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RESUMO
Os glicocorticoides (GCs) sintéticos podem induzir diversos efeitos adversos, quando
administrados em doses elevadas e/ou por tempo prolongado, como resisténcia insulinica
periférica, intolerdncia a glicose, e alteracdes no metabolismo lipidico, especialmente
hipertrigliceridemia. Porém existem poucos estudos sobre o impacto metabdlico promovido
por tratamentos prolongados com diferentes GCs sintéticos, especialmente com a prednisona,
GC de acdo intermedidria e de primeira escolha em sua classe farmacoldgica. Diante disso,
buscou-se verificar as alteracdes metabodlicas ocasionadas pelo tratamento subcrdonico com
prednisona em ratos e compara-las aos efeitos presentes e conhecidos em modelo agudo de
inducdo de resisténcia insulinica pela dexametasona. Para tal, ratos Wistar com noventa dias
de vida foram tratados com dexametasona (D5) (1 mg/Kg, i.p.) durante 5 dias consecutivos e,
os seus controles (C5) com salina, e ratos Wistar com 60 dias de vida foram tratados com
prednisona (80 mg/Kg, v.o.) durante 15 dias (P15) e 30 dias (P30) consecutivos e, 0s seus
respectivos controles (C15 e C30), receberam veiculo. Os ratos D5 apresentaram redugdo do
peso corporeo (12,3%) e menor peso da gordura retroperitoneal (38%), aumento das
concentracdes séricas de glicose em jejum (12%) e alimentado (30%), insulina (80%) e
triglicerideos (339%) (p<0,05). O conteido de gordura total hepatico, bem como
triglicerideos foram 29% e 52% maiores nos ratos D5, em relacdo aos ratos C5 (p<0,05). Os
ratos P15 apresentaram um ganho de peso 61% menor, reducdo da gordura retroperitoneal
(29%) e aumento nas concentracdes plasmaticas de triglicerideos (60%), em relacdo aos ratos
C15 (p<0,05). Enquanto os ratos P30 apresentaram um ganho de peso 44% menor, reducio da
gordura retroperitoneal (25%) e aumento nas concentracdes séricas de triglicerideos (78%) e
gordura total hepética (26%), em relagdo aos ratos C30 (p<0,05). Os testes in vivo revelaram a
presenca de intolerancia a glicose (GTT) nos ratos D5 e P30 e reducdo da sensibilidade a
insulina (ITT, HOMA, TyG) nos animais D5 (p<0,05). O teste ex vivo revelou maior
sensibilidade nas ilhotas pancreéaticas frente a glicose somente nos ratos D5. Em conclusio, a
administracdo subcronica de prednisona promoveu alteragdes metabdlicas mais sutis na
homeostasia da glicose, quando comparada a administracdo aguda de dexametasona,
sugerindo assim, o uso preferencial da prednisona quando se pretende minimizacdo dos

efeitos adversos metabdlicos associados ao uso de GCs.

Palavras-chave: dexametasona, prednisona, homeostase da glicose, sensibilidade a insulina,

secrecao insulinica, hipertrigliceridemia.



ABSTRACT

Synthetic glucocorticoids (GCs) induce several adverse effects when administered in high
doses and/or prolonged, as peripheral insulin resistance, glucose intolerance, and alterations in
lipid metabolism, especially hypertriglyceridemia. There are few studies on the metabolic
impact caused by long-term treatments with different synthetic GCs, especially with
prednisone, GC of intermediate action and first choice in its pharmacologic class. Therefore,
we seek to verify the metabolic alterations caused by sub chronic treatment with prednisone in
rats and compare them with existing and in acute model of insulin resistance induced by
dexamethasone effects. For this, Wistar rats with of 90 days were treated with dexamethasone
(D5) (1 mg/kg, i.p.) for 5 consecutive days and, its controls (C5) with saline, and Wistar rats
of 60 days old were treated with prednisone (80 mg/kg, orally) for 15 days (P15) and 30 days
(P30) consecutive and their respective controls (C15 and C30), received vehicle solution. The
D5 results a decreased body weight (12.3%) and lower weight of retroperitoneal fat (38%),
increased serum fasting glucose (12%) and fed (30%), insulin (80%) and triglycerides (339%)
(p <0.05). Total fat and triglycerides liver were 29% and 52% higher in rats D5, compared to
the C5 rats (p <0.05). The P15 rats had increased weight 61% less, reduction of
retroperitoneal fat (29%) and increased plasma triglyceride concentrations (60%) compared to
the C15 rats (p <0.05). As long as P30 rats had increased weight 44% less, reduction of
retroperitoneal fat (25%) and increased serum triglycerides (78%) and liver total fat (26%)
compared to the C30 rats (p <0,05). In vivo tests revealed the presence of impaired glucose
tolerance (0GTT) in rats DS and P30, and reduced insulin sensitivity (ipITT, HOMA, TYG)
in D5 animals (p <0.05). Ex vivo test showed greater sensitivity in the pancreatic islets front
glucose only in D5 rats. In conclusion, the sub chronic administration of prednisone promoted
finer metabolic changes in glucose homeostasis, compared to acute administration of
dexamethasone, suggesting the preferential use of prednisone when it is intended to minimize

the adverse metabolic effects associated with the use of GCs.

Keywords: dexamethasone, prednisone, glucose homeostasis, insulin sensitivity, insulin

secretion, hypertriglyceridemia.
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1. APRESENTACAO

Os glicocorticoides (GCs) sdo hormodnios esteroidais derivados do colesterol,
produzidos e secretados por células da zona fasciculada do cértex das glandulas adrenais,
tendo como o eixo hipotdlamo-hip6fise-adrenal regulador de suas concentragdes circulantes
(TAVES; GOMEZ-SANCHEZ; SOMA, 2011). Fisiologicamente, contribuem para a
regulacdo da funcdo imunoldgica, do metabolismo hidrico, eletrolitico e de macronutrientes.
Em periodos de estresse, esses hormoOnios sao produzidos em quantidades maiores,
contribuindo para a modula¢do do metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos, de modo
a mobilizar substratos para o processo oxidativo (ANDREWS; WALKER, 1999).

O cortisol é o principal representante dessa classe de hormonios e, além de sua
atividade fisiologica, foram descobertos seus beneficios em pacientes artriticos,
impulsionando Hench e colaboradores a sintetizar esse hormonio e utilizi-lo na prética clinica
(BENEDEK, 2011). Além dos hormdnios, existem alguns andlogos sintéticos com atividade
GC, como a triancinolona, dexametasona e a prednisona. Essa tultima se destaca como o mais
utilizado na prética clinica e sendo o de primeira escolha no tratamento de diversas
comorbidades (SCHIMMER; PARKER, 2011). Os GCs sintéticos sdo amplamente prescritos
para o tratamento de doencas com base inflamatdria, alérgica e até mesmo para fins
imunossupressores (DE BOSSCHER et al., 2014). Esses farmacos diferenciam-se dos
hormonios GCs por terem maior acdo anti-inflamatoria associada a uma menor depuracio
metabdlica (SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002).

O mecanismo de acdo dos GC consiste na sua ligacdo a receptores nucleares
especificos (GR), que exercem sua sinalizagdo no nucleo, em regides especificas do DNA,
denominadas elementos responsivos ao glicocorticoide (GRE), interagindo com co-ativadores
de transcri¢do e regulando as atividades de determinados fatores de transcricio (MEIJSING et
al., 2009). Os GREs podem modular a transcri¢do gé€nica positivamente (transativacdo), como
os genes da gliconeogénese (SCHACKE et al., 2002), ou negativamente (transrepressio),
incluindo, nesse caso, o gene da prolactina e da pré-opiomelanocortina (precursor de ACTH)
(SAKLATVALA, 2002). Além disso, o complexo GC-GR pode ligar-se diretamente a fatores
de transcricdo, como NFkB (Fator nuclear kB) e AP-1(ativador de proteina-1), que regulam a
expressdo de diversos componentes do sistema imune (DE BOSSCHER et al.,, 2014),
contribuindo, assim, para seu importante uso clinico como efetivos anti-inflamatorios e

imunossupressores.
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Entretanto, o tratamento com glicocorticoides por periodos prolongados ou com doses
elevadas geralmente esti associada a efeitos adversos, como a atrofia muscular, aumento da
deposicao de gordura visceral e alteracdes metabdlicas, tais como a inducdo da resisténcia
insulinica (RI) e da intolerdncia a glicose (BUREN et al., 2008; NUNES et al., 2013;
SCHACKE et al., 2002). Individuos com RI mantém a glicemia normal ou préxima de
valores fisioldgicos resultante da resposta compensatdria promovida pelo pancreas enddcrino,
que promove hipersecre¢ao de insulina e consequentemente, o desenvolvimento do quadro de
hiperinsulinemia (RAFACHO, A et al., 2010).

Por causa disso, algumas pesquisas se propuseram verificar as consequéncias
metabolicas provocadas por tratamentos agudos com GCs com altas doses. Estudos in vivo
demonstraram que a administracio de dexametasona 1 mg/kg peso corporeo por 5
(RAFACHO et al., 2008; SAAD et al., 1993) e 11 (BUREN et al., 2008) dias consecutivos,
provocava RI associada a hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, acompanhada ou ndo por
hiperglicemia, provocadas de forma dependente da dose e tempo, com ou sem aumento da
glicemia (RAFACHO et al., 2008). Hoje é bem elucidado que a dexametasona na dose de 1
mg/Kg induz intolerincia a glicose, RI e dislipidemia (MOTTA et al., 2015; NUNES et al.,
2013; RAFACHO, A. et al., 2010).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fisiologia do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA)

2.1.1 Eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA)

As glandulas suprarrenais tém sua atividade regulada pelo eixo hipotidlamo-hipéfise-
adrenal (HHA), e sua funcdo geral é manter a homeostasia do organismo. Essa regulacio esti
ligada a uma grande variedade de estimulos fisioldgicos (ritmo circadiano e estresse) e
patologicos. Os estimulos originados de diversas areas do sistema nervoso induzem as células
hipotalamicas a secretarem vasopressina € o hormonio liberador de corticotropina (CRH)
(Figura 1) (ANDREWS; WALKER, 1999).

O CRH estimula os corticotrofos na adeno-hipdfise a produzir e liberar hormoénio
adrenocorticotropico (ACTH). Nas células do coértex das glandulas adrenais ou suprarrenal,
receptores especificos, chamados de MC2R, sdo ligados e ativados pelo ACTH,
desencadeando uma sinalizacdo para a producdo dos hormodnios corticosteroides
(glicocorticoides e mineralocorticoides). O eixo HHA € entdo inibido quando existem altas
concentracdes de cortisol na corrente sanguinea, que, por efeito de retroalimentagdo negativa,
este esteroide chega ao hipotalamo e a adeno-hip6fise e inibe, respectivamente, a producao de

CRH e de ACTH (LAUGERO, 2004) (Figura 1).
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Figura 1. Regulacio do Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) na producio endégena de cortisol.
Fonte: Adaptacdo de arquivo pessoal. CRH — Hormonio liberador de corticotrofina. ACTH — Horménio
adrenocorticotr6fico. CBG — globulina transportadora de corticoide. O cortisol € sintetizado a partir do colesterol
na glandula suprarrenal, regulado pelo eixo hipotdlamo- hipéfise, através da secrecdo do dos hormdnios CRH e
ACTH, respectivamente. O cortisol na forma livre é capaz de atravessar a membrana celular para exercer suas
atividades intracelulares.

2.1.2 Glandulas suprarrenais

A glandula suprarrenal, ou adrenal, foi descrita anatomicamente por Bartholomeu
Eustachius em 1563, porém, suas funcdes fisioldgicas s6 foram descobertas apds
aproximadamente trés séculos (LEOUTSAKOS; LEOUTSAKOS, 2008). Foi quando por
volta de 1849, Thomas Addison descreveu a ocorréncia de desfechos fatais em pacientes com
destruicao das suprarrenais, como também relacionou algumas manifestagdes clinicas, como
irritabilidade, com anormalidades morfoldgicas das glandulas adrenais reveladas nas
autopsias (SILVA et al., 2004).

As glandulas adrenais sdo formadas por dois diferentes tecidos: o cortical, ou cortex; e
o medular, ou medula, com origens embrionirias e funcdes diferentes (ANDREWS;
WALKER, 1999). A fun¢do basica da medula adrenal é produzir e secretar adrenalina e

noradrenalina apés estimulos nervosos. J4 o coértex da suprarrenal, € formado por trés zonas
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celulares concéntricas: zona glomerulosa, zona fasciculada e zona reticular, cada uma
responsavel pela secrecdo de diferentes hormonios (SCHIMMER; PARKER, 2011).

A zona glomerulosa, localizada mais externamente no coOrtex, é responsavel pela
producdo e secrecdo de hormonios chamados de mineralocorticides, associados com a
homeostasia de eletrolitos no sangue. A zona reticular € a regido mais interna do cortex,
realiza a sintese e secrecdo de hormodnios androgenos e estrogénios, como a
desidroepiandrosterona (DHEA), que pode ser convertida perifericamente em androgénios
mais potentes. J& a zona fasciculada, maior zona das trés, secreta hormonios relacionados com
o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, chamados de glicocorticoides (GCs), que
estimulam a gliconeogénese (Figura 2). A secrecdo de corticosterona em roedores, ou de

cortisol no homem, € regulada principalmente pelo ACTH (SCHIMMER; PARKER, 2011).

Cépsula
Rpe—— p~ ZonaGlomerulosa

Capsula X

J \ -1 Viins ocorticoldes (Aldosterona)

Corntex
Medula

Zona Fasiculada

Cortex

Corticoides

Zona Reticular

Medula

Figura 2. Morfofisiologia das glandulas suprarrenais (adrenais). Fonte: Adaptado de Medicina Geriatrica.
Disponivel em: http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/glicorticoide. A zona fasciculada da glandula
suprarrenal (adrenal) é a responsavel pela sintese dos glicocorticoides (cortisol), responsavel pela manutencio de
diversos processos fisioldgicos, principalmente imunossupressores € do metabolismo intermediério.

2.2 Hormonios glicocorticoides

Os hormoénios GCs s@o produzidos pelo coértex adrenal, a partir do colesterol e
regulado pelo eixo HHA, influenciado, principalmente, por fatores como o ritmo circadiano, o
estresse, € a retroalimentacao negativa (ANDREWS; WALKER, 1999).

O colesterol, capturado da circulagdo sob a forma de lipoproteina de baixa densidade
(LDL), sofre conversao para pregnenolona, estimulada pelo ACTH, por induzir a ligacdo do
colesterol ao citocromo P450 na regido mitocondrial. A pregnenolona deixa a mitocOndria,

tornando-se o precursor obrigatorio dos corticosteroides e androgenos adrenais. Ao sofrer
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reacoes de hidroxilagdo, catalisada por enzimas citocromo-oxidases P450, como a CYP11Bl1,
pode originar os GCs enddgenos, como o cortisol, em seres humanos, e a corticosterona em
ratos (ANDREWS; WALKER, 1999; TAVES et al., 2011) (Figura 1).

Em humanos, a forma ativa desses hormonios é o cortisol livre, que se encontra em
trés estados no plasma: aproximadamente 70-72 % ligados a globulina transportadora de
corticosteroides (CBG), 18-20 % ligados a albumina e, 8-10 % na sua forma livre (YANG;
ZHANG, 2004). Esta ultima fra¢do pode atravessar a membrana celular e interagir com seus
receptores intracelulares, exercendo seu papel fisioldgico (ANDREWS; WALKER, 1999).

A biodisponibilidade estd também relacionada ao processo enzimatico no plasma pelas
enzimas 11B-hidroxiesteroide desidrogenases (11B-HSDs). Suas isoenzimas sdo proteinas que
regulam a transicao entre o cortisol, forma ativa livre, e a cortisona, forma inativa livre e sem
afinidade ao GR. Fisiologicamente, a isoenzima 11B-HSD1 converte, no figado, a cortisona
em cortisol, e, a isoenzima 11B-HSD2, o processo reverso nos rins, abrandando o efeito
mineralocorticoide desse hormonio no tecido (COOPER; STEWART, 2009) (Figura 1).

Fisiologicamente, os GCs s3o importantes em situacdo de estresse, quando eles
favorecem a disponibilizacdo de substratos para o metabolismo oxidativo, gerando energia em
situagoes de “fuga” (ANDREWS; WALKER, 1999). A deficiéncia do cortisol, como na
Sindrome de Addison, acarreta hipotensdo postural, perda de peso e um quadro de
hipoglicemia. Entretanto, em excesso, pode resultar em condi¢cdes patologicas, como na
Sindrome de Cushing, que apresenta sintomas como imunodeficiéncia, hipertensdo arterial
sistémica, aumento da obesidade central e intolerancia a glicose (ANDREWS; WALKER,
1999; SAKLATVALA, 2002).

2.3 Farmacologia dos glicocorticoides

2.3.1 Mecanismo de agcdo

Os receptores de glicocorticoides (GRs) sdo membros da superfamilia de receptores
nucleares de hormonios que agem como fatores de transcri¢do, e sdo ativados por ligantes.
Diferente de outros receptores nucleares, os GRs inativos, localizam-se no citosol, ligados a
proteinas de choque térmicos (HSP) (YUDT; CIDLOWSKI, 2001). Essas proteinas dao
estabilidade conformacional aos GRs e facilitam a interacdo com os seus ligantes, os GCs

(MENDEL; ORTI, 1988).
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Apo6s a ligacdo do ligante, os GRs dissociam-se de suas proteinas associadas e,
ativados, dirigem-se até o nucleo, onde podem exercer suas respostas intracelulares através da
interacdo com sequéncias especificas de DNA dentro das regides reguladoras dos genes
afetados (KADMIEL; CIDLOWSKI, 2013). Essas regides especificas do DNA reconhecidas
pelo GR ativado, sdo denominadas elementos responsivos ao glicocorticoide (GREs), que
interagem com co-ativadores da transcri¢do e com proteinas que constituem o aparelho de
transcricao basal (Figura 3).

Os GREs podem modular a transcricio génica positivamente (transativacdo) ou
negativamente (transrepressao) (SAKLATVALA, 2002). Os genes associados a transativagao,
incluem os envolvidos na gliconeogénese, tais como da enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK) e a glicose-6-fosfatase (G6Pase) (SCHACKE et al., 2002),
considerados como componentes importantes para o desenvolvimento da hiperglicemia
induzida por GCs (RAFACHO et al., 2008). Exemplos de genes regulados negativamente por
GRE:s incluem o gene da prolactina e da pro-opiomelanocortina (precursor de ACTH), esse
ultimo explica o efeito de retroalimentacido negativa que os GCs exercem sobre o eixo HHA
(SAKLATVALA, 2002) (Figura 3).

Outro mecanismo que os GCs podem exercer na célula € através da interacdo do
complexo GC-GR diretamente com fatores de transcricdo, ndo envolvendo a ligacdo com
GRE no DNA. Exemplo disso € a interacdo proteina-proteina entre o GR e os fatores de
transcricdo NFxB (Fator nuclear kB) e AP-1 (ativador de proteina-1), que regulam a expressao
de diversos componentes do sistema imune (DE BOSSCHER et al., 2014) (Figura 3). Essas
interacdes reprimem a expressao génica de diversas citocinas e enzimas prd-inflamatorias, a
colagenase e estromelisina, associadas a destrui¢do articular observada na artrite inflamatéria
(VINCENTI; BRINCKERHOFF, 2002). Assim sendo, esses efeitos negativos sobre a
expressdo génica contribuem significativamente para os efeitos anti-inflamatérios e

imunossupressores dos GCs.
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Figura 3. Mecanismo de acido dos glicocorticoides. Fonte: Adaptado de VALERA, TAMASHIRO,
ANSELMO-LIMA, 2012. (VALERA; TAMASHIRO; ANSELMO-LIMA, 2012). GC - glicocorticoide. GR —
receptor de glicocorticoide. PEPCK — gene fosfoenolpiruvato carboxiquinase. G6Pase — gene glicose 6-
fosfatase. POMC — gene pré-opiomielanocortina. COX-2 — gene ciclooxigenase tipo 2. NOS2 — gene 6xido
nitrico sintase 2. Os glicocorticoides se ligam aos seus receptores (GR) e atravessam o nucleo, podendo exercer
sua atividades intracelulares através da interagdo com sequéncias especificas de DNA, GRE, modulando
positivamente ou negativamente a expressdo génica de determinados genes. Outro mecanismo € a intera¢do do
complexo GC-GR diretamente com fatores de transcri¢do, ndo envolvendo a ligagdo com GRE no DNA.
Exemplo disso € a interacdo proteina-proteina entre o0 GR e os fatores de transcri¢dio NFxB (Fator nuclear kB) e
AP-1 (ativador de proteina-1), que regulam a expressdo de diversos componentes do sistema imune.

2.3.2  Uso clinico dos glicocorticoides e seus efeitos adversos

O uso de GCs para fins terapéuticos iniciou-se no século XX, quando Hench e
colaboradores sintetizaram e testaram, com sucesso, O cortisol em pacientes com artrite
reumatoide. Esses estudos abriram caminho para o uso clinico dos GCs sintéticos em uma
ampla variedade de doencas, o que impulsionou a pesquisa € o aprimoramento dos analogos
sintéticos do cortisol. Os estudos resultaram em farmacos com atividade GC mais acentuada,
maior afinidade ao receptor, aumento do tempo de meia-vida, e ainda com reducdo da
atividade mineralocorticoide. Entre os GCs sintéticos mais utilizados atualmente, destacam-se
a triancinolona, prednisona e a dexametasona (BENEDEK, 2011).

A dexametasona, bastante utilizada na clinica, apresenta afinidade ao GR cinquenta
vezes maior que o cortisol e ndo sofre a inativagdo pela enzima 11B-HSD2, o que lhe confere
maior biodisponibilidade (SCHACKE et al, 2002). Possui diversas aplicabilidades
terapéuticas podendo ser usado como anti-inflamatério e imunossupressor (DE BOSSCHER
et al., 2014), antiemético em pacientes com cancer (GUPTA et al., 2013; MARANZANO et

al., 2005), e para o tratamento de manifestagdes clinicas mais exacerbadas da artrite
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reumatoide (SCHACKE et al., 2002). Outro GCs de grande uso clinico é a prednisona,
farmaco de acdo intermedidria e de primeira escolha em diversas patologias (SCHIMMER;
PARKER, 2011), possui inimeras aplicabilidades na préatica clinica, dentre elas destacam-se o
seu uso como agentes contemporizadores para a doenga progressiva da artrite reumatdide aos
tratamentos de primeira linha, como em pacientes com sindrome nefrética secundéria, para
atenuar as respostas inflamatorias presente nesse quadro (VERONESE et al., 2010), em crises
asmaticas graves com doses orais de 30 a 60 mg didrias (CHAPMAN et al., 1991;
SCHIMMER; PARKER, 2011), hepatite autoimune (dose inicial 40 a 60 mg/dia) (BELLARY
et al., 1995) e no tratamento da sarcoidose (ISRAEL; FOUTS; BEGGS, 1973).

As acdes farmacoldgicas dos GCs nos diferentes tecidos e diversos efeitos fisiologicos
sdo mediados pelo mesmo receptor, assim sendo, os farmacos com atividade GC apresentam
efeitos adversos sobre os processos fisiologicos que acompanham sua eficicia terapéutica;
essa ¢ uma das razdes pelas quais os GCs produzem variados efeitos colaterais quando
administrados por longo prazo e/ou em doses suprafarmacoldgicas. Dentre os efeitos adversos
mais importantes podemos citar a obesidade (HIRATA et al.,, 2012), atrofia muscular
(PRELOVSEK et al., 2006), a hipertensao (VAN RAALTE et al., 2013), a sindrome de
Cushing (MITCHELL, 2012) e resisténcia periférica a insulina (BUREN et al., 2008;
BUREN et al., 2002; RAFACHO et al., 2008).

2.4 Metabolismo da glicose

2.4.1 Controle da secregdo insulinica e o seu papel nos tecidos periféricos

A homeostase glicémica estd intimamente relacionada ao equilibrio mantido pelo
sistema fisiologico entre o consumo de substratos para o metabolismo e o gasto energético,
regulado pela ingestdo alimentar, como consequéncia, o estabelecimento do peso corporal,
que se mantém relativamente constante por mecanismos de controles envolvendo hormonios
(insulina) tecidos periféricos (tecido adiposo) e sistema nervoso central (hipotalamo)
(LADYMAN; GRATTAN, 2013). Diversos fatores estdo relacionados ao controle da
homeostasia glicémica, incluindo diversos hormoénios e 6rgdos como o tecido adiposo,
hepatico, muscular, sistema nervoso, pancreas e os intestinos. Dentre os hormonios
envolvidos neste controle, a insulina tem papel substancial e sua atividade esti relacionada
tanto no seu papel nos tecidos periféricos (CZECH et al., 2013), como no controle de sua

secrecdo no pancreas (LI et al., 2004).
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A secrecdo de insulina é estimulada por substratos energéticos metabolizaveis pelas
células B pancreaticas, sendo a glicose o secretagogo mais importante (LI et al., 2004). A
glicose, transportada para o interior da célula B através do transportador de glicose tipo 2
(GLUT-2) presente na membrana plasmatica, € metabolizada dentro destas células,
aumentando a concentragao de ATP. O aumento da razio ATP/ADP induz o fechamento de
canais de K* sensiveis a ATP, impedindo o efluxo desse ion, causando despolarizacdo da
membrana da célula f. Com isso, os canais de Ca*" sensiveis a voltagem abrem-se,
promovendo o influxo e aumento da concentragao intracelular de Ca** ([Ca2+]i), resultando na
ativacdo da maquinaria secretoria (Figura 4) (PRENTKI; CORKEY, 1996).

Essa ativacdo resulta na exocitose dos granulos com moléculas de insulina para o meio
extracelular, atingindo a corrente sanguinea. A estimulagdo das células B pela glicose também
podem levar a ativacdo de adenilil ciclase, e isoformas da fosfolipase C (PLC), gerando
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), inositol 1-4-5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG),

P oA
responséveis pelo aumento de [Ca”"]i.

Canais de Potassio
sensiveis a ATP
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Figura 4. Mecanismo de secre¢io insulinica em células p pancreaticas. Adaptado de (Medicine Walker).

A insulina requer a ligacdo ao seu receptor para efetuar sua atividade nos tecidos
periféricos responsivos a esse hormonio. O receptor de insulina é uma proteina
heterotetramétrica, com atividade quinase intriseca, composta por duas subunidades a e duas
subunidades B, ligadas por pontes dissulfeto. A subunidade a ¢ responsavel pela ligacdo com
a insulina, enquanto a subunidade B, possui uma atividade quinase ativada quando a insulina
se liga ao IR (SAAD et al., 1993). Apds ativacdo do mesmo, este promove a fosforilacdo, em
residuos tirosina, de proteinas citoplasméticas ancoradas ao mesmo, como os substratos do

receptor de insulina (IRSs). Os considerados mais especificos da via insulinica sdao o IRS1 e
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IRS2, que quando fosforilados em tirosina, se ligam e ativam proteinas como a fosfatidil-
inositol 3 quinase (PI3K) e a proteina quinase ativada por mitdgeno.

Uma das proteinas alvo da PI3K € a proteina serina-treonina quinase Akt, que tem
papel importante na homeostase da glicose, no crescimento e sobrevivéncia celular, além de
promover fosforilagdo de proteinas que regulam a sintese de glicogénio, lipideos e proteinas
(MANNING; CANTLEY, 2007).

No figado, a Akt promove a oxida¢do da glicose e o seu armazenamento como
glicogénio pela indugdo enzimadtica, respectivamente da piruvato quinase (PK) e glicogénio
quinase (GK) (FRAME; COHEN, 2001) e inibe a gliconeogénese e glicogendlise, o que reduz
a producdo hepatica de glicose (MICHAEL et al., 2000); estimula ainda, a sintese hepéatica de
lipideos (WIGGINS; GIBBONS, 1992).

Nos tecidos muscular e adiposo, a insulina € importante para promover a captacio de
glicose; sua utilizagdo como fonte energética, bem como a estocagem do excedente na forma
de glicogénio (FRAME; COHEN, 2001). A captacdo de glicose nestes tecidos depende da
translocacdo do transportador de glicose 4 (GLUT-4) para a superficie da célula que ¢é
estimulada pela Akt; além disso, esta inibe a lipolise no tecido adiposo branco, através da
inibicdo da lipase hormonio sensivel (LHS) (CAPURSO; CAPURSO, 2012). A Figura 5

representa a sinalizacdo da insulina e o seu papel nos tecidos responsivos.
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Figura 5 — Sinalizacdo Insulinica e seus efeitos em tecidos responsivos. Adaptado de CAPURSO;

CAPURSO, 2012. (CAPURSO; CAPURSO, 2012).
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2.4.2 Controle da sintese de triglicerideos pela insulina

O metabolismo dos lipidios € influenciado pela acdo de duas enzimas: a lipase
hormonio sensivel (HSL) e a lipase de lipoproteinas (LLP). A primeira atua sobre o tecido
adiposo, hidrolisando triglicerideos (TG) armazenados, resultando em glicerol e acidos graxos
livres (AGLs), e é utilizada quando estes sdo necessarios para serem incorporados nas
membranas ou para seguirem na via da B-oxidag¢@o ou ainda entrar no nucleo e agir como
ativadores ou inibidores da expressdo génica. A LLP, localizada nas células endoteliais, age
sobre os quilomicrons e lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL), hidrolisando TG e
fosfolipidios, que sdo armazenados nos tecidos adiposo e muscular (AHMADIAN; WANG;
SUL, 2010). A insulina reside sobre a inibicdo da LHS nos adipdcitos, evitando que os
triacilglicer6is armazenados sejam hidrolisados em AGLs e se difundam na circulacido, bem
como na estimulacdo da oxidacdo da glicose que fornece glicerolfosfato para a sintese de TG
(LANGIN; HOLM; LAFONTAN, 1996).

A insulina também € responsavel pela regulacdo da exportacido hepatica de TG para a
corrente sanguinea, pois a ativacdo da Akt medeia a expressdo da proteina microssomal de
transferéncia de triacilglicerois (MTP), a qual é responsdvel pela montagem e sintese de
particulas de VLDL no reticulo endoplasmatico de hepatocitos (KAMAGATE et al., 2008).
Uma vez exportados, os TGs podem ser hidrolisados pela LLP e captados para serem
armazenados no tecido adiposo branco e no miusculo, sendo assim, oequilibrio entre as taxas
de secrecdo hepatica de TG e a sua captacdo periférica, mantém constante a trigliceridemia.
Quando ocorre um influxo aumentado de AGLs, o figado pode aumentar a esterificacdo ou a
oxidagdo destes. Entretanto, se houver limitacao na taxa de oxidacao, o tecido pode aumentar
a sintese e exportacdo hepatica de VLDL, e como consequéncia, hipertrigliceridemia
(WIGGINS; GIBBONS, 1992) (Figura 6).

E também importante frisar que uma das funcdes metabdlicas centrais do figado é
manter os niveis normais de glicose no plasma, independentemente do estado nutricional do
animal ou do homem. No estado de hiperglicemia e com quantidade de ATP suficiente, a
glicose € convertida em AGLs, que sdo esterificados a TG, e secretados para a circulagdo na
forma de VLDL, ocasionando o aumento de TG-VLDL (WIGGINS; GIBBONS, 1992). Além
disso, nos estados de RI, a maior oferta de glicose e insulina, aumentam a expressao,
respectivamente, de proteina ligante do elemento regulador por carboidratos (ChREBP), e de
proteina ligante do elemento regulado por ester6is (SREBP-1c) (COHEN; HORTON;
HOBBS, 2011). Sinergicamente, as a¢des de SREBP-1c e ChREBP, ativam a maquinaria
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enzimatica necessdria para a conversao do excesso de glicose em AGLs (YAMASHITA et al.,

2001) (Figura 6).
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Figura 6 - Glicose em excesso, hiperinsulinemia e maior aporte de AGLs para o figado contribui
para uma maior sintese de VLDL hepatica. Adaptado de (COHEN et al., 2011).

2.5 Efeitos diabetogénicos dos glicocorticoides

Estudos em tecido adiposo branco de roedores demonstraram uma redugdo da
fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2, bem como da Akt apds tratamento com dexametasona,
diminuindo a captagdo de glicose nesse tecido (CAPERUTO et al., 2006). Em estudos feitos
com adipdcitos isolados de ratos, com a presenca de dexametasona, demonstrou-se a
diminui¢do da expressdo proteica de PI3K e da Akt total e fosforilada (BUREN et al., 2002).
Além disso, demonstrou-se que em TAB ex vivo, hd uma maior lip6lise em tecido de animais
tratados com dexametasona (NUNES et al., 2013), sugerindo uma maior liberacao de AGLs
para a circulagdo.

O tratamento com dexametasona também foi capaz de aumentar a expressdo da
enzima glicogénio sintase fosforilada em musculo esquelético, sugerindo uma atenuacdo da
sintese de glicogénio nesse tecido (KUO et al., 2012), e reduziu a captacdo de glicose
estimulada por insulina em musculo esquelético de ratos (BUREN et al., 2008). Em culturas

de mioblastos, incubados com dexametasona, tiveram uma redugdo significativa da
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fosforilacdo no residuo serina 473 da Akt, no residuo treonina 389 da S6K e aumento da
fosforilacaio no residuo serina 307 do IRS-1 (KUO et al., 2012), resultando no
comprometimento da sinaliza¢do insulinica nessas células, prejudicando a captacdo de
glicose.

Em tecido hepatico, o tratamento de ratos com dexametasona estd associado a reducdo
da fosforilagdo do IRS-1 e da atividade da PI3K (SAAD et al., 1993), contribuindo, assim,
para uma diminuicao da ativagdo da Akt. Como consequéncia, hd um aumento da expressao
hepatica das enzimas da gliconeogénese, tais como a PEPCK e G6Pase, resultando no
aumento de producdo hepitica de glicose, mesmo com hiperinsulinemia, caracterizando,
assim, uma resisténcia insulinica hepatica (YABALURI; BASHYAM, 2010).

Os varios efeitos dos GCs na secrecio de insulina podem ser, em parte, dependente da
dose e da dura¢do da administracdo. No pancreas, foi identificado GR em células B, sugerindo
efeito direto sobre a secre¢do de insulina e transcricdo génica, sendo reprimida a secrecio in
vitro de insulina em ilhotas incubadas com dexametasona (JEONG et al., 2001). Por outro
lado, observou-se aumento da secrecdo de insulina, em resposta a concentracoes de glicoses
supraliminares, em ilhotas pancreéticas isoladas de ratos submetidos a tratamento agudo com
alta dose de dexametasona (1 mg/Kg) (RAFACHO et al., 2008). Estes dados sugerem que o
aumento da secrec@o de insulina observada implica em certo grau de adaptacdo da ilhota, que
pode ser associada a reducdo da captacdo de glicose nos tecidos periféricos, resultando no
aumento sérico de glicose, importante secretagogo insulinico (LI et al., 2004).

Outro GC bastante utilizado na prética clinica, a prednisona, apresenta alguns estudos
da relacdo de seu uso com efeitos adversos no metabolismo da glicose. A administracao de
altas doses de prednisona em criancas com leucemia linfoblastica aguda promoveu RI,
representado pelo HOMA-IR (CHOW et al., 2013), bem como, foi observado hiperglicemia
poOs-prandial em pacientes adultos com artrite reumatoide que faziam uso de baixas doses de
prednisolona, metabolito ativo da prednisona (BURT et al., 2012).

Porém, existem poucas evidéncias sobre o impacto metabdlico promovido por
tratamentos prolongados com GC nos tecidos periféricos envolvidos na manutencdo da
homeostase da glicose, principalmente com a prednisona, que tem a¢do intermedidria e que
vem a ser de primeira escolha de sua classe farmacoldgica em diversas aplicabilidades
terapéuticas (SCHIMMER; PARKER, 2011). Desta forma, buscamos investigar as alteragdes
promovidas pela prednisona sobre o metabolismo da glicose (que sdo similares entre humanos
e roedores), e relacionar suas magnitudes com as alteracdes ocasionadas pela dexametasona,

GC que, sabidamente, provoca alteracdes metabdlicas significativas. Além disso, esperamos
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contribuir com a expansdo do conhecimento sobre esse farmaco com grande importancia

clinica.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

e Avaliar parametros morfofuncionais relacionados a homeostase glicEmica em ratos

tratados com dexametasona ou prednisona.

3.2 Especificos

e Determinar o crescimento corpdéreo dos ratos ao longo do tratamento agudo com

dexametasona e cronico com prednisona;

e Determinar o peso de Orgdos relacionados ao metabolismo energético apds o

tratamento;

e Avaliar a homeostasia glicémica por meio da determinacio da glicose sanguinea e da

insulina plasmética de ratos apds o tratamento;

e Quantificar a gordura hepética, bem como os niveis de triglicerideos sérico e hepaticos

de ratos ap0s o tratamento;

e Avaliar a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina, bem como a capacidade

secretdria de insulina in vitro ap0s o tratamento.
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RESUMO

Introdugdo: Os glicocorticoides (GCs) sintéticos induzem diversos efeitos adversos quando
administrados em doses elevadas, entre eles, resisténcia insulinica periférica, intolerancia a
glicose, e alteragdes no metabolismo lipidico, especialmente hipertrigliceridemia. Porém
existem poucos estudos sobre o impacto metabdlico promovido por tratamentos prolongados
com GC. Diante disso, buscamos verificar as alteracdes metabdlicas ocasionadas pelo
tratamento subcronico com prednisona em ratos e compara-los aos efeitos presentes e
conhecidos em modelo agudo de indugdo de resisténcia insulinica pela dexametasona.
Meétodos: Ratos Wistar com 90 dias de vida foram tratados com dexametasona (D5) (1 mg/Kg
1.p.) durante 5 dias consecutivos e, os seus controles (C5) com salina, e ratos Wistar com 60
dias de vida foram tratados com prednisona(80 mg/Kg v.o.) durante 15 dias (P15) e 30 dias
(P30) consecutivos e, os seus respectivos controles (C15 e C30), receberam veiculo para
avaliacdo dos parametros.

Resultados: Os ratos D5 apresentaram redu¢do do peso corpéreo (12,3%) e menor peso da
gordura retroperitoneal (38%), aumento das concentracdes de glicose em jejum (12%) e
alimentado (30%), insulina (80%) e triglicerideos (339%) (p<0,05). O conteddo de gordura
total hepatico, bem como triglicerideos e colesterol hepatico foram 29%, 52% e 65% maiores
nos ratos C5, em relacdo aos ratos C5 (p<0,05). Os ratos P15 apresentaram um ganho de peso
61% menor, reducdo da gordura retroperitoneal (29%) e aumento nas concentracdes de
triglicerideos (60%), em relagdo aos ratos C15 (p<0,05). Enquanto os ratos P30 apresentaram
um ganho de peso 44% menor, reducdo da gordura retroperitoneal (25%) e aumento nas
concentracoes de triglicerideos (78%) e gordura total hepatica (26%), em relagdo aos ratos
C30 (p<0,05). Os testes in vivo revelaram a presenca de intolerancia a glicose (GTT) nos ratos
D5 e P30 e reducdo a sensibilidade a insulina (ITT, HOMA, TyG) nos animais D5, P15 e P30
(p<0,05). O teste ex vivo revelou maior sensibilidade de nas ilhotas pancreaticas frente a
glicose de ratos D5.

Conclusdo: A administracdo subcronica de prednisona promoveu alteragdes metabdlicas mais
sutis na homeostasia da glicose, quando comparada a administra¢do aguda de dexametasona,
sugerindo assim, o uso preferencial da prednisona quando se pretenda minimizacdo dos
efeitos adversos metabdlicos associados ao uso de GCs.

Palavras-chave: dexametasona, prednisona, homeostase da glicose, sensibilidade a insulina,
secrecdo insulinica, hipertrigliceridemia.
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4. INTRODUCAO

Os glicocorticoides (GCs) sintéticos tornaram-se a terapia mais comum para desordens
alérgicas, auto-imunes e inflamatdrias, sendo utilizados em cerca de 2% da populacio adulta
ocidental [1, 2]. Mimetizando os GCs enddgenos, isto é, o cortisol nos seres humanos e
corticosterona em roedores, os GCs sintéticos interagem com o receptor de glicocorticoide
para formar um complexo de receptor de glicocorticoide-glicocorticoide, que em ultima
andlise modula a expressdo do gene alvo através de vias de sinalizacdo genOmicas e nao
genOmicas [3, 4]. Cerca de 1% do genoma € regulado positiva ou negativamente por GCs [5],
retratando a amplitude da agdo glicocorticoide, mas também antecipando a profundidade dos
efeitos adversos que vém com o uso terapéutico dos GCs sintéticos.

A exposicdo prolongada e/ou excessiva ao GC sintético tem efeitos adversos
prejudiciais sobre a homeostase da glicose, consequente do aumento da gliconeogénese,
glicogendlise e lipdlise [6], bem como deficiéncia na sinalizacdo de insulina, que causam
resisténcia insulinica (RI) periférica [7]. O excesso de GC eleva os niveis de acidos graxos
livres na circulacdo, que representam a distribui¢do de gordura ectopica ao figado, musculos e
adipdcitos centrais. O aumento da taxa de captagdo hepatica de 4cidos graxos acrescenta-se a
RI hepética e a lipogénese de novo para promover maior montagem e secrecdo de particulas
de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), o que resulta em hipertrigliceridemia [8].
Paralelamente, a disglicemia resultante € tentativamente compensada pelo aumento da
secrecdo de insulina, que leva a hiperinsulinemia [9]. A susceptibilidade individual para
efeitos colaterais dos GCs sintéticos varia amplamente na populacdo em geral e parece assim
ser, pelo menos em parte, relacionada com polimorfismos em NR3C1, o gene que codifica o
receptor GC [10]. Nao obstante, pode também depender da afinidade e poténcia diferente do
GC sintético aplicado clinicamente.

A poténcia farmacoldgica dos GCs sintéticos € dependente de fatores como a taxa de
absorc¢do, biodisponibilidade, afinidade para o receptor GC, taxa de metabolismo do figado e
depuracdo renal subsequente. A taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas tem importante
impacto sobre a meia-vida dos GCs, variando de 80 minutos para o cortisol a 270 minutos
para a dexametasona. Aproximadamente 90% de cortisol em circulagdo € fortemente ligado a
proteina plasmatica globulina ligadora de glicocorticoide (CBG), enquanto GCs sintéticos,
com excecao da prednisolona, apresentam baixa afinidade para tal globulina e sdo
predominantemente ligada a albumina [11]. O uso prolongado ou de doses elevadas de GCs

sintéticos estdo associados a varios efeitos adversos, tais como atrofia muscular [12], aumento
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da deposicdo de gordura visceral [13] e desordens metabdlicas, tais como o desequlibrio da
homeostasia de glicose, incluindo R, intolerancia a glicose, e diabetes mellitus tipo 2 [11, 13,
14].

Diversos estudos t€ém verificado as consequéncias metabdlicas de altas doses de GC
sintético. A administracio de dexametasona (1 mg/kg) por 5 [9, 15] ou 11 [14] dias
consecutivos causou RI, hiperinsulinemia associada e hipertrigliceridemia, que foram
acompanhadas ou ndo por hiperglicemia [9]. Hoje em dia, estd bem estabelecido que a
dexametasona induz intolerancia a glicose, dislipidemia e RI [13, 16, 17]. No entanto, a
dexametasona também promove uma fraqueza muscular e significativa imunossupressao
devido a sua elevada poténcia farmacoldgica [18]. Apesar dos fatores acima mencionados, ha
dados escassos sobre impacto diferencial de GCs sintéticos distintos em alvos metabolicos,
particularmente a homeostase da glicose. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos da exposi¢do a médio prazo a prednisona, um GC sintético de poténcia
intermédiaria, mas amplamente utilizado em varios regimes terapéuticos [2], na homeostase
da glicose, em comparacdo com a administracdo a curto prazo da dexametasona, altamente

potente .

5. MATERIAL E METODOS

5.1.Animais e desenho experimental

Ratos machos Wistar foram obtidos a partir do Biotério Central da Universidade
Federal do Maranhéo e mantidos a 21 £ 2 ° C em um ciclo claro-escuro de 12 h (luzes acesas
as 07:00, luzes apagadas as 19:00), com acesso livre a comida e dgua. Os animais foram
divididos em 3 diferentes protocolos e tratados entre 07:30 e 08:30 da manha como segue: (1)
Os animais com 90 dias de idade foram tratados por via intraperitoneal durante 5 dias
consecutivos com dexametasona (Decadron®, Aché, Campinas, SP, Brasil) (1 mg/kg/dia , n
=9, grupo D5) ou solucio 0,9 % de NaCl (1 mL/kg/dia, N = 8, grupo C5); (2) Os animais
com 60 dias de idade tratados por via oral durante 15 dias consecutivos com prednisona (80
mg/kg/dia, N = 7, P15 grupo) ou solucao veiculo (dgua 25% de sorbitol, 0,1% de sacarina de
sodio, 0,05% de estabilizador de metabissulfito, destilada, pH <4,5, 1 mL/kg/dia, N = 7,
grupo C15), e (3) Animais com 60 dias de idade foram tratados de uma forma semelhante ao

protocolo de 2, mas com duracdo de 30 dias consecutivos, gerando grupos P30 e C30, com n
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= 8-10. O peso corporal e a ingestdo de alimentos dos animais foram medidos a cada dia para
grupos C5 e D5 ou trés vezes por semana durante C15, P15, P30 e grupos C30. Durante os
periodos de tratamento, os animais foram submetidos a testes de tolerincia a glicose ou de
insulina como descrito adiante. No final do tratamento, os ratos foram sacrificados, sob
anestesia (37 % de cetamina/ 5 % de xilazina), apés um jejum overnight para coleta de
amostra de sangue por puncdo da aorta abdominal. Figado, pancreas, musculo esquelético
gastrocnémio e sbéleo, bem como os coxins de gordura retroperitoneal, mesentérica e
periepididimal foram recolhidos para avaliacilo morfométrica ou procedimentos
experimentais descritos adiante. Os dados morfométricos foram expressos como a massa de
tecido (g) por 100 g de peso corporal (% PC). Os protocolos experimentais adotados no
presente estudo foram aprovados pela Comissido de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Maranhao, sob protocolo N°. 23115.012396/2011.

5.2.Avaliacio bioquimica sérica

As amostras de sangue foram recolhidas em tubos com ou sem anticoagulante (acido
etilenodiamina tetra-acético, EDTA, 30 mM mg / ml) para permitir a separagdo do plasma ou
do soro a partir de todos os grupos. O soro foi utilizado para a medi¢ao espectrofotométrica de
triglicerideos (TG) usando kits comerciais de acordo com as instru¢des do fabricante (Labtest,
Lagoa Santa, MG, Brasil). O plasma foi aplicado para a medi¢cdo dos niveis de insulina por

125
como tragador,

radioimunoensaio (RIA) utilizando a insulina humana radiomarcada com I
insulina de rato como padrao (Crystal Chem Inc., Downers Grove, IL, EUA) e anticorpo de
insulina de rato (doado pelo Dr. Leclerq-Meyer, da Universidade de Bruxelas, Bélgica), como
previamente descrito [19]. RI foi inferida a partir do calculo do Indice de TyG (TyG = In
[triglicerideos em jejum (mg / dL) X glicemia de jejum (mg / dL) / 2]) [20], e modelo de
avaliacdo da homeostase (HOMA), o Indice de resisténcia a insulina HOMA-IR (HOMA-IR

= insulina em jejum (U / mL) / glicose em jejum (mM) / 22,5) [21].

5.3.Teste de tolerancia a glicose e a insulina

Ao final dos tratamentos, foram utilizados ratos em jejum overnight para o
experimento de teste oral de tolerancia a glicose (voGTT). Ratos conscientes tiveram sua
ponta da cauda cortada para a coleta de sangue. A primeira gota foi rejeitada e o segundo foi

usado para a determinacio dos valores de glicemia (tempo 0) usando um glicosimetro (Accu-



33

Check Active, Roche Diagnostic, Alemanha). A solucdo de glicose 50% (4 g/kg PC, por via
oral) foi imediatamente administrada, e amostras de sangue foram coletadas da ponta da
cauda aos 30, 60 e 120 min apds para medi¢des de glicose no sangue. A area sob a curva
(AUC) dos niveis de glicose durante voGTT foram calculadas como anteriormente descrito
[22]. Do mesmo modo, foram utilizados por protocolos separados de ratos alimentados para o
teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT). Apds a coleta de sangue da ponta da
cauda no tempo 0, os animais foram injetados com insulina humana recombinante (Humulin
70N/30R) (1 Ul/kg PC, Lilly, Indianapolis, IN, EUA) e amostras adicionais foram colhidas
aos 15, 30, 45 e 60 min apds para medi¢ao de glicose no sangue. A AUC da glicose durante
ipITT foi calculada como previamente descrito [22] e foi utilizado como uma medida da

sensibilidade a insulina em tecidos periféricos [23-25].

5.4.Secrecao de triglicerideos hepatico

No final de cada protocolo, ratos em jejum de 8 h foram anestesiados para coleta de
amostras de sangue venoso (0,2 mL) retro-orbital antes e 30, 60, 120, e 240 minutos apds a
administracdo de uma dose intravenosa de 20% (v/v) de Triton WR1339 (200 mg/kg, Sigma,
St. Louis, MO, EUA). A determinacido de TG no soro foi efetuada como descrito acima. A
taxa de sintese e secrecdo TG foi avaliada como a diferenca das concentracdes séricas de TG

entre o final (4h) e tempos iniciais (Oh) [26].

5.5.Extracao e quantificacao de gordura hepatica

As amostras de figado (~ 500 mg de cada) foram homogeneizadas em 5 mL de solucio
de cloroférmio / metanol (2:1), e mantidas overnight a 4 °C. O sobrenadante resultante foi
filtrado, adicionado a 0,9% de NaCl (solucdo salina 1:5 filtrado), agitado e deixado em
repouso durante 2 h. As fases de cloroférmio e metanol foram separadas por centrifugacao
(1000 rpm, 5 min) e uma aliquota de 1 mL da fase de cloroférmio foi recolhida e seca a 40 °C
em uma estufa com fluxo de ar. A gordura seca foi pesada e novamente suspensa em 1 mL de
Triton- X100/Metanol (2:1) para a medicdo espectrofotométrica de TG, tal como descrito
acima. Os resultados foram expressos como gordura total do figado (mg) por massa de tecido

(g), e triglicerideos no figado (mg) por massa de tecido (g) [27].
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5.6.Isolamento de ilhotas pancreaticas e ensaio de secrecio estitica de insulina

As ilhotas do pancreas dos grupos C5, DS, C30 e P30 foram isoladas pela sua digestio
com colagenase de tipo V (0,8 mg / mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), como
previamente descrito [28]. Para os ensaios de secre¢do estética de insulina, pelo menos, quatro
grupos de quatro ilhotas por animal foram pré-incubados em 24 pocos de placas durante 45
min a 37 ° C em 1 ml de tampao de Krebs-Hepes (NaCl 115 mM; KCI 5 mM, CaCl, 2,6 mM,
MgCl, 1 mM, NaHCO3; 10 mM, HEPES 15 mM, suplementado com glicose 5,6 mM e 3 g/L
de BSA) em ambiente controlado (95% O2 + 5% de CO2). Depois, o meio de incubacdo foi
substituido com tampao fresco contendo 5,6 ou 16,7 mM de glicose e incubadas durante uma
hora adicional. No final, as placas foram arrefecidas em banho de gelo e os sobrenadantes
recolhidos e adequadamente armazenado a -20 ° C para a medi¢do posterior das

concentracdes de insulina por RIA, como anteriormente descrito [19].

5.7.Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. e analisados pelo teste ¢ de
Student para compara¢do dos grupos dentro do mesmo protocolo para um nivel de

significancia de p <0,05, tal como avaliado pelo software GraphPad Prism 5.0°.

6. RESULTADOS

6.1.Ganho de peso, consumo alimentar e parametros morfométricos

Como mostrado na Figura 7A, a administracio da dexametasona durante 5 dias
consecutivos causou perda de peso consistente em D5 (357,2 = 5,6 vs. 3132 £ 74 g, p
<0,001), em comparagdo com o C5 (348,6 = 5,0 vs. 362,1 + 7,2 g). A perda de peso D5 foi
acompanhada por uma diminui¢do de 24.6% do consumo alimentar, ao passo que ndo foi
observada nenhuma diferenca na ingestdao de alimentos em C5 (Figura 7B). Por outro lado, a
administracdo de prednisona ndo afetou a ingestdo alimentar dos ratos dos grupos de P15 e
P30, em comparacdo com os respectivos controles (C15 e C30) (Figura 7D). Notavelmente,
ratos tratados com prednisona (P15/30) ndo perderam peso. Em vez disso, eles mostraram
consistente ganho de peso, atingindo aproximadamente a metade do ganho observado nos

seus controles (C15/30), p<0,001 (Figura 7C). A fim de verificar o impacto do tratamento
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com dexametasona (D5) ou prednisona (P15 e P30) em parametros morfométricos, foram
medidos o peso relativo do figado, pancreas, de por¢des do tecido adiposo e dos musculos
esqueléticos (gastrocnémio e s6leo). Como mostrado na Tabela 1, os figados dos animais D5
eram 25% mais pesados que dos C5, enquanto a gordura retroperitoneal foi reduzida em
37,8%, p <0,05. Nao observou-se qualquer efeito sobre os outros pardmetros. No que se refere
aos ratos tratados com prednisona, o tnico efeito morfométrico observado foi uma diminui¢do

da gordura retroperitoneal de 28,1 e 24,0% em P15 e P30, respectivamente, p <0,05.

6.2.Perfil bioquimico sérico

Cinco dias de administracdo de dexametasona prejudicou significativamente a
homeostasia da glicose de ratos DS, que mostraram niveis mais elevados de glicose no
sangue, tanto nos estados em jejum (C5, 102,9 = 2.5 vs. D5, 114,9 + 3,6 mg/dL, p <0,05)
quanto alimentado (CS5, 102,7 £ 2,5 vs. D5, 134,0 = 7,1 mg/dL, p <0,05), ao passo que ndo foi
observada alteracdo nos niveis de glicose de ratos tratados com prednisona, apesar da duracao
do tratamento (Figuras 8A e 8B). Por outro lado, os dois tratamentos de dexametasona e
prednisona aumentaram os niveis de TG em jejum em todos os grupos (C5, 26,97 = 2,2 vs.
D5, 118,6 + 22,27 mg/dL, p <0,01; C15, 58,84 + 4,64 vs. P15, 93,87 + 12,69 mg/dL, p <0,05;
C30, 77,35 = 7,80 vs. P30, 137,3 = 10,10 mg/dL, p <0,001, Figura 8C). Apenas o tratamento
com dexametasona induziu hiperinsulinemia (CS5, 0,50 = 0,04 vs D5, 0,99 = 0,12 ng/mL, p
<0,01, Figura 8D), assim como a resisténcia periférica a insulina, como foi demonstrado por
um aumento de quase 60% no indice HOMA-IR (Figura 8F). No entanto, a avaliagdo da
resisténcia a insulina pelo cédlculo do indice TyG mostrou diferencga significativa em relagao

aos animais controles em ambos glicocorticoides (Figura 8E).
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Figura 7. Evolucao Ponderal e Consumo Alimentar de ratos tratados com dexametasona ou prednisona.
Ratos Wistar com 90 e 60 dias de idade foram tratados, respectivamente, com dexametasona (1 mg/Kg/dia i.p.,
durante 5 dias consecutivos) (A e B) e com prednisona (80 mg/Kg/dia v.o., durante 15 e 30 dias consecutivos)
(C e D). Os valores foram expressos como média + E.P.M. (A e B)(n= 8-9); (C e D) (n= 7, tratados por 15 dias e
n=12, tratados por 30 dias). *** indica diferenca estatistica em relacdo aos seus respectivos grupo controle com

Test t, p<0,001.

Tabela 1. Pardmetros morfolégicos de ratos tratados com dexametasona, prednisona e seus controles.

C5 D5 C15 P15 C30 P30
Parametros Morfolégicos
(*g/100g PC,mg/100 g PC)
Figado® 2,83+0,05  3,55+0,09*%** 3,07+0,08 2,98+0,10 3,18+0,05 3,18+0,05
Pancreas® 4385+£284  369,7+244  5562+292  4532%393  5332+£26,2 490+21,7
Musculo Gastrocnémio® 529,1+£33,9 563 +28,7 577,4+18,6 607,6+14,8 5979+ 14 670,2+32,9
Muisculo Séleo® 436+53 40,9+ 1,84 384+2,7 472+2.2% 61,6+10,2 81,1+149
Gordura Retroperitoneal®  802,6+101,2 499,4+69,0* 1009+89,8  720,9+504* 911,8+554 692,9+60,1*
Gordura Periepididimal® 840,6+92,3 7585+114,1 1037+684 1233+96,8 969,3+56,4 9543+3
Gordura Mesentérica® 738,5+26,2  746,8+52,6  7482+419 822,1+82 898,8+41 876+57,8

CS5 e D5 - Grupos tratados, respectivamente, com salina (0,ImL/100 g/dia, i.p.) e dexametasona (1
mg/Kg/dia, i.p.) durante 5 dias, n= 8-9.
C15 e P15 — Grupos tratados, respectivamente, com veiculo (0,1 mL/100 g/dia, v.0.) e prednisona (80

mg/Kg/dia, v.0.) durante

15 dias, n=7.

C30 e P30 — Grupos tratados, respectivamente, com veiculo (0,1 mL/100 g/dia, v.0.) e prednisona (80

mg/Kg/dia, v.0.) durante

30 dias, n=12.

Os valores foram expressos como média = E.P.M. * Indica diferenca estatistica em relacdo aos seus
respectivos grupo controle com Test t, *p<0,05, **, p<0,01, **p<0,001.
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Figura 8. Parametros bioquimicos séricos, de resisténcia insulinica e perfil lipidico hepatico de ratos
tratados com dexametasona ou com prednisona. C5 e D5- ratos tratados, respectivamente, com salina
(0,1 mL/100 g, i.p.) e dexametasona (1 mg/Kg, i.p.) durante 5 dias consecutivos, n= 8-9; C15 e P15 — ratos
tratados, respectivamente, com veiculo (0,1 mL/100 g, v.0.) e prednisona (80 mg/mL, v.0.) durante 15 dias,
n= 7; C30 e P30 — ratos tratados, respectivamente, com veiculo (0,1 mL/100 g, v.0.) e prednisona (80
mg/mL, v.0.) durante 30 dias, n= 12. Os niveis de glicose em jejum (A), triglicerideos sérico (C) e insulina
plasmatica (D) foram medidos em amostras de sangue colhidas a partir de um jejum noturno. A glicose
alimentar (B) foi medida em amostra de sangue ap6s alimentac@o noturna. Os indices para inferir resisténcia
insulinica TyG (E) e HOMA-IR (F) foram calculados a partir dos niveis de jejum de glicose e de
triglicerideos, e dos niveis de jejum de glicose e insulina plasmatica, respectivamente. A gordura total
hepética (G) e os triglicerideos hepaticos (H) foram obtidos a partir de amostras de figado. Os resultados sdo
expressos como média = SEM. * Indica diferenca estatistica em relagdo aos seus respectivos grupo controle
com Test t, ¥*p<0,05, **, p<0,01, **p<0,001.

6.3.Avaliacao da tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

Foram realizados testes de tolerancia a glicose e a insulina, a fim de garantir os efeitos
de dexametasona e prednisona no eixo de glicose-insulina. Os dados na Figura 9 mostram que

5 dias de tratamento com dexametasona promove a intolerancia a glicose representado por um
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aumento de 32% na 4rea sob a curva de glicose (AUC) (Figura 9A), quando comparado com o
grupo CS. Enquanto isso, prednisona levou mais tempo para promover o efeito semelhante
sobre a capacidade de manuseamento da glicose destes animais, uma vez que a AUC
diferiram entre ratos C30 e P30 (5.723 + 328 e 7.296 + 670, respectivamente, p<0,01, Figura
9C), mas ndao entre CI5 e P15 (Figura 9B). Além disso, a dexametasona induziu
significativamente a resisténcia a insulina periférica com um aumento de 2 vezes da AUC
(C5, 1152 £ 85 e D5, 2430 + 286, p<0,001, Figura 9D), ao passo que a prednisona ndo afetou

a sensibilidade periférica a insulina, apesar da dura¢do do tratamento (Figuras 9E e 9F).

6.4.Avaliacao da secrecio e do armazenamento de triglicerideos hepaticos

A sintese de TG hepaticos, bem como montagem e secrecdo de particulas de VLDL
constituem processos bioquimicos finamente regulados por vias de sinalizacdo da insulina
[29]. Assim, avaliamos os efeitos do tratamento dos GCs sobre a hipertrigliceridemia induzida
por Triton WRI1339. Os dados da Figura 10 mostram que nem o tratamento com
dexametasona nem com prednisona resultaram em uma maior secrecdo de triglicerideos,
apesar da menor sensibilidade hepatica 4 insulina sugerida pelos valores do Indice TyG
(Figura 8E). No entanto, tendo em conta os niveis de TG séricos elevados nos grupos D5, P15
e P30 (Figura 2C), também quantificamos a gordura total e o teor de TG no figado destes
animais, assim como nos seus respectivos controles. Como mostrado na Figura 11A, o
conteudo total de gordura de figado de D5 (197,6 + 3,3 mg/g) foi significativamente mais
elevada que C5 (152,5 + 18,8 mg/g), p <0,05). A acumulacdo de gordura hepéitica induzida
por prednisona foi mais lento, uma vez que os ratos tratados ndo mostraram qualquer
diferenca neste parametro apos 15 dias de tratamento (C15, 226,1 + 12,1 vs.P15, 215,5 £ 12,5
mg/g), mas apresentaram depois de 30 dias (C30, 191,5 + 11,1 vs. P30, 240,6 = 9,1 mg/g, p
<0,01) (Figura 11A). Quando considerado o teor de TG no figado, apenas os ratos D5
mostraram aumento da acumulacdo (CS5, 3,0 £ 0,2 mg/g vs. DS, 4,6 £ 0,5, p <0,01, Figura
11B), sugerindo que a prednisona tem um efeito atenuado sobre o armazenamento de TG no

figado.
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Figura 9. Efeito do tratamento com dexametasona ou prednisona sobre a funcio do eixo insulina-glicose. O teste oral de tolerincia a glicose (voGTT) e o teste de
tolerdncia a insulina intraperitoneal (ipITT) foram realizados para avaliar a funcio do eixo de insulina-glicose em ratos tratados com dexametasona (1 mg/Kg, i.p.)(A e D), ou
com prednisona (80 mg/Kg, v.o.) (B, C, E e F). A tolerincia a glicose foi avaliada pela mudancas na glicose em funcio do tempo mensurada com gotas de sangue da cauda
durante voGTT e pela acumulacgdo total de glicose no sangue relatados com AUC (A, B e C). A sensibilidade a insulina foi avaliada por ITT (AUC) (D, E e F), que mede a
taxa de desaparecimento de glicose a partir da corrente sanguinea. Os resultados foram expressos como média = EPM. A e D, n=6; B, E e C, n=7-8; F, n=11-12. * Indica
diferenca estatistica em relacfo aos seus respectivos grupo controle com Test t, *p<0,05, **, p<0,01.
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Figura 10. Tratamento com dexametasona ou prednisona niao induz diferenca na cinética de sintese de
VLDL em ratos. Nao foi observado diferenca na velocidade de sintese de VLDL (TG) entre os grupos tratados
com dexametasona (1 mg/kg, i.p.) por 5 dias, n=6 (D5) (A), ou com prednisona (80 mg/Kg, v.0.) por 15 dias,
n=7-8 (P15) (C) e, 30 dias, n=8 (P30) (E), em relacdo aos seus respectivos grupos controle (C5, C15 e C30). A
velocidade de sintese e exportacdo hepatica de VLDL foram representados pelo acimulo da concentragdo de
triglicerideos no soro (B, D e F) antes e apds 4 horas da administragdo de Triton WR-1339. Foi utilizado o teste
“t” de Student para comparagido da concentracdo do actimulo de triglicerideos séricos obtido pelas curvas de
ratos tratados com glicocorticoide e seus respectivos controles.
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Figura 11. Perfil lipidico hepatico de ratos tratados com dexametasona ou prednisona. Os ratos do grupo
D5 (dexametasona 1 mg/Kg i.p., n=8-9) e do grupo P30 (prednisona 80 mg/Kg v.o., n=12) apresentaram
significativamente maior conteido hepatico de gordura total (A) em relagdo aos seus controles. Também
observamos aumento significativo de triglicerideos hepaticos (B) no grupo D5 em relac@o ao seu controle. Os
dados s@o expressos como média * e.p.m. * Indica diferenca estatistica em relagdo aos seus respectivos grupo
controle com Test t, *p<0,05, **, p<0,01.
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6.5.Secrecao insulinica estimulada por glicose

Finalmente, as ilhotas pancreaticas isoladas a partir dos grupos C5, D5, C30 e P30 foram
utilizadas para a avaliacdo da secrecdo de insulina sob concentracdao basal (5,6 mM) e alta
(16,7 mM) de glicose. A dexametasona estimulou a elevagdo da secrecdao de insulina, tanto a
5,6 mM (C5, 0,17 £ 0,02 vs DS, 1,62 £ 0,16 ng/mL/h; p<0,001) quanto em 16,7 mm (C5, 3,7
+ 0,3 vs. 7,43 £ 0,8 mg/ml/h, p<0,001) (Figura 12A) de glicose, enquanto a prednisona ndo
mostrou nenhum efeito sobre a sensibilidade de ilhotas pancreéticas a glicose (Figura 12B).
Estes dados sugerem que estes dois GCs sintéticos possuem efeitos diferentes sobre a

homeostase da glicose.
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Figura 12. Efeito do tratamento com dexametasona ou prednisona na secrec¢io de insulina estimulada por
glicose (GSIS) ex vivo. (A) GSIS (Glicose 5,6 e 16,7 mM) em ilhotas pancredticas isoladas de ratos controle
(salina 0,1 mL/100 g, i.p.) (C5) e tratados com dexametasona (1 mg/Kg, i.p)(D5) durante 5 dias. (B) GSIS
(Glicose 5,6 e 16,7 mM) em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos, controle (veiculo 0,1 mL/ 100 g, v.0.) (C30) e
tratados com prednisona (80 mg/Kg, v.0.) (P30) durante 30 dias. Em ambos (A, B), pelo menos, quatro grupos
de quatro ilhotas por animal foram incubadas durante temperatura de 37 °C sob condicdes necessérias. Os
resultados foram expressos como média + EPM (n=4, por grupo). * Em (A) indica diferenca estatistica (p<0,05)
vs C5 com test T. * p<0,05; ***p<0,001.

7. DISCUSSAO

O presente estudo fornece varios niveis de evidéncias de que a prednisona, a GC
sintético amplamente prescrito para efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores, ¢ menos
prejudicial que a dexametasona na homeostase da glicose e em parametros metabolicos em
tecidos sensiveis a glicose. Em primeiro lugar, o tratamento de 30 dias com 80 mg/kg/dia com
prednisona ndo aumentou os niveis séricos de glicose nem em jejum, nem sob estado

alimentado, diferentemente do tratamento de 5 dias com 1 mg/kg/dia de dexametasona. Em
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segundo lugar, o efeito parece estar relacionado com o desenvolvimento tardio de resisténcia
periférica a insulina em ratos tratados com prednisona, em comparacio com as da
dexametasona. Em terceiro lugar, o tratamento com prednisona ndo potencializou a secre¢ao
de insulina estimulada por glicose ex vivo como dexametasona fez. Por outro lado, ambos os
GCs sintéticos elevaram os niveis séricos de TG do tecido hepatico, sugerindo ser mais
sensiveis a deficiéncia de eixo de glicose-insulina do que outras areas periféricas, tais como o
musculo esquelético e no tecido adiposo branco. Por dltimo, mas ndo menos importante, a
prednisona ndo induziu a caquexia tipica comumente observada em roedores tratados com
dexametasona, o que torna prednisona uma droga mais adequada para estudos sobre os efeitos
duradouros da terapia GC no metabolismo da glicose.

Os efeitos dos GC sdo mediados pelo receptor de GC, um fator de transcri¢ao ativado
por ligante localizado no citoplasma, como parte de um complexo de proteinas que incluem as
proteinas de choque térmico (HSP) -90, -70, e -40, além de outras chaperonas [30]. Apds a
ligacdo ao hormonio, o par receptor GC-GC dissocia do complexo de proteinas e transloca-se
para o nucleo onde se liga a elementos de regulacio em regides promotoras de genes
responsivos ao glicocorticoide (GRE), em particular os responsaveis pela resposta imune [4,
11]. Em adic@o aos seus efeitos sobre o sistema imune, o GC também modula a expressiao do
padrao de genes envolvidos no metabolismo da glicose. No figado, o GC ativa genes
relacionados com a gliconeogénese, particularmente fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G-6-Pase) [11], além dos efeitos inibitorios sobre as vias de
sinalizacdo da insulina, que concorrem para o aparecimento de resisténcia insulinica hepatica
[15]. Além disso, o GC diminui a absor¢do de glicose estimulada por insulina em tecidos
periféricos, tais como o musculo esquelético e tecido adiposo branco [14, 31]. A maioria
destes efeitos secundarios metabodlicos sdo atribuidos aos mecanismos de transativacdo do
receptor GC nos genes, o que parece estar diretamente relacionado com afinidades distintas
dos GCs sintéticos para o receptor GC [32]. No entanto, os paradmetros farmacocinéticos, tais
como taxa de ligacdo as proteinas plasmaéticas, também sdo de capital importancia para a
transativacao acima referido [11].

Os dados aqui apresentados mostram que os efeitos colaterais metabdlicos da
prednisona foram mais atenuados e retardados em comparacdo com dexametasona. A
administracdo oral de prednisona em ratos, durante 15 ou 30 dias, ndo aumentou os niveis
sérico de glicose nos estados de jejum e alimentado, diferentemente da administracao
intraperitoneal de cinco dias com dexametasona (Figura 8A e B). Este resultado esta de

acordo com os dados adicionais que mostrou que os ratos prednisona ndo tinham
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hiperinsulinemia (Figura 8D), nem resisténcia periférica a insulina (Figura 8E e F), diferindo
do observado em ratos dexametasona. Por outro lado, os animais P30 mas ndo P15 mostraram
tolerancia a glicose diminuida (Figura 9) e aumento da acumulacio total de gordura no figado
(Tabela 1), o que sugere tempo-dependéncia de ocorréncia de efeitos secundéarios da
prednisona, ao passo ndo seria descartados os aspectos farmacodinamicos.

Prednisona € tanto o pro-farmaco como o produto da metabolizagdo de prednisolona,
que € considerado um GC de poténcia intermédiaria. Em comparacdo com hidrocortisona,
prednisona ou prednisolona possui uma poténcia anti-inflamatéria 6 vezes maior, enquanto
que a dexametasona corresponde a uma poténcia 26 vezes maior [2]. Mais importante, foi
demonstrado que a atividade de transativacio do GC aumenta com a sua poténcia
farmacoldgica [33, 34]. Usando um sistema de deteccdo MMTV-luciferase para medir a
transativacdo ativada pelo GC, He e colaboladores [35] mostraram que a prednisolona causou
um deslocamento da curva dose-resposta para a esquerda, mostrando-se cinco vezes mais
potente que o cortisol, porém com metade da poténcia da dexametasona. Nao obstante, a
poténcia GC também depende da taxa de ligacdo as proteinas do plasma, uma vez que
controla a entrega da droga a tecidos-alvo [11]. A prednisolona se liga a albumina e a
globulina de ligacdo a corticosterdides, também conhecida como transcortina, de maneira
respectivamente baixa e elevada afinidade, o que lhe confere uma proteina de ligagdo de
aproximadamente 95% [36]. Por outro lado, dexametasona liga-se apenas a albumina, de
forma com baixa afinidade, mas de alta capacidade, alcancando uma taxa de ligacdo de cerca
de 70% [37]. Assim, € apropriado sugerir que os efeitos secundéarios metabolicos atenuados
assim como retardados observados nos ratos tratados prednisona estd relacionado com a sua
menor capacidade de transativacdo e maior taxa de ligacdo as proteinas do plasma, em
compara¢do com a dexametasona.

Diferentemente dos resultados acima mencionados, ambos o0s ratos tratados com
dexametasona e prednisona diminuiram a acumulagdo de gordura nos depdsitos
retroperitoneais nao viscerais (Tabela 1), enquanto que nenhuma alteragao foi observada nos
depositos viscerais periepididimal e mesentéricos (Tabela 1). O efeito lipolitico dos GCs €
mediado pela transativacdo da lipase hormonio sensivel (HSL) e expressao de genes da lipase
de triglicerideos de tecido adiposo (ATGL) no tecido adiposo branco, além de um efeito
sinérgico sobre as vias de sinalizacdo dependentes de catecolaminas lipoliticas [38]. Por outro
lado, a insulina age como um fator antilipolitico através de fosforilacdo da fosfodiesterase -3B
e subsequente degradacdo de AMPc a 5S’AMP [39], que pode ser comprometida na resisténcia

a insulina. Numerosos estudos experimentais t€ém mostrado que GC promove a redugao da
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sensibilidade a insulina em ratos [9, 14, 15, 40]. No entanto, os nossos dados ndo suportam o
desenvolvimento de resisténcia periférica a insulina no tecido periférico de ratos a partir de
grupos de prednisona, pois somente os animais P30 mostrou tolerancia a glicose diminuida
(Figura 9C), porém sem comprometimento da sensibilidade periférica a insulina (Figura 9E e
9F). Assim, considerando que a exposi¢cdo GC promove redistribuicdo de tecido adiposo
periféricos para locais ectOpicos centrais [8], é plausivel inferir que acidos graxos livres a
partir de depositos retroperitoneais ndo viscerais foram captados principalmente pelo figado,
em vez de depdsitos viscerais, onde eles foram incorporados na sintese hepatica de lipideos,
tal como sugerido pela acumulacio de gordura total aumentada no figado de D5 e grupos P30
(Figura 11A), bem como o aumento da trigliceridemia em todos os grupos tratados com GC
(Figura 8C).

A produciao hepatica de TG € primariamente regulada por duas enzimas chave,
proteina ligante do elemento regulado por carboidratos (ChREBP) e proteinas ligante do
elemento regulado por esterdis (SREBP-Ic), que sdo regulados positivamente por
hiperinsulinemia [41] ou excesso de GC [42]. No entanto, a exportacdo hepatica de TG para a
corrente sanguinea ¢ um processo regulado pela insulina que envolve a ativacdo da Akt que
medeia a expressdo da proteina microssomal de transferéncia de triacilglicerois (MTP), a qual
€ responsavel pela montagem e sintese de particulas de VLDL no reticulo endoplasmético de
hepatécitos [43]. Uma vez que todos os ratos tratados com GC apresentaram niveis mais
elevados de TG séricos e, ainda, o TyG sugeriu o desenvolvimento de resisténcia a insulina
hepatica, aproveitamos Triton WR-1339 para bloquear lipase de lipoproteina (LPL) como
uma ferramenta para avaliar a taxa de secrecdo de TG hepéticos [26 ]. Os dados sobre a
Figura 4 mostram que nem a dexametasona, nem prednisona interferiu na exportacdo de
VLDL. Embora contraditorios, estes dados sugerem um menor efeito dos GCs sintéticos sobre
a producdo de VLDL mediada por insulina, e corroboram uma acdo primaria destes GCs
sobre a biossintese hepatica de lipideos.

Os GCs enddgenos e sintéticos estimulam a secrecdo pancredtica de insulina de uma
maneira tanto tempo quanto dose-dependente [9], como resultado da regulacdo positiva da
funcdo das células B, causada por mecanismos adaptativos compensatérios provocados pela
resisténcia periférica a insulina induzida por GC [7]. Além disso, a secre¢do de insulina
também ¢é aumentada pelo efeito direto dos acidos graxos livres [44], cujos niveis sdo
elevados em roedores tratados com GC. Curiosamente, em nosso estudo, apenas
dexametasona foi capaz de potencializar a secrecdo de insulina estimulada por glicose nas

condi¢des basal e hiperglicémica (Figura 12A). A auséncia do aumento na secrecdo de
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insulina em ilhotas pancreaticas isolados a partir de animais P30 (Figura 12B) corrobora ainda
mais com os efeitos colaterais dos GC atenuados ap6s administracio de prednisona, em
relacdo a dexametasona.

Em conclusdo, os nossos resultados sugerem que a exposicdo em médio prazo a
prednisona promove mudangas graduais e atenuadas no metabolismo da glicose e de lipideos,
como a intolerancia a glicose atrasada e hipertrigliceridemia, sem comprometimento da
sensibilidade periférica a insulina; que difere diretamente do distirbio metabdlico agressivo
causado pela utilizagdo em curto prazo de dexametasona. Nao obstante, os ratos tratados com
prednisona ndo mostraram a caquexia tipica vulgarmente observada em roedores tratados com
dexametasona, o que faz com que a prednisona seja uma droga mais adequada para estudos

sobre os efeitos cronicos do tratamento com GC no metabolismo da glicose e para além.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Ao avaliarmos as condi¢des metabolicas de ratos que receberam a administracdo
aguda de dexametasona ou subcronica de prednisona, percebemos que a distingdo entre esses
dois farmacos no que se refere a poténcia farmacolégica, onde o primeiro mostra-se
aproximadamente seis vezes mais potente em relagdo ao segundo, nio se limita apenas ao
cunho farmacoldgico, mas também aos seus efeitos adversos.

A administragdo de dexametasona em ratos promoveu relevante caquexia desses
animais, acompanhado do desenvolvimento de resisténcia insulinica periférica e hepética,
representados, respectivamente, pelos dados da sensibilidade periférica a insulina e pela
hiperglicemia e o indice TyG, além do desequilibrio no metabolismo de lipideos,
especialmente representado pelo dado de triglicerideos sérico. Em contrapartida, a prednisona
ndo comprometeu a sobrevida do animal, mantendo parametros, como a glicemia em jejum,
insulinemia e a sensibilidade periférica a insulina, em estados normais quando comparados
aos animais controles, apesar de notamos algumas alteracdes ja vista no tratamento agudo de
dexametasona, como hipertrigliceridemia.

Diante disso, o nosso estudo sugere que a prednisona € um glicocorticoide que induz
alteracdes metabolicas atenuadas quando comparadas a dexametasona em roedores, e sustenta
dados importantes que possam estimular o uso preferencial da prednisona na pratica clinica
quando se pretende a minimizagao dos seus efeitos adversos, ou seu uso para estudos sobre os

efeitos metabdlicos associados a tratamentos cronicos com GC.
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