente aumento do numero e gravidade dos dasobesidade associados ao
proporcional aumento da morbidade por doencas masiculares (DCV), representadas
principalmente pelas doengas arteriais coronarigdesC), incentivaram uma série de
estudos com o objetivo de elucidar o papel dogdatde risco cardiovascular. Os estudos
atuais buscam esclarecer as bases moleculareselagad e o seu papel no desenvolvimento
das complicacdes cardiovasculares.

Em nosso estudo, a maioria (74,3%) dos pacientametidos a cirurgia cardiaca era
do sexo masculino, o que esta de acordo com owgia®s (Gorter et al 2004; Maganti et al,
2009; Prasad et al, 2009). Apesar da idade médigpdoientes avaliados ser maior que 50
anos, a presenca de 12/35 casos (34,4%) com idewler mue 50 anos sugere a preocupante
tendéncia de maior freqiéncia de complicac6esa@adiem individuos jovens. Em pesquisa
realizada em individuos japoneses com diagnOsBAdDAIC, 14,2% tinham menos de 55 anos
(Furukawa et al, 2009).

E relevante citar que mais de 50% dos nossos pesienam tabagistas. Em estudo
realizado na regido metropolitana de Sao Paulozémeet al (2005) demonstraram que o
tabagismo foi o fator de risco independente maipomante para o infarto agudo do
miocéardio, com prevaléncia quase seis vezes ma®Ccasos que nos controles.

O IMC foi maior no sexo feminino, o que ndo pode jsstificado pela resisténcia
insulinica, visto que a propor¢do de mulheres np@rde individuos resistentes a insulina
nao foi diferente do grupo néo-resistente. De acadm o esperado, quanto maior a
resisténcia insulinica maior foi o percentual desws, sendo a medida da cintura abdominal
sensivel no diagnodstico de resisténcia insulininga vez que todos o0s pacientes resistentes a
insulina tinham aumento de circunferéncia abdominal

Esta bem estabelecido que a sindrome metabdlicaliabetes mellitus tipo 2 séo
alteracOes associadas as DCV, porém a relacé® msisténcia insulinica e DCV ainda é
obscura (Steinberger et al, 2009). Em nosso es8#f, dos pacientes submetidos a cirurgia
cardiaca tinham resisténcia insulinica e 71,4%saptavam sindrome metabdlica, ou seja,
48% dos pacientes com sindrome metabdlica ndontintesisténcia insulinica, enquanto
todos os pacientes com resisténcia insulinica ept@gam sindrome metabolica. Neste
contexto, apesar da maioria dos individuos comst@stia insulinica ter sindrome
metabdlica, nem todos os pacientes com sindromebidiata tém resisténcia insulinica, o que
pode significar que para a expressdo da sindromg@bdiea outros fatores estejam
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envolvidos, como fatores inflamatorios, estressalativo, adipocitocinas, dentre outros
(Steinberger et al, 2009).

A diferente sensibilidade a insulina em variosdesipode estar relacionada a esta
variabilidade de expressdo da sindrome metabdchiperinsulinemia, um marcador de
resisténcia insulinica, estd associada com aterosed e morbidade cardiovascular
(Steinberger et al, 2009).

Acredita-se que um aumento da acéo glicocorticidemaior concentracéo local de
cortisol ou por maior sensibilidade tecido-espeaifia este hormoénio, seja um dos
mecanismos fisiopatoldégicos envolvidos no bindmimdeome metabdlica-resisténcia
insulinica.

No presente trabalho, estudou-se a expressaofdenisax do receptor glicocorticoide
nos tecidos: adiposo visceral epicardico, adipagociwaneo superficial, muscular e nas
células mononucleares de sangue periférico, deeqasi submetidos a cirurgia cardiaca.
Como relatado em estudos anteriores (Rebuffé-Sceiveal, 1990; Goedecke, 2006;
Anagnostis et al, 2009; Gross et al, 2009), osltecapresentaram diferentes quantidades de
RNAmM do GR.. Houve uma maior quantidade do &Ro tecido muscular, seguido, em
ordem decrescente, pelo visceral, subcutaneo @&iios; com correlacbes positivas, embora
fracas, da densidade de GR entre os diferentetotede um mesmo individuo. E interessante
mencionar que musculo e tecido adiposo viscerates@idos envolvidos na patofisiologia da
resisténcia insulinica. A influéncia dos glicocodides na diminuicdo da sensibilidade
insulinica muscular associada a alta expressao Ro rigste tecido, sugere um possivel
mecanismo associado ao quadro de sindrome metadlitorwood et al, 2002).

Rebuffé-Scrive et al (1990) observaram que a qdadé de RNAmM do Girfoi maior
em omento que em subcutaneo nas mulheres em papeea. Em nosso estudo, a
densidade do GR no tecido adiposo visceral epwardi maior que em linfocitos e adiposo
subcutaneo superficial. Ndo concordante com noasbados, Goedecke et al (2006) nao
identificaram quantidades diferentes de RNAmM don@Rtre os compartimentos de tecido
adiposo (visceral, subcutaneo profundo e subcutésgmerficial) em mulheres, mas
detectaram correlacdo negativa entre ax@R tecido adiposo subcuténeo e a insulinemia, e
positiva correlagédo com a glicemia.

Em experimento realizado em homens por Whorwoead @001), constata-se que em
mioblastos de musculo esquelético ha alta expreds&@Ry, o que indica que 0 musculo
esquelético ndo é somente fundamental para captacglicose mediada pela insulina, mas é

também um importante tecido-alvo dos glicocortieSidEstes autores sustentam a hipétese
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de que a manutencdo de elevada expressao deeB®Rcélulas muscularés vivo pode
constituir um importante mecanismo fisiopatologitosindrome metabdlica e que pequenos
aumentos da expressao dedafd muasculo resultam em aumento desproporcionaicda
glicocorticéide e promocéo de resisténcia insudir(d/horwood et al, 2001). Em trabalho
publicado em 2002 (Whorwood et al, 2002), os astdescrevem uma correlagéo positiva do
GRo em mioblastos humanos com o IMC, o percentual atedluga corporal e a pressao
arterial sistOlica e uma correlacéo negativa emtegpressédo de GRe a captacao de glicose
no clamping euglicémico-hiperinsulinémico, ou seja, quantoanai expressao de GRem
mioblastos maior a resisténcia insulinica.

Whorwood et al (2001) descrevem também que em nrdeiocultura livre de
glicocorticoide ha expressdo somente dex@mao de GR e ao se adicionar concentracdes
crescentes de cortisol no meio de cultura ocorra down-regulationdo GRr acompanhada
por umaup-regulationdo GR3 nos mioblastos, com consequente declinio da fudQaBR.
Este efeito € compensado pelo aumento da atividadieredutase da pIHSD, mantendo
maiores concentracdes intracelulares de glicodudicativo, evitando o declinio de funcéo
do GR (Whorwood et al, 2002).

Em nosso estudo, com variagdes fisioldégicas ddsobrtobservou-se quie vivo o
cortisol sérico apresentou correlacdo positiva d8Rn em mauasculo. Este aumento da
concentracdo de cortisol acompanhado pelo aumemtdedsidade de GRnas células
musculares poderia ser justificado como mecanisneo pdotecdo contra citocinas
inflamatorias presentes nestes pacientes submetidiosrgia cardiaca. Confirmando tal fato,
em estudo prévio(Donovan, Whorwood, 1999) constata-se um aumentexgaesséo de
GRa em células musculares esqueléticas pelas citotiflamatoérias (interleucinafle fator
de necrose tumorak) (citado por Whorwood et al, 2002). Além dissomdastrou-se
previamente que a interleucing £ o fator de necrose tumoral (TNFo) aumentam a
concentracdo de BAHSD1 nas células glomerulares de roedores, corsegiiente aumento
da disponibilidade de cortisol livre intracelulaliraitacdo dos efeitos inflamatoérios causados
por estas citocinas (Escher et al, 1997).

Os individuos da nossa pesquisa, além de sofreesdo |tecidual causada pelo
processo isquémico da doenca cardiovascular, fetgmmetidos a procedimento cirdrgico,
que apos liberacdo de citocinas pode ter determinad aumento de GRnas células

" Donovan SJ, Whorwood CB. (1999) apud Whorwood B&jovan SJ, Flanagan D, Phillips DI, Byrne CD.
Increased glucocorticoid receptor expression indnuskeletal muscle cells may contribute to the gmgthesis
of the metabolic syndrome. Diabetes. 2002 Apr;510356-75.
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musculares esqueléticas, com consequente aumensendibilidade glicocorticéide neste
tecido, funcionando como mecanismo adaptativo deepfio contra injaria tecidual. O
aumento do GR no momento do trauma tecidual foi confirmado emiokitos, visto que a

densidade de GRem linfocitos, avaliada no dia da cirurgia, foiiorado que a analisada
sessenta dias apos o procedimento cirdrgico.

No entanto, observamos que as concentracdes séedcegrtisol foram menores no
momento cirdrgico do que aquelas medidas no pdstip®, 0 que pode justificar as
variacbes encontradas na densidade de &R linfocitos no dia da cirurgia e sessenta dias
apos, uma vez que o aumento das concentracfes basaortisol sérico no pds-operatorio
pode ocasionar o fendmeno d®vn-regulationrdo GR. E relevante destacar que o método de
quantificacdo do cortisol sérico foi 0 mesmo uditie nos dois tempos e o periodo entre os
ensaios foi curto (60 dias), e que os pacientesmomento da internacdo ndo usavam
glicocorticéide exdgeno. Entretanto, o fato dedielo administrado benzodiazepinico para
maioria dos pacientes na noite anterior da ciruegiauso de opidides (sufentanil) durante a
inducéo anestésica foi um viés encontrado no esjadme no momento cirargico a coleta de
sangue foi feita apos a inducdo anestésica. E, é@descrito que 0os benzodiazepinicos e os
opidides sdo capazes de inibir o eixo HHA (Lacoummest al, 1987; Roth-Isigkeit et al,
2000), justifica-se as baixas concentra¢cdes désobrto momento cirdrgico encontradas em
alguns pacientes. Belli (2000) descreve em criasgametidas a cirurgia cardiaca, redugéo
nas taxas de cortisol sérico e ACTH ao se iniciabartura do térax, com queda mais
acentuada destes hormonios apos a circulacdo eftaiea e elevacao gradativa dos mesmos
durante a fase de reperfuséo e saida da circubx¢@orporea.

Em estudo realizado em animais submetidos a traininaico e hemorragia, Li et al
(2009) observaram um aumento do glicocorticoidengamomento da inducdo anestésica
quando comparados com controles, com significaleeagdo da corticosterona aos trinta
minutos apo6s o trauma. Em humanos submetidos @igircardiaca, o estudo encontrado que
avaliou as alteracdes hormonais no pos-operatorionaior tempo foi realizado até o sétimo
dia apdés a cirurgia (Song et al, 2008). Neste aedat que o cortisol aumenta no pos-
operatorio, atingindo um pico 24 horas apo0s a giaJrcom queda gradual nos dias
subsequentes, porém permanecendo no sétimo didseappratédrio acima das concentragdes
observadas no periodo anterior ao procedimentog@ial Em nosso trabalho, a presenca de
concentracdes basais de cortisol sérico elevatlasywada no periodo de sessenta dias apés a
cirurgia, pode ser um mecanismo fisiologico pratetmntra o processo inflamatorio do pos-

operatorio.
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No grupo de pacientes sem resisténcia insulindentificamos correlagdo negativa
entre 0 HOMA IR e o GR tanto em musculo quanto em linfcitos, sugerinde gestes
pacientes a reducdo da expressao do gene i@RmuUsculo poderia ser um mecanismo
adaptativo por reduzir a acdo glicocorticoide empir que a sensibilidade insulinica seja
parcialmente preservada. Corroborando com nosshadas, Whorwood et al (2001)
descreveram que o aumento progressivo das cong@esrale insulina em meio de cultura
livre de soro induz 0 aumento da expresséao e atieidla 1-HSD1 nos mioblastos vitro,

0 que disponibiliza maior quantidade de glicocdite ativo intracelular, que por sua vez
gera um fen6meno dwn-regulationdo GRx (Reynolds et al, 2002).

Nos pacientes com resisténcia insulinica esta legde do HOMA IR com a
expressdo de GRnao foi identificada. Talvez por esta néo ser woraelacdo linear, ja que
neste estudo avaliamos a correlacdo por andliseegiessao linear, ou porque nestes
pacientes outros fatores sejam interferentes, uezaque, como ja citado anteriormente,
citocinas inflamatoérias podem regular a expresséidGR, assim como mecanismos pos-
traducionais do GR e a enzimg314SD1.

Em tecido adiposo visceral epicardico, nossos ashagvelaram uma menor
expressao do receptor glicocorticéide nos pacieet@stentes a insulina quando comparados
com aqueles sem resisténcia insulinica. O ponticartle nosso estudo foi que com o
aumento da resisténcia insulinica, como ocorre pasientes diabéticos, houve uma
diminuicdo da expressao do receptor glicocorticaidetecido adiposo visceral epicardico,
sugerindo que o aumento da resisténcia insulinicescular esteja associado com a
diminuicdo do GR e dos excessivos efeitos glicocorticoides no teeidiposo visceral. Isto
poderia representar um mecanismo de protecao atiyada progressdo da resisténcia
insulinica.

A diminuicdo do GR em tecido adiposo visceral epicardico observadapagientes
diabéticos de nosso estudo ndo sofreu interferé&hzi@ortisol sérico, visto que este foi
semelhante entre os individuos com resisténcidiimsa e 0os nao-resistentes. Assim, um
aumento da atividade ou expressao da enzifiaHED1 no tecido adiposo visceral e/ou a
diminuicdo da proteina CBG, justificaria 0 aumedt biodisponibilidade intracelular do
cortisol e o consequente mecanismalden-regulationrdo GRu.

E amplamente aceito que os glicocorticoides induzeasisténcia insulinica em todos
os tecidos (Gathercole et al, 2007). A acdo daglirticoides em adipécitos diferenciados
(células 3T3-L1) e células T CD#rovoca diminuicdo da expressio da proteina IRSglie

parece ser uma importante via de acdo ndo-gendcaigsadora de resisténcia insulinica
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(Lowenberg et al, 2006). Em experimento realizadioljundgren et al (2004), demonstra-se
que os glicocorticéides diminuem a expressdo dellRSdiminuem a captacdo de glicose
estimulada pela insulina em adipdcitos de omento.

Sabemos que parte da acéo glicocorticoide é regudad nivel pré-receptor pela
enzima 1B-HSD1, que esta colocalizada com o GR em vériada=lincluindo o tecido
adiposo e figado. Em roedores, a hiperexpressanlpidiSD1 no tecido adiposo causa
obesidade central, dislipidemia e resisténcia inga (Masuzaki et al, 2001). Ja o aumento
da expressdo da [-HSD1 no figado dos animais geneticamente modifisadausa
resisténcia insulinica sem obesidade (Paterson, €2084). Sabe-se que o0 aumento da
expressdo do receptor glicocorticoide e da enziffaHISD1 nos hepatdcitos de ratos
contribui para o desenvolvimento de diabetes masllippo 2 (Liu et al, 2005).

A atividade e expressdo da enzimg-HSD1 em tecido adiposo subcutéaneo de
humanos esta aumentada em obesos e correlaciauansa resisténcia insulinica (Wake et
al, 2003; Rask et al, 2002). O trabalho realizaaloNpericq et al (2009) avaliando a expressao
e atividade da enzima f-HSD1 nos tecidos adiposo subcutaneo e visceratidecas pré-
puberes com IMC normal e peso de nascimento adegysta idade gestacional, ndo mostra
diferenca da expressdo de RNAm desta enzima estes ¢ecidos, mas ha uma maior
atividade enzimatica no tecido adiposo viscerata Hisha de pesquisa oferece um novo
conceito aplicado no tratamento da sindrome matah&@través da utilizacdo de farmacos
que inibem a enzima BAHSDI1. A inibicdo da 13-HSD1 pela carbenoxolona melhora a
sensibilidade insulinica em adultos saudaveis (Wakt al, 1995) e em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (Andrews et al, 2003)yetanto a carbenoxolona ndo é um farmaco
seletivo. O uso de inibidor seletivo da1diSD1, o BVT.2733, para tecido adiposo de ratos
diabéticos aumenta a acédo da insulina no figadonaai a glicemia (Alberts et al, 2003;
Cooper, Stewart, 2009).

A insulina parece aumentar a atividade e a quatgidde RNAm da 13HSD1
(Balachandran et al, 2008). Considerando o muscoloo tecido com alta resisténcia
insulinica, nossa hipétese é que neste tecidoBeHED1 ndo deva apresentar um aumento
significante de sua atividade e expressao, assorhad aumento substancial esperado do
cortisol ao nivel muscular, ndo ocorrendo o mecamiadaptativo ddown-regulationdo GR
neste tecido. No entanto, em tecidos como o adipesseral, em que a resisténcia insulinica
nao é tdo severa quanto no musculo, ocorre umaomadifio da insulina o que acarreta um

aumento da atividade dafEHSD1, com conseqiente aumento do cortiswen-regulation
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do GRu. Tal situacdo justifica a maior concentragdo deARNdo GRx no musculo em
relacdo ao observado no tecido adiposo viscereéco.

De acordo com o0s nossos achados e os dados aduligersugerimos a seguinte
relacdo entre a acdo glicocorticéide e a sensdgidnsulinica: os pacientes com resisténcia
insulinica usualmente apresentam diferencas naibdetaxle insulinica nos diferentes
tecidos. Nesta condigdo, a resisténcia insulinicaaés severa no musculo que no tecido
adiposo visceral. Os glicocorticoides podem agravagsisténcia insulinica com consequente
hiperinsulinemia e, somando-se a isto, um aumeatdiadisponibilidade intracelular de
cortisol associado a maior atividade dg-HISD1 amplificaria esta resisténcia insulinica
(Cooper, Stewart, 2009). Maior quantidade de RNAm GRx no musculo, aumenta a
cortico-sensibilidade e piora a resisténcia instdimeste tecido. No tecido visceral, um efeito
protetor contra glicocorticoides é determinado pdtawvn-regulation do GRy e uma
resisténcia insulinica menos severa € observadajtpelo uma maior agéo insulinica que
acarreta progressiva adipogénese (Fig. 14).

Outros fatores podem influenciar a atividade treommal do GR, como a interacao
do GR com outras macromoléculas (correguladores modificacbes pods-traducionais do
proprio GR, como a fosforilagdo, SUMOilacdo e uliigd¢do. A interacdo com cofatores
que ativem a sinalizagdo glicocorticéide e a maayantranscricional, pode aumentar a
sensibilidade celular ao esterdide (Duma et alp2umentando seus efeitos sobre os genes-
alvo. Desta forma, o aumento de moléculas coatreadamplificaria a acéo glicocorticoide
nos adipocitos do tecido epicardico visceral, o gxgalicaria uma maior sensibilidade deste
tecido aos glicocorticdides, com conseqiente awnelst resisténcia insulinica. Esta
hipersensibilidade aos glicocorticoides poderianmreer um efeito dedown-regulation
determinando a reducao do GR.

A fosforilagcdo do receptor glicocorticoide aumentaapacidade de translocacdo do
receptor para o0 nucleo e a habilidade do complersglEocorticéide em modular a
transcricdo de genes-alvo (Duma et al, 2006). Wetngl (2002) demonstrou correlagcéo
positiva entre o grau de fosforilacdo do residuselga 211 e a atividade transcricional do
GR, sugerindo que esta fosforilacdo seja um bioadmrcda atividade do GR. Mutacdes dos
sitios de fosforilagdo do GR (Webster et al, 199dps substratos de ubiquitinacdo (Wallace,
Cidlowski, 2001) que diminuem a meia-vida do recggtrovocam diminuigdo da densidade

celular do GR.
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GORDURA VISCERAL MUSCULO
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EFEITO TECIDUAL Lipogénese resisténcia
visceral insulinica

IGURA 15: Mecanismo adaptativo dos niveis de RNAm @Rx e sensibilidade
glicocorticéide durante a resisténcia insulinicaa Bacientes com resisténcia insulinica é
observada uma sensibilidade tecido-especifica @dimas A faléncia da acéo insulinica é
predominante em musculo comparado ao tecido adipigseral. Identificamos uma maior
intensidade delown-regulationdo GRx no tecido visceral, o que representaria um efeito
protetor por diminuir a sensibilidade glicocortid@i neste tecido. A diminuicdo da acao
glicocorticoide protege contra a piora da resisgmsulinica; com a melhor acéo insulinica
no tecido ha manutencéo da lipogénese visceralithobs com variantes polimorficas do
GR que conferem maior sensibilidade glicocorticdi@8, Bcll, N363S) podem apresentar
progressao mais severa da sindrome metabdlica. ddcutm, adown-regulationdo GRu é
menos intensa, 0 que permite uma maior acdo ghlitodme com piora da resisténcia
insulinica. Ademais, a insulina sendo capaz de atana fosforilacdo do GR e a atividade da
113-HSD1, elevando a concentracdo intracelular deogtidicoide, provocariadown-
regulation do GRx no tecido adiposo visceral com consequente reddedeensibilidade
glicocorticoéide.



57

E possivel que em estagios avancados de resistasglfica, a hiperinsulinemiagr
si, seja capaz de modular a agéo glicocorticéide rgagopoulos et al (1996) demonstraram
que na presenca de insulina ocorre uma hiperftaféo do GR o que aumenta a atividade
deste receptor, gerando por sua vez a ativacaaabegso de down-regulation. Assim, na
presenca de intensa resisténcia insulinica, comereédo no tecido muscular, a menor acéo
insulinica acarretaria menor grau de fosforilac@oGRx e menor ativagdo do GR neste
tecido, com conseqiente reducdo do mecanismo de-ckgulation e manutencdo de
concentracdo elevada de RNAmM dod3#® musculo.

Outro mecanismo similar ao da ubiquitinacdo, porésponsavel ndo somente pela
degradacdo protéica, mas também por regular ailetde do receptor e sua atividade
transcricional é chamado de SUMOilac&o. Este € rooegso dinamico, capaz de adicionar
um polipeptideo denominado SUMQngall ubiquitin-related modifiet) aos substratos
especificos do GR, por meio de reacdes cataliggelasenzima Ubc9. Das quatro isoformas
de SUMO identificadas, € reconhecido que trés liganao receptor glicocorticéide (K277,
K293 e K703) e tem impacto na funcdo do GR, semtltado que a maior expressao de
algumas isoformas de SUMO pode aumentar a tra@scinguzida pelo GR por reduzir sua
degradacdo (Duma et al, 2006). Mais trabalhos s@essarios para esclarecer a regulacéo do
GR por mecanismos poés-traducionais em pacientesresisténcia insulinica ou sindrome
metabdlica, bem como a influéncia exercida por moés correguladoras na sensibilidade
tecidual ao glicocorticoide.

A diminuicdo da proteina CBG também € um mecanisayoaz de aumentar a
biodisponibilidade do cortisol, com consequenteidingdo do GR. Lapidus et al (1986)
descrevem que a concentragdo plasmética de CB@&&samente proporcional ao IMC. Tal
achado é confirmado por Fernandez-Real et al (2§08)encontraram associa¢cdo negativa
entre CBG e o IMC, cintura abdominal, HOMA, inselnia e fatores inflamatoérios, como a
interleucina 6, propondo que uma menor concentrat@gmatica de CBG plasmatica pode
ser um preditor de diabetes mellitus tipo 2 e dengas cardiovasculares. A presenca de CBG
em tecido adiposo de animais foi detectada por w@imedida da atividade da CBG através
de sua ligacdo com a corticosterona (Grasa ePaB;1Grasa et al, 2001). Entretanto, ndo se
observou RNAm deste gene no tecido adiposo, o ugers um seqiestro da CBG plasmatica
nos adipdcitos, provavelmente através da exprasséeceptor de CBG nestas células. Joyner
et al (2007) também n&o evidenciaram a presencRMNem do gene da CBG em pré-
adipécitos de humanos, no entanto, notaram quéaéteia genética de CBG esta associada

ao aumento da proliferacéo e diferenciacao de gipeitos.
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Variantes polimorficas ativadoras do gened@Bmbém podem estar implicadas na
sensibilidade glicocorticoide tecido-especificapdeientes com resisténcia insulinica. Sitios
alternativos de iniciagcdo da traducdo dooGRb dominio amino-terminal dao origem a
diferentes isoformas de @Rconhecidas como GRA (que € o GIe classicamente descrito),
GRo-B, GRu-Cl, GRi-C2, GRi-C3, GRi-D1, GRu-D2, GRu-D3. Estas isoformas séo
coexpressas nas células em diferentes quantid&dess(et al, 2009). O GRC3 é descrito
como a variante mais ativa e com atividade traciseral hormoénio-dependente maior que do
GRa-A (Lu, Cidlowski, 2005). Assim, uma maior propooc@la isoforma GR-C3 nos
adipécitos do tecido visceral epicardico dos pdeiercom resisténcia insulinica, poderia
aumentar a sensibilidade tecidual ao glicocortiedidesmo na presenca de menor quantidade
de receptor.

Sabe-se que a variante GR-P, uma proteina truntta@R descrita em pacientes com
mieloma multiplo refratario, forma heterodimerosnca proteina G&, provocando uma
alteracéo conformacional do receptor que favordogagado horménio-receptor. O complexo
GRa- GR-P- glicocorticoide transloca para o nuclea@mmve a transcricdo de genes-alvo,
em certos tipos celulares, de maneira mais efeielo que quando esta transcricdo é
estimulada por homodimeros de @GRagindo de forma tecido-especifica no aumento da
responsividade ao esterdide (de Lange et al, 2@H9ta maneira, o0 aumento da isoforma
GR-P no tecido visceral epicardico acompanhandaumeato da resisténcia insulinica,
justificaria uma maior atividade transcricional uzela pelo glicocorticoide neste tecido, o
gue aumentaria a sensibilidade tecidual e conségiente diminuiria a expressdo do @GR
Logo, os achados de nosso estudo, como a diminulgddensidade do ®Rno tecido
adiposo epicardico simultaneo ao aumento da resisténsulinica, pode estar relacionada
com as situacfes acima citadas.

Outra hipotese compativel com maior atividade doeg&Rx, apesar de menor
guantidade de RNAm do GR no tecido adiposo viscepatardico dos pacientes com
resisténcia insulinica, seria a presenca de pdiisnoos do gene GR causadores de maior
sensibilidade glicocorticéide. O polimorfismo gémi@ observado em mais de 1% da
populacdo e estda associado com variacbes de fudga®R (Gross et al, 2009). O
polimorfismo do gene GR ER22/23EK estd associadadirinuicdo da atividade
transcricional do gene GR, menor incidéncia de etegmellitus tipo 2 e menor risco para
doencas cardiovasculares (van Rossum, Lambertd).208 os polimorfismos do gene GR,

Bcl | e N363S, associam-se com aumento da sensilelighdocorticéide e anormalidades
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metabdlicas (di Blasio et al, 2003) . Entretantn, estudo realizado no Brasil (Cercato et al,
2009) a frequéncia do polimorfismo N365S foi derss 3,4%, menor que a observada em
paises como Australia, onde atinge 19,8% da po@alac

Acrescentando dados a nossa avaliacdo moleculsena@mos através do teste de
supressdo com dexametasona, uma correlagdo ineatsa a resisténcia insulinica e o
percentual de supressao do cortisol, ou seja, guaator a resisténcia insulinica, menor a
supresséo do cortisol pés-dexametasona, sugeriaghr mesisténcia hipotalamo-hipofisaria
ao glicocorticéide. Somando-se a este achado, ngsog de pacientes com resisténcia
insulinica e naqueles com sindrome metabdlica haggeciacdo negativa da supressédo do
cortisol com os parametros de avaliacdo de obesidagsisténcia insulinica (IMC, cintura,
insulinemia e HOMA IR). Apesar destas correlagcbeserh se mostrado fracas ou
intermediarias, sendo necessario um maior numerandeiduos para que conclusdes
definitivas possam ser estabelecidas, outros trabahmbém corroboram para os resultados
do presente estudo. Longui et al (2003) sugerirara parcial resisténcia glicocorticdide em
pacientes obesos, visto que nestes individuosefm@ssario o dobro da dose de dexametasona
oral (150pg/nt) para promover a mesma supresséo do cortisol\agienos controles (que
receberam dose de 7%/nY). Em trabalho realizado por Faria (2009) tambédéscrito
uma correlacdo negativa do percentual de supreks&@ortisol com a cintura abdominal e
insulinemia. Assim, parece haver nos pacientesosbescom resisténcia insulinica uma
resisténcia hipofisaria ao glicocorticéide. Parafcmar o exposto, faz-se necessaria a
realizacdo de estudos de avaliacdo molecular doc@Rparando o tecido hipotalamo-

hipofisario com os tecidos musculares e adiposos.
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7- CONCLUSOES

A quantidade de RNAm do GRvaria nos diferentes tecidos de um mesmo indiyiduo

sendo: musculo > adiposo visceral epicardico >adisubcutaneo > linfécitos;

» No tecido adiposo visceral epicardico, houve cag@b entre a diminuicdo da quantidade
de RNAmM do GR e o aumento da resisténcia insulinica;

» O aumento da resisténcia insulinica esta corraladio a menor sensibilidade hipotalamo-
hipofisaria a dexametasona,;

* N&o hé relacdo entre a sensibilidade hipotdlamofiséria & dexametasona e o &:&e

nenhum dos tecidos avaliados.
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8- ANEXOS
ANEXO 1: Defini¢des de sindrome metabdlica.
Parametros OMS NCEP-ATP NCEP-ATP Il — IDF
1998 [l 2001 Revisado 2003 2004
Triglicérides elevado > 150 > 150 >150 ouem >150 ou em tratamento
(mg/dl) tratamento para  para hipertrigliceridemia
hipertrigliceridemia

HDL colesterol baixo <39 (mulher) < 50 (mulher) < 50 (mulher) < 50 (mulher)

(mg/dl) < 35(homem) < 40 (homem) < 40 (homem) < 40 (homem)
ou em tratamento  Ou em tratamento para

para HDL HDL colesterol baixo

colesterol baixo

Presséo arterial >140/90 >130/85 >130/85 ou em >130/85 ou em

elevada (mm Hg) tratamento para tratamento para

hipertenséo hipertenséo

Glicemia de jejum - >110 >100 oucom > 100 ou com diagnoéstico

alterada (mg/dl) diagnéstico de de diabetes mellitus
diabetes mellitus

Circunferéncia de - > 88 (mulher) > 88 (mulher) > 80 (mulher)

cintura (cm) >102 (homem) >102 (homem) > 94 (homem)

Relacdo >0,85(mulher) - - -

cintura/quadril >0,90(homem)

indice massa corporal ~ >30 kg/nf - - -
(IMC)

Microalbuminaria >20 pg/min ou - - -
relacéo
albumina/creatinin
a> 30 mg/g

Defini¢do Presenca de Trés ou mais  Trés ou mais dos Obesidade central mais
resisténcia dos parametros parametros acima dois ou mais dos
insulinica acima parametros acima

identificada por
hiperinsulinemia,

intoleréncia a

glicose ou

diabetes mellitus,

associada com
dois ou mais dos
parametros acima

ATP IlI: National Cholesterol Education Program Adult TreatthPanelll; IDF: International Diabetes
Federation OMS: Organizacdo Mundial de Satde;maior ou igual; > : maior; <: menor .



ANEXO 2: Dados clinicos e laboratoriais dos pa@srs#em resisténcia insulinica, classificados p@MHA IR (n= 22).
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Paciente Sexo Idade Raca IMC CA PAS PAD HAS ou em CT HDL TG LDL Dislipidemia ou
kg/m? cm mmHg mmHg tratamento mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl em tratamento
1 F 68 Branca 23,3 84,0 100,00 80,0 SIM 263,00 36,0 89,0 142,00 SIM
2 F 68 Branca 30,6 102,00 160,00 90,0 SIM 199,00 42,0189,00 143,00 SIM
3 F 59 Parda 32,6 95,0 150,00 100,00 SIM 302,00 36,0277,00 211,00 SIM
4 F 56 Parda 27,3 93,0 150,00 90,00 SIM 179,00 43,0 41,00 108,00 SIM
5 F 37 Parda 28,5 86,0 90,0 60,0 NAO 125,00 52,0 amo, 62,0 NAO
6 M 75 Branca 26,3 84,0 120,00 80,0 SIM 125,00 36,0 6,09 70,0 SIM
7 M 71 Branca 27,5 107,00 140,00 70,0 SIM 190,00 40,0106,00 129,00 SIM
8 M 67 Branca 22,2 78,0 200,00 100,00 SIM 121,00 34,0101,00 67,0 SIM
9 M 65 Branca 24,9 93,0 170,00 110,00 SIM 136,00 32,0 67,0 91,0 SIM
10 M 63 Parda 21,0 91,0 130,00 90,0 SIM 150,00 350 6,01 92,0 SIM
11 M 61 Branca 26,7 96,0 120,00 80,0 SIM 156,00 35,0 63,00 88,0 SIM
12 M 59 Branca 31,3 106,00 160,00 90,0 SIM 182,00 032, 199,00 133,00 SIM
13 M 55 Branca 34,4 102,00 180,00 100,00 SIM 251,00 ,037 359,00 142,00 SIM
14 M 54 Branca 18,5 76,0 90,0 60,0 NAO 137,00 48,0 ,a®5 109,00 NAO
15 M 52 Branca 27,7 94,0 110,00 60,0 SIM 278,00 33,0 34, 167,00 SIM
16 M 49 Branca 22,4 79,0 150,00 90,0 SIM 165,00 52,0 38,00 88,0 NAO
17 M 48 Branca 23,8 95,0 160,00 90,0 SIM 115,00 35,0 50,0 69,0 SIM
18 M 45 Negra 22,8 86,0 120,00 80,0 NAO 168,00 62,0 ,093 87,0 NAO
19 M 44 Branca 25,2 96,0 140,00 80,0 SIM 187,00 38,0 74,40 122,00 SIM
20 M 43 Branca 27,3 91,0 160,00 80,0 SIM 132,00 55,0 9,09 84,0 NAO
21 M 42 Branca 28,0 101,00 100,00 60,0 SIM 148,00 37,0 89,0 107,00 NAO
22 M 37 Branca 20,7 88,0 100,00 60,0 SIM 178,00 43,0 26,00 113,00 SIM

CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol totdAS: hipertensao arterial sistémica; HDL- colesttelMC: indice de massa corporal; LDL- colestef®AS: pressdo
arterial sistélica; PAD: presséo arterial dias#li€G: triglicerideos
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Continuacdo do ANEXO 2: Dados clinicos e laboraisridos pacientes sem resisténcia insulinica,ifit@stos pelo HOMA IR (n= 22).

Paciente  Glicemia Insulinemia HOMA IR Cortisol TSH T4 Total T4 T3 GRa/BCR GRa/BCR GRa/BCR GRa/BCR
mg/dl pu/ml po/dl pu/ml po/dl Livre ng/dl Linfécitos Adiposo Musculo Adiposo
ng/dl Subcutaneo Visceral
1 97,0 5,0 1,20 8,7 4,10 8,1 1,4 105,00 27,2 38,9 3 38, 52,9
2 76,0 9,0 1,69 3,7 2,53 5,8 1,4 75,0 3,7 6,6 50,2 ,6 16
3 84,0 7,0 1,45 13,0 4,72 7,7 1,2 81,0 7,5 20,9 46,5 28,8
4 102,00 8,0 2,01 12,0 0,88 8,4 1,1 130,00 16,8 10,8 33,8 12,6
5 98,0 8,0 1,93 6,4 3,10 6,4 1,2 85,0 6,3 1,1 20,7 5 6,
6 87,0 3,0 0,64 9,2 4,20 9,7 1,6 62,0 44,5 60,2 58,1 199,67
7 88,0 9,0 1,95 6,8 13,3 8,7 1,2 74,0 11,6 153,7 54,7 39,1
8 91,0 10,0 2,24 4,6 1.4 10,0 1,2 88,0 8,0 8,2 6,8 ,6 16
9 92,0 6,0 1,36 10,2 2,4 6,3 1,2 92,0 16,6 22,0 57,7 28,1
10 100,00 4,0 0,99 6,3 6,7 8,0 1,3 83,0 22,1 9,8 47,8 47,3
11 122,00 3,0 0,90 8,5 1,0 8,7 8,3 74,0 51 8,4 30,4 8,24
12 85,0 2,0 0,42 21,7 1,25 6,6 15 41,0 32,7 119,80 6,30 79,1
13 112,00 6,22 1,66 9,8 3,17 8,7 1,2 94,0 7,6 21,3 219, 22,7
14 88,0 5,0 1,09 12,0 1,03 12,6 1,5 93,0 12,7 5,0 15,7 18,6
15 98,0 2,0 0,48 11,1 2,11 8,9 1,1 99,0 20,8 29,5 42,6 36,5
16 79,0 4,0 0,78 5,8 1,64 10,2 1,1 132,00 44,5 49,7 ,0 49 46,8
17 95,0 7,0 1,64 9,6 1,75 6,4 1,3 86,0 25,5 13,0 53,0 58,4
18 74,0 2,0 0,37 9,5 0,99 6,0 1,5 74,0 26,6 7,1 14,9 1,71
19 90,0 2,0 0,44 8,4 2,25 10,0 1,0 75,0 14,0 29,4 80,1 32,9
20 109,00 8,0 2,15 6,3 1,93 8,7 1,5 96,0 34,0 156,10 9,43 120,6
21 102,00 8,0 2,01 10,2 2,43 9,3 1,6 103,00 11,3 20,9 56,8 11,5
22 100,00 10,0 2,47 6,2 4,6 15,8 1,7 84,0 7,6 16,8 9,7 7,3
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Continuacado do ANEXO 2: Dados clinicos e labarai® dos pacientes sem resisténcia insulinicasifleados pelo HOMA IR (n= 22).

Paciente Sindrome metabolica - IDF Tabagismo IAM Oito CIRURGIA
1 SIM SIM SIM SIM Revascularizacéo
2 SIM NAO SIM SIM Revascularizacio
3 SIM SIM NAO SIM Revascularizacio
4 SIM NAO NAO NAO Valvoplastia
5 NAO NAO NAO NAO Correcéo de cardiopatia congéni@lA
6 NAO SIM SIM NAO Revascularizacao
7 SIM NAO SIM NAO Revasculariza¢ao
8 NAO SIM SIM SIM Revascularizacao
9 NAO SIM NAO NAO Revascularizacao
10 NAO NAO NAO NAO Revascularizacao
11 SIM SIM SIM NAO Revascularizacio
12 SIM NAO NAO SIM Cirurgia de dissec¢éo de aorta
13 SIM NAO SIM NAO Revascularizacio
14 NAO NAO NAO NAO Valvoplastia
15 SIM NAO SIM NAO Revascularizacio
16 NAO SIM NAO NAO Cirurgia de dissec¢éo de aorta
17 SIM SIM NAO NAO Revascularizacao
18 NAO NAO NAO NAO Correcéo de cardiopatia congéni@lA
19 SIM NAO SIM SIM Revascularizacao
20 NAO NAO NAO NAO Valvoplastia
21 SIM SIM SIM NAO Aneurismectomia de ventriculo esoi@
22 NAO SIM SIM NAO Revasculariza¢ao

CIA: Comunicacéo interatrial; IAM: Infarto agudo miocardio.



ANEXO 3: Dados clinicos e laboratoriais dos pa@&@srmom resisténcia insulinica, classificados p&ddviA IR (n= 13).
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Paciente Sexo Idade Raca IMC CA PAS PAD HAS ou em CT HDL TG LDL Dislipidemia ou

kg/m? cm mmHg mmHg tratamento mg/d| mg/dl mg/d| mg/dl em tratamento
23 F 55 Branca 32,8 98,0 130,00 70,0 SIM 332,00 39,0 23,00 168,00 SIM
24 F 50 Negra 31,6 101,00 140,00 90,0 SIM 210,00 45,0168,00 120,00 SIM
25 F 39 Parda 27,3 92,0 100,00 60,0 NAO 160,00 41,0 4,00/ 84,0 SIM
26 F 73 Branca 31,3 109,00 140,00 90,0 SIM 135,00 41,0120,00 69,0 SIM
27 M 66 Branca 23,9 94,0 160,00 90,0 SIM 203,00 48,0 63,0 102,00 SIM
28 M 53 Branca 35,2 121,00 130,00 80,0 SIM 278,00 35,0162,00 213,00 SIM
29 M 46 Branca 28,1 108,00 130,00 90,0 SIM 155,00 38,0163,00 128,00 SIM
30 M 39 Negra 27,1 100,00 170,00 90,0 SIM 152,00 47,0123,00 110,00 NAO
31 M 36 Negra 30,4 99,0 160,00 120,00 SIM 206,00 53,0 89,0 135,00 SIM
32 M 67 Branca 30,3 111,00 180,00 120,00 SIM 201,00 ,028 694,00 172,00 SIM
33 M 55 Branca 32,6 115,00 130,00 90,0 SIM 167,00 43,0145,00 97,00 SIM
34 M 54 Branca 23,3 95,0 110,00 70,0 SIM 142,00 34,0 11,00 86,0 SIM
35 M 52 Branca 26,5 101,00 110,00 70,0 SIM 163,00 29,0515,00 69,0 SIM

CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol totdhS: hipertensao arterial sistémica; HDL- colesttelMC: indice de massa corporal; LDL -coleste®AS: pressdo

arterial sistélica; PAD: presséo arterial dias#li€G: triglicerideos
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Continuagdo do ANEXO 3: Dados clinicos e laboraieridos pacientes com resisténcia insulinica, ifitzestos pelo HOMA IR (n= 13).

Paciente  Glicemia  Insulinemia HOMA Cortisol TSH T4 T4 T3 GRa/BCR GRa/BCR GRa/BCR GRa/BCR
mg/dl pu/ml IR po/di pu/ml Total Livre ng/dl Linfocitos Adiposo Musculo Adiposo
po/dl ng/dl Subcuténeo Visceral
23 89,0 19,0 4,17 8,6 1,47 53 1,2 92,0 19,8 4,0 16,6 9,4
24 108,00 21,0 5,59 8,3 2,52 6,6 1,0 80,0 32,3 21,4 9 40 31,2
25 82,0 15,0 3,03 6,7 2,17 7,8 1,0 93,0 7,6 22,6 54,0 37,2
26 153,00 16,0 - 5,0 1,38 10,6 1,5 84,0 5,6 16,2 43,1 6,3
27 90,0 13,0 2,89 9,0 4,24 8,0 1,1 91,0 17,2 19,2 53,3 5,03
28 92,0 32,0 7,26 9,2 2,5 10,8 1,1 92,0 23,7 5,7 26,1 12,9
29 88,0 15,0 3,26 3,4 1,3 8,8 1.3 88,0 8,0 10,4 14,9 2,36
30 102,00 11,0 2,77 7,4 2,47 7,1 1,1 88,0 13,0 20,2 ,1 56 27,6
31 85,0 13,0 2,72 6,4 2,90 5,9 1,0 98,0 4.8 9,7 34,4 0 9
32 134,00 12,0 - 7,7 5,6 7,1 0,8 61,0 14,0 8,1 1,67 651,
33 237,00 6,0 - 9,5 21 8,0 1,6 84,0 22,0 40,6 36,8 911
34 153,00 20,0 - 8,0 1,57 10,1 1,3 92,0 6,0 8,7 14,5 201
35 238,00 5,0 - 6,7 2,39 8,9 1,0 130,00 30,3 19,1 52,5 29,9



Continuagdo do ANEXO 3 : Dados clinicdalmratoriais dos pacientes com resisténcia insalim= 13).

Paciente  Sindrome metabdlica - IDF  Diabetes mellitu Tabagismo IAM Obito CIRURGIA

23 SIM NAO NAO NAO NAO Revascularizacio
24 SIM NAO SIM SIM NAO Revascularizacao
25 SIM NAO SIM SIM NAO Revascularizacio
26 SIM SIM NAO NAO NAO Revascularizacio
27 SIM NAO SIM SIM NAO Revascularizacao
28 SIM NAO SIM SIM NAO Revascularizacio
29 SIM NAO NAO SIM NAO Revascularizacio
30 SIM NAO NAO NAO NAO Valvoplastia

31 SIM NAO SIM SIM NAO Aneurismectomia de ventriculeqrierdo
32 SIM SIM SIM SIM NAO Revascularizacéo
33 SIM SIM SIM SIM NAO Revascularizacio
34 SIM SIM SIM SIM NAO Revascularizacio
35 SIM SIM SIM SIM NAO Revascularizacao

CIA: Comunicacéo interatrial; IAM: Infaragudo do miocardio.
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ANEXO 4: Concentracdo de cortisol basal e af@isriinutos da dexametasona intravenosa, perceatdguglpressao do cortisol,
concentracdo de glicemia, insulinemia, HOMAéRjuantidade de RNAm GHBCR em linfocitos obtidos sessenta dias aposuagia

(n=17).
Paciente Cortisol basal Cortisol apos % supresséo do Glicemia Insulinemia HOMA IR GR o/BCR
pog/di dexametasona cortisol apoés mg/dl pu/ml Linfécitos
pg/dl dexametasona

6 13,0 7,6 41,5 92,0 6,0 1,36 3,0
7 17,7 9,4 46,9 89,0 8,0 1,76 3,1
9 14,6 8,4 42,5 86,0 4,0 0,85 8,5
11 13,9 6,7 51,8 93,0 8,0 1,84 10,8
15 16,9 8,4 50,2 93,0 6,0 1,38 4,0
16 11,3 4.8 57,5 92,0 4,0 0,91 5,8
22 10,0 8,4 16,0 91,0 10,0 2,24 -
24 18,1 8,9 50,8 118,00 17,0 4,95 7,8
25 9,2 7,5 18,4 97,0 41,0 9,81 5,6
26 17,5 10,7 38,8 115,00 10,0 - -
27 17,8 9,0 49,4 91,0 50 1,12 5,9
28 10,3 91 11,6 99,0 28,0 6,84 3,8
29 18,9 10,2 46,0 100,00 23,0 5,67 -
30 17,7 7,3 58,7 102,00 12,0 3,02 8,3
31 17,4 9,0 48,2 100,00 13,0 3,21 4,0
34 20,7 10,8 47,8 121,00 20,0 - 4.8

35 13,2 8,6 34,8 125,00 12,0 - 4,6
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RESUMO: Influéncia da resisténcia insulinica na quantidage RNA mensageiro do
receptor glicocorticéide (GR) em tecido adiposo, musculo e linfécitos./ Rob&tages de
Castro. Séo Paulo, 2010. Tese de Mestrado. FatuttkaCiéncias Médicas da Santa Casa de
Séo Paulo.

INTRODUCAQO: A resisténcia insulinica esta implicasmorigem das alteracdes metabdlicas
responsaveis por um grupo de doencas cardiovassulaomo um dos fatores determinantes
de resisténcia insulinica destacam-se os glicadadtts. OBJETIVO: Quantificar o RNA
mensageiro (RNAmM) do GRnos diferentes tecidos de individuos com doengdimascular

ja estabelecida e correlacionar a quantidade derRNA GR: a sensibilidade hipotalamo-
hipofisaria ao glicocorticoide. CASUISTICA E METO®O Avaliou-se 26 homens e 9
mulheres (n=35) submetidos a cirurgia cardiaca. #irae de tecidos adiposo subcutaneo e
adiposo visceral epicérdico, masculo e células moadeares de sangue periférico foram
obtidas para quantificacdo de RNAmM do d5pbr PCR em tempo real. Sessenta dias apos a
cirurgia, dezessete pacientes foram submetidoseste e supressdo com dexametasona
intravenosa (20 ug/fhe coleta de sangue periférico para avaliacdoaulale A resisténcia
insulinica foi definida em pacientes que apresemmavHOMA IR maior que 2,71.
RESULTADOS: A idade variou entre 36 e 75 anos [méDiP) = 54,4 (11,1)]. O diagndstico
de resisténcia insulinica foi estabelecido em l8&bpacientes. O musculo apresentou maior
quantidade de RNAmM GR [média (DP)= 43,6 (38,3), mediana (p25-p75)43%/,2-52,9)]

do que o tecido adiposo visceral epicardico [méDR)= 34,2 (37,8), mediana (p25-p75)=
27,6 (11,8-44,9); p= 0,04], que o adiposo subaddmédia (DP)= 29,0 (38,1), mediana
(p25-p75)= 19,0 (8,5-27,7); p< 0,001] e que osbkitbs [média (DP)= 17,5 (11,2), mediana
(p25-p75)= 14,02 (7,6-25,0); p< 0,001]. Quando caragos aos pacientes sem resisténcia
insulinica, os pacientes diabéticos apresentaranomguantindade de RNAmM do Grem
tecido adiposo visceral epicardico, [média (DRp4 (10,7) , mediana (p25-p75)= 12,0 (5,1-
16,5)] versus[média (DP)= 42,8 (44,0), mediana (p25-p75)= 30,8,6-48,2)] O HOMA IR foi
inversamente proporcional ao percentual de supedsaortisol apos dexametasona (r = -
0,575; p= 0,03). Nao houve correlagdo do percentleal supressdo do cortisol apds
dexametasona com o RNAmM do &Bm linfocitos (r = 0,347; p= 0,22). CONCLUSAO: A
quantidade de RNAm do GRfoi diferente entre os diversos tecidos. No tecadiiposo
visceral epicardico houve uma diminuicdo da quadiédde RNAmM do Gdrinversamente
relacionada ao aumento da resisténcia insulinitse@ou-se ainda que, quanto maior a
resisténcia insulinica menor a supressao do cbntiés-dexametasona, sugerindo que a

resisténcia insulinica esteja relacionada a resistéipofisaria ao glicocorticoide.
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ABSTRACT

CONTEXT: Insulin resistance is an underlying caokmetabolic changes present in a group
of cardiovascular diseases. Glucocorticoid is alkndeterminant factor of insulin resistance.
AIM: To quantify glucocorticoid receptor alpha (@RMRNA in different tissues of subjects
with previously established cardiovascular diseasd, to correlate the amount of peripheral
tissue GR mRNA with the hypothalamic-pituitary sensitivityo t dexamethasone.
METHODS: Thirty five patients (26 men and 9 womengerwent cardiac surgery. Samples
from subcutaneous adipose tissue, epicardial aelipgsue (visceral tissue), muscle and
peripheral blood mononuclear cells were obtainedgizantitation of GR mMRNA by real
time PCR. After 60 days of surgery, seventeen petianderwent the suppression test with
intravenous dexamethasone (20 p)/during which peripheral blood sample for molecula
analysis of lymphocytes was collected. It was distadd that patients with HOMA IR index
greater than 2.71 were insulin resistant. RESULAg: ranged from 36 t 075 years, mean
(SD) = 54.4 (11.1) years. A higher level of &GRMRNA was observed in muscle with
mean(SD)= 43.6 (38.3), median (p25-p75)= 39.4 (b2.B), compared to epicardial adipose
tissue with mean (SD)= 34.2 (37.8), median (p25)}p727.6 (11.8-44.9), (p= 0.04),
subcutaneous adipose tissue with mean (SD)= 280)( median (p25-p75)= 19.0 (8.5-
27.7), (p< 0.001) and lymphocytes with mean (SDJ-51(11.2), median (p25-p75)= 14.02
(7.6-25.0), (p< 0.001). Compared to patients withosulin resistance, patients with diabetes
mellitus showed significantly lower GRMRNA in epicardial adipose tissue, [mean (SD)=
12.4 (10.7) , median (p25-p75)= 12.0 (5.1-16.5)jsue [mean (SD)= 42.8 (44.0), median
(p25-p75)= 30.9 (16.6-48.2)]. There was no cori@tabetween the percentage of cortisol
reduction after dexamethasone and thexGHRNA from lymphocytes (r= 0.347; p= 0.22).
CONCLUSION: GRr mRNA levels differed among tissues involved in gahophysiology
of metabolic syndrome. Epicardial adipose tissumvgt lower GRR mRNA levels in insulin
resistant patients, which seems to represent aptimedaand protective mechanism. It was
also observed inverse correlation between insudsistance and cortisol reduction after
dexamethasone, suggesting that insulin resistamadiréctly related to the glucocorticoid

resistance at the hypothalamic-pituitary level.
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[:l Aprovado (inclusive os TCLE- Termo de Consentimento Livie e
Esclarecido), e encaminhado para apreciacao da Comissao Nacional de Etica em
Pesquisa — MS -CONEP, a qual deverda emitir parecer no prazo de 60 dias.
Informamos, outrossim, que, segundo os termos da Resolucdo 196/96
do Ministério da Salide a pesquisa s podera ser iniciada apés o
recebimento do parecer de apﬁggio da CONEP.

ey
Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa

ISCMSP
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