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Resumo

Resumo

A diabetes do tipo 2 é um grave problema de saude das sociedades ocidentais estando
associado ao estilo de vida moderno. A cafeina é um antagonista ndo selectivo dos receptores de
adenosina que quando administrada de forma aguda e crénica possui efeitos contrarios na
sensibilidade a insulina. Neste trabalho pretendeu-se investigar o(s) subtipo(s) de receptore(s) de
adenosina que medeiam os efeitos da administracdo aguda e crénica de cafeina na sensibilidade a
insulina. A administragdo aguda e crénica de diferentes antagonistas dos receptores de adenosina
(cafeina; DPCPX, antagonista A;; SCH58261, antagonista A,s; MRS1754, antagonista A,g) foi testada
em ratos Wistar controlo e submetidos a uma dieta rica em sacarose (HSu). Nestes animais foi
avaliada a sensibilidade a insulina, a pressdo arterial, glicémia basal, insulinémia, gordura visceral e a
expressao de transportadores Glut4 e AMPK no musculo-esquelético.

Observou-se que a administracao aguda de cafeina diminuiu a sensibilidade a insulina de uma
maneira dose-dependente, efeito este mediado pelos receptores A; e A,z e, envolvendo um
decréscimo dos Glut4 no musculo-esquelético. A administracdo aguda dos antagonistas dos
receptores de adenosina ndo modificou a pressdo arterial, a glicémia e insulinémia. Quanto a
administracdo crénica dos diferentes antagonistas dos receptores de adenosina observou-se que: em
animais controlo apenas o MRS1754 modificou a sensibilidade a insulina; nos animais submetidos a
dieta HSu que o DPCPX e o MRS1754 aumentaram a sensibilidade a insulina, sendo o efeito deste
ultimo significativo; o MRS1754 reverteu a hipertensdo nos animais HSu; o DPCPX reverteu o
aumento de gordura visceral. A administragdo crénica de cafeina ndo alterou a expressao de Glut4 e
fosforilagio da AMPKa1Thr'”? no musculo-esquelético.

Em conclusdo, o efeito da administragdo aguda de cafeina na sensibilidade a insulina é mediado
pelos receptores A; e Ay. Por sua vez, os efeitos da cafeina crénica na pressdo arterial e na
sensibilidade a insulina parecem ser mediados pelos receptores Az, ndo se podendo excluir um

efeito dos receptores A; e/ou A,, na sensibilidade a insulina.

Termos chave: Diabetes tipo 2, resisténcia a insulina, cafeina, adenosina






Abstract

Abstract

Type 2 diabetes is a chronic disease associated with the modern lifestyle. Caffeine is a non-
selective adenosine antagonist, that when applied acutely or chronically have distinct effects on
insulin sensitivity. The main objective of this work was to unravel the subtypes of adenosine
receptors involved in the acute and chronic effects of caffeine intake on insulin sensitivity. The effect
of acute and chronic administration of the different adenosine receptor antagonists (caffeine;
DPCPX, A; antagonist; SCH58261, A,, antagonist; MRS1754, A,z antagonist) was tested in control
Wistar rats and in rats fed with high-sucrose (Hsu) diet. Insulin sensitivity, mean arterial pressure,
basal glycemia, insulinemia, visceral fat and the expression of Glut4 transporters as well as AMPK
were evaluated.

Acute caffeine administration decreased insulin sensitivity in a dose-dependent manner, being
this effect mediated by A; e A,z receptors and involving a decrease in Glut4 expression in skeletal
muscle. Furthermore, acute administration of the different adenosine receptors antagonist did not
modify arterial pressure, fasting insulin and glucose levels.

Regarding the effects of chronic administration of the different adenosine antagonists it was
observed that: in control animals only MRS1754 modify insulin sensitivity; in HSu animals both
DPCPX and MRS1754 increased insulin sensitivity, being the effect of MRS1754 statistical significant;
MRS1754 reversed hypertension in HSu group; DPCPX reversed the increase in visceral fat induced by
HSu diet. Also, chronic caffeine administration did not modify Glut4 expression and AMPKal activity
in skeletal muscle.

In conclusion, the effect of acute caffeine administration on insulin sensitivity is mediated by A;
and Ay receptors. Moreover, the effects of chronic caffeine administration on arterial pressure and
insulin sensitivity are mediated by A,z receptors. However our results cannot exclude a contribution

of A; and/or A,, to insulin sensitivity.

Key words: Type 2 diabetes, insulin resistance, caffeine, adenosine
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1. Introducdo

1.1. Diabetes do tipo 2

A diabetes mellitus é um grave problema de salde publica, sendo uma das doencas crdnicas
mais comuns nos paises Ocidentais/desenvolvidos. O nimero de individuos com esta doenca
continua a aumentar, devido as mudancgas no estilo de vida, que se caracterizam por uma menor
pratica de actividade fisica, um aumento da obesidade e alteragdes alimentares. Estima-se que em
2010 o numero de pessoas com diabetes rondasse os 285 milhdes de pessoas sendo a estimativa
para 2030 de 439 milhdes (Shaw et al., 2010). Em Portugal, se forem considerados os pré-diabéticos,
estima-se que cerca de um terco da populacdo entre os 20 e os 79 anos sofra de diabetes, pensando-
se que exista um elevado nimero de pessoas com diabetes ndo diagnosticada (Gardete-Correia et
al., 2010).

Na pré-diabetes, os individuos exibem valores de glucose superiores ao normal (< 126 mg/dl),
mas abaixo dos valores considerados para a diabetes do tipo 2, apresentando resisténcia a insulina e
disfuncdo das células B (Tabak et al., 2012).

A diabetes do tipo 2 caracteriza-se pela presenga de problemas ao nivel da secrecdo de insulina
(disfungdo das células B) (Kahn, 2000) e ao nivel da sua ac¢do (resisténcia a insulina), o que leva a
uma hiperglicémia e, como tal, a uma impossibilidade dos tecidos de utilizarem glucose, o que
diminui a sua disponibilidade no organismo (Robinson et al., 2004). A disfungao das células B ocorre
devido a uma sobrecarga metabdlica e ao stress oxidativo, o que provoca a apoptose das células B e,
a perda da expressdao de componentes que sdao fundamentais para a secregao da insulina (Rios e
Fuentes, 2009). A resisténcia a insulina caracteriza-se pela incapacidade dos 6rgdos sensiveis a
insulina, ou seja, o figado, o musculo e o tecido adiposo, responderem a insulina. A combinacdo da
resisténcia a insulina e, a subsequente hiperinsulinémia, provoca varias alteracdes metabdlicas e
cardiovasculares, que sdao denominadas por sindrome metabdlico, que envolve a diabetes do tipo 2,
obesidade, dislipidémia, doenca arterial coronaria e hipertensdo (Kashyap e DeFronzo, 2007).

Sabendo que a diabetes do tipo 2 estd associada a um estilo de vida sedentdrio e a obesidade,
varios estudos tém vindo a ser realizados, de modo a averiguar como intervengdes ao nivel do estilo
de vida, poderiam diminuir o risco de desenvolvimento de diabetes do tipo 2. Num estudo realizado
em mulheres, acompanhas durante 16 anos, a analise dos dados recolhidos por inquérito,
demonstrou que o aumento de peso é o factor que mais contribui para o desenvolvimento de
diabetes do tipo 2 (Hu et al., 2001). Foi também observado que a perda de peso, pratica regular de
exercicio fisico, alteracdo da dieta, abstinéncia de habitos tabagicos e consumo limitado de alcool,
sdo factores que podem prevenir o desenvolvimento de diabetes do tipo 2 (Hu et al., 2001). Estes

resultados foram também demonstrados em homens e mulheres com excesso de peso e com
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tolerancia diminuida a glucose (Tuomilehto et al., 2001; Lindstrom et al., 2006). Neste caso, 0 grupo
de individuos que alterou o seu estilo de vida apresentou um menor risco de desenvolver diabetes
do tipo 2 (Tuomilehto et al., 2001; Lindstrém et al., 2006).

Relativamente a dieta, é recomendado o consumo de frutas, vegetais, leite e carne com baixo
teor em gordura, entre outros (Tuomilehto et al., 2001). Viarios estudos epidemioldgicos tém
sugerido também os efeitos benéficos da cafeina na diminui¢do do risco de diabetes de tipo 2 (van

Dam e Feskens, 2002).

1.1.1. Vias de transdugao de sinal associadas ao receptor de insulina

Para exercer o seu efeito no metabolismo da glucose, a insulina liga-se a um receptor especifico
gue esta presente nos tecidos alvo da insulina. O receptor de insulina é uma glicoproteina formada
por duas subunidades a e duas subunidades B. As subunidades a sdo extracelulares e contém o
dominio de ligacdo da insulina. As subunidades B apresentam um dominio extracelular, um
transmembranar e um intracelular, que expressa actividade cinase estimulada pela insulina (para
uma revisdo ver Saltiel e Kahn, 2001).

O primeiro passo para a ac¢do da insulina no metabolismo consiste na fosforilacgio da
subunidade B do receptor de insulina e, subsequente activacdo da tirosina cinase do receptor
(Fig.1.1). Esta activacgado inicia a ligacdo de varias proteinas, entre elas, os substratos para o receptor
de insulina (IRS) e Src-homology-2-containing protein (SHC). A IRS1 estd envolvida na captagdo de
glucose estimulada pela insulina e na activagdo de vias anabdlicas no musculo e nos adipécitos. Por
sua vez, a IRS2, estd envolvida nos mesmos processos no figado. A fosforilacdo da IRS1 e IRS2 leva a
sua associacdo com o fosfatidilinositol-3 cinase (P13K), que é formada por subunidade reguladora p85
e uma subunidade catalitica p110. A activacdo da PI3K inicia a cascata de sinalizacdao, que activa
varias proteinas, entre elas a proteina cinase B (PKB/AKT). A activacdo da PKB/AKT resulta na
translocacgdo de vesiculas com transportadores de glucose 4 (Glut4) para a superficie da célula, o que
diminui a concentracdo de glucose em circulagdo (Rios e Fuentes, 2009).

Outra via presente na transducgdo de sinal do receptor de insulina, ocorre através de Grb2/Sos e
ras, o que leva a activagdo da proteina cinase activada pelo mitogénio (MAPK), que esta envolvida no

crescimento e diferenciacao celular (Cusi et al., 2000).
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Figura 1.1.Via de transducdo de sinal da insulina, onde esta representado o seu receptor e algumas moléculas
envolvidas na acg¢do da insulina. (ver detalhes no texto) (adaptado de Saltiel e Kahn, 2001).

1.1.1.1. Vias de transducdo de sinal do receptor de insulina na diabetes do
tipo 2

Na diabetes do tipo 2 foram observados varios problemas ao nivel das vias de transdugao de
sinal do receptor de insulina. Um dos problemas que ocorre ao nivel do receptor de insulina é a
reducdo da actividade tirosina cinase estimulada pela insulina (Saltiel e Kahn, 2001). Para além disso,
em individuos com resisténcia a insulina obesos e com diabetes do tipo 2, observa-se resisténcia a
insulina na via da PI3K, enquanto a via da MAPK parece estar mantida (Cusi et al., 2000). Outros
problemas observados na transducdo de sinal do receptor de insulina na diabetes do tipo 2 incluem,

a reducgdo na associacdo da proteina p85 e PI3K com a IRS1 (Cusi et al., 2000).

1.1.2. Homeostasia da glucose
Apds uma noite de jejum (10-12horas) a grande maioria da glucose é utilizada pelos tecidos
independentes de insulina. Aproximadamente 50% é utilizada pelo cérebro, 25% pelo figado e
tecidos gastrointestinais. Os restantes 25% sdo utilizados pelos tecidos dependentes de insulina,
sendo o musculo-esquelético o principal érgdo captador de glucose. Relativamente a producdo de
glucose, 85% ocorre no figado e os restantes 15% no rim. E ainda de referir que a producdo hepatica

de glucose deriva do igual contributo da glicogendlise e da gluconeogénese (DeFronzo, 2004).
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ApOs a ingestdo de glucose, o aumento da sua concentragdo plasmatica estimula a libertacdo de
insulina das células B. A combinagdo entre a hiperinsulinémia e a hiperglicémia suprime a produgao
de glucose, principalmente ao nivel hepdtico e, estimula a captacdo de glucose esplanquica e, pelos
tecidos periféricos, principalmente o musculo (DeFronzo et al., 1995).

A grande maioria da captac¢do de glucose nos tecidos periféricos ocorre no musculo e, apenas
uma pequena parte, ocorre no tecido adiposo (DeFronzo et al.,, 1985). Existem diferentes
transportadores de glucose, porém o principal transportador que responde a insulina no musculo-
esquelético e no tecido adiposo é o Glut4 (Watson e Pessin, 2001). Apesar de no tecido adiposo
apenas uma pequena parte da glucose seja captada, este 6rgao desempenha um papel fundamental
ao nivel da homeostasia da glucose em todo o organismo (para uma revisao ver Boden e Shulman,
2002). A insulina é uma hormona antilipolitica e, deste modo actua no tecido adiposo inibindo a
lipdlise, o que diminui os niveis de acidos gordos livres. A accdo antilipolitica da insulina ocorre
através da sua ligacdo ao receptor de insulina na superficie da célula, o que inicia a cascata de
sinalizagdo que envolve a activacdo de substratos do IRS e da PI3K (ver sec¢do 1.1.1), o que activa a
fosfodiesterase 3A. Este enzima catalisa a hidrélise da proteina adenosina 5’-monofosfato ciclico
(cAMP) em 5’AMP, diminuindo os niveis de cAMP intracelular, o que significa que ha uma menor
activacdo da proteina cinase A e da lipase hormona sensivel (HSL). Deste modo, ocorre uma
diminuicdo da hidrélise dos triglicéridos em acidos gordos e glicerol, ocorrendo assim, a inibicdo da
lipdlise (para uma revisdo ver Arner, 2005). Esta diminui¢cdo da concentra¢do de acidos gordos livres
no plasma resulta num aumento da capta¢do de glucose no musculo e, contribui para a inibicdo da
produgao hepatica de glucose (Bergman, 2000).

Também o glucagon desempenha um papel central na regulagdo da homeostasia da glucose.
Apds uma noite de jejum, cerca de metade da glucose que é libertada pelo figado depende da
manutencdo dos niveis basais de glucagon. Por outro lado, apds a ingestao de glucose, a secrecdo de
glucagon é inibida pela hiperinsulinémia, o que contribui para a supressao da producdo hepdtica de
glucose e, para a manutencdo da tolerdncia a glucose pds-prandial (DeFronzo, 2004).

Assim, a homeostasia da glucose é garantida pelo balanco entre a producao de glucose e a

captacao de glucose pelos tecidos periféricos.

1.1.3. Homeostasia da glucose na diabetes do tipo2
Como referido anteriormente, a diabetes do tipo 2 caracteriza-se por problemas na secre¢do de
insulina e, por resisténcia a insulina no musculo, figado e tecido adiposo. Em individuos com diabetes
do tipo 2, apdés uma refeicdo, ocorre uma elevada producdo hepatica de glucose, apesar das
concentragOes plasmaticas de insulina, o que evidencia a resisténcia hepatica a accdo da insulina

(Firth et al., 1986). A elevada producdo de glucose na diabetes de tipo 2 deve-se em grande parte a
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gluconeogénese e, esta correlacionada com o aumento dos niveis de glucose em jejum (Magnusson
etal., 1992).

Tal como o figado, na diabetes do tipo 2 o musculo apresenta também resisténcia a insulina,
contribuindo para uma diminuicdo da captacdo de glucose. Através de um clamp hiperinsulinémico-
euglicémico realizado em individuos com diabetes do tipo 2, observou-se que o primeiro local no
qual se desenvolve resisténcia a insulina no organismo é o musculo-esquelético (DeFronzo et al.,
1985). A diminuicdo da captacdo de glucose no musculo-esquelético, tal como o aumento da
producdo hepatica de glucose, contribuem para a hiperglicémia no estado pds-prandial.

Na diabetes tipo 2 ocorre também uma diminui¢cdo da ac¢do da insulina no tecido adiposo e,
como tal, uma diminui¢do da capacidade da insulina em inibir a lipdlise, o que promove o aumento
dos niveis de acidos gordos livres. Este aumento dos acidos gordos livres no plasma induz resisténcia
a insulina no musculo-esquelético e figado (Boden e Chen, 1995) e, leva a uma diminuicdo da
secrecdo de insulina (Kashyap et al., 2003). Assim, os elevados niveis de acidos gordos livres no
plasma contribuem para o aumento da produgdo hepdtica de glucose (Boden et al., 2001) e,

diminui¢do da captagao de glucose pelo musculo-esquelético (Fig.1.2) (Roden et al., 1996).

Plasma \
glucose

Secrecgao de insulina

Producao hepa‘uca
de glucose

& N4

Acidos
—
. k gordos livres

Lipolise Captacédo de glucose

Figura 1.2.Tecidos e processos envolvidos na homeostasia da glucose (setas a preto) e na homeostasia da
glucose na diabetes do tipo 2 (setas a vermelho). Elevadas concentragdes de glucose estimulam a secregdo de
insulina pelo pancreas, o que aumenta a captacdo de glucose no musculo-esquelético e, diminui a producdo
hepatica de glucose e a lipdlise no tecido adiposo. Por outro lado, na diabetes do tipo 2, ocorre um aumento
dos niveis de acidos gordos livres em circulagdo, o que aumenta a produgao hepatica de glucose e, diminui a
secrecao de insulina no pancreas e a capta¢do de glucose no musculo-esquelético.

1.2. Cafeina
A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é a substancia psicoactiva mais consumida no mundo. Esta esta
presente em varios alimentos e bebidas das dietas ocidentais como, sdo exemplos, o café, o ch3, os

refrigerantes e os chocolates. O consumo anual de café esta estimado em 70 a 76mg/pessoa/dia e,
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na maioria dos paises europeus, o consumo ronda os 202 a 390mg/pessoa/dia (Fredholm et al.,
1999). O café apresenta na sua constituicdo diversas substancias que podem afectar o metabolismo
da glucose tais como a cafeina, o acido clorogénico e o magnésio (van Dam e Feskens, 2002; van Dam
et al., 2004). Foi descrito anteriormente que o acido clorogénico pode reduzir a producdo de glucose
hepdtica através da inibicdo da hidrdlise da glucose-6-fosfato (van Dam et al., 2004) e que, o
magnésio esta associado ao baixo risco de se desenvolver diabetes do tipo 2 (Meyer et al., 2000).
Relativamente a cafeina, a sua administracdo aguda e crdnica, apresenta efeitos opostos na

sensibilidade a insulina os quais serdo focados na presente dissertagdo.

1.2.1. Efeitos da administragdo aguda de cafeina na sensibilidade a insulina

Varios estudos sugerem que a administracdo aguda de cafeina esta associada ao aumento da
resisténcia a insulina em individuos saudaveis (Greer et al., 2001; Keijzers et al., 2002; Moisey et al.,
2008), em obesos (Petrie et al., 2004) e em doentes com diabetes do tipo 2 (Robinson et al., 2004;
Lane et al., 2004). No estudo de Keijzers et al. (2002), realizado em individuos sauddveis e magros,
nos quais a sensibilidade a insulina foi avaliada através de um clamp hiperinsulinémico-euglicémico,
30 minutos apds a administragdo intravenosa de cafeina (3mg/kg), observou-se um aumento da
epinefrina e, uma diminuicdo dos acidos gordos livres e da sensibilidade a insulina. Neste mesmo
estudo, foi observado que a hiperinsulinémia por si s6 leva a um aumento da frequéncia cardiaca,
das catecolaminas e, a um decréscimo dos acidos gordos livres. Por outro lado, os efeitos observados
apenas com a administracdo intravenosa de cafeina foram um aumento da pressdo arterial, das
catecolaminas, principalmente da epinefrina, e dos acidos gordos livres, ou seja, da lipdlise (Keijzers
et al., 2002). Também no estudo de Greer et al. (2001), realizado em individuos saudaveis e magros,
os resultados do clamp hiperinsulinémico-euglicémico, apds a administracdao oral de cafeina
(5mg/kg), mostraram um aumento da epinefrina e, um decréscimo dos niveis de acidos gordos livres,
glicerol e da captacdo de glucose. Para além disso, em homens saudaveis, a ingestdo de café (5mg de
cafeina/kg) uma hora antes de uma refeicdo com baixo ou elevado indice glicémico, diminui a
sensibilidade a insulina, quando comparado com a ingestdo de descafeinado (Moisey et al., 2008).

Num trabalho realizado em homens obesos (Petrie et al., 2004) foi estudado o efeito da
administracdo aguda de cafeina (cdpsula com 5mg/kg, equivalente a 3-4 cafés) na homeostasia da
glucose e da insulina antes e depois de uma interveng¢do de doze semanas, ao nivel nutricional e do
exercicio fisico. Durante este periodo de tempo ndo ocorreu consumo de cafeina nos individuos
incluidos no referido estudo. A intervengdo por si s6 diminuiu o peso e a massa gorda dos individuos
em estudo bem como, a concentracao de glucose no plasma em jejum e a insulina no soro. Contudo,

a interveng¢do ndo melhorou a resisténcia a insulina induzida pela cafeina nos individuos obesos, uma
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vez que os efeitos da cafeina na glucose e insulina, em resposta a uma prova de tolerancia a glucose
oral, ndo foram significativos ao longo do tempo.

Em individuos com diabetes do tipo 2, sedentarios e obesos, a administracdo aguda de cafeina
(capsulas de 5mg/kg) aumentou os niveis de acidos gordos livres e glicerol ndo alterando os niveis de
glucose e insulina. Contudo, apds o inicio da prova de tolerancia a glucose oral, observou-se um
aumento da concentracao de insulina e glucose, o que demonstra que a administracdo aguda de
cafeina esta associada ao aparecimento de resisténcia a insulina (Robinson et al., 2004). O aumento
da concentracdo de glucose e insulina foi também observado em individuos com diabetes do tipo 2
apds um teste de tolerdncia a uma refeicdo-mista, que consistiu na ingestdo de 75g de hidratos de
carbono. Este teste foi precedido da ingestdo de 375mg cafeina (Lane et al., 2004). Assim, observou-
se que a administracdo aguda de cafeina exerce um efeito negativo no metabolismo da glucose péds-

prandial em individuos com diabetes do tipo 2.

1.2.2. Efeitos da administragao cronica de cafeina na sensibilidade a insulina

Contrariamente aos efeitos da administracdo aguda de cafeina, varios estudos epidemioldgicos
sugerem que a administragdo crénica de cafeina esteja associada a diminuicdo do risco de diabetes
do tipo 2 e de sindrome metabdlico (van Dam e Feskens, 2002; van Dam et al., 2004; Hu et al., 2006;
Lopez-Garcia et al., 2006; Smith et al., 2006). Demonstrou-se que os individuos que apresentavam
valores de normoglicémia em jejum eram os que consumiam habitualmente maior quantidade de
café (> 5 cafés/dia) (Smith et al., 2006) e que, o consumo de café decrescia as concentragGes de
glucose apés o inicio da prova de tolerancia a glucose oral e, a tolerancia diminuida a glucose (van
Dam et al., 2004; Smith et al., 2006). Estes resultados sugerem que o elevado consumo de café esteja
associado ao aumento da sensibilidade a insulina. Observou-se também uma diminui¢do do risco de
desenvolvimento de diabetes tipo 2 com o consumo habitual de café em que individuos que
inicialmente apresentavam intolerancia a glucose (van Dam et al., 2004). Estes resultados bem como,
os obtidos para os individuos sem intolerancia a glucose, foram independentes da idade, sexo,
pratica de exercicio fisico, habitos tabagicos, consumo de alcool, indice de massa corporal (IMC) e
hipertensdo (Smith et al., 2006).

Outros estudos observaram também que o elevado consumo de café (>7 cafés/dia) esta
associado a um menor risco de desenvolver diabetes do tipo 2 (van Dam e Feskens, 2002; Hu et al,,
2006). Quando se compararam individuos ndo obesos, que praticavam muita actividade fisica e que
bebiam pelo menos 7 cafés por dia com, individuos obesos, que praticavam pouca actividade fisica e
bebiam menos de 2 cafés por dia, estes Ultimos apresentaram 11x mais probabilidade de

desenvolverem diabetes do tipo 2 (Hu et al., 2006). Foi também observado que o aumento do
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consumo de café apresenta uma relacdo inversa com a pressao arterial, consumo de cha, consumo
de alcool e consumo diario de fruta e vegetais em ambos os sexos (Hu et al., 2006).

Em mulheres saudaveis e com diabetes do tipo 2 foi também estudado o efeito do consumo
cronico de cafeina nos marcadores de inflamacdo e na disfun¢do endotelial, que sdo caracteristicas
fisiopatoldgicas que se encontram presentes no sindrome metabdlico. Aqui observou-se que o
consumo de café esta inversamente associado aos marcadores de inflamagdo e a disfungdo
endotelial, quer em mulheres sauddveis, quer em mulheres com diabetes do tipo 2, o que indica que
o café parece exercer um efeito protector no sindrome metabdlico (Lopez-Garcia et al., 2006).

Dado que o café, tal como foi dito anteriormente possui varias substancias capazes de modificar
a sensibilidade a insulina, tronava-se imperativo averiguar se a substancia por detrds do efeito
sensibilizador do café era a cafeina. Assim, o efeito do consumo crénico de cafeina na sensibilidade a
insulina foi avaliado em ratos Wistar submetidos a dietas hipercaléricas (modelos de hipertensdo e
resisténcia a insulina; Storlien et al., 1986; Kaufman et al., 1991; Sumiyoshi et al., 2006), tendo estes
sido submetidos a 1g/| de cafeina, uma dose correspondente a aproximadamente 3-4 cafés por dia
no Homem, durante 15 dias. Observou-se que o consumo cronico de cafeina previne o
desenvolvimento de resisténcia a insulina e hipertensdo em ratos submetidos a dietas hipercaldricas,
um efeito que parece ser mediado por uma inibicdo do sistema nervoso simpatico, uma vez que o
consumo crénico de cafeina reverte os niveis de catecolaminas plasmaticas para valores controlo.
Este efeito sobre o sistema nervoso simpatico foi consolidado pelo facto de se observar que o
carvedilol, um antagonista dos adrenoreceptores 1, B2 e al, tal como a cafeina, previne o

desenvolvimento de resisténcia a insulina (Conde et al., 2012).

1.2.3. Mecanismos de ac¢ao celular da cafeina

Ao nivel celular a cafeina apresenta trés mecanismos de accdo (Fig.1.3). Para concentragdes
superiores as do consumo humano, na ordem dos milimolar, a cafeina provoca a libertacao de célcio
das reservas intracelulares e inibe as fosfodiesterases do cAMP. Para concentracdes semelhantes a
do consumo humano, a cafeina bloqueia os receptores de adenosina (Fredholm et al., 1999).

As xantinas e derivados das xantinas, incluindo os derivados naturais teofilina e cafeina, sdo
antagonistas ndo selectivos dos receptores de adenosina (Ralevic e Burnstock, 1998). A cafeina é
mais potente para os receptores A,, € menos potente para os receptores A; (Tabela 1.1) (Fredholm

etal., 1999).
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Figura 1.3.Efeitos da cafeina nos seus diferentes alvos bioquimicos em relagdo aos seus niveis em humanos. E
de referir que a cafeina inibe os receptores de adenosina apds uma uUnica chavena de café. Para inibir as
fosfodiesterases do cAMP é necessaria uma concentracdo 20 vezes superior e, para libertar o calcio das
reversas intracelulares, é necessaria uma concentracdo 100 vezes superior (Adaptado de Fredholm et al.,
1999).

Tabela 1.1. Poténcia da cafeina para os receptores de adenosina A;, A, Az € Az em ratos e humanos.

Receptores de adenosina Rato (Kp) (nM) Humanos (Kp) (LM)
Ay 20 12
Az 8,1 2,4
Az 17 13
A; 190 80

Tabela retirada de Fredholm et al. 1999.

1.2.4. Cafeina e a proteina cinase adenosina 5’-monofosfato activada (AMPK)

Para além dos efeitos da cafeina na sensibilidade a insulina, foi também descrito que esta
xantina activa a AMPK (Egawa et al., 2009 e Egawa et al., 2011). A AMPK é um sensor metabdlico que
esta envolvido no metabolismo da glucose e dos lipidos em varios érgdos, principalmente no
musculo-esquelético e no figado. No musculo-esquelético, a AMPK estimula a captacdo de glucose,
uma vez que promove o recrutamento dos transportadores Glut4 para a membrana plasmatica e,
promove a oxidacdo de acidos gordos. No figado a AMPK aumenta a oxidacdo de acidos gordos,
diminui a sintese de colesterol e triglicéridos e, inibe a gluconeogénese, o que diminui a producdo de
glucose (para uma revisdo ver Viollet et al., 2009 e Gruzman et al., 2009). No tecido adiposo a AMPK
aumenta a oxidacdo de acidos gordos e diminui a lipdlise, lipogénese e a sintese de triglicéridos (para
uma revisdo ver Daval et al., 2006). Todos estes efeitos metabdlicos da AMPK tém como objectivo

diminuir a glicémia em estados de hiperglicémia.
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1.3. Adenosina

A adenosina é um produto do metabolismo do ATP, sendo um mediador de diversas fungdes
fisioldgicas e fisiopatoldgicas no organismo como, por exemplo, enddcrina, cardiovascular, imune,
renal e do sistema nervoso central (Poulsen e Quinn, 1998; Fredholm et al., 2001 e Conde et al.,
2009).

A adenosina é maioritariamente formada pelo catabolismo dos 5’adenosina fosfatos (adenosina
5’-trifosfato - ATP, adenosina 5’-difosfato - ADP e AMP). No espaco intracelular, a adenosina é
formada pela degradacdo do AMP pela 5’-nucleotidase ou pela hidrélise de S-adenosil-homocisteina
(SAH) (Fig.1.4) (Fredholm et al., 1999). No espaco extracelular, a adenosina é produzida através do
catabolismo do ATP por 5’-ectonucleotidases ou por degradacdo do cAMP. O cAMP é libertado para
0 espago extracelular onde é convertido em AMP e, por fim em adenosina por 5’-ectonucleotidases

(Conde et al., 2009).

ADPIAMP

/I':'DE

&ectonuclentidases 4-ectonuclectidases

Inosina

ATP cAMP / Adenosina
PDE Inosina ADA

AC monofosfato

ADA,
ATP A « Adenosina
\-\—-—‘ AMP 'ﬁm&;ses SAHase InOSIna
J/;SAH
Homocisteina
Adenosina

Figura 1.4. Metabolismo da adenosina. AC, adenilato ciclase; ADA, adenosina deaminase; AK, adenosina cinase;
CNT, transportadores de nucleosideos concentrativos; ENT, sistema de transporte de nucleosideos
equilibravito; PDE, fosfodiesterase; SAH, S-adenosil-homocisteina; SAHase, S-adenosil homocisteina hidrolase.
(Adaptado de Latini e Pedata, 2001; Conde et al., 2009)

As concentrag¢Oes intra- e extracelulares de adenosina sdo mantidas em equilibrio por duas
familias de transportadores: dependentes de sédio, que transportam a adenosina para o espago
intracelular (transportadores de nucleosideos concentrativos, CNT) e, independentes de sédio, cujo
transporte é bi-direccional (sistema de transporte de nucleosideos equilibrativo, ENT) (Fredholm et
al., 1999; Latini e Pedata, 2001; Conde et al., 2009). Existem duas enzimas que constituem a maior
via para a degradacdo da adenosina: a adenosina cinase (AK) e a adenosina deaminase (ADA). A
adenosina cinase é uma enzima intracelular que converte a adenosina em AMP, sendo activada por

concentragdes fisioldgicas de adenosina (Fredholm et al., 1999). A adenosina deaminase esta
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maioritariamente presente no espaco intracelular e converte a adenosina em inosina, sendo este
enzima de particular importancia quando as concentracdes de adenosina sdo elevadas (Arch e

Newsholme, 1978).

1.3.1. Receptores de adenosina

Existem quatro receptores de adenosina bem definidos farmacologicamente, receptores A;,
receptores A,, que estdo subdivididos em A,, e Az e, por Ultimo, receptores As. Os receptores de
adenosina sdo receptores acoplados a proteinas G. Inicialmente, a divisdo entre os receptores A; e os
A, baseava-se no facto de inibirem e estimularem a adenilato ciclase, respectivamente, ou seja,
estariam acoplados a proteinas G; e G; (Fredholm et al., 2000). Hoje sabe-se que os receptores A,
para além de estarem acoplados a proteinas Gj;/y/3, também podem estar acoplados a proteinas Go.
J4 os receptores A,, e Ay, para além de estarem acoplados a proteinas G, podem também activar
Gor e Gg, respectivamente. Relativamente aos receptores A; estes activam maioritariamente
proteinas G;p, mas também podem activar G, (Fredholm et al., 2001).

Apds a activacdo das proteinas G, enzimas e canais idnicos sdo afectados. Os receptores A,
como ja referido anteriormente, medeiam a inibicdo da adenilato ciclase e, também medeiam a
activacdo de diversos tipos de canais de K', inibem os canais Ca* do tipo N, O e Q, activam a
fosfolipase C, entre outros (Fredholm et al., 1994; Fredholm et al.,, 2001). Os receptores A;
aparentam mediar os mesmos efeitos que os receptores A;. Em relagdo aos receptores Ay e Az,
estes para além de activarem a adenilato ciclase, estimulam a formacdo de cAMP e, também
medeiam a mobilizacdo de célcio intracelular (Fredholm et al., 2001). Os receptores de adenosina A;,
Aya, Asg € A; sdo activados por diferentes concentragdes enddgenas de adenosina (afinidade para

adenosina: A; > Ay, > Ay > A;) (Conde et al., 2009).

1.3.2. Distribuicao dos receptores de adenosina no organismo

A distribuicdo dos receptores de adenosina torna-se de extrema importancia quando se
pretende administrar agonistas ou antagonistas num organismo intacto, uma vez que nos permite
saber onde é que estes compostos poderdo actuar, mas também, quais serdo os locais onde a sua
accdo sera mais acentuada. Em relagdo aos receptores A; a sua distribuicdo é particularmente ubiqua
no sistema nervoso central. O seu RNA mensageiro (mRNA) também se encontra amplamente
distribuido nos tecidos periféricos como, por exemplo, tecido adiposo branco, coracdo e figado
(Ralevic e Burnstock, 1998).

Os receptores A, tém uma distribuicdo ampla mas restrita que inclui plaquetas, o sistema
nervoso central, o musculo liso vascular e o endotélio. Os receptores A,z podem ser encontrados em

praticamente todas as células da maioria das espécies contudo, o seu numero é reduzido e,
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geralmente, é necessdria uma elevada concentra¢do de adenosina para gerar uma resposta. Analises
por Northem blot revelaram uma elevada expressao destes receptores no intestino grosso e, uma

menor expressdo no cérebro, pulmdes, entre outros. Por Ultimo, o mRNA dos receptores A; é

expresso, por exemplo, nos testiculos, pulmdes e cérebro (Ralevic e Burnstock, 1998).

Na tabela 1.2 encontra-se sumarizada a distribuicdo e algumas das func¢des dos diferentes

receptores de adenosina.

Tabela 1.2. Distribuicdo e expressdo dos receptores de adenosina A;, Aya, A € Az, bem como, algumas das

suas fungdes.

Receptor A,

Receptor Aja

Receptor Ay

Receptor A;

Expressao

Fungoes
(exemplos)

Niveis elevados:
Cérebro (cortex,
cerebelo, hipocampo),
medula espinal, olho,
glandula adrenal e
auriculas.

Niveis intermédios:
Outras regides do
cérebro, musculo-
esquelético, figado,
rim, tecido adiposo,
glandulas salivares,
esofago, colon, antro e
testiculos.

Niveis baixos:
Pulm3o e pancreas.

Bradicardia, inibicdo
da lipdlise, reducdo da
filtracdo glomerular,
reducdo da actividade
simpatica e
parasimpatica, inibicdo
pré-sinaptica,
hiperpolarizacdo
neuronal.

Niveis elevados:
Bago, timo,
leucécitos,
plaquetas,
neurdnios
GABAérgicos e
bulbo olfativo.

Niveis intermédios:
Coracdo, pulméao e
vasos sanguineos.

Niveis baixos:
Outras regides do
cérebro.

Inibicdo da
agregacao de
plaquetas,
vasodilatacdo,
proteccdo contra
danos provocados
pela isquémia,
estimulagdo da
actividade do nervo
sensorial.

Esta tabela foi modificada de Fredholm et al. 2001.

1.3.3. Papel da adenosina no controlo da homeostasia da glucose e na
sensibilidade a insulina
A adenosina regula inimeros processos bioldgicos (Tabela 1.2) contudo, o seu papel no controlo

Niveis elevados:
Ceco, colon e
bexiga.

Niveis intermédios:

Pulm3do, vasos
sanguineos, olho e
mastocitos.

Niveis baixos:
Tecido adiposo,
glandula adrenal,
cérebro, rim,
figado, ovario e
glandula pituitaria.

Inibicdo da fungdo
dos mondcitos e
macroéfagos,
estimulagao da
libertagao de
mediadores de
mastdcitos.

Niveis elevados:
Testiculo (rato) e
mastdcitos (rato).

Niveis intermédios:
Cerebelo (humano?),
hipocampo
(humano?), pulmao,
baco (ovelha) e
glandula pineal.

Niveis baixos:
Tiréide, maioria do
cérebro, glandula
adrenal, bago
(humano), figado,
rim, coracdo,
intestino e testiculos
(humano).

Aumento da
libertagao de
mediadores pelos
mastdécitos (s6 em
algumas espécies).

da homeostasia da glucose e na sensibilidade a insulina continua por esclarecer.
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1.3.3.1. Adenosina no tecido adiposo

No tecido adiposo a adenosina desempenha varias fungées, que incluem a regulacao da lipdlise
(Fredholm et al., 1978). Diversos estudos demonstraram que a adenosina inibe a lipdlise e que, o
efeito antilipolitico da mesma é mediado por receptores A; (Fredholm et al., 1978; Xu et al., 1998;
Dong et al., 2001; Schoelch et al., 2004; Dhalla et al., 2007). No estudo realizado por Dong et al.
(2001) observou-se que a sobrexpressdao do receptor de adenosina A; no tecido adiposo de ratos
diminuia os niveis de 4cidos gordos livres no plasma, comprovando o efeito antilipolitico da
adenosina. Para além disso, neste mesmo estudo, demonstrou-se através de um teste de tolerdncia a
insulina (ITT) e de um teste de toleradncia a glucose, que a sobrexpressdo dos receptores A; no tecido
adiposo previne o desenvolvimento de resisténcia a insulina induzida por uma dieta rica em lipidos, o
que sugere que, os receptores de adenosina A; desempenham um papel importante ao nivel do
controlo da sensibilidade a insulina.

De igual maneira no estudo efectuado por Schoelch et al. (2004), no qual se utilizou um
agonista dos receptores A;, observou-se um decréscimo dos niveis de acidos gordos livres e glicerol,
0 que sugere que a adenosina inibe a lipdlise. Observou-se neste mesmo estudo, através de um
clamp hiperinsulinémico-euglicémico, que o tratamento com este agonista dos receptores A,
melhora a sensibilidade a insulina e a captacdo de glucose em ratos Zucker (modelo genético de
obesidade e resisténcia a insulina, que apresenta uma mutacao no receptor da leptina; Srinivasan e
Ramarao, 2007).

Mais recentemente, confirmou-se a acc¢do antilipolitica da adenosina, através da utilizacdo de
ratos com delecdo do receptor A; e da utilizacdo do 2-cloroadenosina, um andlogo da adenosina
(Johansson et al., 2008). Pela incorporac¢do da glucose em lipidos, observou-se que a adenosina via
receptores A; estimula a lipogénese, sendo para tal necessaria a presenga da insulina (Johansson et
al., 2008). Contudo, foi observado um aumento do peso dos ratos com delegao dos A;, o que podera
indicar que outros receptores de adenosina estdo envolvidos na regulacdo da lipdlise e da lipogénese
ou que, os receptores A;, também poderdo estar a exercer fungdes noutros tecidos para além do
tecido adiposo que poderdo contribuir para o aumento do peso observado. Johansson et al. (2008),
observaram também que a norepinefrina em adipdcitos de ratos controlo incubados exerceu um

efeito oposto ao da adenosina, estimulando a lipdlise.!

! As catecolaminas (norepinefrina e epinefrina) actuam nos B1-, B2- e B3-adrenoreceptores estimulando a lipélise, sendo o
B3-adrenoreceptor o predominante em roedores, enquanto que nos humanos os mais activos sdo o Bl- e B2-
adrenoreceptores. A estimulagdo da lipdlise ocorre através da ligagdo das catecolaminas as proteinas G, que activam a
adenilato ciclase, o que aumenta a produgdo de cAMP. Por sua vez, o cAMP activa a proteina cinase A, o que leva a
fosforilagdo da lipase hormona sensivel (HSL), o que aumenta a hidrélise dos triglicéridos em acidos gordos e glicerol. Por
outro lado, em algumas espécies como, por exemplo nos humanos, as catecolaminas também podem actuar nos a,-
adrenoreceptores, que actuam nas proteinas G, inibindo a lipdlise (para uma revisdo ver Arner, 2005; Langin, 2006).
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A adenosina para além de inibir a lipdlise no tecido adiposo parece estar também envolvida no
transporte de glucose neste tecido. Vdrios estudos demonstraram que a adenosina estimula o
transporte de glucose induzido pela insulina (Kuroda et al., 1987; Steinfelder e Pethd-Schramm,
1990). Estes efeitos estdo de acordo com os efeitos da cafeina, uma vez que esta xantina inibe a
captacdo de glucose estimulada pela insulina no tecido adiposo, provavelmente devido a uma menor

translocac¢do dos transportadores Glut4 para a membrana plasmatica (Akiba et al., 2004).

1.3.3.2. Adenosina no musculo-esquelético

Se no tecido adiposo existe consenso em relagdo ao facto da adenosina inibir a lipdlise, estando
assim, associada a sensibilidade a insulina, via receptores A;, no musculo-esquelético existe uma
grande controvérsia em relacdo ao papel da adenosina na sensibilidade a insulina.

Varios trabalhos realizados pelo grupo de Newsholme demonstraram que a adenosina, via
receptores Aj, estd associada a resisténcia a insulina (Espinal et al., 1983; Budohoski et al., 1984;
Challiss et al., 1984). Budohoski et al. (1984) observaram um aumento da sensibilidade a insulina no
musculo-esquelético induzido pela 8-fenilteofilina, um antagonista dos receptores A;. Por outro lado,
guando se administrou este antagonista dos receptores A; em ratos Zucker obesos, foi observado
uma reversdo da resisténcia a insulina (Challiss et al., 1984). Também em ratos com resisténcia a
insulina induzida pela dieta, a incubacdo do musculo-esquelético com 8-fenilteofilina promoveu a
reversdo da resisténcia a insulina (Budohoski et al., 1984).

No trabalho realizado por Crist et al. (1998) demonstrou-se também que a adenosina, via
receptores A,;, estd envolvida na resisténcia a insulina no musculo-esquelético, uma vez que, a
administracdo de BWA1433, um antagonista dos receptores A,, reverte a resisténcia a insulina em
ratos Zucker obesos, os quais apresentavam um decréscimo na captacdo de glucose no musculo-
esquelético.

No entanto, varios estudos demonstraram que a adenosina estd envolvida na sensibilidade a
insulina no musculo-esquelético via receptores A;. Han et al. (1998), observaram que a adenosina
deaminase, enzima que catalisa a degradagao da adenosina, e o DPCPX, um antagonista selectivo dos
receptores A;, diminuiam o transporte de glucose estimulado pela insulina e pelas contracgdes no
musculo-esquelético, provavelmente através da diminuicdo da translocacdo dos transportadores
Glut4 para a membrana plasmatica. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Vergauwen et
al. (1994), contudo, estes apenas observaram que o DPCPX inibe a captacdo de glucose quando o
musculo foi exposto em simultdneo a insulina e as contrac¢ées. De igual maneira, Thong et al. (2007)
observaram que a activacdo dos receptores A; aumenta o transporte de glucose estimulado pela
insulina porém, tal apenas ocorre em concentracdes submaximas de insulina. Recentemente,

Faulhaber-Walter et al. (2011) demonstraram que ratos com dele¢do do receptor A; apresentavam
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um decréscimo da sensibilidade a insulina e, através de um clamp hiperinsulinémico-euglicémico,
observaram também uma reducdo da tolerdncia a glucose, o que sugere que os receptores de
adenosina A; estdo envolvidos na homeostasia da glucose e na sensibilidade a insulina. Neste
trabalho foi também observado que no musculo-esquelético dos ratos com dele¢do dos A; ocorre
uma diminuicdo da fosforilacdo da Akt em condi¢Oes basais e apds a administracdo de insulina, o que
pode diminuir a captacdo de glucose no musculo-esquelético, uma vez que o Akt estd envolvido na
translocac¢do dos Glut4 para a membrana plasmatica.

Apesar da grande maioria dos estudos referirem que os receptores A; desempenham um papel
ao nivel da homeostasia da glucose e da sensibilidade a insulina, no trabalho realizado por Johansson
et al. (2007) foi observado que os receptores A; ndo desempenhavam um papel significativo ao nivel
da captacdo de glucose no musculo-esquelético mas sim, ao nivel das ilhas pancredticas e, assim,
estariam envolvidos na secrecdo da insulina.

Por outro lado, o papel da adenosina na sensibilidade a insulina ndo parece ser unicamente
mediado pelos receptores A;, uma vez que existem trabalhos que demonstram um papel dos
receptores A,z nestes processos (Figler et al., 2011; Johnston-Cox et al., 2012). Figler et al. (2011)
observaram que a utilizagao de ATL-801, um antagonista dos A,z, aumenta a capta¢do de glucose no
musculo-esquelético e diminui a producdo hepatica de glucose. Foi também observado que a
activacdo dos receptores A,z esta relacionada com a produgdo de interleucina-6 (IL-6) nos
macrdfagos e em células endoteliais (Figler et al., 2011). A IL-6 é um mediador pro-inflamatério que
estd associado a resisténcia a insulina. Deste modo, com este trabalho, demonstrou-se que a
adenosina, via receptores A,g, esta envolvida na resisténcia a insulina. Por outro lado, num estudo
realizado em ratos submetidos a uma dieta rica em lipidos, observou-se que, a posterior utilizacao de
um agonista dos receptores A,z durante 4 semanas, aumentou o metabolismo da glucose e a
sensibilidade a insulina, bem como, diminuiu a gordura, o peso e a IL-6 (Johnston-Cox et al., 2012).
Assim, ao contrdrio do demonstrado no estudo anterior, os receptores Ay exercem um efeito
protector em ratos com resisténcia a insulina induzida pela dieta rica em lipidos (Johnston-Cox et al.,
2012). Neste trabalho de Johnston-Cox et al. (2012) também se observou um decréscimo da
fosforilagdo do Akt no musculo-esquelético, tecido adiposo e figado de ratos com delegao dos Ay; €,
observou-se também uma diminuicdo do IRS2, o que pode contribuir para a resisténcia a insulina. Foi
também observado que a delecdo dos receptores A,z leva ao aumento da secre¢do de insulina nas

ilhas pancreaticas isoladas (Johnston-Cox et al., 2012).

1.3.3.3. Adenosina no figado
No figado, encontram-se presentes, os quatro subtipos de receptores de adenosina uma vez que

foi demonstrada a presenca do seu mRNA (Dixon et al., 1996). Varios estudos demonstraram que os
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efeitos da adenosina no figado sdo mediados pelos receptores A, (Buxton et al., 1987; Bartrons et al.,
1989). Buxton et al. (1987) observaram que a perfusdo do figado com adenosina estimula a
glicogendlise, sendo este um efeito mediado pelos receptores A,, uma vez que se observou um
aumento dos niveis de cAMP. Bartrons et al. (1989) demonstraram também que a incubacdo de
hepatdcitos de rato com 2-cloroadenosina, estimula a gluconeogénese, efeito também mediado
pelos receptores A, uma vez que se observou um aumento do cAMP. Em conformidade com estes
estudos, foi posteriormente sugerido que a adenosina via receptores A,z estaria envolvida na
resisténcia a insulina, uma vez que em culturas de hepatdcitos de rato, incubadas com diferentes
agonistas dos receptores de adenosina, se observou que o estimulo da formagao de cAMP e,
consequentemente, a glicogendlise e a gluconeogénese, ocorre através do receptor Ay (Yasuda et

al., 2003).

1.4. Objectivos

A diabetes do tipo 2 é um grave problema de saude publica que esta associada a mudancgas no
estilo de vida. Tendo em conta que o consumo crénico de cafeina (antagonista nao selectivo dos
receptores de adenosina) diminui o risco de diabetes do tipo 2 e que, pelo contrario, a administracdo
aguda de cafeina estd associada a um aumento da resisténcia a insulina, o objectivo geral deste
trabalho é esclarecer os efeitos da administracdo aguda e crénica de cafeina na sensibilidade a

insulina e, desvendar qual(is) o(s) receptor(es) de adenosina envolvidos neste efeito.
Os objectivos especificos deste trabalho sdo:

1. Realizar uma curva dose-resposta para a administracdo aguda de cafeina, de modo a

investigar o mecanismo de acg¢do celular da cafeina na sensibilidade a insulina.

2. Investigar quais os receptores de adenosina envolvidos no efeito da administracdo

aguda e crénica de cafeina na sensibilidade a insulina.

3. Auvaliar se o efeito da administracdo aguda de cafeina e da administracdo crénica dos
diferentes antagonistas dos receptores de adenosina é devido a uma alteracdo da

expressdo dos Glut4 e /ou mediado pela activagdo da AMPK no musculo-esquelético.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

As experiéncias foram realizadas em ratos Wistar de ambos os sexos com idade compreendida
entre 9 a 12 semanas (200-380g), adquiridos no Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Nova de Lisboa (FCM-UNL). Os animais foram mantidos com controlo de temperatura e
humidade (21 £ 1°C; 55 + 10% humidade), com ciclos de 12h luz — 12h escuriddo. Na véspera do
protocolo experimental os animais foram submetidos a um jejum nocturno (> 8 horas), com livre
acesso a agua ou a cafeina. Posteriormente, foram anestesiados com pentobarbital sddico 60 mg/kg
e transferidos para uma manta de aquecimento, com o objectivo de manter a temperatura corporal
a 37,5 + 0,5°C durante o decorrer do procedimento experimental. A monitorizacdo da temperatura
rectal foi efectuada através de uma sonda rectal.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com a directiva da Unido Europeia,
“European Union Directive for Protection of Vertebrates Used for Experimental and Other Scientific

Ends” (2010/63/EU) e foram previamente aprovados pelo Comité de Etica da FCM-UNL.

2.1.1. Estudo do efeito da administracdo aguda de cafeina na sensibilidade a
insulina

Para determinar o efeito da administracdo aguda de cafeina na sensibilidade a insulina e,
investigar se este efeito é mediado por receptores de adenosina foram utilizados ratos Wistar
alimentados com uma dieta controlo (7,4% lipidos + 75% hidratos de carbono (4% acucar) + 17%
proteina;, SDS diets RM1; Probioldgica, Sintra, Portugal) e agua al libitum. Os animais foram
submetidos a administragdo intravenosa na veia femoral de diferentes doses de cafeina (0,001-5uM),
15 minutos antes da avaliacdao da sensibilidade a insulina, através do teste de tolerancia a insulina
(ITT).

De forma a estudar qual(ais) o(s) subtipo(s) de receptor de adenosina envolvidos no efeito da
cafeina na sensibilidade a insulina, foram administrados intravenosamente, na veia femoral,
antagonistas selectivos dos diferentes subtipos de receptores de adenosina: 8-cycle-1,3-
dipropylxanthine (DPCPX, antagonista A, 0,0005-5uM; Sigma, Madrid, Espanha), 2-(2-Furanyl)-7-(2-
phenylethyl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine (SCH58261, antagonista A,
0,0005-0,5 uM; Tocris Bioscience, Reino Unido) e 8-(4-{[(4-cyanophenyl)carbamoylmethyl]-
oxy}phenyl)-1,3-di(n-propyl)xanthine (MRS1754, antagonista A,z 0,001-5 uM; Sigma, Madrid,
Espanha), 15 minutos antes da avaliacdo da sensibilidade a insulina. Uma vez que o DPCPX,
SCH58261 e MRS1754 s3o insoltuveis em agua, estes foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO;

Baker Analyzed Reagent, Holanda). Assim, de forma a averiguar se este composto interfere com a
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sensibilidade a insulina, foram administradas intravenosamente na veia femoral diferentes dilui¢Ges

de DMSO (1:1000, 1:10000, 1:50000), tendo sido posteriormente analisada a sensibilidade a insulina.

2.1.2. Estudo do efeito da administracao créonica de cafeina na sensibilidade a
insulina

De modo a avaliar os efeitos de administragdo crénica de cafeina na sensibilidade a insulina, os
ratos foram divididos em 6 grupos: (1) grupo controlo; (2) grupo com cafeina (Caf); (3) grupo com
uma dieta rica em lipidos (HF), um modelo obeso de resisténcia a insulina e hipertensdo; (4) grupo
com uma dieta rica em lipidos combinada com cafeina (HFCaf); (5) grupo com uma dieta rica em
sacarose (HSu), um modelo magro que combina a resisténcia a insulina e a hipertensao; (6) grupo
com uma dieta rica em sacarose combinada com cafeina (HSuCaf) (Conde et al, 2012).

O grupo controlo foi obtido como referido anteriormente (ver 2.1.1); o grupo HF foi submetido a
uma dieta sdlida rica em lipidos (45% lipidos + 35% hidratos de carbono + 20% proteina; Mucedola,
Settimo Milanese, Italia) durante 21 dias; o grupo HSu foi obtido através da administragdo de 35% de
sacarose (GPR Rectapur, Bélgica) na dgua durante 28 dias. A cafeina (1g/l) foi administrada na agua
durante os ultimos 15 dias do protocolo experimental. No grupo HSuCaf, a sacarose e a cafeina
foram administradas no mesmo recipiente (Conde et al, 2012).

Para estudar qual(ais) o(s) subtipo(s) de receptores de adenosina envolvidos no efeito da
ingestdo crénica da cafeina na sensibilidade a insulina, foram administrados diariamente durante 15
dias ao grupo controlo e ao grupo HSu, intraperitorinealmente os seguintes antagonistas dos
receptores de adenosina: DPCPX (0,4mg/kg), SCH58261 (0,5mg/kg) e MRS1754 (9,5ug/kg). Tal como
foi dito anteriormente, estes compostos apenas sdo soluveis em DMSO, assim de maneira a
descartar possiveis efeitos do veiculo na sensibilidade a insulina o grupo controlo e HSu foram
submetidos nos ultimos 15 dias de dieta a administra¢do intraperitonial (i.p.) de DMSO (duas partes

de DMSO para uma de soro fisiolégico).

2.2. Teste de tolerancia a insulina

O teste de tolerancia a insulina foi utilizado para determinar a sensibilidade a insulina. Este teste
consiste na administracdo de um bdlus intravenoso de insulina de 0,1U/kg de peso, apds um jejum
nocturno (> 8 horas), seguida da medicdo do declinio da concentragdo de glucose no plasma durante
15 minutos, com intervalos de 1 minuto (Conde et al., 2012). A constante de diminuicdo da glicémia
(Kirr) foi determinada através da féormula, 0,693/t1/,. A semi-vida da glucose (ti/,) foi calculada pela
variacdo da concentracdo plasmatica de glucose, durante a fase de decréscimo linear, pelo método

dos minimos quadrados. As amostras de sangue foram recolhidas utilizando o método de excisao da
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porcdo distal da cauda do rato e, a glicémia foi quantificada através de um analisador de glicémia

(Precision Xceed, Abbott Diabetes Care, Portugal).

2.3. Medic¢ao da pressao arterial média

Para determinar a pressao arterial média (PAM) colocou-se um cateter na artéria femoral,
estando este ligado a um transdutor de pressao (modelo 603, HSE-HA GmgH, Harvard Apparatus,
Madrid, Espanha) e a um amplificador de pressao (Plugsys Housings, modelo 603, HSE-HA GmgH,
Harvard Apparatus, Madrid, Espanha). A pressdo arterial média foi adquirida através do software

HSE-Harvard Pulmodyn W (Harvard Apparatus, Madrid, Espanha).

2.4. Quantificacao da insulina no plasma

Apds a medicdo da sensibilidade a insulina realizou-se uma pun¢do cardiaca para recolha de
plasma e soro, para tubos revestidos com EDTA e eppendorfs, respectivamente. As amostras de
plasma foram centrifugadas (Sigma, Madrid, Espanha) a 3000g durante 10 minutos (4°C) e, as
amostras de soro foram centrifugadas (Eppendorf, Madrid, Espanha) a 13000g durante 10 minutos
(4°C).

A insulinémia foi quantificada no plasma através de um kit de Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay (ELISA) (Mercodia Ultrasensitive Rat insulin ELISA kit, Mercodia AB, Uppsala, Suécia).

2.5. Quantificagao das catecolaminas no plasma

Para quantificagdo das catecolaminas, 500ul de plasma foi purificado e as catecolaminas foram
extraidas utilizando cartuchos de extraccdo sélido-liquido 30mg de OASIS HIb Wat (Waters,
Waltham, MA, EUA) e, eluidas em 500ul de fase mdvel. Uma quantidade de 100ul de amostra foi
directamente injectada num sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia composto por uma
bomba Waters 600, uma coluna Waters C18 (4um de tamanho de particulas), um injector
automatico Waters 717 e um detector electroquimico Bioanalytical Systems LC-4A. Uma eluigdo
isocratica foi utilizada: a fase mével consistiu numa solugcdo de Na,HPO, (25mM) com 6% de metanol
(pH 3,55), com um fluxo de 1,0ml/min. A aquisicdo de dados e a sua andlise foi efectuada através do
Peak Sample Chromatography System Software (Buck Scientific, East Norwalk, CT, USA). A

identificacdo e quantificacdo das catecolaminas foram realizadas através de referéncias.

2.6. Recolha de tecidos

O musculo-esquelético foi recolhido e criopreservado a -80°C, para posterior estudo da
expressdo proteica da AMPKal, transportadores Glut4 e receptores da adenosina, Aj, Ayp € Agg.

Também o cérebro foi recolhido e criopreservado a -80 C, para posterior estudo da expressao
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proteica do receptor de adenosina A,,. Foram também removidas e, posteriormente, pesadas, a

gordura visceral, renal e genital (Mettler Toledo, Lisboa, Portugal).

2.7. Analise por western blot da expressao proteica dos receptores de
adenosina, transportadores Glut4, AMPKal e actividade da AMPKal
através da fosforilagio da AMPKal Thr'’?

Amostras de musculo-esquelético e o cérebro (50mg) foram homogeneizadas em meio Zurich
(Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM; NaCl 150mM; Triton X-100 1%; Colato de sddio 1%; SDS 1%) com um
cocktail de inibidores de proteases (tripsina, pepstatina, leupeptina, aprotinina ortovanadato de
sddio, PMSF) e, centrifugados (Eppendorf, Madrid, Espanha) a 13000g durante 20minutos. De
seguida, procedeu-se a recolha do sobrenadante, tendo este sido congelado a -802C até posterior
utiliza¢do. A concentragdo da proteina dos homogeneizados foi determinada através de um método
colorimétrico Micro-BCA (Pierce, Madrid, Espanha). Amostras dos homogeneizados (50ug) e de
marcadores de peso molecular conhecido (Precision, Biorad, Madrid, Espanha) foram separadas por

SDS-PAGE (10%) em condicGes redutoras.

2.7.1. Andlise por western blot de 2 passos da expressao proteica dos
transportadores Glut4, AMPKal e actividade da AMPKal através da
fosforilagio da AMPKa1 Thr'’? no musculo-esquelético

Apds a separacao das amostras por SDS-PAGE, estas foram electrotransferidas para membranas
de difluorido polivinilideno (0,45uM, Millipore, Espanha). De seguida, procedeu-se ao bloqueio da
ligagcdo nao especifica durante lhora a temperatura ambiente com uma solugdo de leite em pd 5%
em tampdo Tris salino, pH 7,6 (TBS), contendo Tween 20 (TTBS 0,1%) (BioRad, Espanha). As
membranas foram incubadas durante a noite a 4°C com o anticorpo primario policlonal cabra anti-
Glut4 (1:200) (Sta Cruz Biotecnhology, EUA), policlonal cabra anti-AMPK (1:200) (Sta Cruz
Biotecnhology, EUA) e policlonal coelho anti-AMPKal Thr'’? fosforilada (1:200) (Sta Cruz
Biotecnhology, EUA). Apds 3 lavagens de 15 minutos com TTBS (0,1%), as membranas foram
incubadas durante 90 minutos com o anticorpo secundario macaco anti-cabra (1:5000) (Sta Cruz
Biotecnhology, EUA) e cabra anti-coelho (1:5000) (Sta Cruz Biotecnhology, EUA) a temperatura
ambiente. Apds a lavagem do anticorpo secundario, as membranas foram incubadas com reagente
de quimioluminescéncia (Immobilon western, Millipore, Espanha) para a deteccdo da proteina de
interesse. A intensidade do sinal foi detectada no Chemidoc Molecular Imager (Chemidoc BioRad,
Espanha). De seguida, procedeu-se a lavagem das membranas e, posterior incuba¢do durante 2horas
a temperatura ambiente com o anticorpo monoclonal rato anti-GAPDH (1:250) (Sta Cruz

Biotecnhology, EUA). Apdés 3 lavagens de 15 minutos com TTBS (0,1%), as membranas foram
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incubadas durante 90 minutos com o anticorpo secunddrio cabra anti-rato (1:2000) (Sta Cruz
Biotecnhology, EUA). Esta incubagdo para o GAPDH permitiu comparar e normalizar a expressao das
proteinas em relacdo a proteina de referéncia, o GAPDH. A intensidade média das amostras controlo

em cada membrana foi utilizada como referéncia para controlar as variagdes inter gel.

2.7.2. Andlise por western blot de 3 passos da expressao proteica dos receptores
de adenosina no musculo-esquelético e no cérebro

ApOs a separagdo das amostras por SDS-PAGE, estas foram electrotransferidas para membranas
de nitrocelulose (0,2uM, BioRad, Espanha). De seguida, as membranas foram incubadas durante 5
minutos numa solugdo de vermelho de Ponceau S (0,1%) em acido acético e lavadas com agua Mili-Q.
Posteriormente foram guardadas a 4°C durante a noite. Apds o bloqueio da ligacdo ndo especifica
por lhora a temperatura ambiente com uma solucdo de /-Block 0,5% (Applied Biosystems, EUA) em
TTBS (0,02%), as membranas foram incubadas durante duas horas com o anticorpo primario
monoclonal rato anti-A,, (1:200) (Sta Cruz Biotecnhology, EUA). Seguidamente, procedeu-se a 4
lavagens de 15 minutos com TTBS (0,02%). As membranas foram incubadas durante 90 minutos com
o anticorpo secunddrio conjugado com biotina anti-rato (1:10000) (Millipore, Espanha). Apds a
lavagem do anticorpo secundario, as membranas foram incubadas durante 30 minutos com o
anticorpo tercidrio conjugado com streptavidina (1:10000) (Pierce, EUA). De seguida, procedeu-se a
lavagem das membranas com TTBS. A detec¢do da proteina de interesse foi efectuada como descrito
anteriormente (ver 2.6.1.). Por ultimo, as membranas foram incubadas com o anticorpo primdrio
monoclonal rato anti-a-tubulina (1:200) (Sta Cruz Biotecnhology, EUA) (proteina de referéncia), para
posterior normaliza¢do. Depois de 4 lavagens de 15 minutos com TTBS (0,02%), as membranas foram
incubadas durante 90 minutos com o anticorpo secundario conjugado a biotina anti-rato (1:10000)
(Millipore, Espanha). Apds a lavagem do anticorpo secunddario, as membranas foram incubadas com
0 anticorpo terciario conjugado com streptavidina (1:10000) (Pierce, EUA), como descrito

previamente.

2.8. Farmacos e quimicos

A aprotinina, cafeina, colato de sddio, EDTA, leupeptina, NaCl, ortovanadato de sédio,
pepstatina, PMSF, Ponceau S, tripsina, Tris, Triton X-100 foram obtidas na Sigma-Aldrich (Madrid,
Espanha). A insulina estd comercialmente disponivel como Humulin® Regular (Lilly, Portugal) numa

concentragdo de 100Ul/ml.
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2.9. Andlise de dados

Os dados foram analisados utilizando o Graph Pad Prism Software, versdo 5 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA) e apresentados com média +/- SEM. A significancia das diferencas entre as
médias foi calculada através do One e Two-Way Analysis of Variance (ANOVA) com os testes de
compara¢do multipla Bonferroni e Dunnett e, Bonferroni, respectivamente. As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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3. Resultados

3.1. Efeitos da administracao aguda dos antagonistas dos receptores

de adenosina
Sabendo que a administracdao aguda de cafeina estd associada ao aumento da resisténcia a

insulina, neste trabalho pretendeu-se averiguar se este efeito é mediado pelos receptores de

adenosina. Neste sentido, foi administrada de forma aguda diferentes antagonistas dos receptores

de adenosina.

3.1.1. Efeito da administracdo aguda de cafeina, DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na
pressdo arterial média

A figura 3.1 representa os efeitos da administracdao dos diferentes antagonistas dos receptores
de adenosina, utilizados neste trabalho, na pressado arterial média (PAM). Como se pode observar, a
administracdo aguda de diferentes concentragdes de cafeina, DPCPX, SCH58261 e MRS1754 nao
modificou significativamente a PAM. E ainda de referir que a administracdo de diferentes diluicdes
de DMSO (1:1000, 1:10000, 1:50000) ndao modificou a PAM (resultados ndo apresentados), tal como

descrito na literatura (Camp et al., 1981; James et al., 1982).
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Figura 3.1. Efeito da administracdo aguda de A) cafeina (antagonista ndo selectivo; 0,001-5uM), B) DPCPX

(antagonista A; 0,0005-5 uM), C) SCH58261 (antagonista A,,; 0,0005-0,5 uM) e D) MRS1754 (antagonista Ag;
0,001-5 uM) na pressdo arterial média (PAM). As barras verticais representam a média £ SEM.
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3.1.2. Efeito da administracdo aguda de cafeina, DMSO, DPCPX, SCH58261 e
MRS1754 na glicémia basal

O efeito da administracdo aguda de cafeina esta representado na figura 3.2, na qual se pode
observar que a administracdo aguda de cafeina ndo modificou significativamente a glicémia basal.
Quanto ao efeito de diferentes diluicdes de DMSO e diferentes concentra¢des de DPCPX, SCH58261 e
MRS1754 na glicémia basal, este esta representado na figura 3.3. A administra¢cdo dos antagonistas

selectivos dos diferentes receptores de adenosina testados e do DMSO ndo altera a glicémia basal.
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Figura 3.2. Efeito da administracdo aguda de diferentes concentracGes de cafeina (antagonista ndo selectivo;
0,001-5 uM) na glicémia basal. As barras verticais representam a média + SEM.
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Figura 3.3. Efeito da administracdo aguda de A) diferentes diluicdes de DMSO (1:1000, 1:10000, 1:50000) e,
diferentes concentragées de B) DPCPX (antagonista A;; 0,0005-5 uM), C) SCH58261 (antagonista A,,; 0,0005-
0,5 uM) e D) MRS1754 (antagonista A,g; 0,001-5 uM) na glicémia basal. As diluigdes de DMSO testadas
correspondem as diluigdes utilizadas para a preparagdao das amostras dos antagonistas dos receptores de
adenosina. As barras verticais representam a média + SEM.
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3.1.3. Efeito da administracdo aguda de cafeina na insulinémia
A figura 3.4 representa o efeito da administracdo aguda de cafeina nos valores de insulinémia. A
insulinémia em jejum nos ratos controlo foi de 2,04 + 0,40 (ug/l) (Fig.3.4). A administracdo aguda de
cafeina ndo modificou significativamente os niveis basais de insulina no plasma para as diferentes

concentracdes testadas.
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Figura 3.4. Efeito da administracdo aguda cafeina (0,001-5uM) na insulinémia (n=1 — 8). As barras verticais
representam a média + SEM.

3.1.4. Efeito da administra¢dao aguda de cafeina e DMSO na sensibilidade a insulina

Na figura 3.5 encontra-se representado o efeito da administracdao aguda de cafeina e DMSO na

sensibilidade a insulina. Como se pode observar, a administracdo aguda de cafeina (0,001-5uM)

diminui a sensibilidade a insulina de uma maneira dependente da dose. Relativamente ao efeito

maximo da administracdo de cafeina, este foi de 59,97% e, a concentragdo de antagonista necessaria
para reduzir o efeito maximo em 50% (ICsg), foi 11,91nM.

Quanto ao efeito do DMSO, pode-se observar que este ndo modificou significativamente a

sensibilidade a insulina em nenhuma das diluicdes testadas (1:1000, 1:10000 e 1:50000) (Fig.3.5).
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Figura 3.5. Efeito da administracdo aguda de diferentes concentragdes de cafeina (0,001-5uM) e diferentes
diluicdes de DMSO (1:1000, 1:10000 e 1:50000) na sensibilidade a insulina. As diluicGes de DMSO testadas

correspondem as diluicdes utilizadas para a preparacdo das amostras dos antagonistas dos receptores de
adenosina. As barras verticais representam a média + SEM.
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3.1.5. Efeito da administracio aguda de DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na
sensibilidade a insulina
A figura 3.6 representa o efeito da administracdo aguda de DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na
sensibilidade a insulina. No caso do SCH58261, um antagonista dos receptores de adenosina A,,, este
nao alterou significativamente a sensibilidade a insulina para as diferentes concentracdes testadas
(Fig.3.6 A). Por sua vez, o DPCPX, um antagonista dos receptores A; e, o MRS1754, um antagonista
dos A,g, diminuiram a sensibilidade a insulina de uma maneira depende da dose (Fig.3.6 B).
Relativamente ao efeito médximo da administragdo de DPCPX e MRS1754, este foi semelhante ao
da cafeina (Tabela 3.1). Em relagcdo a concentragcdo de antagonista necessaria para reduzir o efeito
maximo em 50% (ICsy), observou-se que a cafeina apresenta um menor ICs, seguida do DPCPX e do
MRS1754 (Tabela 3.1).
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Figura 3.6. Efeito da administracdo aguda de diferentes A) diluigdes de DMSO (1:1000, 1:10000 e 1:50000) e
diferentes concentragdes de cafeina (antagonista ndo selectivo, 0,001-5uM), SCH58261 (antagonista A,a,
0,0005-0,5uM), B) DPCPX (antagonista A;, 0,0005-5 uM) e MRS1754 (antagonista A,s, 0,001-5uM) na
sensibilidade a insulina. As diluicdes de DMSO testadas correspondem as dilui¢cOes utilizadas para a preparacao
das amostras dos antagonistas dos receptores de adenosina. As barras verticais representam a média + SEM.

Tabela 3.1. Efeito maximo e ICsy da administragdo aguda de cafeina, DPCPX e MRS1754.

Cafeina DPCPX MRS1754
Emax (%) 59,97 57,66 58,05
IC5 (M) 11,91 21,48 43,05
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3.1.6. Efeito da administracao aguda de cafeina na expressao de AMPKal e Glut4
no musculo-esquelético

Na figura 3.7.A e B estdo representados os Western Blots que comparam a expressdo de
AMPKal e Glut4 no musculo-esquelético, que correspondem as bandas 63KDa e 54KDa,
respectivamente, para as diferentes doses de cafeina (0,001-0,5uM) administradas de forma aguda.
Como se observa na figura 3.7C, a cafeina ndo modificou a expressao da AMPKal no musculo-
esquelético. Relativamente aos transportadores Glut4 no mesmo tecido, observou-se um decréscimo

da sua expressdo em 34,98%, para uma concentracdo de 0,5uM de cafeina (Fig.3.7D).
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Figura 3.7. Efeito da administragdo aguda de cafeina na expressdao de AMPKal e de Glut4 no musculo-
esquelético. A e B) imagens representativas de Western blots que comparam a expressdao de AMPKal (63kDa)
e Glut4 (54kDa) no musculo-esquelético na auséncia de cafeina e apds a administracdo de diferentes
concentragGes de cafeina (0,001-0,5uM); C e D) mostram respectivamente, valores médios da expressdo de
AMPKal (n=2 - 9) e Glut4 (n=1 - 9) em relagdo a expressdao do GAPDH. *p<0.05 compara todos os valores com
os valores controlo, ou seja, sem cafeina (One-way ANOVA com teste de comparagdo multipla Dunnett). As
barras verticais representam a média + SEM.
3.1.7. Efeito da administracdo aguda de cafeina nas catecolaminas do plasma

Resultados preliminares do efeito da administracdo aguda de cafeina nas catecolaminas
circulantes indicam que a cafeina aumenta os niveis de epinefrina e norepinefrina. Estes resultados
permitem ainda depreender que os niveis de epinefrina no plasma sdo superiores aos da

norepinefrina, o que sugere uma accao da cafeina ao nivel da medula adrenal.

3.2. Efeitos da administragao cronica dos antagonistas dos receptores
de adenosina

Sabendo que a administracdo crénica de cafeina reverte a resisténcia a insulina, neste trabalho

pretendeu-se averiguar se este efeito é mediado pelos receptores de adenosina. Neste sentido, foi
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administrada de forma crénica diferentes antagonistas dos receptores de adenosina e, estudado o
seu efeito em ratos controlo e em ratos submetidos a uma dieta rica em sacarose que induz

resisténcia a insulina e hipertensao.

3.2.1. Efeito da administragao cronica de DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na pressao
arterial média

Na figura 3.8 encontra-se representado o efeito da administracao crénica de DPCPX, SCH58261
e MRS1754 na pressao arterial média em ratos controlo e em ratos submetidos a uma dieta rica em
sacarose (HSu). Tal como se pode observar, a administragdo crénica quer de DPCPX quer de
SCH58261 ndo modificou significativamente a PAM no grupo controlo. Contudo, a administracdo de
MRS1754, um antagonista selectivo dos receptores A,z da adenosina diminui significativamente em
32.5% a PAM em comparag¢do com o valor do veiculo (99,02 + 9,47mmHg). Tal como seria de esperar
e, em concorddncia com resultados previamente obtidos (Conde et al.,, 2012), a dieta rica em
sacarose aumentou significativamente o valor da PAM para 132,90 = 4,31mmHg. A administracdo de,
DPCPX e de MRS1754 no grupo HSu diminuiu significativamente a PAM para 112, 90 + 6,65mmHg e

94,96 £ 5,73mmHg, respectivamente.
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Figura 3.8. Efeito da administragdo créonica de DPCPX (antagonista A;, 0,4mg/kg), SCH58261 (antagonista A,
0,5mg/kg) e MRS1754 (antagonista A,s, 9,5ug/kg) na pressdo arterial média (PAM) em ratos controlo e em
ratos submetidos a uma dieta rica em sacarose (HSu). ***p<0,001 em comparagdo com o veiculo no grupo
controlo (One-Way ANOVA com teste de comparagdo multipla Bonferronni). ## p<0,01; ### p<0,001 em
comparacdo com os valores do veiculo no respectivo grupo (Two-Way ANOVA com teste de comparacgdo
multipla Bonferronni). As barras verticais representam a média + SEM.

3.2.2. Efeito da administracao crénica de DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na glicémia
basal

O efeito da administracdo créonica de DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na glicémia basal encontra-
se representado na figura 3.9. Tal como se pode observar na figura, a administracdo dos diferentes

antagonistas dos receptores de adenosina no grupo controlo ndo modificou significativamente os
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valores de glicémia basal quando comparados com o veiculo/controlo (veiculo = 90,56 + 5,79mg/dl;
DPCPX = 103,80 + 4,35mg/dl; SCH58261 = 81,17 *+ 1,91mg/dl; MRS1754 = 84,17 + 1,82mg/dl).
Observou-se também que a administracdo crénica de DMSO em ratos HSu (veiculo/HSu) levou a uma
diminuicdo significativa da glicémia basal para valores préximos do veiculo/controlo, em comparacio
com o grupo de ratos apenas submetido a dieta HSu (145 + 9,56mg/dl; ver tabela 8.1 em anexo). No
grupo HSu, a administracdo cronica de DPCPX aumentou a glicémia basal para 108,70 + 3,5mg/dI
comparativamente com o grupo veiculo/HSu (90,25 * 8,14mg/dl). No caso do MRS1754, a
administracdo crénica deste farmaco ndo modificou significativamente a glicémia basal em relagédo

ao veiculo nos animais submetidos a uma dieta rica em sacarose.
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Figura 3.9. Efeito da administragdo cronica de DPCPX (antagonista A;, 0,4mg/kg), SCH58261 (antagonista A,a,
0,5mg/kg) e MRS1754 (antagonista A,g, 9,5ug/kg) na glicémia basal em ratos controlo e em ratos submetidos a
uma dieta rica em sacarose (HSu). # p<0,05 em comparag¢do com os valores do veiculo no respectivo grupo
(Two-Way ANOVA com teste de comparacdo multipla Bonferronni). As barras verticais representam a média +
SEM.

3.2.3. Efeito da administracdo cronica de DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na
sensibilidade a insulina

Na figura 3.10 encontra-se representado o efeito da administragdo crénica do DPCPX, SCH58261

e MRS1754 na sensibilidade a insulina em ratos controlo e em ratos submetidos a uma dieta rica em
sacarose. Tal como se pode observar na figura, a administracdo crénica quer de DPCPX quer de
SCH58261, antagonistas dos receptores A; e A,,, respectivamente, ndo modificou a sensibilidade a
insulina em animais controlo. A administracdo créonica de MRS1754, antagonista dos receptores A,g,
neste mesmo grupo controlo, diminui significativamente a sensibilidade a insulina, uma vez que a
constante do ITT, (Kirr) diminuiu para 2,44 + 0,19 %glucose/min em comparacdo com o veiculo (4,16
0,28 %glucose/min). Observou-se também e, tal como previamente descrito (Hulman e Falkner,
1994; Ribeiro et al., 2005; Conde et al., 2012), que dieta HSu também diminui a sensibilidade a

insulina (2,34 £ 0,20 %glucose/min (veiculo/HSu)).
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No grupo HSu, observou-se também que a administracdo cronica de DPCPX, embora apresente
uma tendéncia para aumentar a sensibilidade a insulina, esta ndo é estatisticamente significativa
(3,13 + 0,25 %glucose/min). A administragdo crénica de MRS1754 nos ratos submetidos a dieta HSu
aumentou significativamente a sensibilidade a insulina para valores préximos do valor controlo (3,72

+ 0,32 %glucose/min).

Kt (% glucose/min)

Figura 3.10. Efeito da administra¢do crénica de DPCPX (antagonista A;, 0,4mg/kg), SCH58261 (antagonista A,p,
0,5mg/kg) e MRS1754 (antagonista A,z 9,5ug/kg) na sensibilidade a insulina em ratos controlo e ratos
submetidos a uma dieta rica em sacarose (HSu). ***p<0,001 em comparagdo com o veiculo no grupo controlo
(One-Way ANOVA com teste de comparagdo multipla Bonferronni). ### p<0,001 em comparagdo com o0s
valores do veiculo no respectivo grupo (Two-Way ANOVA com teste de comparacdo multipla Bonferronni). As
barras verticais representam a média + SEM.

3.2.4. Efeito da administrag¢do cronica de DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na gordura
total e visceral

Dado que a obesidade e, mais precisamente a gordura visceral, parece ser um dos factores que
mais contribui para o desenvolvimento de resisténcia a insulina, torna-se importante averiguar o
efeito da administracdo crdnica dos antagonistas selectivos dos diferentes receptores de adenosina
na gordura total e visceral. O efeito da administracdo crénica de DPCPX, SCH58261 e MRS1754 na
gordura total e visceral encontra-se representado na figura 3.11. Tal como se pode observar na figura
3.112, a administracdo crénica dos antagonistas dos diferentes receptores de adenosina nao
modificou a gordura total em animais controlo, quando comparados com os animais submetidos ao
veiculo/controlo (veiculo = 38,00 + 2,58g/kg; DPCPX = 34,75 + 5,07g/kg; SCH58261= 38,38 *+ 2,72g/kg;
MRS1754 = 42,30 * 3,48g/kg). Contudo, a ingestdo de uma dieta rica em sacarose levou a um
aumento significativo da gordura total para 59,41 * 3,64g/kg. A administracdo crénica de DPCPX nos
animais HSu diminui ndo significativamente (48,89 + 2,54g/kg) a gordura total, no entanto, a
administracdo de MRS1754 provocou um aumento significativo da gordura total para 73,48 +

5,06g/kg.
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Relativamente a gordura visceral, pode-se observar (Fig.3.11 B) que a administracdo crénica dos
diferentes antagonistas dos receptores de adenosina ndo modificou significativamente a gordura
visceral (DPCPX = 5,77 + 0,79g/kg; SCH58261 = 6,45 * 0,46g/kg; MRS1754 = 6,28 *+ 0,42g/kg) em
animais controlo. No entanto, a dieta HSu aumentou significativamente os valores de gordura
visceral para 11,03 + 0,71g/kg, em compara¢do com o veiculo/controlo (7,09 + 0,64g/kg). A
administracao crénica de DPCPX em animais submetidos a dieta HSu reverteu a gordura visceral
(7,05 + 0,71g/kg) para valores similares ao veiculo/controlo. Observou-se também que a

administracdo crdonica de MRS1754 ndo modificou significativamente o valor de gordura visceral nos

animais HSu.
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Figura 3.11. Efeito da administra¢do crénica de DPCPX (antagonista A;, 0,4mg/kg), SCH58261 (antagonista A,,,
0,5mg/kg) e MRS1754 (antagonista A,g, 9,5ug/kg) na A) gordura total e na B) gordura visceral, corrigida para a
massa corporal, em ratos controlo e ratos submetidos a uma dieta rica em sacarose (HSu). A gordura total
corresponde a soma da gordura visceral, renal e genital. **p<0,01 em compara¢do com o veiculo no grupo
controlo (One-Way ANOVA com teste de comparagdo multipla Bonferronni). ##t p<0,001 em comparagdo com
os valores do veiculo no respectivo grupo (Two-Way ANOVA com teste de comparagdo multipla Bonferronni).
As barras verticais representam a média + SEM.

3.2.5. Efeito da administragao cronica de cafeina na expressao de Glut4, AMPKal e
na fosforilagio da AMPKal Thr'’? no musculo-esquelético

Tal como foi descrito anteriormente na introducdo, a cafeina activa a AMPK (Egawa et al., 2009,
2011) podendo este ser um dos mecanismos que contribui para o seu efeito sensibilizador quando
administrada cronicamente. De igual maneira, sabe-se que a adenosina parece exercer alguns efeitos
ao nivel da captacdo de glucose (Kuroda et al., 1987; Ferrara e Cushman, 1999). Desta forma,
averiguou-se se o efeito da administragdo crdnica de cafeina sobre a sensibilidade a insulina poderia
ser mediado por alteracGes na expressdo/actividade da AMPK e/ou expressdo dos transportadores
Glut4. O efeito da ingestdo crénica de cafeina na expressdo proteica dos transportadores Glut4

(54kDa) e da AMPKal (63kDa) assim como, da fosforilagdo da AMPKal Thr'’* (63kDa) no musculo-
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esquelético, em ratos controlo, HSu e HF encontra-se representado na figura 3.12. Na figura 3.12 A, B
e C pode-se observar Western blots representativos da imunorreactividade para os transportadores
Glut4, AMPK al e AMPKal Thr'’? fosforilada nas diferentes condicdes experimentais. Tal como se
pode observar na figura 3.12 A e D, a administracdo de uma dieta rica em sacarose induziu um
decréscimo de 59,35% na expressdo dos transportadores Glut4, ndo sendo este efeito alterado com
o consumo crénico de cafeina. Relativamente a expressdao da AMPKal (Fig.3.12 B e E), observou-se
uma diminui¢cdao em 70,45% com a dieta HSu e 33,93% com a dieta HF, em compara¢ao com o grupo
controlo. No grupo HSu, o consumo crénico de cafeina aumentou em 42,54% a expressdo da
AMPKal em comparagdao com o grupo HSu. No caso da dieta HF, o consumo crdénico de cafeina
reverteu a expressao da AMPKal para valores controlo. Em relagdo a actividade da AMPKal (Fig.3.12
C e F), medida através da sua fosforilagdo, observou-se que as ambas as dietas hipercaldricas
diminuem a actividade deste enzima, obtendo-se um decréscimo significativo na actividade da AMPK
al em animais submetidos a dieta HF (44,74%). Observou-se também que o consumo crénico de
cafeina apenas exerceu efeitos na fosforilacdo da AMPKal no grupo controlo, observando-se um
aumento de 29,10% em relagdo ao grupo sem cafeina, ndo modificando a actividade da AMPKa1l nos

ratos submetidos a dietas hipercaldricas.
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Figura 3.12. Efeito do consumo crénico de cafeina na expressao dos Glut4 e AMPKal e, na fosforilagao da
AMPKal Thr'’? no musculo-esquelético em ratos controlo e submetidos a uma dieta rica em sacarose (HSu) e
rica em lipidos (HF). A, B e C) Western blots que comparam a expressdo dos Glut4 (54kDa) e AMPKal (63kDa)
e, a fosforilagdo da AMPKal Thr172 (63kDa) no musculo-esquelético, em ratos controlo, HSu e HF, com e sem
cafeina; D, E e F) mostra respectivamente, a expressdo dos Glut4 e AMPKal e, a fosforilagio da AMPKal Thr'’?
em relacdo a expressdo do GAPDH. *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 em comparagdo com os ratos controlo
sem administracdo crénica de cafeina (One-way ANOVA com teste de comparagdao multipla Dunnett). # p<0,05;
## p<0,01 em comparagdo com os valores sem cafeina no grupo controlo, HSu e HF (Two-Way ANOVA com
teste de comparagdo multipla Bonferronni). As barras verticais representam a média + SEM.
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3.3. Presenca dos receptores de adenosina no musculo-esquelético
soleus

Dado que o presente trabalho pretende atribuir os efeitos da cafeina aguda e crdénica na
sensibilidade a insulina a um efeito mediado pelos receptores de adenosina torna-se imperativo
demonstrar a sua presenga nos tecidos alvo da insulina, nomeadamente no musculo-esquelético, o
principal tecido captador de glucose. Comegou-se por averiguar a presenca dos receptores A, de
adenosina no musculo-esquelético soleus por Western blot. Tal como se pode observar na figura
3.13, os receptores A, estdo presentes no musculo-esquelético soleus. Na mesma figura encontra-se
também representado o controlo positivo, isto é, a presenca destes mesmos receptores no cérebro,

um tecido no qual a presenca destes receptores ja foi demonstrada anteriormente (Mishina et al,

2007).
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Figura 3.13. Andlise por western blot da expressdao dos receptores de adenosina A, (45kDa) no musculo-
esquelético soleus e no cérebro.
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4. Discussao dos Resultados

No presente trabalho demonstrou-se que quer os efeitos da administracdo aguda quer crdnica
de cafeina na sensibilidade a insulina sdo mediados por receptores de adenosina. Confirmou-se
ainda, que a administragdo aguda de cafeina induz resisténcia a insulina, sendo este efeito mediado
pelos receptores de adenosina A; e A,z e, envolvendo os transportadores Glut4 no musculo-
esquelético e, assim a captac¢do de glucose neste tecido alvo da insulina. Por sua vez, demonstrou-se
também que o efeito sensibilizador da cafeina quando consumida de maneira crénica envolve
maioritariamente receptores de adenosina A,g, parecendo haver também um efeito dos receptores
A, ao nivel do tecido adiposo. Os resultados do presente trabalho permitiram concluir também, que
estes efeitos sensibilizadores da cafeina ndo parecem ser mediados por alteragdes na expressdao dos

transportadores Glut4 e ou expressdo/actividade da AMPK.

4.1. Efeitos da administracao aguda dos antagonistas dos receptores

de adenosina

Relativamente a administragdo aguda de cafeina, demonstrou-se no presente trabalho, que esta
nao modificou a pressdo arterial média, ao contrdrio do descrito na literatura no Homem, na qual é
observado que a cafeina aguda aumenta a pressdo arterial (Robertson et al., 1978; Daniels et al.,
1998; Keijzers et al., 2002) e que a adenosina possui um efeito hipotensor (Watt e Routledge, 1985;
Belardinelli et al., 1989). Esta discrepancia de resultados pode dever-se a diferengas na concentragao
de cafeina utilizada bem como, no modo de administracdo da mesma. No trabalho de Robertson et
al. (1978) e Daniels et al. (1998) a cafeina foi ingerida e, como tal, a sua concentragdo maxima é
atingida 60 e 40 minutos apds a sua ingestdo, respectivamente. No trabalho de Keijzers et al. (2002),
tal como no presente trabalho, a cafeina foi administrada de forma intravenosa, no entanto, o
aumento da PAM foi observado durante o clamp hiperinsulinémico-euglicémico e, nesse mesmo
trabalho foi observado que a hiperinsulinémia por si s6 aumentava significativamente a pressao
arterial sistélica. Pelo contrario, no presente trabalho, os valores da PAM foram recolhidos apds a
administracdo intravenosa de cafeina e, antes do teste de tolerancia a insulina, de modo a garantir
gue o Unico efeito presente seria o da cafeina. Tal como a cafeina e o DMSO, os diferentes
antagonistas testados neste trabalho nao alteraram a PAM.

Quanto ao efeito da administracdo aguda de cafeina na glicémia basal, esta ndo exerceu
qualquer efeito, o que estd em concordancia com os trabalhos prévios de Petrie et al. (2004) e
Robinson et al. (2004). Similarmente, também a administracdo aguda das diferentes diluicGes de
DMSO testadas neste trabalho ndo modificaram os niveis de glucose basal no plasma, ocorrendo o

mesmo para os diferentes antagonistas dos receptores de adenosina testados, DPCPX, SCH58261 e

35



Discussdo dos resultados

MRS1754. Tal como na glicémia basal, a administracdo aguda de cafeina ndo alterou
significativamente os niveis de insulina no plasma, estando estes resultados de acordo com o
descrito por Petrie et al. (2004) e Robinson et al. (2004), os quais observaram, antes da realizacdo da
prova de tolerdncia a glucose oral, que a administracdo aguda de cafeina ndo modificava a
insulinémia.

O efeito da administra¢do aguda de cafeina na sensibilidade a insulina foi determinado através
de um teste de tolerdncia a insulina. Ao contrario dos trabalhos realizados no Homem, nos quais
apenas foi avaliado o efeito de uma Unica dose de cafeina na sensibilidade a insulina (Greer et al.,
2001; Keijzers et al., 2002; Moisey et al.,, 2008), neste trabalho foram testadas diferentes
concentragdes de cafeina (0,001 - 5uM), o que permitiu observar que a cafeina diminui a
sensibilidade a insulina de uma maneira dependente da dose. De acordo com a curva dose efeito
realizada neste trabalho para a ac¢do da administracdo aguda de cafeina na sensibilidade a insulina,
pode-se afirmar que se esta perante um efeito ao nivel dos receptores de adenosina (Fredholm et al.,
1999). Deste modo, foram utilizados antagonistas dos receptores de adenosina Aj, A, e Az, de
forma a avaliar quais os receptores envolvidos neste efeito da cafeina na sensibilidade a insulina. A
administracdo aguda de SCH58261, um antagonista A,s, ndo alterou significativamente a
sensibilidade a insulina para as concentra¢des testadas (0,0005 - 0,5uM), o que indica que os
receptores de adenosina A, ndo estdo envolvidos no efeito da administracdo aguda de cafeina na
sensibilidade a insulina. Neste sentido, foi estudado o possivel envolvimento dos receptores A; e Ag.
A administracdo de DPCPX (0,0005 - 5 uM), um antagonista dos receptores A,, e de MRS1754 (0,001 -
5uM), um antagonista dos A,g, diminuiu a sensibilidade a insulina de uma maneira depende da dose,
o que indica que ambos os receptores estdo envolvidos no efeito da administracdo aguda de cafeina
na sensibilidade a insulina.

O efeito maximo observado com a administracdo de DPCPX e MRS1754 foi de 57,66 e 58,05%,
respectivamente, sendo estes valores semelhantes ao obtido para a cafeina (59,97%). Pode-se
postular que esta semelhanca ocorra dado que a partir de uma determinada concentracdo, os
antagonistas selectivos dos diferentes receptores de adenosina como, o DPCPX e o MRS1754,
percam a sua selectividade para o receptor em questdo. Para o DPCPX, a sua afinidade aos A; ocorre
numa gama de concentragdes entre 0,63><10'9 - 39,SX10'9M, sendo o MRS1754 selectivo para os
receptores A,z em concentracbes na gama dos baixos nanomolar (www.iuphar.org, 2012). Em
relacdo ao ICsp, OU seja, a concentracdo de antagonista necessaria para reduzir o efeito maximo em
50%, os valores obtidos foram 21,48 e 43,05nM para o DPCPX e MRS1754, respectivamente, sendo
estes valores superiores ao obtido para a cafeina (11,91nM), o que indica que o antagonista mais

potente é a cafeina, seguida do DPCPX e por ultimo, do MRS1754.
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De modo a investigar o mecanismo pelo qual a administracdo aguda de cafeina e, portanto, os
receptores de adenosina modulam a sensibilidade a insulina, estudou-se o efeito da cafeina na
expressdao de AMPKal e de Glut4 no musculo-esquelético, uma vez que este é o principal captador
de glucose e o primeiro local no qual se desenvolve resisténcia a insulina. Relativamente a expressao
de AMPKoal no musculo-esquelético, ndo foram observadas alteragcdes para as diferentes
concentracdes de cafeina testadas (0,001 - 0,5uM). Contudo, ndo é possivel excluir o envolvimento
da AMPKal no mecanismo de acgdo da cafeina na sensibilidade a insulina, uma vez que neste
trabalho ndo foi determinada a sua actividade, a qual podera estar alterada sem que haja uma
alteragdo na sua expressao total. Tal foi observado no estudo de Egawa et al. (2009), no qual ndo
foram observadas alteracGes na expressdo total da AMPK, porém a cafeina aumentava a fosforilagdo
da AMPKa Thr'’? de uma maneira dependente da dose. Todavia, é de referir que no estudo de Egawa
et al. (2009), foram utilizadas concentragGes de cafeina muito superiores (1 - 15mM) as utilizadas no
presente trabalho (0,001 - 0,5uM), sendo estas tdxicas para a célula, uma vez que envolvem a saida
de cdlcio dos depdsitos intracelulares e, como tal, toxicidade induzida pelo cdlcio (Fredholm et al.,
1999).

Quanto a expressao dos transportadores Glut4, observou-se um decréscimo da sua expressao
em 34,98%, para uma concentracao de 0,5uM de cafeina, ao contrdrio do estudo de Egawa et al.
(2009), no qual ndo foram observadas alteragGes na expressdo total de Glut4, mesmo tendo sido
utilizada uma concentracio de 3mM de cafeina. Contudo, para avaliar o envolvimento dos
transportadores Glut4 no mecanismo de accdo da cafeina na sensibilidade a insulina, terd de se
estudar futuramente a captacdo de glucose no musculo-esquelético. Neste caso, existem estudos
gue demonstram que a cafeina, em concentragdes superiores a 3mM, inibe o transporte de glucose
estimulado pela insulina no musculo-esquelético (Kolnes et al., 2010). Também no tecido adiposo foi
observado que a cafeina diminui a captacdo de glucose induzida pela insulina de uma maneira
dependente da dose (0,1 - 1mM) (Akiba et al., 2004). Deste modo, a diminui¢cdo da expressdo total
de Glut4 no musculo-esquelético observada no presente trabalho poderia dever-se ao antagonismo
dos receptores de adenosina A;, o que estaria de acordo com o trabalho de Han et al. (1998), no qual
foi observado que a inibicdo destes receptores diminuia o transporte de glucose estimulado pela
insulina. Por outro lado, pode-se também estar perante um efeito ao nivel dos receptores Az no
musculo-esquelético, tal como descrito por Figler et al. (2011). Assim, pode-se postular que sdo os
receptores A; e/ou A,z que estdo envolvidos na diminuicdo da captacdo de glucose no musculo-
esquelético observada na resisténcia a insulina. Contudo, para avaliar esta hipdtese ter-se-a de
averiguar futuramente a expressao de transportadores Glut4 e a captacdo de glucose no musculo-
esquelético e tecido adiposo, na presenca de agonistas e/ou antagonistas selectivos para estes

receptores de adenosina A; e Ag.
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No presente trabalho, obteve-se também resultados preliminares para o efeito da
administracdo aguda de cafeina sobre as catecolaminas circulantes. Observou-se, que a cafeina
qguando administrada agudamente aumenta os niveis de epinefrina e norepinefrina circulantes,
sendo o aumento de epinefrina superior, sugerindo um efeito desta xantina ao nivel da medula
adrenal. Este aumento de epinefrina pela administracdo aguda de cafeina podera entdo, contribuir
também, para a resisténcia a insulina observada nestes ratos, uma vez que foi demonstrado que a
epinefrina promove a producgdo hepatica de glucose, através da estimulacdo da gluconeogénese
(Exton e Park, 1968) e da glicogendlise (Sherline et al., 1972) e, inibe a capta¢do de glucose no
musculo e no tecido adiposo (Keijzers et al., 2002). De facto, Deibert e DeFronzo (1980) observaram
que a epinefrina diminui a sensibilidade a insulina em cerca de 50% durante um clamp euglicémico.
Contudo, num estudo posterior realizado por Battram et al. (2007), demonstrou-se que o efeito da
cafeina na sensibilidade a insulina, ndo se deve exclusivamente a epinefrina, ocorrendo um
mecanismo que ndo sendo idéntico, pode estar relacionado e partilhar algumas vias, sugerindo estes
autores que o efeito seja mediado pelo antagonismo dos receptores de adenosina. Assim, tendo em
conta que no presente trabalho se demonstrou que o efeito da administracdo aguda de cafeina na
sensibilidade a insulina é mediado pelos receptores de adenosina e que, se observou também um
aumento dos niveis de catecolaminas circulantes, pode-se postular, que o efeito da cafeina nas
catecolaminas e como tal, na sensibilidade a insulina, podera ser mediado também pelos receptores
de adenosina. Serd entdo necessario averiguar no futuro, se a administracdo aguda dos diferentes
antagonistas selectivos da adenosina, modula os niveis de catecolaminas circulantes. Para além
disso, e uma vez que se observou um aumento superior de epinefrina, poder-se-a também estudar o
efeito dos diferentes antagonistas selectivos da adenosina no conteddo em catecolaminas da medula

adrenal, o principal érgao produtor de epinefrina.

4.2, Efeitos da administragao cronica dos antagonistas dos receptores
de adenosina

Relativamente a administragdo crénica dos antagonistas dos diferentes receptores de adenosina
sobre a PAM, observou-se que o DPCPX e o SCH58261, antagonistas dos receptores A; e A,y ndo
modificaram significativamente a PAM no grupo controlo. Estes efeitos ndo sdo facilmente
explicdveis uma vez que, estdo em total desacordo com o efeito hipotensor previamente descrito
para a adenosina e mediado perifericamente pelos receptores A; e A,y (Watt e Routledge, 1985;
Belardinelli et al., 1989). No entanto, ndo se pode deixar de referir que na presente situacio se esta
perante o bloqueio crénico dos varios subtipos de receptores, podendo-se estar na presenca de
fendmenos como dessensibilizacdo, up-regulation e down-regulation de receptores, entre outros.

Assim, pode-se postular que a auséncia de efeitos do DPCPX assim como, do SCH58261 no grupo
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controlo, se deve a uma dessensibilizacdo destes receptores devido a administracdo crénica destes
antagonistas. Demonstrou-se também, que o MRS1754, antagonista dos receptores A,g, diminuiu
significativamente a PAM no grupo controlo. Sabendo que os receptores A,z estdo envolvidos no
controlo hipotalamico da pressdo arterial, diminuindo os seus agonistas a PAM (Lee e Koh, 2009),
seria esperado obter um aumento da mesma na presenca de MRS1754. Contudo, e tal como citado
anteriormente para o DPCPX e SCH58261, no caso do MRS1754 também se estd na presenca de um
bloqueio crénico dos receptores e, como tal, pode-se estar perante um fendmeno de
dessensibilizacao.

No presente trabalho demonstrou-se também, tal como seria de esperar e, como esta descrito
anteriormente, um aumento significativo da PAM nos ratos submetidos a dieta rica em sacarose
(Conde et al., 2012), diminuindo este aumento com a administracdo crénica de DPCPX e MRS1754.
Neste caso, pode-se postular que, em situagGes patoldgicas, tal como as existentes nos ratos
submetidos a uma dieta rica em sacarose, existam alteragGes ao nivel da expressdo dos receptores
de adenosina que influenciam a acgdo deste mediador e, a ac¢do do bloqueio pelos seus
antagonistas. Assim, é possivel sugerir que, no caso da diminui¢ao da PAM pelo DPCPX nos ratos HSu,
esteja envolvido ou uma dessensibilizagcdo dos receptores A; ou, uma sobrexpressdo dos mesmos. No
caso da total reversdao do aumento da PAM pelo MRS1754 nos animais submetidos a uma dieta HSu,
pode-se postular ou 0 mesmo mecanismo anteriormente citado para os A; ou, que o MRS1754 esteja
a exercer o seu efeito ao nivel dos quimiorreceptores periféricos do corpo carotideo. Tendo em
conta que a adenosina exerce um efeito excitatério nos quimiorreceptores da carétida e da aorta e,
nos nervos sensoriais do rim, coracdo e musculo-esquelético, sendo que a activacao destes nervos
aferentes resulta no aumento da actividade do sistema nervoso simpdtico e da pressdo arterial
(Daniels et al., 1998); e sabendo que os efeitos da adenosina no corpo carotideo sdo mediados via
receptores A, e A,z (Conde et al., 2006; Conde et al., 2008) e que, o corpo carotideo aumenta o fluxo
simpatico (Marshall et al., 1994; Cao et al., 2001) através da activacdo directa das adrenais, do rim e
da actividade do sistema nervoso simpdtico (Schultz et al., 2007), pode-se sugerir que a ac¢do da
adenosina no corpo carotideo possa modular a pressao arterial.

No presente estudo também foi demonstrado que a administragdo crénica dos antagonistas dos
receptores de adenosina ndo exerceu qualquer efeito ao nivel da glicémia no grupo controlo. No
entanto, a administracdo crénica de DMSO reverteu para valores controlo a hiperglicémia observada
em ratos submetidos a dieta HSu (Conde et al., 2012). Este efeito da administracdo cronica do DMSO
pode dever-se a um aumento na translocacdo dos Glut4 na superficie celular (Berenguer et al., 2011),
0 que provocaria o aumento da captacdo de glucose e, por consequéncia, os niveis de glicémia no
plasma diminuiriam. No trabalho de Berenguer et al. (2011) o aumento da translocacdo dos Glut4

deveu-se a reducdo da sua endocitose, no entanto foi observado que o DMSO diminui a actividade
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dos transportadores de glucose, havendo por isso, uma diminui¢cao da captacao de glucose. Contudo,
ha que ter em conta que o trabalho de Berenguer et al. (2011) foi realizado numa linha celular de
adipdcitos e, no musculo-esquelético o efeito do DMSO pode ndo ser o mesmo, podendo o DMSO
aumentar a translocacdao dos Glut4 sem inibir a sua actividade. Assim, futuramente terao de ser
realizados estudos nos quais se averiguara o efeito crénico do DMSO na glicémia basal e, na captacdo
de glucose no musculo-esquelético em animais controlo e submetidos a dieta hipercaldrica.
Observou-se também, que o DPCPX aumenta a glicémia basal, contudo, foi um aumento para um
valor de 108 mg/dI, que se encontra abaixo dos valores de referéncia para o diagndstico de diabetes
tipo 2 segundo os critérios da Organizagdo Mundial de Saude (glicémia em jejum > 126mg/dl; WHO,
2006).

Quanto a sensibilidade a insulina, a administracdo crénica de MRS1754 diminuiu
significativamente a sensibilidade a insulina em animais controlo. Por outro lado, a mesma
administracdo em ratos submetidos a dieta HSu reverteu quase completamente a resisténcia a
insulina induzida pela dieta. A diferenca de valores de Kt entre o controlo e os animais HSu
submetidos a administragdo cronica de MRS1754 parece indicar que outros receptores de adenosina,
para além dos A,s, podem estar envolvidos na regulacdo da sensibilidade a insulina. Uma das
possibilidades serd os receptores A;, uma vez que se observou um aumento do Ky com a
administracdo crénica de DPCPX, apesar de ndo significativo. Por outro lado, também pode ocorrer
uma contribuicdo dos receptores A,,, contudo o antagonismo crénico destes receptores em ratos
HSu terd de ser estudado, pois nao foi analisado no presente trabalho. Tendo em conta a hipdtese de
ocorrer sobrexpressao dos receptores de adenosina com a administragdo crdnica dos antagonistas
ou uma dessensibilizagdo dos mesmos, no caso da sensibilidade a insulina, esta teoria por si s6, ndo
explicaria o facto do MRS1754 exercer efeitos opostos em ratos controlo e ratos HSu. Assim, pode-se
sugerir que os receptores de adenosina possam de algum modo interagir com os receptores de
insulina e, como tal, modular a prépria accdo da insulina quer em situa¢cdes controlo, quer
patolégicas. Assim, nos ratos submetidos a dieta HSu, os quais sdo resistentes a insulina e, como tal
teriam uma menor expressdo dos receptores de insulina e/ou sinalizacdo, a adenosina iria exercer
um papel sensibilizador, aumentando a sensibilidade a esta hormona. Contudo, estudos terao de ser
realizados, de modo a avaliar a possivel interac¢do entre os receptores de adenosina e insulina bem
como, a expressao dos receptores de adenosina no musculo-esquelético e no tecido adiposo, pois
estes sdo tecidos sensiveis a insulina que desempenham um papel fundamental na resisténcia a
insulina.

Relativamente a gordura total, observou-se um aumento com a dieta HSu, que pode estar

associado ao aumento observado na gordura visceral destes ratos, a qual estd associada a resisténcia

40



Discussdo dos resultados

a insulina (Frayn, 2000). Assim, estes resultados estdo de acordo com o observado por Kim et al.
(2009), os quais observaram um aumento da gordura visceral em ratos submetidos a dieta HSu. A
administracdo créonica de MRS1754 aumentou a gordura total no grupo HSu, contudo este aumento
ndo estd associado a um aumento da gordura visceral. Provavelmente ocorre uma redistribuicdo da
gordura, podendo a gordura renal e/ou genital estarem aumentadas. Dado que no decurso deste
trabalho nao foi avaliada a gordura renal e genital, futuramente terd de se averiguar o efeito dos
diferentes antagonistas dos receptores de adenosina quer ao nivel da redistribuicdo de gordura, quer
ao nivel do efeito dos antagonistas sobre os diferentes tipos de gordura (branca/castanha). No caso
da administragdo crénica de DPCPX em ratos HSu, observou-se a reversdo da quantidade de gordura
visceral para valores similares aos encontrados em animais controlo. Considerando a hipdtese da
sobrexpressdo dos receptores de adenosina, a adenosina iria ligar-se aos receptores A; e, exerceria o
seu efeito antilipolitico. Contudo, no trabalho de Greenberg et al. (2006) este sugere que o consumo
cronico de café pode ajudar na perda de peso através da reducdo da gordura, o que ocorre pelo
aumento do metabolismo dos lipidos, havendo por isso, um aumento da lipdlise. Na tentativa de
esclarecer se este efeito se deve a um aumento da lipdlise ou devido a ac¢do antilipolitica, ter-se-a
futuramente de estudar a expressao dos receptores de adenosina no tecido adiposo bem como, os
niveis de acidos gordos livres.

De maneira a investigar o mecanismo pelo qual a administracdo crdnica de cafeina modula a
sensibilidade a insulina, estudou-se também o efeito da cafeina na expressdo de Glut4 e AMPKal e,
na fosforilagdo da AMPKal Thr'”? no musculo-esquelético. Relativamente a expressdo de Glut4, esta
estd diminuida nos ratos submetidos a dieta HSu, o que poderia explicar o facto de em ratos HSu
ocorrer uma diminuicdo do transporte de glucose estimulado pela insulina no musculo-esquelético
(Kim et al., 1999). Porém, o consumo crénico de cafeina ndo exerceu qualquer efeito ao nivel da
expressdo de Gltud. Quanto a expressdao da AMPKal esta diminui nos ratos submetidos a dieta HSu e
HF sendo que, o consumo crénico de cafeina aumenta a expressdo da AMPKoal nos HSu e, reverte na
totalidade a sua expressao nos ratos HF. Contudo, este aumento da expressao da AMPKal nos ratos
submetidos a dieta HSu e HF, ndo é acompanhado pelo aumento da actividade da AMPKal, o que
indica que no mecanismo pelo qual o consumo crénico de cafeina modula a sensibilidade a insulina,
nao esta envolvida a AMPKal. Em relagdo a acgdo da cafeina sobre os transportadores Glut4 e,
apesar do consumo crénico desta xantina ndo alterar a sua expressao, estes resultados ndao excluem
uma possivel ac¢do desta substancia na sensibilidade a insulina, uma vez que embora na auséncia de
modificacdes ao nivel da expressdo dos transportadores, poder-se-a estar na presenca de alteracdes
na captacao de glucose. Sabendo que a adenosina esta associada ao aumento do transporte de
glucose estimulado pela insulina e, ao aumento dos transportadores Glut4 na membrana plasmatica

no tecido adiposo e no musculo-esquelético, via receptores A; (Kuroda et al., 1987; Steinfelder e
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Petho-Schramm, 1990; Han et al., 1998; Ferrara e Cushman, 1999), sera entdo necessario avaliar a
accdo da cafeina/adenosina quer ao nivel da translocacdo dos transportadores Glut4 para a
membrana, quer ao nivel da captag¢do de glucose no musculo-esquelético e tecido adiposo.

Por ultimo, mas ndo menos importante, no presente trabalho, apds se demonstrar que o efeito
da administracdo aguda e crdénica de cafeina é mediado pelos receptores de adenosina, iniciou-se o
estudo da presenca dos diferentes subtipos de receptores no musculo-esquelético, dado o seu papel
relevante como principal tecido captador de glucose. Demonstrou-se que os receptores A, estdo
presentes no musculo-esquelético soleus, contudo ainda ndo houve a possibilidade de averiguar a
presenga quer dos A; e dos Ajz. Assim, é necessdria a continuagdo deste estudo, ndo sé no musculo-
esquelético como, no tecido adiposo, com o objectivo de se compreender quais os receptores que
estdo presentes nestes tecidos, bem como, os seus niveis de expressdo. Deste modo, no futuro
pretende-se investigar quais sdo os receptores que no musculo-esquelético e no tecido adiposo

medeiam o efeito da administracdo crdnica e aguda da cafeina na sensibilidade a insulina.
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5. Conclusao

Pelos resultados obtidos no presente trabalho é possivel afirmar e, pela primeira vez, que os
receptores de adenosina envolvidos no efeito da administracdo aguda de cafeina na sensibilidade a
insulina sdo os receptores A; e os Ayz. No mecanismo pelo qual a cafeina e, por consequéncia, os
receptores A; e os Az, modulam a sensibilidade, estdao envolvidos os transportadores de glucose
Glut4 no musculo-esquelético.

Com o presente trabalho, também foi possivel concluir que a administracdo crénica de MRS1754
reverte a hipertensdo e, reverte quase na totalidade a resisténcia a insulina em ratos submetidos a
uma dieta hipercaldrica rica em sacarose. Na reversdo da resisténcia a insulina também poderdo
estar envolvidos os receptores A; e/ou A,,, contudo estes Ultimos ndo foram estudados no decurso
deste trabalho. A administragdo crénica de DPCPX, por sua vez, reverteu a gordura visceral nos ratos
submetidos a dieta rica em sacarose para valores similares ao controlo. Porém, para uma total
clarificagdo dos resultados obtidos com a administragao crénica dos diferentes antagonistas dos
receptores de adenosina, ter-se-do de realizar estudos quer de expressdo dos diferentes subtipos de

receptores de adenosina, quer da possivel interacgao entre os receptores de insulina e adenosina.
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6. Trabalhos Futuros

Este trabalho teve como propdsito a realizacdo do trabalho experimental conducente a
Dissertacdao referente ao 22 ano do Mestrado em Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, no entanto, e dado que um ano é um periodo de tempo
curto para a aprendizagem de novas técnicas e obtencdo de resultados, ficam por realizar e
aprofundar varias questdes que serdo nesta seccdo abordadas como trabalhos futuros. O primeiro
ponto destes trabalhos futuros refere-se a continuagdo do estudo da presenga dos diferentes
receptores de adenosina no musculo-esquelético e no tecido adiposo.

O segundo ponto destes trabalhos futuros refere-se ao aumento do nimero de experiéncias,
nomeadamente no estudo do efeito da administracdo aguda de cafeina sobre as catecolaminas
circulantes, visto o nimero de experiéncias em alguns grupos ser ainda baixo e, assim, o erro
existente em alguns grupos ser relativamente elevado. De igual forma, pretende-se clarificar no
futuro, o papel da administracdo aguda versus cronica de cafeina/adenosina na actividade do
sistema nervoso simpatico e, como tal, nas catecolaminas circulantes, assim como, no controlo da
libertagdo/conteudo das catecolaminas da medula adrenal.

Outro ponto que se pretende clarificar seria o papel da cafeina na modulagdo da actividade da
AMPK assim como, dos transportadores Glut4 na sensibilidade a insulina. Para atingir o primeiro
objectivo, ter-se-a de estudar a fosforilacdo da AMPK, tal como foi efectuado para a administracado
crénica de cafeina. Para o segundo objectivo sera indispensavel o estudo da captacdo de glucose no
musculo-esquelético. Para além disso, para se perceber se a administracdao aguda de cafeina conduz
a um aumento da lipdlise, o que ocorre na resisténcia a insulina, ter-se-dao de quantificar os niveis de
acidos gordos livres.

Quanto ao efeito da administracdo crdnica de cafeina na sensibilidade a insulina, é crucial o
estudo da administracdo crénica de SCH58261 em ratos submetidos a dieta HSu, para se descobrir se
os receptores de adenosina A,, estdo envolvidos no efeito do consumo crénico da cafeina. Para
compreender os efeitos da administracdo crénica dos diferentes antagonistas dos receptores de
adenosina na sensibilidade a insulina serd necessaria também, a quantificacdo dos niveis de insulina
e 4cidos gordos livres.

E também fundamental o estudo da expressdo dos diferentes receptores de adenosina no
musculo-esquelético e tecido adiposo, de modo a compreender os mecanismos envolvidos em
alguns dos resultados obtidos no presente trabalho.

Assim, constata-se que muito esta por esclarecer nos mecanismos fisiopatoldgicos que estdo
por detras do efeito do consumo agudo e crénico de cafeina na resisténcia a insulina assim como, na

modulacdo destes efeitos pela adenosina.
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Anexos

8. Anexos

Tabela 8.1. Efeito da administragdo de DMSO (veiculo) no K, glicémia basal, PAM e gordura total e visceral,
em ratos controlo e em ratos submetidos a uma dieta rica em sacarose (HSu). ***p<0,01 em compara¢do com
0 grupo HSu (One-Way ANOVA com teste de comparagdo multipla Bonferronni). (Os valores médios com os
seus erros padrdo foram obtidos a partir de 4 a 20 ratos)

Controlo Veiculo HSu HSu/Veiculo

I(I1'I'
/ 4,79 +0,35° 4,16 £ 0,28 2,24 +0,29° 2,48 £ 0,27
(%glucose/min)

Glicemia basal

(mg/dI)

100,40 + 4,22° = 90,56 +5,79 = 14500+9,56° | 90,25 +8,14

PAM (mmHg) 101,20+3,35° | 99,02 +9,47 133,50+ 4,17° | 137,80+5,02

Gordura total

(g/kg)

Gordura

90,56 +4,22° | 90,56 +5,79 52,79 +4,29° 67,51+5,17

8,49 +0,64° 7,09 + 0,64 12,16 + 1,05° 9,65+ 0,75
visceral (g/kg)

* Ribeiro et al., submetido.
®) Conde et al., 2012.
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