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RESUMO

O glicocorticoide (GC) é amplamente aplicado na clinica para o tratamento
de doencas inflamatdrias. Seu uso prolongado repercute sobre a homeostase
glicémica podendo levar a resisténcia periférica a insulina (RI). Mulheres na
transicdo de segunda para a terceira idade iniciam um processo natural de
falha ovariana, a menopausa. Na menopausa ha ganho de peso e
modifica¢des na distribuicdo da gordura, especialmente na regido visceral.
A associagdo entre GCs e menopausa ndo estd bem estabelecida na
literatura. Assim, avaliamos as repercussdes da perda de fungdo ovariana
associada ao tratamento com GC sobre parametros relacionados a
homeostase glicémica. Para tanto, ratas Wistar (28 dias de vida) foram
submetidas a falha ovariana por meio da administragdo de 4-
vinilciclohexeno diepéxido (4-VCD), i.p. (VCD) ou receberam somente
veiculo (CTL) e 168 dias ap6s foram tratadas com dexametasona (1 mg/kg,
p.c., i.p.) por 5 dias consecutivos (DEX e VCD+DEX) ou veiculo (CTL e
VCD). O grupos DEX e VCD+DEX demonstraram reducdo da massa
corporal e da ingestdo alimentar durante tratamento com dexametasona
(p<0,05). As ratas tratadas com dexametasona apresentaram aumento na
glicemia, insulinemia, triacilgliceridemia e contetdo de glicogénio hepético
VS. seus respectivos grupos controles (p<0,05) ndo havendo nenhum efeito
do tratamento com 4-VCD per se. O tratamento com 4-VCD ndo alterou a
sensibilidade a insulina, enquanto que os grupos tratados com dexametasona
apresentaram reducdo da sensibilidade comparada aos seus respectivos
controles (p<0,05). O grupo VCD exibiu intolerancia a glicose (GTT i.p.)
vs. grupo CTL (p<0,05) e a intolerancia presente no grupo DEX ndo foi
potencializada pelo tratamento com o 4-VCD (VCD+DEX). No desafio
glicémico oral o tratamento com 4-VCD ndo promoveu nenhuma alteracao
nos grupos VCD e VCD+DEX em relagdo aos seus respectivos controles. O
tratamento com o 4-VCD ndo causou nenhuma alteracdo na massa de
células B no grupo VCD, porém impediu a compensagdo do incremento
compensatorio (grupo VCD+DEX) ocorrido no grupo DEX. O tratamento
com GC resultou em marcante elevacdo dos valores de progesterona
plasmatica vs. grupo CTL (p<0,05). Concluimos que o tratamento com o 4-
VCD ndo promove alteracdes nos parametros metabolicos basais, mas causa
intolerancia a glicose. O tratamento com o0 4-VCD néo predispde as ratas a
maiores disfungdes metabolicas causadas pelo tratamento com GC, exceto
pela atenuacdo do incremento da massa de células B induzida pela
administracdo de dexametasona.

Palavras-chaves:  4-vinilciclohexeno  diepdxido, falha  ovariana,
glicocorticoide, homeostase glicémica.






ABSTRACT

Glucocorticoids (GC) are widely applied in clinic for the treatment of
inflammatory diseases. Its prolonged use influences the glucose
homeostasis and may lead to insulin resistance (IR). Women in transition
from natural reproductive life to menopause begin a natural process of
ovarian failure. In this case, there are weight gain and changes in fat
distribution, especially in the visceral region. The association between GCs
and menopause is not well established in the literature. We evaluated the
impact of the loss of ovarian function associated with GC treatment on
parameters related to glucose homeostasis. Wistar rats (28 days old)
underwent ovarian failure by administration of 4-vinylcyclohexene
diepoxide (4-VCD) i.p. (VCD), while controls received vehicle (CTL).
After 168 days rats were treated with dexamethasone (1 mg / kg bw, i.p.) for
5 consecutive days (DEX and VCD+DEX) or vehicle (CTL and VCD). The
DEX and VCD+DEX groups showed reduced body weight and food intake
during treatment with dexamethasone (p<0.05). The rats treated with
dexamethasone showed an increase in glycemia, insulinemia,
triglyceridemia and hepatic glycogen content vs. their respective control
groups (p<0.05) and there is no effect of treatment with 4-VCD per se.
Treatment with 4-VCD does not alter insulin sensitivity, whereas the groups
treated with dexamethasone showed a reduction in insulin sensitivity
compared to their respective controls (p<0.05). The VCD group exhibited
impaired glucose tolerance (GTT ip.) vs. CTL group (p<0.05) and
intolerance present in the DEX group was not enhanced by treatment with
4-VCD (VCD+DEX). In oral glucose challenge treatment with 4-VCD did
not promote changes in VCD and VCD+DEX groups compared to their
respective controls. Treatment with 4-VCD caused no change in the mass of
B cells in the VCD group, but prevented the compensatory increase
(VCD+DEX group) occurred in the DEX group. The GC treatment resulted
in a marked increase in plasma progesterone values vs. CTL (p<0.05) group.
We conclude that treatment with 4-VCD does not cause alterations in the
basal metabolic parameters, but causes glucose intolerance. Treatment with
4-VVCD dos not predisposes rats to additional metabolic dysfunctions caused
by the GC treatment, except for the attenuation of the increase in mass of 8
cells induced by administration of dexamethasone.

Key words: 4-vinylcyclohexene diepoxide, ovarian failure, glucocorticoids,
glucose homeostasis.
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1. INTRODUCAO

1.1 HOMEOSTASE GLICEMICA

Ao longo da vida, o consumo e 0 gasto energético mantém-se
relativamente equilibrado e este balanco ocorre principalmente devido a
regulacdo da ingestdo de alimentos. Por meio da utilizacdo de modelos
experimentais a partir dos anos 1950 foi proposto que o peso corporal se
mantém relativamente constante por um mecanismo de sinalizacdo entre
o0s tecidos de reserva periféricos (ex., o tecido adiposo) e sistema
nervoso central (Ladyman & Grattan, 2013). Esta retroalimentacdo
envolve hormonios circulantes que informam sobre as reservas
energéticas ao hipotalamo, com subsequentes ajustes compensatorios no
controle da ingestdo alimentar a fim de manter os estoques energéticos,
normalmente contidos na forma de tecido adiposo, em torno de um
ponto de equilibrio (Reichlin, 1989; Rodrigues et al., 2003; Ladyman &
Grattan, 2013).

A energia obtida por meio da ingestdo alimentar garante a
manutencdo dos processos vitais que resulta da energia proveniente da
oxidacdo dos substratos energéticos (ex., glicose, lipideos e
amino4cidos). A energia necesséria para a manutengdo das atividades
diarias do individuo é composta pelo gasto energético basal, gasto
energético na atividade fisica e pelo efeito térmico relacionado a
digestdo dos alimentos e a absorcdo dos nutrientes (Diener, 1997;
Sartorelli et al., 2006). Na espécie humana, 0 gasto energético basal
compde entre 60 a 75% das necessidades energéticas didrias incluindo o
equilibrio termodindmico do organismo, a energia requerida para a

manutencdo dos sistemas cardiovascular, respiratorio, e sintese de



22

componentes celulares, dentre outros (Elwyn et al., 1981). Este gasto
energético é baseado na quantidade de energia necessaria para a
manutencdo das fungbes vitais em condi¢Ges padronizadas (jejum,
repouso fisico e mental em ambiente controlado em relacdo a
temperatura, iluminacdo e ruido) (Bursztein et al, 1989). O
envolvimento do hipotdlamo no presente processo tem sido desde ha
muito conhecido em modelos experimentais, devido as alteracfes
observadas na ingestdo de alimentos e no peso corporal ap6s lesdes em
nucleos hipotalamicos orexigenos e anorexigenos (Ladyman & Grattan,
2013).

Na ingestdo alimentar intermitente o excedente de energia
absorvido apds as refeicbes pode ser armazenado para o uso durante 0s
periodos de jejum, quando ha reducdo da abundancia de substratos
energéticos. Os substratos energéticos devem estar constantemente
disponiveis a demanda metabdlica independente do contexto metabdlico
(Westerterp, 1993).

O excesso de glicose circulante, principal substrato energético,
pode ser armazenado no figado e nos musculos na forma de glicogénio
hepéatico e muscular, respectivamente, bem como ser metabolizada na
biossintese de triacilglicerol que sdo transportados na circulacdo por
meio das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e
disponibilizado aos tecidos periféricos como o tecido adiposo
(Westerterp, 1993). Os carboidratos fornecem a maior parte da energia
requerida pelo metabolismo energético. A ingestdo diaria de
carboidratos, recomendada aos seres humanos, é de 50% a 60% do valor

energético total. Os carboidratos sdo encontrados nos amidos e agucares
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e, com excecdo da lactose do leite e do glicogénio do tecido animal, sdo
de origem vegetal (Seyffarth e Bressan, 2009).

Inimeros fatores estdo relacionados ao controle da homeostase
glicémica. Este controle inclui diversos hormdnios e a participacdo de
tecidos e 6rgdos como o tecido adiposo, muscular, hepéatico, o sistema
Nervoso, o pancreas, e os intestinos. Dentre os hormdnios envolvidos
neste controle, merecem atencdo a insulina, o glucagon, a adrenalina, 0
cortisol (humanos) ou corticosterona (roedores), o hormonio de
crescimento (GH), as incretinas (ex., peptideo semelhante ao glucagon
1), a leptina, a adiponectina, entre outros. Estes hormdnios modulam as
concentragcBes de substratos energéticos no estado absortivo e p0s-
absortivo, através dos processos de
glicogénese/glicogendlise/gliconeogénese, lipogénese/lipolise e
proteogénese/protedlise. Na Tabela 1 podem ser vistas as principais

acOes dos hormonios relacionados a homeostase glicémica.

Tabela 1: Principais hormdnios envolvidos na regulacio da homeostase

glicémica.
Hormonio Ac0es sobre a homeostase glicémica
Insulina Tglicogénese  muscular e  hepatica

lglicogendlise muscular e hepética,
lgliconeogénese hepatica e renal, |conversdo de
acidos graxos e aminoacidos em cetoacidos,
Tcaptacdo de glicose no muasculo e no tecido
adiposo

Glucagon Tglicogendlise eTgliconeogénese
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Cortisol (humanos) | fgliconeogénese e |captagdo de glicose nos

Corticosterona tecidos periféricos

(roedores)

Adrenalina Tglicogendlise

GH indiretamente por Tlipolise e Tproducdo de

acidos graxos livres (AGL) nos adipdcitos

Incretinas indiretamente por fsecrecdo de insulina
pelas células

Adiponectinas indiretamente por fsensibilidade periférica a
insulina
Leptina indiretamente por flipdlise, futilizacdo da

glicose e |secregao de insulina pelas células 8

}: reduz/diminui; 1: aumenta/eleva

Os tecidos muscular, adiposo, hepéatico e 6rgdos como o
pancreas e 0s intestinos estdo diretamente relacionados com o
metabolismo energético (Figura 1). Por efeito da insulina, os musculos
sdo responsaveis pela maior parcela da captacdo de glicose, em torno de
75% a 80% (em humanos). A utilizacdo da glicose pode ser imediata ou,
a partir da acdo da enzima glicogénio sintase, pode ser convertida em
glicogénio (DeFronzo, 2004). O tecido adiposo € responsavel por
aproximadamente 20% da captacdo periférica da glucose em um
individuo saudavel (Machado et al., 2006). A glicose em excedente pode
ser convertida em triacilglicerol no tecido adipose branco (TAB). Esse
efeito é mediado pela insulina, a partir da ativacdo da lipase lipoprotéica

(LPL) presente nas paredes dos vasos capilares que drenam no tecido
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adiposo, que hidrolisa os triglicérides contidos nas VLDL em &cidos
graxos permitindo que sejam captados nos adipécitos, onde séao
novamente reesterificados e armazenados. Outra agdo da insulina reside
sobre a inibicdo da lipase sensivel a horménios nos adipdcitos, evitando
que os triacilglicerdis armazenados sejam hidrolisados em acidos graxos
e se difundam na circulagdo bem como na estimulacdo da oxidacéo da

glicose que fornece glicerolfosfato para a sintese de TG.

hipotilamo

| Producio
de glicose

1 captagéio de glicoze

Células B
s pancredticas
[ Leptina e adiponectina
LP-1 eGIP estradiol
. Q

W

prolacx/

placenta

hipéfice S/ %{‘%
f\ &
Tecido adiposo branco

trato gastrointestinal

Figura 1- Homeostase Glicémica. A homeostase glicémica requer acgdes
coordenadas de diversos 6rgéos e tecidos. A glicose é oxidada em praticamente
todos os tecidos, especialmente o tecido muscular e adiposo, por acdo da
insulina. Adaptado de Tiano & Mauvais-Jarvis, 2012.
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1.2 CICLO HORMONAL E ALTERACOES DA HOMEOSTASE
GLICEMICA NA MENOPAUSA

A menopausa é um processo natural em que ocorrem alteracdes
na fisiologia ovariana (Agil, et al., 2010). Esta alteracéo fisioldgica se
refere ao término da atividade folicular dos ovarios manifestada pela
interrupcdo do ciclo menstrual por pelo menos 12 meses em seres
humanos (Elavsky & McAuley, 2009). Os esterdides ovarianos regulam
a secrecdo de gonadotrofinas por meio de dois mecanismos de
retroalimentacdo: positivo e negativo, que exercem efeitos opostos. Essa
regulacdo envolve os hormdnios estrogenos, progesterona, € inibinas A
e B. O nucleo arqueado do hipotalamo, localizado na sua regiao
ventromedial, contém neurbnios neurossecretores, cujos axonios
terminam na eminéncia mediana, uma regido centro-hipotalamica. As
terminagfes desses axodnios secretam o hormonio liberador das
gonadotrofinas GnRH (também chamado de LHRH), de forma pulsatil,
exclusivamente para a circulagdo porta-hipofisaria (Reichlin, 1992).

O GnRH atua na adeno hipdfise estimulando as células
gonadotroficas, promovendo a sintese e a liberagdo do horménio
luteinizante (LH) e do hormédnio foliculo-estimulante (FSH). A adeno
hipofise normalmente responde ao estimulo do GnRH quando este
ocorre de forma pulsatil, com consequente liberacdo pulsatil de LH e
FSH. (Belchetz et al., 1978; Reichlin, 1992). A Figura 2 mostra a
atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-ovarios numa condicdo do

periodo reprodutivo normal da mulher.
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Figura 2— Eixo hipotadlamo-hipofise-gonadal no periodo reprodutivo funcional.
O periodo reprodutivo funcional é caracterizado pela autorregulagdo hormonal,
envolvendo a interacdo do sistema neuroenddcrino que permite a condicdo de
fertilidade na fémea. Hormonios-chaves envolvidos nesse sistema sdo 0sS
hormdnios gonadotrépico (GnRH) que atua regulando a atividade gonadal pela
estimulacdo da secre¢do de FSH e LH. Estes dois horménios promovem o
crescimento e a maturagdo dos foliculos ovarianos durante a ovogénese (FSH) e
a liberagdo do foliculo ovariano (LH). Simultaneamente, o ovério produz
estradiol e progesterona, a partir da maturacdo folicular que atuardo como
retroalimentacdo negativa sobre o hipotalamo e a adeno hip6fise bem como em
diversas respostas metabolicas e fisiologicas como a caracterizagdo sexual
secundéria e a libido. A inibina, secretada pelos ovérios, também regula a
liberagdo de hormdnios adeno hipofisarios.
(http://www.alilamedicalmedia.com/acesso 2015; Dul e Wong, 2009; Beshay e
Carr, 2013)

As gonadotrofinas atuam sobre os ovérios, promovendo a
secrecdo dos esterdides sexuais 17p-estradiol que promovem acgdes em
tecidos periféricos e alteraces fisicas tipicas do periodo pubertario. Sob
a mesma acdo, as gbnadas também secretam inibina, que participa da
modulagdo do eixo. As gonadotrofinas agem de forma intermitente
sobre os foliculos primarios, localizados na regido cortical dos ovarios.

O hormonio luteinizante estimula a produgdo de andrégenos pelas
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células tecais. O FSH estimula o crescimento do foliculo ovariano e
também a atividade da aromatase, que converte os andrdgenos
produzidos na teca em estrégenos (principalmente o estradiol)
(Rosenfield, et al., 1990). O LH também é responsavel pela maturagdo
folicular e pela indugdo da ovulagdo, com posterior formacdo do corpo
luteo que secreta, além de estrogenos, também a progesterona (P).

A regulacdo desse eixo depende das concentragfes séricas dos
préprios hormdnios que o compdem. Os esterdides sexuais e a inibina
atuam sobre o hipotadlamo e a hipofise, promovendo a reducdo da
secrecdo de GnRH e LH/FSH (Wu et al., 1991, Reichlin, 1992) (Figura
2). Da mesma forma, as gonadotrofinas atuam sobre o hipotalamo,
reduzindo a secrecdo de GnRH. Esta acdo inibitéria é inversamente
proporcional as concentracfes desses horménios (Reichlin, 1992).
Quando os ovarios atingem um nivel elevado de producéo de estradiol e
0 mantém por um determinado periodo, a acdo inibitdria do estradiol
sobre o hipotadlamo torna-se estimulatéria (retroalimentacdo positiva)
resultando em maior liberagdo de GnRH => LH e FSH e de estradiol.
Essa elevacdo aguda do estradiol plasmatico promove ruptura do
foliculo ovariano. Apo6s a ovulagdo, as concentragdes de estrogenos
reduzem abruptamente, e sua acdo sob o hipotdlamo volta a ser
inibitdria (retroalimentacdo negativa). Essa inversdo da retroalimentacdo
ocorre de forma ciclica permitindo a ovulacdo periddica na mulher
adulta (Reichlin, 1992). Assim, o periodo reprodutivo funcional
apresenta dois padrdes distintos de secrecdo de gonadotrofinas: o tnico
e 0 ciclico. O padrdo tbnico ou basal é caracterizado pela liberagdo
hormonal constantemente regulada pelas concentracdes hormonais

circulantes. Este é o padrdo geral existente nos homens e um dos
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mecanismos de controle na mulher. O padrao ciclico caracteriza-se pela
elevacdo acentuada das concentracBes circulantes de estrgeno,
promovendo acéo estimulante sobre a secrecdo de gonadotrofinas, que
elevardo ainda mais as concentraces de estrdgenos séricos necessarios
para a ovulagéo.

A secrecdo das inibinas A e B diferenciam-se de acordo com a
fase do ciclo ovulatdrio: as concentragfes de inibina A aumentam na
fase folicular e atingem o maior incremento na fase lUtea e sua secrecéo
esta vinculada especialmente ao foliculo dominante e ao corpo liteo. As
concentracBes de inibina B atingem o maximo incremento na fase
folicular média, com um pico ovulatério antes de retornarem aos valores
basais na fase litea e sua secrecdo € realizada por pequenos foliculos
antrais em desenvolvimento. Clinicamente, a inibina B é um marcador
direto da atividade ovariana e esta relacionada ao nimero de ovdcitos
obtidos, enquanto que a inibina A tem sido descrita como um marcador
Gtil para prever o surgimento de pré-eclampsia em gestantes (Reis e
Rezende, 2009). Progesterona e estrogeno atuam sobre o eixo
hipotalamo-hipéfise. A inibina atua sobre a hip6fise suprimindo a
liberacdo de FSH, mas sem efeito sobre o LH (Molitch 2004, Lambalk,
2010). A retroalimentagcdo negativa ocorre na maior parte do ciclo
reprodutivo e mantém as concentragcBes de gonadotrofinas reduzidas.
Este mecanismo inibitério pode ser facilmente demonstrado pelo
aumento da secrecdo de LH e FSH que ocorre apds a menopausa, em
consequéncia da reducdo acentuada da secrecdo dos hormonios
ovarianos. Essa inibicdo pode também ser demonstrada pela reducéo da

secrecdo destas gonadotrofinas observada apds a administracdo de
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estrogénios e/ou progesterona na menopausa, ou ap6s 0 uso de
contraceptivos orais (Bulum e Adashi, 2003).

Em ratas, a maturidade sexual ocorre por volta dos sessenta dias
de idade. O ciclo estral dura em média quatro a cinco dias, distribuidos
nas fases de proestro, estro, metaestro e diestro. Estas fases sdo
identificaveis através de analise citol6gica vaginal, pela avaliacdo de
proporcdes entre células tipicas do esfregaco vaginal (Hoar e Hickman,
1975; Mies-Filho, 1987). Em ratas, os niveis plasméticos de esteroides
sexuais se modificam ao longo das fases do ciclo reprodutivo.
ConcentracBes menores de estradiol sdo observadas durante o estro,
aumentando no metaestro e atingindo o pico no proestro (Smith et al.,
1975; Freeman, 1988). Ja a progesterona, o pico de liberagéo ocorre na
fase de metaestro e outro pico durante o proestro, sendo as menores
concentracBes presentes durante o diestro (Smith et al., 1975; Freeman,
1988).

A faléncia ovariana é progressiva e é uma condi¢do de transicdo
natural na vida reprodutiva das fémeas sinalizando o término da
fertilidade. Ao longo desta transicdo pode ser observada alteracfes de
aspectos psicoldgicos, somaticos, vasomotores e urogenitais (Greene,
2008). Os 5 a 10 anos que precedem a menopausa, periodo chamado de
perimenopausa, possui caracteristica flutuante em relagdo as
concentragBes de estradiol (Keck et al., 2007, Dul e Wong, 2009).
Portanto, a perimenopausa é caracterizada pelo inicio das alteragdes
hormonais e os sintomas fisicos e biolégicos comecam a ocorrer. Os
efeitos colaterais da perimenopausa, descritos em mulheres, sao
semelhantes aos associados com a menopausa: fadiga, ondas de calor,

sensibilidade maméria, o agravamento da sindrome pré-menstrual,
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secura vaginal, desconforto durante a relacdo sexual, diminuigdo da
libido, micgdo freqliente, dificuldade para dormir, e alteracBes bruscas
de humor. Este periodo dura em média de trés a oito anos. Nesse
periodo ainda € possivel que a mulher engravide (Santoro et al., 1996,
Keck et al., 2007). A Figura 3 mostra as caracteristicas presentes na

transicdo entre a perimenopausa e a menopausa.
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Figura 3: Transicao entre perimenopausa e menopausa na fisiologia reprodutiva a
partir da faléncia ovariana. Os ciclos menstruais tornam-se irregulares durante a
transicdo da menopausa precoce devido a flutuagdo hormonal das gonadotrofinas. A
diminuicdo da liberacdo de inibina B constitui passo inicial para a progressdo da
menopausa. Os ciclos menstruais tornam-se relativamente mais curtos e irregulares,
levando a perda folicular acelerada nos anos anteriores a menopausa.
Eventualmente, ha reducdo importante no conjunto de foliculos remanescentes que
conduz & ciclos anovulatdrios. Mulheres na perimenopausa podem apresentar
oligomenorréia (alongamento no intervalo entre os ciclos) e hipomenorréia
(sangramentos leves) (Dul e Wong, 2009).
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A perimenopausa pode ser observada a partir de 43 anos e inclui
hiperestrogenismo, hipergonadotropismo, e diminui¢do da secrecdo de
progesterona na fase lGtea (Santoro et al., 1996). Como os roedores,
mulheres na perimenopausa apresentam disfuncdo neuroenddcrina
caracterizada pela reducdo nas concentragbes de estradiol
comprometendo a retroalimentacdo positiva necessaria para a inducao
do pico de LH (Genevieve et al., 2010). A menopausa consiste em um
fator de risco para doencas cardiovasculares e fraturas dsseas (Brand et
al., 2013). Clinicamente, a menopausa € definida como a cessacdo da
ciclicidade menstrual por pelo menos um ano (Wu et al., 2005). Com o
advento da menopausa, sdo frequentes o0 ganho de peso e as
modificacbes na distribuicdo da gordura corporal. Alteracbes na
distribuicdo da gordura corporal relacionada a menopausa podem
explicar, em partes, 0 maior risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e metabolicas (Toth et al., 2000). O sedentarismo e a
diminuicdo do metabolismo basal, associadas ao aumento na ingestéo
alimentar, contribuem para o ganho de peso com o avancar da idade. A
obesidade — em particular, a gordura visceral — estd diretamente
associada com ao desenvolvimento de um grupo de doencas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT), entre elas a sindrome metabdlica (SM), que
pode incluir a presenca resisténcia periférica a insulina (RI),
dislipidemia e hipertensao arterial, e até mesmo o diabetes mellitus tipo
2 (DM2) (Liu Y et al, 2001). Em um estudo com ratas Wistar foi
demonstrado associacdo entre o envelhecimento e prejuizos metabolicos
e fisicos que incluem aumento da pressdo arterial e reducdo da
sensibilidade de pressoreceptores em paralelo a diminuicdo das

concentracBes de horménios ovarianos (Dias et al., 2011).
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Estudos transversais e longitudinais, utilizando a circunferéncia
da cintura ou a relagdo cintura-quadril ndo mostram efeito da menopausa
sobre a distribuicdo de gordura corporal. Por outro lado, estudos
utilizando densitometria de duplo feixe de raios-X mostraram aumento
da gordura do tronco em mulheres na menopausa. Além disso, estudos
com tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética (MRI)
mostram que as mulheres na pés-menopausa tém maior quantidade de
gordura intra-abdominal em relagdo as mulheres na pré-menopausa.
Estes estudos sugerem que a transicdo da menopausa estd associada a
um acumulo de gordura central e, em particular, a gordura intra-
abdominal (Toth et al., 2000).

Embora relacionada a deplecéo de foliculos ovarianos, as causas
e 0s processos da menopausa sdo pouco compreendidos. Alteragdes no
sistema nervoso central (SNC) relacionadas a idade, incluindo padrGes
criticos de secrecdo de GnRH, precedem a deplecédo folicular e podem
desempenhar papel importante na menopausa. Como os foliculos ndo se
desenvolvem em resposta aos horménios LH e FSH, as concentracdes
de estrogeno e progesterona diminuem. A perda da inibicdo por
retroalimentacdo negativa do estrégeno no GnRH e LH/FSH resulta em
notaveis aumentos das concentracdes circulantes de LH e FSH. As
concentracdes de FSH se elevam mais que as de LH, podendo resultar
na diminuicdo da liberacdo de inibina ovariana (Thiery & Martin, 1991).
A produgdo de estrogénios ovarianos declina em até 300 mg/dia
podendo atingir concentracdes plasmaticas despreziveis. Entretanto, as
mulheres na menopausa ndo estdo completamente desprovidas de
estrogénios. O tecido adiposo, o figado e o cortex adrenal contribuem

com uma producdo de aproximadamente 20mg/dia. Além do término
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dos ciclos ovarianos e menstruais, a reducdo das concentracGes
estrogénios ovarianos durante a menopausa pode resultar em inimeras
alteragdes metabdlicas e psicolégicas como mencionado anteriormente
(Butler & Santoro, 2011).

A partir dos 50 anos de idade as mulheres apresentam aumento
consideravel no risco de doencas cardiovasculares (Ford et al., 1998).
Essa mudanga no perfil de risco coincide com o climatério e caracteriza-
se pelo surgimento ou piora de alguns fatores tais como: obesidade
central, hipertensdo arterial sisttmica (HAS) e dislipidemia (American
Heart Association, 2005; Alberti et al., 2006). Desde a década de 70,
estudos mostram uma associacdo causal entre a menopausa e os fatores
de risco para a SM, enquanto outros atribuem o aumento do risco apenas
ao processo de envelhecimento (Casiglia et al., 1996, Casiglia et al.,
2000, Park et al., 2003).

Mulheres na menopausa possuem maior acimulo de gordura
visceral do que as que ainda menstruam, sendo independente do
processo de envelhecimento (Janssen et al., 2010). O estradiol é
considerado como fator protetor para doencas cardiovasculares nas
mulheres pré-menopdusicas, e a redugdo das concentragdes deste
horménio na menopausa confere maior suscetibilidade ao aumento de
gordura na regido abdominal. Outro horménio relacionado a essa
variacdo na gordura visceral é a testosterona, sendo um forte preditor de
gordura visceral e, como tal encontra-se elevado na menopausa, confere
maior risco cardiovascular (Simpkins et al., 2005, Singh et al., 2006,
Suzuki et al., 2006, Lima e Bethea, 2010). Apesar de haver inimeros

indicios de distirbios metabdlicos durante a menopausa, pouco se sabe
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acerca da regulacdo da homeostase glicémica e se ha alguma

deterioracdo desta em contextos de desafios metabdlicos.

1.2.1 Modelos experimentais em menopausa

A utilizacdo de animais de laboratorio é imprescindivel para o
entendimento das fisiopatologias. O sistema “Stages of Reproductive
Aging Workshop” € considerado padrdo ouro para a caracterizagdo de
envelhecimento reprodutivo durante a menopausa em seres humanos,
assim como a descricéo dos estagios de maturacao puberal descritos por
“Marshall-Tanner Stages”. Esse sistema é uma ferramenta que auxilia
pesquisadores na area da biologia reprodutiva, avaliando a trajetéria de
mudancas no sistema endocrino e das concentracbes de biomarcadores
de senescéncia ovariana (Battistini et al., 2002, Freeman et al., 2007, Su
et al., 2008, Sowers et al., 2008). Pesquisas realizadas durante os
Gltimos 10 anos tém avangado no entendimento das alteracdes criticas
observadas no hipotalamo-hipofise e fungéo ovariana que ocorrem antes
e ap6s o periodo menstrual. Os critérios potenciais para a avaliacdo da
transicdo dos ciclos sdo definidos com base nas concentragGes do FSH,
hormdnio antimiilleriano (AMH) e inibina-B e contagem de foliculos
antrais (AFC) (Harlow et al., 2012).

Os roedores sdo modelos Uteis para o estudo da fisiologia
reprodutiva feminina porque exibem um elevado grau de semelhanca
genética e fisiologica para os seres humanos, possuem ciclo vital
relativamente curto, e espécies homogéneas estdo amplamente
disponiveis (Wu et al., 2005). O ciclo estral dos roedores apresenta
padrGes semelhantes de alteracbes ciclicas das concentracdes de LH,

FSH, estrGgeno e progesterona como se observa no humano. As
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principais diferencas nos roedores sdo a fase lGtea muito curta e a
auséncia de fluxo menstrual quando a gravidez nao ocorre. Mesmo que
o0 envelhecimento reprodutivo em ratos e humanos possuam
caracteristicas particulares (Wise et al., 1991) vérias caracteristicas na
perimenopausa de mulheres e ratas s&o comuns, tais como apresentarem
sinais fisioldgicos de iminente senescéncia reprodutiva pela elevacéao
das concentragdes de FSH. Também apresentam diminuicdo da

atividade das células da granulosa, diminuicdo da producéo de inibina B

e reducdo da

responsividade do

eixo hipotalamo-hipofise a

retroalimentacdo positiva exercida pelo estrogeno (Wu et al., 2005).

Comparativamente, ha diferencas entre as fungdes reprodutivas

entre ratos e humanos. Algumas dessas diferencas estdo descritas na

Tabela 2:

Tabela 2. Diferengas nas fungdes reprodutivas do rato e do humano.

Ratas

Mulheres

Gestagdo de aproximadamente 22
dias

Gestacdo de aproximadamente 270
dias

Migracdo das células germinativas
para a crista genital leva 11 a 12 dias

Migracdo das células germinativas
para a crista genital leva 30 a 35 dias

Inicio da profase meidtica em 17
dias

Inicio da profase meidtica em 45
dias

Inicio da foliculogénese ocorre 1 a 2
dias ap6s 0 nascimento

Inicio da foliculogénese em 98 dias
(fetal)

Regressdo do ducto de Wolff em
aproximadamente 17 dias

Regressdo do ducto de Wolff em 70
dias.

As ratas tém um ciclo estral de 4 a 5
dias, sem corpo luteo funcional.
Mostra receptividade sexual apenas
durante o estro e no proestro. Este
comportamento é dependente de
estrdgeno e progesterona

Os seres humanos tém um ciclo
menstrual de aproximadamente 28
dias e ndo apresentam periodos de
pico comportamental de estro
durante o ciclo. O corpo ldteo
mantém-se cerca de 10 a 14 dias
apos a ovulacdo
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Ambos os  ovarios liberam | Nas mulheres, um Unico 6vulo é
espontaneamente varios Ovulos em | tipicamente liberado durante cada
resposta ao aumento das | ciclo

concentragdes do LH em cornos
uterinos separados

A puberdade nas ratas (medida pela | Nos seres humanos, a puberdade
idade na abertura vaginal e o inicio | inicia entre 9 a 12 anos de idade

da ciclicidade estral) ocorre em
cerca de 32 dias de idade

A fertilidade comeca a diminuir por | A fertilidade comecga a declinar em
cerca do 6° més de idade, | mulheres com cerca de 35 anos e
especialmente se nunca acasalou, | segue até a perimenopausa

porém é continuo até a senescéncia

ovariana
A menopausa em ratas ocorre entre | A menopausa instalada em mulheres
15 a 24 meses de vida varia entre 48 a 55 anos

Adaptado de (Thibault, MC et al. 1993; Sengupta, P. 2011)

O modelo experimental mais empregado para o estudo dos
efeitos da menopausa € o da ovariectomia. Porém, este modelo nédo
mimetiza a progressdo natural da perimenopausa para a menopausa, um
processo gradual pelo qual a maioria das mulheres experenciam entre as
idades de 48 aos 55 anos e nas ratas entre 15 e 24 meses de vida. Um
modelo experimental alternativo tem sido proposto através da
administragdo do composto denominado 4-vinilciclohexeno diepoxido
(4-VCD). O 4-VCD é um composto quimico obtido no processo de
producdo de inseticidas, antioxidantes, pneus de borracha e é utilizado
comercialmente como um diluente reativo e intermedidrio quimico para
diepoxidose resinas epdxi (Huff 2001, Kermath e Gore, 2012). O 4-
VCD apresenta efeitos ovotoxicos (tdxico para 0s ovacitos ovarianos) e
pode resultar em menopausa prematura em fémeas (Hoyer et al., 2001).

Com base em seus efeitos ovotoxicos, pesquisadores vém utilizando o 4-
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VCD para estudar a perimenopausa e a menopausa, pois esta droga
proporciona deplecdo gradual de foliculos ovarianos, mantendo o ovario
intacto (Doerr et al., 1995; Hoyer et al., 2001). O 4-VCD danifica
seletivamente os foliculos primordiais e primarios por meio da
aceleracdo do processo natural de atresia folicular (apoptose). Portanto,
a falha ovariana prematura ocorre pela deple¢do dos foliculos ovarianos
e consequentemente resulta na reducdo das concetragdes de estrogénios
e progesterona (Mayer et al., 2001).

O modelo de menopausa induzida pela administragédo de 4-VCD
também ¢é importante, pois descarta o fator do envelhecimento como
variavel para a causa das alteragdes metabdlicas observadas durante a
menopausa considerando que se trata de um modelo de menopausa
precoce (onde as ratas atingem menopausa aproximadamente a partir do
sétimo més de vida).

Os estudos demonstram que a reducgdo do nimero de foliculos
primordiais e primarios induzida pela administracdo do 4-VCD em ratas
ocorre por apoptose e é acompanhado por aumento da atividade da
caspase-3, especificamente nos foliculos pré-antrais (Hoyer e Sipes,
1996, Springer et al. 1996, Hu et al, 2001, Thompson et al., 2005). No
entanto, ndo tem efeitos depletivos em outros foliculos ja desenvolvidos
ou 6rgdos, na dosagem de 160 mg/kg de peso corpéreo por 15 dias
consecutivos (Mayer et al., 2004, Romero-Aleshire et al., 2009). Esse
modelo atualmente esta sendo estudado em pesquisa de cancer ovariano,
reforcando a ideia da similaridade com a transicdo natural de pré-, peri-
e pds-menopausa (Hariri et al., 2010).

Um estudo investigando a progressdo da menopausa em

camundongas, com o modelo 4-VCD, demonstrou o aparecimento de Rl
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e o favorecimento de um quadro metabdlico que se assemelha a SM
guando submetidos a dieta hiperlipidica. Nestes animais, a intolerancia a
glicose surgiu 12 semanas ap6s o tratamento com a dieta, enquanto que
as fémeas tratadas somente com a dieta hiperlipidica apresentaram
intolerancia a glicose 4 semanas apés (na 16° semana) (Romero-
Aleshire et al., 2009). Dessa forma, esse modelo apresenta uma
aproximacdo com a condicdo natural de faléncia ovariana. Com a
deplecdo dos foliculos ovarianos, a gradual reducdo das concentracdes
de estradiol estd associada ao aumento da adiposidade, e
consequentemente da incidéncia de doencas metabodlicas em humanos

(Tchernof et al., 2004) e em camundongos (D"eon et al., 2005).

1.3 ALTERACOES NA HOMEOSTASE GLICEMICA E
GLICOCORTICOIDES

Os glicocorticoides (GCs) estdo entre os fatores que participam
da modulacdo da homeostase glicémica (Delbende et al., 1992, Kaplan,
2000). Os GCs sdo sintetizados na zona fasciculada do cértex adrenal
sob estimulo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH). A regulagdo da
secrecdo dos GCs ocorre por meio do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal,
um circuito de retroalimentacdo neuroenddcrino que pode ser modulado
por alteragdes fisioldgicas e/ou patoldgicas tais como o estresse,
citocinas inflamatorias, febre, traumas, hipotensdo arterial e
hipoglicemia que normalmente ativam o eixo hipotalamo-hip6fise
(CRH-ACTH) culminando no aumento da liberacdo do cortisol (Faria &
Longui, 2006, Mormede et al., 2007, Yau e Seckl, 2012).

Os GCs desempenham papel importante no metabolismo de

carboidratos, proteinas e gorduras, além de exercerem atividades
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permissivas para outras a¢fes hormonais (Andrews & Walker, 1999,
Rhen et al., 2005). Um dos efeitos fisiolégicos dos GCs reside em
aumentar as concentracfes de glicose sanguinea. No figado, os GCs
induzem a gliconeogénese, favorecendo a acdo de outros hormonios
contrareguladores (ex., glucagon, catecolaminas e GH). Os GCs regulam
0 metabolismo de carboidratos agindo em direcdo oposta aos efeitos da
insulina, estimulando a gliconeogénese hepatica e aumentando a
mobilizacdo de substratos energéticos, como os lipideos. Em paralelo, os
GCs promovem RI transitéria por diminuir a captacdo de glicose pelo
musculo esquelético e tecido adiposo devido a interferéncia na

sinalizacdo da insulina (Figura 4).

J- a sensibilidade 3 insulina
7=
Células B pancreéticas 4 aminoacidos \
J a secrecdo de insulina*® l

4 a gliconeogenese* ¥ a captagdo de glicose - a captagdo de glicose
T protedlise 1 lipélise
4 a sintese de glicogénio

| | |

HIPERGLICEMIA R

| reduz/diminui
NEFA — 4cidos graxos nio esterificados

Figura 4: Efeitos da administracdo de GCs sobre a homeostase glicémica. Os
GCs, dependendo da dose e tempo de tratamento, podem resultar em *relativa
diminui¢do da secrecdo de insulina pelas células B pancreéticas. Podem ainda
diminuir a sensibilidade a insulina, resultando em efeitos no figado, como o
aumento da gliconeogénese e, no musculo esquelético, diminuicdo da captacéo
de glicose e consequentemente reducdo da glicogénese. No tecido adiposo
promove a diminuicdo da captagdo de glicose e ativacdo da lipdlise. Essas
alteracdes podem favorecer a elevacdo da glicemia. (Adaptado de Mazziotti et
al., 2011)



41

Parte das alteracbes metabdlicas evidenciadas na SM (ex.,
dislipidemia, aumento da das concentracdes de glicose sanguinea,
adiposidade visceral) também sdo encontradas na sindrome de Cushing,
patologia associada ao hipercortisolismo demonstrando o efeito
diabetogénico destes horménios quando em excesso (Reynolds e
Walker, 2003, Shibli-Rahhal et al., 2006, Kadmiel e Ciclowski, 2013).

1.3.1 Modelos experimentais com o uso de GCs

Os diferentes modelos experimentais de RI podem ser
classificados em: a) modelos genéticos: animais com mutacdo de um ou
mais genes, animais transgénicos com delecdo de um ou mais genes; b)
aqueles nos quais a RI é secundaria a uma condicdo patolégica (ex.,
DM2) ou, ¢) aqueles nos quais a RI é induzida através da administracdo
de farmacos (ex., GCs) ou dietas (ex., hiperlipidicas) (Cesaretti &
Kohlmann Jr., 2006).

Na Tabela 3 esta descrito as principais propriedades
famacoldgicas de diferentes GCs. Os estudos para determinagdo dos
efeitos adversos do uso dos GCs iniciou com Cushing em 1932. Em
1950 a indicacdo do uso de GCs para a atenuacao da artrite reumatdide
impulsionou os estudos para a reducdo dos efeitos colaterais do uso dos
GCs (Longui, 2007).
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Tabela 3: GCs: fonte e poténcia bioldgica (efeito anti-inflamatério)

Nomenclatura Poténcia bioldgica Fonte
Cortisol (humano) Potente, atividade Enddgeno
fisioldgica de
referéncia
Corticosterona Baixa, 4% da Enddgeno
(humano) atividade do cortisol
Cortisona (humano) Potencia equivalente Sintético

a do cortisol quando
convertido na forma
ativa

Prednisona 4x mais potente que o Sintético
cortisol quando
convertido na forma
ativa

Metilprednisona 5x mais potente que o Sintético
cortisol quando
convertido na forma

ativa
Dexametasona 30x mais potente que Sintético
o cortisol
Prednisolona 4x mais potente que o Sintético
cortisol

Os GCs sintéticos (ex., prednisolona e dexametasona) sao
amplamente prescritos para o tratamento de doencas com base
inflamatdria, alérgica e até mesmo para fins imunossupressores (Stahn
& Buttgereit, 2008). Os GCs atuam em terapias de reducdo da
inflamacdo e da resposta imune na asma, bem como para vérias
respostas alergénicas (Andrews & Walker, 1999, Rhen et al., 2005).

Também sdo descritas utilizacdo de GCs no tratamento de doengas
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respiratorias (Bodor & Buchwald, 2006, Rizo & Sole, 2006),
oftalmoldgicas (Polos’iants, 1999), de linfomas (Held et al., 2006),
mielomas (Hussein, 2004), cancer de préstata (Trump & Lau, 2003),
psoriase (Van de Kerkhof & Visserss, 2003) e de alotransplantes. Esses
farmacos diferenciam-se dos GCs enddgenos por terem maior agao anti-
inflamatoria associada a menor depuracdo metabolica. A dexametasona
ndo é susceptivel a inativacdo pela enzima 11B-hidroxiesteroide
desidrogenase 2 (11-BHSD2), o que lhe confere maior
biodisponibilidade (Weinstein, 1998). Porém, a terapia baseada em GCs
geralmente esta associada a efeitos adversos, como a atrofia muscular,
hipertensdo arterial, osteoporose, aumento da deposicdo de gordura
central e alteracbes metabdlicas, tais como a indugdo da RI e da
intolerancia a glicose (Schacke et al., 2002). Observou-se também que a
administracdo exogena de GCs aumenta o0s niveis séricos de insulina e
triacilglicerol juntamente com a instalagdo de um quadro de RI
(Freedman et al., 1986, Santos et al., 2007). A definicéo clinica da RI
reside na reducédo da a¢do do horménio frente aos tecidos periféricos que
requerem uma hiperinsulinemia compensatéria. O desenvolvimento da
Rl em algumas doencas cronicas, tais como obesidade e DM2
normalmente leva meses, anos ou mesmo décadas para ser diagnosticada
(Li Li e Messina, 2009). Individuos com Rl podem manter glicemia
normal ou préxima de valores fisiol6gicos a custa de uma resposta
compensatéria promovida pelo pancreas enddcrino que resulta em
hipersecrecdo de insulina e consequentemente hiperinsulinemia. A
hiperinsulinemia compensatoria pode prevenir alguns individuos do

guadro de intolerancia a glicose (Rogers & Smith, 2012).
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A administragdo de dexametasona na dosagem de 0,5mg/kg/dia
i.p. durante 30 dias resulta em RI, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, esteatose hepética, disfuncdo endotelial e
hipertensdo arterial (Pinheiro et al., 2009). Estudos in vivo
demonstraram que a administracdo de dexametasona 1 mg/kg peso
corpdreo por 5 (Saad et al., 1993), 11 (Burén et al., 2008) ou 12 dias
consecutivos (Ruzzin et al., 2005) em ratos resulta em RI associada a
hiperinsulinemia e dislipidemia, acompanhada ou ndo por hiperglicemia.
Resultados similares foram observados por trabalhos de nosso grupo.
Rafacho et al. (2008, 2011) demonstraram que a administracdo de
diferentes doses (0,1, 0,5 e 1.0 mg/kg peso corpéreo) ou periodos (1, 3 e
5 dias) de dexametasona em ratos adultos induz hiperinsulinemia e RI
de uma forma dependente da dose e tempo, com ou sem aumento dos
valores glicémicos em ambos os estados metabolicos (absortivo e pés-
absortivo). A administracdo de dexametasona na dosagem de 1mg/kg de
peso corpéreo por 5 dias consecutivos reproduz consistentemente
intolerancia a glicose, Rl e dislipidemia (Nunes et al., 2013, Gongalves-
Neto 2014, Motta et al., 2014, Santos et al., 2014). A administracdo de
GCs em ratos Wistar também pode alterar alguns pardmetros
cardiovasculares como a hipertrofia ventricular esquerda (Cesaretti &
Kohlmann Jr., 2006). Dessa forma, esse modelo serve para a
compreensdo  dos  mecanismos  subjacentes as  alteracdes
cardiometabdlicas, em especial da intolerdncia & glicose e da RI

associado aos GCs.
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1.4 JUSTIFICATIVA

O avango tecnolégico especialmente na area da salde e a ampla
disseminacdo do conhecimento através de diferentes midias, permite que
a populagdo possa ter uma maior longevidade. A biologia reprodutiva
feminina possui um tempo definido, onde a partir da faléncia ovariana,
ocorrem diversas modificacdes fisiologicas e psicologicas. Essas
modifica¢cdes podem diminuir a qualidade de vida da mulher, pois estdo
sob risco de desenvolverem doencas metabdlicas durante a menopausa.
A transicdo da fase reprodutiva ativa para a menopausa é caracterizada
como uma situacdo estressante. As alteracdes hormonais que ocorrem
durante a situacGes agudas e cronicas de estresse podem impactar
negativamente sobre a homeostase glicémica (Marcovecchio e Chiareli,
2012). Como a menopausa esta presente nas mulheres por um periodo
de vida cada vez maior, é imprescindivel que novas informagdes a
respeito da homeostase glicémica e lipidica sejam investigadas com o
intuito de ressalvar a qualidade de vida destas mulheres. Neste sentido o
modelo 4-VCD vem contribuir para o conhecimento das eventuais
vulnerabilidades presentes durante a perimenopausa e/ou menopausa
uma vez que mimetiza a transi¢do natural entre estas duas fases.

Considerando o uso em grande escala dos GCs na forma
terapica, que inclui mulheres em menopausa, buscamos investigar se as
alteragdes sabidamente promovidas pelos GCs sobre o metabolismo da
glicose (que séo similares entre humanos e roedores) estariam presentem
em maior ou menor magnitude num contexto onde a reducdo das
fungdes ovarianas esteja presente num modelo animal. Com isso
esperamos verificar se a presenca da menopausa precoce, induzida pela

administragdo do 4-VCD estaria 1) alterando algum parametro
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relacionado a homeostase glicémica nas ratas e se 1) tornaria estas ratas
mais ou menos vulnerdveis aos efeitos dos GCs sobre o metabolismo
glicidico. Esperamos contribuir com o entendimento destas associacfes

e avancar nesta area de investigagdo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Auvaliar pardmetros morfofuncionais relacionados & homeostase
glicémica em ratas com perda de funclo ovariana e tratadas

com dexametasona.

2.2 Especificos

e Determinacdo semanal do crescimento corporeo e da ingestdo
alimentar ao longo do desenvolvimento das ratas;

e Determinacdo da distribuicio e da massa de oOrgédos
relacionados ao metabolismo energético como o figado, tecido
adiposo omental, retroperitoneal e perigonadal bem como das
adrenais e do baco;

e Identificacdo do contetdo de glicogénio e gordura hepaticos;

e Avaliacdo da homeostase glicémica por meio da determinagdo
da glicose sanguinea e da insulina plasmatica;

e Determinacdo plasmatica do lactato, triacilglicerol, colesterol
total e da progesterona;

e Auvaliacdo da tolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina
bem como da capacidade secretéria de insulina in vivo;

e Determinagdo da massa de células B pancreaticas identificando
a resposta pancreatica ao desafio com 4-VCD e a
dexametasona.

e Avaliacdo indireta do efeito do tratamento do 4-VCD pela

massa dos ovarios.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo desse estudo, foram seguidos os principios
éticos de experimentacdo animal, descritos no Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) —
protocolos n° PP00782 e PP00842.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 120 ratas Wistar, divididas em 3 lotes de 40
animais cada, provenientes do Biotério Central da UFSC, localizado no
Campus Trindade, Floriandpolis, SC. Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas (5 animais por caixa) e em ambiente com temperatura
controlada (21 + 2 °C) em ciclo de iluminag&o claro-escuro (12 horas) —
periodo de luz 06:00 as 18:00 , com livre acesso a comida e agua, até

atingirem a idade de 210 dias.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos em quatro grupos contendo um
‘n’ experimental de 10 animais por grupo x 3 lotes, descritos a seguir:
Controle (CTL): ratas tratadas com veiculos: 6leo de milho 2,5 uL/g de
peso corporeo, i.p. (Mayer et al. 2004; Lohff et al., 2005) e solucédo
salina 1mL/kg peso corpdreo, i.p.;
Controle dexametasona (DEX): ratas tratadas com 06leo de milho e

fosfato de dexametasona (Decadron® - Aché) — (1 mg/kg peso corporeo
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i.p.) (Rafacho et al., 2009, Gongalves-Neto et al., 2014, Motta et al.,
2014);
Tratadas VCD (VCD): ratas tratadas com 4-VCD (160 mg/Kg peso
corporeo, i.p.) (Kao, et al., 1999; Mayer et al. 2004; Lohff et al., 2005) e
solucdo salina;
Tratadas VCD + dexametasona (VCD/DEX): ratas tratadas com 4-
VCD e fosfato de dexametasona como nos grupos VCD e DEX.

O tratamento pelo periodo de 15 dias com o 4-VCD (grupos
VCD e VCD+DEX) ou 6leo de milho (grupos CTL e DEX) se deu entre
0 28° a0 42° dia de vida entre 07:00-08:00 h (Figura 5). Aos 120 dias de
vida as ratas atingem condi¢do de menopausa precoce (Romero-Aleshire
et al., 2009; Merchenthaler et al., 2014). Aos 210 dias de vida, ou seja,
168 dias ap6s o tratamento com 0 4-VCD, as ratas receberam injecéo de
fosfato de dexametasona (grupos DEX e VCD+DEX) ou solucdo salina
(grupos CTL e VCD) por 5 dias consecutivo no mesmo horario da

manha como no tratamento com o 4-VVCD.

I
ézld gzsd{a-vcms]
—
I21cl I23cl 210d (menopausainstalada)
2d 28d DEX (5 dias) experimento
| |
1 2 3

Figura 5: Periodo dos tratamentos com 4-VCD e dexametasona
1. Inicio do tratamento com 4-VCD ou 6leo de milho
2. Inicio do tratamento com dexametasona ou solucao salina
3. Experimentos in vivo e eutanasia
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3.3 PARAMETROS METABOLICOS:
3.3.1 Peso corporeo

A verificacdo do peso corpéreo foi realizada semanalmente a partir do
inicio da administragdo do 4-VCD e diariamente a partir dos 210 dias de
vida até o dia da eutanasia em balanca eletronica digital (TECNAL).

3.3.2 Consumo de ragéo

O consumo de ragdo foi acompanhado diariamente a partir do
tratamento com a dexametasona. A avaliacdo foi realizada pela pesagem
da racdo remanescente (ndo ingerida) descontada do total daquela
depositada no dia anterior. A diferenca representou a quantidade
ingerida por gaiola diariamente. A quantidade média de racéo ingerida
por animal foi obtida através da divisdo da massa total de ragéo ingerida
por gaiola pelo nidmero de animais por gaiola. Os resultados foram
expressos em gramas de ragao ingeridos por quilo de peso corp6reo para
se obter a normalizacdo deste parametro (Rafacho et al., 2009, Motta et
al., 2014, Santos et al., 2014).

3.3.3 Glicose sanguinea

A glicose sanguinea foi quantificada ap6s jejum (12-14 h) e
imediatamente antes da eutanasia através do sistema de fitas (monitor
digital) Accu-Check Performa (ROCHE, Brasil). O procedimento se deu
a partir da segunda gota de sangue obtida por sec¢do da ponta da cauda
(Nunes et al., 2013).
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3.3.4 Componentes plasmaticos

A coleta de sangue dos animais ocorreu imediatamente ap0s a eutanasia
em animais jejuados (12-14 h). Os animais foram eutanasiados por
exposicdo ao CO,, seguido por decapitacdo. O sangue do tronco foi
coletado em tubo de ensaio de vidro, previamente lavado em solucdo
salina e na presenca de anticoagulante. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 600 x g por 10 min a 4°C (eppendorf 5810R) e o plasma
foi aliquotado e armazenado a -80°C para posterior quantificacdo da
insulina (sistema de microesferas — Enspire® Perkin Elmer),
triacilglicerol, colesterol total e lactato (espectrofotometria em leitor de
placas) de acordo com instrugdes dos fabricantes e com detalhes
previamente publicados (Rafacho et al., 2008, Rafacho et al., 2009;
Motta et al. 2014). A progesterona foi enviada para FMRP/USP
Ribeirdo Preto (SP), para a quantificacio pelo método de
radioimunoensaio (Reis et al., 2014). O estradiol plasmatico foi dosado
pelo método de ELISA (DRG® Estradiol ELISA - EIA-2693), seguindo

as orientagOes do fabricante.

3.3.5 Peso de 6rgaos

Apos coleta de sangue, os 6rgdos figado, bago, adrenais e gorduras
foram cuidadosamente removidos e pesados em balanca eletrdnica
analitica digital (TECNAL).
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3.3.6 Glicogénio hepatico

A determinagdo do glicogénio hepatico foi realizada a partir de
fragmentos de 300 a 500 mg do tecido como descrito previamente (Lo et
al., 1970) e com pequenas modificacBes (Rafacho et al. 2008b). Os
fragmentos foram transferidos em tubos de ensaio, contendo uma solucéo
de KOH 30% e fervidas por 1 h para completa digestdo. Em seguida,
acrescentou-se Na,SO4 e o glicogénio foi precipitado com etanol. O
material foi homogeneizado e conduzido ao banho Maria novamente por
15 s. Apds centrifugacdo, o sobrenadante contendo lipides saponificados,
aminoacidos e outras substincias foi descartado e o “pellet”
ressuspendido em agua destilada aquecida. Etanol foi adicionado em
seguida e apds novo aquecimento rapido em banho Maria o material foi
centrifugado. Ap6s diluicdo do precipitado em 25 mL de H,O destilada
aquecida, o contetdo de glicogénio foi quantificado por
espectrofotometria em reacdo com reagente fenol e H,SO, A

absorbancia foi determinada a 490 nm.

3.3.7 Gordura Hepatica

Aproximadamente 100 mg de figado foi homogeneizado (UltraTurrax®
- IKA® Staufen, Germany) em 700 pL de NaCl 1M e transferido para
tubos de ensaio. Na sequéncia, foi adicionado 2 mL de solucdo
metanol/cloroférmio (1:2, v/v), e centrifugado por 5 minutos a 4.000
rpm, com a formacéo de 3 fases: 12 fase lipidica metandlica, 2° tecido e

3% NaCl. A fase metandlica foi removida para outro tubo e ap6s secagem
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foi ressuspendida em 500 pL de Triton X100/Metanol (2:1). A leitura do
triacilglicerol hepético foi realizada com leitura em espectrofotdmetro
(505 nm) de acordo com orientagdes do fabricante. Apos a leitura, os
calculos foram normalizados pela massa do fragmento (Gongalves-Neto
etal., 2014)

3.3.8 Avaliacéo da acao da insulina pelo modelo de analise
homeostatica (HOMA)

O HOMA foi calculado a partir da formula: glicemia jejum (mmol/L) x
insulinemia jejum (LU/mL)/22,5 (Matthews et al., 1985).

3.3.9 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT)e teste de
tolerancia a glicose oral (0GTT)

O ipGTT e 0 oGTT foram realizados em grupos separados de animais
jejuados (12-14h) e acordados. Os animais tiveram a extremidade da
cauda seccionada para a coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota foi
descartada e a segunda utilizada para determinacdo da glicemia no
tempo 0. Logo em seguida, foi administrada solucdo de glicose 50%
(2g/kg de peso corpdreo, a 36 °C) (i.p. ou por gavagem oral dependendo
do protocolo) e foram coletadas amostras de sangue da cauda dos ratos
aos 20, 40 e 120 min para a determinacdo das concentragdes de glicose
sanguinea como descrito acima (ipGTT) e no min 20 (0GTT) (Rafacho
et al., 2007; Rafacho et al., 2008Db).

3.3.10 Secrecao de insulina in vivo

A secrecdo de insulina in vivo foi realizada de acordo com
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procedimentos descritos previamente (Rafacho et al., 2011) e pequenos
ajustes. Um grupo separado de animais jejuados (12-14h) e acordados
foram eutanasiados como descrito anteriormente 20 min apés desafio
com glicose como descrito no ipGTT e oGTT. A obtencédo do plasma e a

dosagem da insulina plasmatica ocorreram como descrito anteriormente.

3.3.11 Lipdlise

Ao final do procedimento do ipGTT, as ratas foram eutanasiadas como
descrito anteriormente para determinagdo da atividade lipolitica do
tecido adiposo perigonadal. A taxa de lipolise do tecido adiposo ex vivo
foi realizada através da incubacdo de fragmentos de tecido adiposo e
avaliacdo da liberagdo de glicerol para o meio de incubagdo (Vaughan
1962). Fragmentos do tecido adiposo perigonadal (100 mg) foram
incubados em solucdo de Krebs (pH 7,4), aerado com carbogénio (5%
C0,:95% O,) contendo 1% de albumina sérica bovina pelo periodo de
60 min a 37°C na presenga ou auséncia de 20 umol/L de isoproterenol.
Ao final da incubacgdo, amostras do meio foram coletadas e mantidas em
gelo. A determinacgdo do glicerol foi realizada pelo ensaio colorimétrico
enzimatico de acordo com Bucolo et al. (1973). Os resultados foram

descritos em microgramas por miligramas de tecido por hora (pug/mg/h).

3.5. PROCEDIMENTOS ESTRUTURAIS E QUANTITATIVOS

3.5.1 Aspectos morfoldgicos e massa das células f§

Para o estudo de aspectos morfolégicos e a massa das células, 5
pancreas de cada grupo foram coletados, os linfonodos e o tecido

adiposo foram removidos para a pesagem do 6rgdo. A por¢do esplénica
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do pancreas foi cuidadosamente selecionada e em seguida os fragmentos
foram fixados por imersdo em paraformaldeido 4% tamponado pelo
periodo de 12 h a 4°C, desidratados e embebidos em parafina. Uma
seccdo (5um) no maior plano do fragmento foi obtida em micrétomo
rotativo e aderidas em laminas sinalizadas individuais. A
imunomarcacdo foi determinada pela distribuicdo celular da insulina
utilizando-se 0 método padrdo de imunoperoxidase indireta. Apds
remocao da parafina, as seccbes foram reidratadas e bloqueadas contra a

atividade peroxidase enddgena com H,0, 1%. Apbs lavagem com

tampdo fosfato 0,01M (PBS, pH 7,4) as seccdes foram tratadas com
tampdo Tris-EDTA (0,05% Tween 20, pH 9,0) por 20 min em panela
vaporizadora para recuperacdo antigénica. Posteriormente, 0s cortes
foram bloqueados com PBS (0.05% Tween 20 e 5% de leite desnatado)
seguido de 2 h de incubagdo com anticorpo primario em temperatura
ambiente (RT). O anticorpo utilizado foi coelho anti-insulina (Santa
Cruz biotechnology, CA, USA) diluido a 1:175 em PBS com 2% de leite
desnatado. Apds lavagens com PBS, as secgdes foram incubadas pelo
sistema ABC de acordo com instru¢fes do fabricante. Os complexos
biotina-estreptoavidina foram detectados com solucéo diaminobenzidina
(DAB) solugdo (0,1% DAB e 0,02% H,0.em PBS). Finalmente, as

sec¢Oes foram rapidamente coradas com Hematoxilina de Harris e
montadas para observacdo microscopica. Ap6s imunomarcagdes
procedeu-se a andlise morfoldgica estereoldgica do tecido pancreético.
A massa de células  foi determinada pela estereologia de contagem de
pontos (Weibel, 1979) em l&minas imunomarcadas para insulina. Cada
seccao foi sistematicamente contada com um gride de 130 pontos

(magnificagdo final 320x). Os numeros de pontos incididos sobre o
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tecido exdcrino, células B e células ndo-f foram contados. A massa
relativa de células P foi calculada dividindo-se o nimero de pontos
incididos sobre as células B pela somatoria do nimero de pontos
incididos sobre o pancreas. A massa absoluta foi determinada
multiplicando-se a massa relativa (dada em %) pelo peso total do
pancreas (dado em mg). No minimo 500 campos/imagens foram
analisadas por sec¢do. As imagens para documentacao foram obtidas por
cdmera CCD acoplada ao fotomicroscopio Olympus BX-60. As anélises
morfométricas foram realizadas através do programa Imaje J (Collins,
2007; Schneider et al., 2012) e plotadas em planilha Excel.

3.5.2. Avaliacdo da Histologia Ovariana

Para o estudo de aspectos morfologicos e da densidade de foliculos
ovarianos, 5 pares de ovarios de cada grupo foram coletados e tiveram o
tecido adiposo cuidadosamente removidos. ApGs pesagem, 0S OVArios
foram fixados por imersdo em paraformaldeido 4% tamponado pelo
periodo de 12 h a 4°C, desidratados e embebidos em parafina. Uma
sec¢do (5um) no maior plano do fragmento foi obtida em micrétomo
rotativo e aderida em Iamina ndo-silanizada individual. Coloracdo de
hematoxilina-eosina foi realizada para verificagdo dos aspectos
morfoldgicos dos foliculos (primordiais, primarios e maduros) (Freeman
(1994), modificado por Reis et al., 2014).

3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados coletados foram organizados no programa Microsoft Office

Excel 2007®. A analise estatistica dos dados foi realizada no programa
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GraphPadPrism v.5.01 (Graphpad Inc; La Jolla, USA). Os dados
paramétricos foram apresentados como média e erro padrdo da média
(EPM). O teste “t” de Student ou ANOVA de 1 via (one-way ANOVA)
com pos-teste Tukey foi empregado para comparacdo de dados entre 0s
grupos  experimentais, ap6s certificacdo de normalidade e
homocedasticidade. Quando necessério, testes ndo paramétricos foram
aplicados. O nivel de significancia adotado foi de 95% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL
4.1.1 Peso corpdreo e ingestao alimentar

Durante o periodo em que 0s animais estiveram alojados no
biotério setorial do LIDoC, foi acompanhado o peso semanal dos grupos
CTL e VCD, até atingirem a idade estabelecida para este estudo (210
dias). Nesse periodo, todos 0s animais apresentaram crescimento
regular. Antes do inicio do tratamento com dexametasona, as ratas dos
grupos CONTROLE e VCD apresentaram massa corporal similar
(Figura 6, p<0,05, n=20) e foram redistribuidas em quatro grupos que
poderdo ser observados a partir da Figura 7.

-o- CONTROLE
- VCD

270

260

250

240

Peso corporal
(@)

230

semanas

Figura 6: Peso corporal dos animais antes do tratamento com dexametasona.
Os valores médios de peso corporal nas semanas antecedentes ao tratamento
com dexametasona nos 2 grupos, CONTROLE e VCD. Note crescimento
gradual e regular da massa corporal dos animais, sem diferenca significante
entre os grupos (p<0,05, n=20).



60

O peso inicial médio das ratas antes do inicio do tratamento
com dexametasona foi similar entre os 4 grupos experimentais. Durante
0 tratamento com a dexametasona houve reducéo do peso corpdreo nos
grupos DEX e VCD+DEX, comparado aos seus respectivos controles
(CTL e VCD). As diferencas foram observadas a partir do 3° dia de
tratamento no grupo VCD+DEX e somente no Ultimo dia de tratamento
no grupo DEX (Figura 7A; p<0.05, n=20). No dia da eutanasia a
reducdo foi de aproximadamente 9% e 10% nos grupos DEX e
VCD+DEX, respectivamente, comparado aos seus respectivos controles.
As ratas VCD+DEX ainda tiveram uma redugdo do peso corpdreo nos
Ultimos 2 dias de tratamento em relacdo ao grupo DEX (Figura 7A;
p<0,05, n=20). Os grupos CTL e VCD mantiveram 0 peso corporeo
similar ao longo do periodo avaliado. Antes do inicio do tratamento com
dexametasona ndo houve alteragBes da ingestdo alimentar entre os 4
grupos experimentais. Ao final do experimento a redugdo na ingestéo
alimentar foi de 23% no grupo DEX e de 21% no grupo VCD+DEX
comparados aos seus respectivos controles (Figura 7B; p<0.05, n=20).
Esses dados mostram a auséncia de efeito do tratamento com 4-VCD
per se sobre o0 crescimento corporeo e ingestao alimentar. O tratamento
com dexametasona promove reducdo destes pardmetros e 0s animais
VCD submetidos ao tratamento com dexametasona ndo apresentaram
diferencas significantes em relacdo aos animais tratados apenas com

dexametasona.
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o 20 = CTL Figura 7: Tratamento com
E e dexametasona em  ratos
S = - vco+DEX  controle e tratados com 4-
5 VCD promove reducdo da
O 1y 1 massa corporal e da ingestdo
§ T alimentar. (A) Os valores
) #* médios de peso corporal
T2 3 & 5 % Tdas durante  tratamento com

A dexametasona nos 4 grupos.

(A) inicio do tratamento Note redugéo Slgn|flcante do
peso corporal nos grupos

.5 tratados com dexametasona
gg® g ao longo do tratamento. (B)
2 § 40 D Ingestdo alimentar. Observe a
Tg e reducdo na ingestdo alimentar
88 ¥ " significante a partir do 2° dia
gg’ 26 e, entre 0s grupos VCD+DEX
£T 5 ro vs. VCD. (*) diferenca
2 e significante por efeito da
A dias dexametasona e (*) diferenca

it rstamen significante por efeito do 4-

(B) VCD. ANOVA com pés-

teste Tukey. (p<0,05, n=20).

4.1.2 Progesterona plasmatica e massa ovariana

A determinacdo da massa dos ovarios revelou efetividade do
tratamento com 0 4-VCD a julgar pelos valores médios dos ovarios: 79
75 75+£22,61+£25e55+23mg para os grupos CTL, DEX, VCD
e VCD+DEX, respectivamente (p<0,05 VCD+DEX vs. DEX) (Figura
8A, n=4 pares).

As concentragdes de progesterona foram determinadas a fim de
se observar o efeito do tratamento com 4-VCD sobre a atividade
ovariana, relacionada aos hormonios provenientes da maturacdo
folicular. As ratas VCD ndo tiveram alteracGes nos valores circulantes
de progesterona comparada as ratas CTL (Figura 8; p<0.05, n=10). As

ratas DEX tiveram um aumento expressivo de progesterona plasmatica
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(374,4 £ 58,5 ng/mL) vs. CTL (12,6 = 4,5 ng/mL). O grupo VCD+DEX,
contudo, manteve a concentracdo de progesterona plasmatica aos niveis
do grupo CTL e VCD demonstrando a perda de funcdo ovariana por
efeito do 4-VCD.
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Peso ovérios (mg)
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Progesterona
(ng/mL)

80 T Figura 8: Massa ovariana e
# progesterona plasmatica em
N\
\ dexametasona. (A) A massa
ovariana reduziu
r T T r VCD+DEX comparado a seu
& & & controle DEX, por efeito do
(B) Observe o0 aumento da
progesterona plasmética no
VCD+DEX. (*) diferenca
significante por efeito da
VCD. ANOVA com pos-
TS teste Tukey. (p<0,05, n=10).

ratas tratadas com 4-VCD e
& significantemente no grupo
& 4-VCD (p<0,05, n=4 pares).

500 * .
400 grupo DEX e a auséncia de
3 i incremento no grupo
1 ‘il . § & dexametasona e (*) diferenca
0 significante por efeito do 4-

(B) h

4.1.3 Glicose sanguinea, insulina e lactato plasmaticos e glicogénio
hepatico

No dia da eutanasia os animais tratados com dexametasona
apresentaram aumento significante da glicemia: 87 + 1, 135+ 21,89 + 2
e 125 + 11 mg/dL para os grupos CTL, DEX, VCD e VCD+DEX,
respectivamente (Figura 9A; p<0,05, n=10). O incremento dos valores
de glicose sanguinea foram acompanhados por aumento significante dos
valores de insulina plasmatica nos grupos DEX e VCD+DEX: 0,15 +
0,03, 2,0 £0,3, 0,16 £ 0,02 e 1,5 £ 0,2 ng/mL para os grupos CTL,
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DEX, VCD e VCD+DEX, respectivamente (Figura 9B; p<0,05, n=10).
A presenca de resisténcia a insulina foi constatada através do indice

HOMA nos grupos tratados com dexametasona: 0,8 + 0,2, 13,1 + 2,5,
0,8 £0,1e98+ 1,6 para os grupos CTL, DEX, VCD e VCD+DEX,
respectivamente (Figura 9C; p<0,05, n=10).
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Figura 9: Glicose sanguinea, insulina
plasméatica e indice HOMA em ratas
tratadas com 4-VCD e dexametasona.
Glicemia (A) e insulinemia (B) de
jejum e indice HOMA (C). Observe
aumento dos valores glicémicos e
insulinémicos bem como no indice
HOMA nos grupos tratados com
dexametasona. *) diferenca
significante por efeito da
dexametasona, ANOVA com pos-teste
Tukey. (p<0,05 n=10).

ratas tratadas com dexametasona

apresentaram aumento significante nas concentracBes plasmaticas de

lactato (Figura 10A, p<0,05, n=10). Os valores de lactato foram 58,5 +
7,9, 100,1 £ 13,7,57,1 £ 4,6 e 72,9 £ 11,9 mg/dL para os grupos CTL,

DEX, VCD e VCD+DEX, respectivamente. Assim como na glicemia e

insulinemia, a lactatemia ndo esteve alterada nos grupos tratados com 4-
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VCD e ndo houve nenhum impacto do 4-VCD quando combinado com
dexametasona.

Os GCs estimulam a sintese da enzima glicogénio sintase
(DeFronzo, 2004, Porte et al., 2006), podendo favorecer o aumento da
producdo e do armazenamento do glicogénio hepatico. O contetdo de
glicogénio hepatico aumentou de forma significante apenas nos grupos
tratados com dexametasona (Figura 10B, p<0,05, n=10) enquanto o
tratamento com 4-VCD ndo causou nenhum efeito per se ou combinado
com a dexametasona. Os valores foram 0,23 £ 0,04, 4,56 = 0,19, 0,24 +
0,04 e 4,37 + 0,23 mg/100mg tecido.
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Figura 10: Lactatemia e glicogénio hepatico em ratas CTL, VCD, DEX e
VCD+DEX. (A) Lactato sanguineo e (B) Contelido de glicogénio hepatico. (*)
diferenca significante por efeito da dexametasona, usando ANOVA com pds
teste de Tukey. (p<0,05, n=10).

4.1.4 Tolerancia a glicose e secre¢do de insulina in vivo

A avaliacdo da tolerancia a glicose pelo ipGTT revelou
incremento significante nos valores de glicose sanguinea nos grupos
DEX e VCD+DEX aos 20 min e 40 min ap6s administracdo do bolus de
glicose em relagdo aos seus respectivos controles (Figura 11A; p<0,05,

n=10). As ratas VCD também apresentaram aumento significante dos
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valores de glicose sanguinea comparado ao grupo CTL (minutos 20 e
40) (p<0,05, n=10). Todos os grupos tiveram normalizacdo dos valores
glicémicos 2 h apds administracdo do bolus de glicose. Os valores
referentes a area sob a curva (ASC) da glicose durante o ipGTT foram
maiores nos grupos DEX e VCD+DEX (1072 £ 82 e 1228 + 25 mg.dL"
'.120min™ respectivamente) comparado a seus controles (CTL 667 + 50
e VCD 1029 + 50 mg.dL™".120min™") (Figura 11B, p<0,05, n=5-10). Em
relacio aos controles, as ratas tratadas com 4-VCD também
apresentaram diferenca significante em relacdo as ratas CTL. A secrecdo
de insulina in vivo, constatada a partir dos valores de insulina plasmatica
no minuto 20 do ipGTT revelou aumento significante nos grupos
tratados DEX e VCD+DEX comparado aos respectivos controles
(Figura 11C, p<0,05, n=10). Esses dados reproduzem os achados na
literatura a respeito do efeito diabetogénico do GC sobre a tolerancia a
glicose e demonstra um efeito negativo do tratamento com 4-VCD sobre

a tolerancia a glicose.
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Figura 11: Teste de toleréncia a glicose
= intraperitoneal e secre¢do de insulina
E 180 “in vivo” (A) Valores médios de glicose
S sanguinea durante o ipGTT. Observe
5o que o tratamento com dexametasona
3 promoveu intolerancia a glicose. (B)
g 4o ASC obtida ao longo do ipGTT. (C)
o Secre¢do de insulina in vivo. Observe
@ o aumento da secre¢do nos grupos tratados
com dexametasona. (*) diferenca
(8) significante por efeito da dexametasona.

(* diferenca significante por efeito do 4-
VCD, ANOVA teste com pds-teste de
Tukey. (p<0,05, n=5).

Seguimos com o desafio glicémico oral, que avalia a capacidade
do organismo reestabelecer suas concentragdes basais de glicose
sanguinea com a participacdo da secrecdo do peptideo semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1). Assim como no ipGTT, os animais dos grupos
DEX e VCD+DEX apresentaram valores glicémicos elevados ap6s 20
min do desafio com bolus de glicose em relacdo aos seus respectivos
grupos controles. Os valores de glicose sanguinea foram 158 + 12, 296 +
36, 158 + 10 e 247 + 10 mg/dL para os grupos CTL, DEX, VCD e
VCD+DEX, respectivamente (Figura 12A; p<0,05, n=5). A secrecdo de
insulina in vivo, assim como no ipGTT foi maior nos grupos DEX e

VCD+DEX em relacéo aos seus respectivos controles e similar entre os
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grupos CTL e VCD (Figura 12B; p<0,05, n=5). Em conjunto, estes

dados revelam uma hipersecrecdo de insulina compensatéria a RI

instalada nos grupos tratados com dexametasona que ndo é capaz evitar

intolerancia a glicose e uma resposta glicémica desafio-especifica nas

ratas tratadas com VCD apenas.
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Figura 12: Desafio da glicose via
oral e secregdo de insulina “in vivo”.
(A1) Glicemia aos 20 min do desafio
com glicose oral e (A2) os valores
médios de glicose sanguinea nos
minutos 0 e 20. Observe a
intolerdncia a glicose nos grupos
tratados com dexametasona. (B)
Secre¢do de insulina in vivo. Observe
0 aumento na secrecdo de insulina
nos grupos DEX e VCD+DEX. (*)
diferenca significante por efeito da
dexametasona. Teste ANOVA com
pos-teste de Tukey. (p <0,05, n=5).

4.1.5 Parametros lipidicos plasmaticos e hepaticos

Alteracfes no metabolismo lipidico também estdo associadas a

modificacdes na homeostase glicémica (Novelli et al, 1999; Rafacho et

al. 2008; Santos et al., 2014). O tratamento com 4-VCD per se ndo
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resultou em nenhuma alteragdo nas concentragdes de triacilglicerol e
nem predisp6s a maiores alteracdes quando combinada ao tratamento
com dexametasona (Figura 13A, n=10). Os animais DEX e VCD+DEX,
entretanto, tiveram maiores concentracGes de triacilglicerol plasmatico
comparado aos seus respectivos controles (p<0,05, n=10). Os animais
DEX e VCD+DEX tiveram um incremento de 121% e 74%,
respectivamente, comparado aos seus respectivos controles. Em relagédo
ao colesterol plasmatico total, ndo houve nenhuma alteracdo entre os 4
grupos avaliados (Figura 13B, NS, n=10). A quantificacdo do contetdo
de triacilglicerol hepatico revelou aumento significante por efeito do
tratamento com dexametasona. Incrementos de 275% (DEX vs. CTL) e
172% (VCD+DEX vs. VCD) foram observados (Figura 13C; p<0,05,

n=10).
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Figura 13: Triacilglicerol plasmatico
e hepatico e Colesterol total
plasmatico. (A) Triacilglicerol
plasméatico. Observe aumento em
ambos os grupos DEX e VCD+DEX.
(B) Colesterol total plasmatico. (*)
diferenca significante por efeito da
& dexametasona. (C)  Triacilglicerol
& hepético. Aumento significante do
triacilglicerol hepatico em ambos os
grupos DEX e VCD+DEX (%)
diferenca significante por efeito da
dexametasona. Teste ANOVA com
pos-teste de Tukey. (p<0,05, n=10).
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4.1.6 Liberacéo de glicerol em tecido adiposo

O aumento das concentrages de triacilglicerol plasmatico pode
estar associado ao incremento das taxas de lipélise periférica, um
contexto normalmente presente durante a RI (Jocken and Blaak, 2008).
A liberacdo de glicerol basal no tecido adiposo perigonadal esteve
similar entre todos os grupos (Figura 14; n=10 fragmentos por grupo). A
taxa de lipolise estimulada com 20 umol/L de isoproterenol foi maior
em todos o0s grupos em relacdo a suas respectivas liberacdes de glicerol
basais, porém, ndo houveram diferencas significantes entre os 4 grupos:
13,2+ 3,2; 15,3+ 3,2; 12,8 + 4,3 e 14,4 + 2,8 ug/mg/1h para os grupos
CTL, DEX, VCD e VCD+DEX, respectivamente.

25

5 oo e o en Figura 14: Lipolise em TAB
ER N VeD perigonadal. Liberagdo de
L B vep+pex  glicerol induzido por
§ §, 10 isoproterenol. Observe
ga 5 maior liberacdo de glicerol
8 o sob estimulacdo em

————— comparagdo com o0 estado
e o o < basal (a) (teste t de Mann
Whithnev. p<0.05. n=10).

NE = n&o estimulado E = estimulado

4.1.7 Massa dos 6rgaos

Alteragdes de adiposidade podem ser observadas em condic¢des
de menopausa e/ou de Rl (Muoio & Newgard, 2006; Alberti et al.,
2006). No presente estudo, ndo houve alteracdo na massa de nenhuma
das gorduras estudadas (retroperitoneal, perigonadal e omental) (Figura
15A-C, n=10). Houve aumento significante de 59% (DEX vs. CTL) e
58% (VCD+DEX vs. VCD) na massa do figado (Figura 15D, p<0,05,
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n=10). A massa do baco dos grupos DEX e VCD+DEX foi menor na
ordem de 39% e 30%, respectivamente, em relacdo aos seus respectivos
controles (Figura 15E, p<0,05, n=10). As glandulas adrenais
hipotrofiaram ap6s o tratamento com dexametasona (grupos DEX e
VCD+DEX), sendo significante apenas no grupo DEX vs. CTL.
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Figura 15: Massa dos 6rgédos. (A—F) Massa dos 6rgdos apés tratamento com 4-
VCD e dexametasona e seus respectivos controles. Ndo houveram diferengas
significantes entre as gorduras omental, perigonadal e retroperitoneal.O figado
mostrou um aumento significante nos grupos DEX e VCD+DEX, por efeito da

dexametasona (*); o baco e as adrenais tiveram uma reducdo da massa nos
mesmos grupos. Teste ANOVA seguido de pés teste Tukey. (p<0.05, n=10-15).
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4.1.8 Morfometria do pancreas

N

A reducdo da sensibilidade & insulina normalmente é
acompanhada por uma resposta compensatéria que inclui 0 aumento na
massa de células B pancreaticas (Kahn et al., 2006). Verificamos se a
menopausa induzida pelo 4-VCD poderia influenciar a resposta
compensatoria que sabidamente ocorre em modelos experimentais
submetidos ao tratamento com dexametasona (Rafacho et al., 2008;
Santos et al., 2014). A Figura 16 A-H mostra uma visdo geral do tecido

pancreatico nos quatro grupos com imunomarcagao para células .

Figura 16: Morfologia
pancredtica e massa de
células B. As figuras A e
B representam o grupo
CTL, C e D representam
0 grupo DEX, E e F
representam o grupo VCD
e G e H representam o
grupo VCD+DEX. As
imagens A, C, E ¢ G
representam 0  corte
histol6gico num aumento
de 4x e as imagens B, D,
F e H mostram detalhe
das ilhotas coradas num
aumento de 10x.
(Coloragdo:

imunomarcagéo para
insulina e coloragdo de
fundo com hematoxilina)
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O tecido exdcrino ndo apresentou nenhuma alteracdo aparente
nos grupos experimentais em relacdo ao pancreas do grupo CTL. Em
relacdo a massa média do pancreas, foram obtidos para o grupo CTL 1,0
+0,02 g, DEX 0,83 £0,03 g, VCD 1,0 £ 0,07 ge VCD+DEX 0,7 £ 0,03
g, com diferenca significante entre os grupos DEX e VCD+DEX em
relacdo aos seus respectivos controles (p<0,05, n=7). Quanto a massa de
células B, o tratamento com 4-VCD n&o resultou em nenhuma alteracao
comparado ao grupo CTL. Na Figura 17 observa-se um aumento de 53%
na massa de células B nos animais DEX versus animais CTL (p<0,05,
n=5). O mesmo nado foi notado no grupo VCD+DEX que apresentou
valores similares da massa de células B aos do grupo VCD. Ainda,
houve reducdo da resposta compensatdria adaptativa promovido pelo
tratamento com a dexametasona no grupo VCD+DEX a julgar pela

reducdo da massa das células p.
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Figura 17: Massa absoluta e relativa (normalizada pelo peso) de células 8 em ratas
tratadas com 4-VCD e dexametasona. Observe 0 um aumento significante da massa
absoluta de células B pancreaticas nos grupos DEX vs. CTL por efeito da
dexametasona (*). Diferenca significante por efeito do 4-VCD (*) entre os animais
DEX vs. VCD+DEX, mostrando um efeito atenuado nos animais tratados com 4-
VCD. N&o houve diferenca significante entre os grupos VCD e VCD+DEX.
(p<0.05, n=5).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo visou elucidar os eventuais efeitos da
menopausa precoce, induzida pela administragdo de 4-VCD, sobre a
homeostase glicémica e se a condi¢cdo de menopausa precoce tornaria as
ratas mais susceptiveis e/ou vulneraveis aos efeitos diabetogénicos dos
GCs. O 4-VCD, na dosagem proposta neste estudo, tem mostrado acéo
ovariotoxica seletiva em roedores (Merchenthaler et al., 2014)
preservando o ciclismo e a flutuacéo irregular hormonal, mimetizando a
transicdo entre a perimenopausa e a menopausa (Keck et al., 2007). Dos
parametros relacionados a homeostase glicémica somente a tolerancia a
glicose parece ter sido comprometida por efeito do 4-VCD e sera
discutido adiante. De forma geral, os demais pardmetros ndo foram
afetados e/ou exacerbados pela administragdo de VCD seja em ratas
controles ou tratadas com dexametasona, respectivamente. Os grupos
DEX e VCD+DEX demonstraram 1) reducdo no peso corpdreo e
reducdo na ingestdo alimentar; 2) hiperglicemia, 3) hiperinsulinemia, 4)
hipertriacilgliceridemia, 5) aumento no contetido de glicogénio hepatico,
6) intolerancia a glicose e 7) alteragdes nas massas dos 6rgéos figado,
baco e adrenais. Os resultados obtidos com as ratas tratadas com
dexametasona s&o corroborados por outros estudos em que o tratamento
com dexametasona ocorre na mesma dose e tempo de administracdo
(Caperuto et al. 2006, Nunes et al., 2013, Motta, et al., 2014; Rafacho et
al. 2008a; Rafacho et al. 2011, Saad, et al. 1993, Santos, et al., 2014)
bem como em condicGes de dose e tempo distintas (Burén et al., 2008,
Novelli et al., 1999).
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Os dados morfolégicos obtidos em nosso estudo a partir da
massa dos ovarios corrobora para o efeito ovariotoxico do 4-VCD e nos
permite sugerir uma perda de funcdo ovariana que repercuta na
instalacdo de menopausa precoce em nosso modelo. Estudos prévios
com ratas e camundongas ja demonstraram o efeito ovariotéxico do 4-
VCD. A administracdo do 4-VCD (80 mg/kg peso corpdreo) por 30 dias
consecutivos provoca a perda de 81% de foliculos primordiais em ratas
um més ap6s o término do tratamento (Flaws et al., 1994) e 40%
quando administrado por 15 dias consecutivos e eutanasiadas em 24
horas apds o término do tratamento, também em ratas (Springer et al.,
1996). Diversos estudos relatam que a administracdo de 4-VCD a 160
mg/kg de peso corpéreo por 15 dias consecutivos resulta na lesdo e
consequente perda dos foliculos pré-antrais em ratas e utilizam deste
protocolo para assegurar um contexto patolégico em que a perda da
fungdo ovariana proporciona estudos tanto de perimenopausa como de
menopausa precoce dependendo do periodo investigado (Hoyer et al.,
2001a; Hoyer et al., 2001b; Mayer et al., 2002; Romero-Aleshire et al.,
2009; Reis et al., 2014; Merchenthaler et al., 2014). Em nosso estudo,
utilizando 160 mg/kg peso corpéreo por 15 dias consecutivos,
obtivemos além da mesma dose e periodo de tratamento com o 4-VCD,
uma reducdo significativa da concentragdo de progesterona plasmatica
nos animais VCD+DEX, considerando 173 dias apds o tratamento com
0 4-VCD, que seré discutido adiante.

O tratamento com 4-VCD ndo resultou em nenhuma alteracéo
de crescimento corpdreo, ingestdo alimentar e parametros sanguineos e
plasmaticos basais. As ratas DEX e VCD+DEX, contudo, demonstraram

significativa reducdo da massa corporea e da ingestdo alimentar ao
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longo do periodo de tratamento. Esses dados reproduzem trabalhos
prévios em que avaliaram os efeitos da dexametasona em ratos Wistar
com a dosagem de 1mg/Kg de peso corpéreo, por 5 dias consecutivos
(Rafacho et al., 2008a, Liu et al., 2011, Costa et al., 2012, Chimin et al.,
2014, Motta et al., 2014, Santos et al., 2014, Warchol et al., 2014). As
ratas DEX e VCD+DEX tiveram uma diminuicdo na ingestdo alimentar
de aproximadamente 22% comparada a seus controles. Da mesma
forma, Nunes et al. (2013) observaram uma reducdo na ingestdo
alimentar de aproximadamente 40% em ratos comparado ao grupo
controle. A reducdo da ingestdo alimentar por acdo do tratamento com
dexametasona também é observada em ratos de 3 e 12 meses de idade
na ordem de 15% e 10%, respectivamente e em ratas de 3 e 12 meses de
idade na ordem de 11% e 8%, respectivamente (Santos et al., 2014).
Outros estudos com administracdo de hidrocortisona (De Vos et al.,
1995) e dexametasona (Konno et al., 2008) pela via subcutanea também
relataram reducdo no peso corpéreo e na ingestdo alimentar. O
tratamento com dexametasona normalmente resulta em hiperinsulinemia
(Rafacho et al., 2011) e hiperleptinemia (Chimin et al., 2014). A insulina
e a leptina tem acdo anorexigena importante sobre o hipotalamo
contribuindo para o grau de saciedade do animal (Horvath, 2005, Liu et
al., 2011; Warchol et al. 2014). A elevacdo das concentracfes de
insulina plasmatica nos grupos DEX e VCD+DEX podem explicar em
partes o efeito anorexigeno nestes grupos. A perda de peso nesses
grupos pode ainda ser explicada pelo possivel aumento da diurese.
Thunhorst e colaboradores (2007) demonstraram que ap6s o tratamento
com dexametasona em ratos had maior volume acumulado de urina,

sugerindo que parte da perda de peso ap6s o tratamento com
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dexametasona parece ser devido ao balango hidrico negativo. A
condicdo de menopausa precoce parece ndo ter nenhum impacto
relevante per se (ratas VCD) ou associada ao tratamento com
dexametasona (ratas VCD+DEX) sobre o comportamento alimentar que
resulte em ganho ou perda de peso corpéreo, ou em atenuagdo ou
exacerbacdo dos efeitos desencadeados pelo GC. O estradiol parece ter
um efeito anorexigeno em varias espécies de animais (Geary e Asarian,
1999, Geary, 2001, Asarian e Geary, 2006, Roepke, 2009) como
demonstra estudos com ratas ooforectomizadas (Chai et al. 1999) e com
a eventual reducdo que se espera do estradiol plasmatico nas ratas VCD
e VCD+DEX deveriamos ter um favorecimento do ganho de peso que
ndo foi o caso no presente estudo reforcando o forte efeito anorexigeno
da insulina e da leptina. Em um estudo realizado com camundongas ndo
foi demonstrado alteracdo da ingestdo alimentar nas fémeas tratadas
com 4-VCD em relagdo ao grupo controle, mostrando que a reducéo nas
concentrag@es circulantes de estradiol ndo necessariamente repercutem
sobre o controle da ingestdo alimentar de longo prazo (Romero-Aleshire
et al., 2009).

Os dados de glicose sanguinea e de insulina plasmatica nao
foram alterados por efeito do tratamento com 4-VCD. Nosso estudo
mostrou a presenca de hiperglicemia e hiperinsulinemia nas ratas
submetidas ao tratamento com dexametasona. Nossos resultados
reproduzem dados prévios em modelos com utilizagdo de GC em ratos
adultos (Novelli et al., 1999; Caldefie-Chézet et al., 2001; Nunes et al.
2013; Gongalves-Neto et al., 2014, Motta et al., 2014). Santos et al.
(2014), demonstraram que ratas e ratos com 12 meses de idade ndo

tiveram nenhum comprometimento dos valores basais de glicose
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sanguinea e insulina plasmatica, apontando para o fato de que a provavel
reducdo das funcbes ovarianas (que inicia aproximadamente aos 12
meses numa rata normal) ndo sejam suficientes para causar um
desbalanco na homeostase glicémica basal. Os efeitos diabetogénico dos
GCs sdo amplamente conhecidos e a hiperglicemia presente nas ratas
DEX e VCD+DEX se ddo, principalmente, pelas consequéncias de uma
RI inadequadamente compensada. Assim, a hiperglicemia pode ser
resultante de uma somatdria de eventos que incluem a reducdo na
captacdo de glicose estimulada pela insulina em tecidos periféricos e o
aumento da atividade gliconeogénica hepatica (Rizza et al., 1982;
Rooney et al.,, 1994; Asensio et al., 2004, Motta et al., 2014). A
menopausa precoce induzida pelo tratamento com 4-VCD néo
promoveu maior vulnerabilidade ao metabolismo basal como pbde ser
visto nas ratas VCD+DEX. Entretanto, em contextos mais severos, a
menopausa associada & administracdo de 4-VCD pode predispor
camundongos a maior susceptibilidade a estreptozotocina, por exemplo.
Animais diabéticos por administracdo de estreptozotocina sdo mais
hiperglicémicos quando estdo em menopausa precoce induzida pela
administracdo de 4-VDC (Keck et al. 2007). Esse estudo desmonstrou
gue camundongas tratadas com 4-VCD na mesma dosagem de nosso
estudo tiveram valores similares ao grupo controle, mas aquelas
submetidas a estreptozotocina tiveram valores glicémicos mais
acentuados do que os animais tratados apenas com estreptozotocina.
Assim, ndo descartamos a hipdtese de que a menopausa precoce esteja
isenta de predispor os individuos a maiores complicagdes, dependendo

do insulto metabdlico associado.
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As ratas VCD ndo apresentaram alteracGes nos valores de
insulinemia basais. Ja os grupos tratados com dexametasona
apresentaram uma marcante hiperinsulinemia. 1sso se da por um efeito
compensatorio bem conhecido durante a RI em que as células B
pancredticas respondem a demanda metabdlica com hipersecrecdo de
insulina (Rafacho et al. 2008). Nossos dados obtidos com o célculo
HOMA reiteram a RI nos grupos DEX e VCD+DEX e vai de encontro
com trabalhos prévios (Saad et al., 1995, Weinstein et al., 1998,
Bandeira F, et. al., 2003, Wallace et al., 2004, Ruzzin et al., 2005, Motta
et al., 2014). Embora o tratamento com 4-VCD néo tenha modificado a
sensibilidade a insulina per se ou quando associados ao GC no presente
trabalho ¢ sabido que em contextos mais fisioldgicos (ex., camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica) este composto pode acentuar a RI
(Romero-Aleshire et al. 2009),

O tratamento com 4-VCD predispds as ratas a certa
vulnerabilidade no que se refere a tolerancia a glicose. Apesar de ndo
apresentarem nenhuma alteracdo nos parametros basais (glicemia e
insulinemia), as ratas VCD se mostraram intolerantes a glicose, somente
no desafio intraperitoneal. Como o ipGTT demanda secre¢do de
insulina, verificamos a secrecdo de insulina in vivo, e embora ndo
tenham sido observadas diferengas nos valores de insulina plasmatica
entre ratas VCD e CTL, os valores no grupo VCD foram apenas 66%
daqueles observados no grupo CTL. Essa pequena reducdo, embora nao
significativa, pode ter contribuido para este grau de intolerancia a
glicose. Obviamente, outros fatores que incluem a agéo da insulina e/ou
de hormdnios gonadais no figado e em tecidos periféricos, ndo avaliados

no presente estudo, poderiam contribuir para esta intolerancia. Neste
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sentido, foi demonstrado que a intolerancia a glicose presente em
camundongas tratadas com 4-VCD em regime de dieta hiperlipidica se
normaliza quando as mesmas recebem reposicéo de estradiol (Romero-
Aleshire et al., 2009). O grupo VCD+DEX teve a intolerancia a glicose
mais acentuada em relagdo do grupo DEX, sem que tenha tido alteragdes
nos valores de insulina plasmatica. Isso aponta para efeitos periféricos
gue dependem menos da secrecéo de insulina e mais provavelmente de
sua acdo. As ratas tratadas com dexametasona apenas reproduziram o
efeito diabetogénico dos GCs sobre a tolerancia a glicose como ja
observado em outros estudos (Nunes et al., 2013, Motta et al., 2014,
Gongalves-Neto et al., 2014) incluindo ratas com 12 meses de idade
(Santos et al., 2014). O teste de tolerancia a glicose oral, que inclui a
participacdo da liberacdo de incretinas (ex., GLP-1) é um teste mais
fisiolégico por simular a absorcdo natural da glicose. Por este teste ndo
foi observada nenhuma alteracdo dos valores glicémicos 20 min apos a
ingestdo de um bolus de glicose por efeito do tratamento com 4-VCD,
revelando a importancia da manutencdo deste eixo durante a menopausa.
Apesar desta auséncia de efeito do 4-VCD durante desafio de glicose
oral, ndo podemos descartar que a longo prazo, a condi¢do de
menopausa corrobore para 0 agravamento do metabolismo da glicose
como ja é observado em alguns contextos como na obesidade (Romero-
Aleshire et al., 2009). Diante da complexidade do tema, estudos
centrados na resposta secretoria de insulina, seus mecanismos de acdo
em tecidos periféricos em contextos associados a reducdo dos
hormdnios ovarianos e/ou aumento dos hormdnios gonadotréficos

merecem mais atencao.
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O tratamento com 4-VCD ndo promoveu nenhuma alteracdo per
se ou quando associado ao tratamento com dexametasona sobre os
parametros lipidicos plasmaticos. As ratas VCD e VCD+DEX também
ndo apresentaram nenhuma alteracdo quanto a quantidade e distribuicdo
de tecidos adiposo. As ratas tratadas com dexametasona, contudo,
tiveram aumento expressivo nas concentragbes de triacilglicerol. Os
glicocorticoides podem aumentar as concentracfes plasmaticos de
triacilglicerol por diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase (LPL)
(Bagdade et al., 1976, Franco-colin et al., 2000) e aumentar a
concentracdo plasmética de AGL por ativacdo da lipase horménio
sensivel (LHS) (Slavin et al., 1994). A dislipidemia favorece a Rl por
comprometer a sinalizacdo periférica a insulina (Carvalho et al., 2006),
evidente nos grupos DEX e VCD+DEX.

As células B pancredticas sdo fonte exclusiva de insulina para a
demanda metabdlica e por isso sdo fundamentais no controle da
homeostase glicémica. Quando avaliamos a massa de células
pancredticas ndo encontramos diferencas entre os grupos CTL e VCD.
Em acordo com trabalhos prévios (Rafacho et al., 2010, Rafacho et al.,
2011, Santos et al., 2014), a massa de células 3 nas ratas DEX aumentou
significativamente. Esse aumento da massa de células B é uma
adaptacdo natural para tentar compensar a R1 provocada pelo tratamento
com o GC. Isso ocorre em maior grau por meio de hiperplasia e em
menor grau por meio de hipertrofia celular das células  (Rafacho et al.,
2009). Essa hiperplasia pode ser explicada, em partes, pelo proprio
efeito que a insulina exerce de forma enddcrina e/ou autdcrina no
processo de proliferagdo celular (Ernst et al., 2011). No grupo

VCD+DEX n3o ocorreu a mesma resposta compensatoria. Essa
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incapacidade de expandir a massa de células B corrobora para os dados
de intolerancia a glicose obervado neste grupo. A provavel deplecédo
folicular causada pelo 4-VCD, ao resultar na diminuigdo dos valores de
progesterona e estradiol plasmaticos, pode estar contribuindo para o
comprometimento da proliferacdo de células . No envelhecimento e na
menopausa a expansdo da massa de células  em animais e em seres
humanos diminui consideravelmente devido a reducdo nas taxas de
mitose e neogénese destas células (Teta et al., 2005, Dhawan et al.,
2007, Meier et al., 2008, Pearl et al., 2010). Esses trabalhos sugerem a
importancia dos hormoénios gonadais nas respostas adaptativas
pancredticas. De acordo com 0s nossos dados, podemos inferir que esta
menor capacidade compensatdria (expansdo na massa de células f)
observada no grupo VCD+DEX levaria a maiores comprometimentos da
homeostase glicémica se mantidos por um periodo mais prolongado.
Assim, estudos visando os mecanismos subjacentes a esta perda de
capacidade compensat6ria merecem maior atencao.

Nossas ratas VCD ndo tiveram alteracdo dos valores de
progesterona plasmatica. Outros estudos demonstraram reducdo nos
valores de progesterona plasmatica em ratas tratadas com 4-VCD por 15
dias e avaliados 80 dias apds interrupcdo do tratamento (Reis et al.,
2014), semelhante ao que ocorre em mulherem na menopausa (Reyes et
al. 1977, Santoro et al. 2008). O fato das ratas VCD em nosso estudo
terem apresentado valores similares aos animais CTL pode ser
explicado, ao menos em parte, pelo fato de ndo sabermos em que fase do
ciclo estral se encontravam ja que ndo acompanhamos a ciclicidade. Por
outro lado, ha evidéncias que suportam o0s nossos resultados.

Camundongas tratadas com 4-VCD foram acompanhadas quanto aos
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valores de progesterona plasmatica ao longo os ciclos estrais e ficou
constatado que ndo houve nenhuma alteragdo comparada aos animais
controle (Lohffet al. 2005). Outro fator que poderia contribuir para a
inalteracdo da progesterona circulante nas ratas VCD estaria na
producdo compensatdria de progesterona por tecidos periféricos (tecido
adiposo e adrenais) (Mizutani et al. 1994, Hueston e Deak, 2014). De
forma geral, os valores flutuantes de estrogénio e progesterona nao
podem ser utilizados como marcadores confiaveis para determinacdo de
perimenopausa e menopausa precoce em mulheres (Overlie et al., 2005).

O aumento exacerbado de progesterona plasmatica em nossos
animais DEX pode ter ocorrido por algum efeito direto dos GCs sobre a
sintese e secrecdo de hormdnios gonadais. A progesterona é também um
precursor de corticosterona e pode ser liberada a partir das glandulas
adrenais de ambos 0s sexos, em resposta ao estresse (Hueston e Deak,
2014). Estudos de cultura celular demonstraram a associacdo direta entre
0s hormoénios FSH e os glicocorticéides (Adashi et al. 1981). Os autores
verificaram que o tratamento de células ovarianas da granulosa in vitro
com FSH resultou em aumentos substanciais na secrecdo de
progesterona, e a dexametasona per se foi tdo eficaz quanto ao FSH.
Outro estudo in vitro com foliculos maduros oriundos de mulheres
tratadas com gonadotrofinas demonstrou que o cortisol pode estimular a
secrecdo de estradiol e progesterona pelas células da granulosa sem
envolver a interagdo com o receptor de FSH (Ben-Rafall et al. 1988). Os
autores sugeriram que além das gonadotrofinas e horménios ovarianos,
o cortisol pode também estar diretamente envolvido na ativacdo de
células da granulosa. Como as ratas VCD+DEX néo tiveram aumento

das concentracfes de progesterona plasmatica, podemos sugerir que o 4-
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VCD foi eficaz em promover a deplecéo folicular ao ponto de impedir
qualquer incremento na presenca de GC.

Nosso estudo ndo quantificou as concentragdes plasmaticas de
estradiol e também ndo explorou os horménios gonadotréficos (FSH e
LH) bem como a testosterona. Esse é um tema complexo, haja vista que
outros estudos ndo conseguiram observar reducdo do estradiol
plasmatico no modelo 4-VCD em ratas com 80 dias de vida, equivalente
a fase de perimenopausa, mas sugeriram que outras alteracbes
hormonais induzidas pela deplecdo folicular influenciam nos sintomas
de transicdo da menopausa. Outros androgénios como a testosterona
também parecem diminuir com a idade, na transicdo da menopausa
(Burger et al., 1995, Chen et al., 2006), resultado também verificado no
modelo 4-VCD (Reis et al., 2014). Essa reducgdo de testosterona pode ser
explicada pelo fato de que em grande parte os androgénios sao
produzidos por conversdao de androstenediona nas células da teca (Van
Weerdenet al., 1992) e pode estar relacionada com a deplegéo folicular
induzida por 4-VCD (Reis et al., 2014).

Podemos concluir que ratas em menopausa precoce induzida
pelo tratamento com 4-VCD ndo desenvolvem nenhuma alteragdo entre
0s principais parametros que compGem a homeostase glicémica
(glicemia, insulinemia, lipidemia, sensibilidade & insulina), exceto por
uma modesta intolerancia a glicose que ocorre na auséncia da secrecéo
de GLP-1. A associagcdo da menopausa precoce com a dexametasona
ndo resulta em nenhuma exacerbacdo das alteracdes provocadas pelo
GC (hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia, RI), mas
compromete o incremento compensatorio da massa de células f frente a

RI imposta pelo GC.
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6. PERSPECTIVAS

Algumas questbes ndo resolvidas merecem investigacOes
adicionais para compreensdo dos efeitos do tratamento com 4-VCD

sobre:

e a tolerAncia & glicose: 1) secrecdo de insulina em ilhotas
isoladas; 2) efeitos diretos do 4-VCD sobre a agdo da insulina
em tecidos periféricos (hepatico, muscular e tecido adiposo); 3)
efeitos do E2 e progesterona sobre a secre¢do de insulina e
tecidos periféricos quando associados aos GCs.

e 0 crescimento das células f. efeito direto do 4-VCD na
proliferacdo e morte das células B e do E2 e progesterona

combinada aos GC.

Ainda, estudos elaborados com 4-VCD jovens e idosas e/ou
emparelhadas com ratas senis seriam importantes para dissociar 0s
efeitos da reducdo das fungBes ovarianas daqueles atribuidos ao

envelhecimento.
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DIFICULDADES ENCONTRADAS

Houve dificuldade para encontrar kites de ELISA de custo
acessivel e com sensibilidade compativel as concentracdes de E2
presentes em ratas. Como se vé na Figura complementar 1, obtivemos
valores incompativeis com a sensibilidade do método e, portanto, nao

representam a real concentracdo de E2 nos animais.
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Figura Complementar 1: Estradiol plasmatico em pg/mL das ratas tratadas
com 4-VCD e dexametasona
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