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RESUMO

O periodo final da gestacdo é caracterizado por alteracfes nas
concentragbes hormonais maternas que resultam em hidrdlise dos
estogues de gordura, dislipidemia e reducdo da sensibilidade a insulina.
Essas alteracGes maternas influenciam o crescimento e o
desenvolvimento fetal. A prescricdo de farmacos, como 0s
glicocorticoides (GC) pode ocorrer durante qualquer fase da gestacéo.
No terco final da gestacdo, os GCs podem ser prescritos se houver
indicacdo de parto prematuro. Muitos estudos acerca do impacto da
terapia a base de GC no periodo final da gestacdo tém direcionado o
foco para os efeitos sobre a prole (i.e., baixo peso ao nascer, déficit no
desenvolvimento de drgdos e prejuizos cardiometabdlicos na vida
adulta). No entanto, os efeitos sobre a salde materna sdo
negligenciados. Considerando os efeitos adversos que os GCs podem
causar num contexto ndo gravidico, como dislipidemia e intolerancia a
glicose, o objetivo deste estudo foi avaliar parametros relacionados a
homeostase lipidica e glicémica ao final da gestacdo em ratas tratadas
com dexametasona, bem como identificar possiveis alteracdes na
expressao de alvos moleculares hepaticos e do tecido adiposo. Para isto,
ratas Wistar com 75-80 dias de idade receberam dexametasona (0,2
mg/kg/dia, diluida na agua de beber) entre 0 14° e 0 19° dia de gestacéo.
Ratas prenhes ndo tratadas com dexametasona e ratas virgens foram
utilizadas como controles. Foram avaliados 0 peso corp6reo e 0 peso
relativo dos 6rgdos, consumo de ragdo, concentracdo de glicose e
triacilglicerol antes do inicio do tratamento (13° dia de gestacdo) e ap6s
o término (20° dia de gestagdo), teste oral de tolerancia a glicose e aos
lipideos, avaliagdo da exportagdo hepdtica e depuracdo plasmaética de
triacilglicerol, expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico,
bem como outros parametros funcionais, bioquimicos e moleculares. O
tratamento com a dexametasona promoveu reducdo de peso corpéreo e
de consumo de racdo nas ratas virgens e interrompeu 0 ganho de peso
nas ratas prenhes. Tanto o tratamento com a dexametasona como a
prenhez per se ndo alteraram a homeostase glicémica ao final da
gestacdo, baseado nas concentragdes de glicose sanguinea em jejum e no
teste de tolerancia a glicose. Sobre a homeostase lipidica, no entanto, a
prenhez resultou em elevacdo nas concentragdes de triacilglicerol em
jejum, intolerancia aos lipidios e reducdo de depuracdo plasmatica no
20° dia de gestacdo, com impacto moderado causado pelo tratamento
com dexametasona na tolerancia aos lipideos. Trés dias ap6s o termo as
concentragdes plasmaticas de triacilglicerol foram reestabelecidas e






assim se mantiveram até seis meses apés o desmame, sem efeito tardio
causado pela dexametasona. Com relacdo aos dados da prole, o
tratamento com a dexametasona na gestacdo resultou redugdo do peso
corpéreo e Obito dos neonatos até 3 dias apds o0 nascimento. Desta
forma, concluimos que a exposicdo ao GC durante o terco final da
gestacdo de ratas ndo resulta em impactos marcantes na homeostase dos
lipideos maternos ou mais tarde na vida (p6s-termo). No entanto,
reforcamos que o uso de GC durante a gravidez deve ser limitado
considerando o marcante impacto na sobrevida pds-natal da prole.

Palavras-chaves: dexametasona, triacilglicerol, gestacéo,
glicocorticoide, tolerancia aos lipideos






ABSTRACT

The final period of gestation is characterized by changes in maternal
hormonal concentrations that result in hydrolysis of fat stores,
dyslipidemia and reduced insulin sensitivity. These maternal changes
influence fetal growth and development. Prescription of drugs, such as
glucocorticoids (GC) can occur during any stage of gestation. In the late
third of gestation, GCs may be prescribed if there is indication of
preterm delivery. Many studies on the impact of GC-based therapy in
the late gestation period have targeted the effects on offspring (i.e., low
birth weight, organ development deficit, and cardiometabolic damage in
adult life). However, the effects on maternal health are neglected.
Considering the adverse effects that GCs can cause in a non-gravid
context, such as dyslipidemia and glucose intolerance, the objective of
this study was to evaluate parameters related to lipid and glycemic
homeostasis at the end of gestation in rats treated with dexamethasone,
as well as to identify possible changes in expression of hepatic and
adipose tissue targets. For this, female Wistar rats with 75-80 days of
age received dexamethasone (0.2 mg / kg / day, diluted in drinking
water) between the 14th and 19th day of gestation. Pregnant rats not
treated with dexamethasone and virgin rats were used as controls. The
body weight and relative organ weight, food intake, glucose and
triacylglycerol concentration before the start of treatment (13th day of
gestation) and after the end (20th day of gestation), oral glucose and
lipid tolerance test, hepatic triacylglycerol export and plasma clearance
of triacylglycerol, expression of genes involved in lipid metabolism, as
well as other functional, biochemical and molecular parameters.
Dexamethasone treatment resulted in reduced body weight and food
intake in virgin rats and abrogated weight gain in pregnant rats. Both
dexamethasone treatment and pregnancy per se did not alter glycemic
homeostasis at the end of gestation, based on fasting blood glucose
concentrations and the glucose tolerance test. On lipid homeostasis,
however, pregnancy resulted in elevations in fasting triacylglycerol
concentrations, lipid intolerance, and reduction of plasma clearance on
the 20th day of gestation, with a moderate impact caused by
dexamethasone treatment in lipid tolerance. Three days after the end of
the study, plasma concentrations of triacylglycerol were reestablished
and were maintained up to six months after weaning, with no delayed
effect caused by dexamethasone. With regard to offspring data,
treatment with dexamethasone during pregnancy resulted in a reduction
in body weight and death of neonates up to 3 days after birth. Thus, we






conclude that exposure to GC during the final third of gestation of rats
does not result in marked impacts on homeostasis of maternal lipids or
later in life (post-term). However, we emphasize that the use of GC
during pregnancy should be limited considering the marked impact on
the postnatal survival of offspring.

Key words: dexamethasone, triacylglycerol, gestation, glucocorticoid,
lipid tolerance
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1 INTRODUCAO

1.1 REGULACAO DA HOMEOSTASE LIPIDICA

Os lipideos circulam na corrente sanguinea por meio de
lipoproteinas, que diferem em tamanho e densidade dependendo do
conteudo de lipideos e apolipoproteinas que constituem cada particula
(GINSBERG, 1991; VERGES, 2015). Os lipideos provenientes da dieta
circulam por meio de quilomicrons (repletos de triacilglicerol, éster de
colesterol, fosfolipideos, vitaminas lipossolveis, entre outros) enquanto
que os lipideos sintetizados no figado (enddgenos) circulam
predominantemente por meio de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), lipoproteinas de densidade intermediéria (IDL), lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL). Esta
Gltima transfere lipideos do plasma e dos tecidos extra-hepaticos ao
figado onde sdo depurados (GINSBERG, 1991).

As VLDLs estdo constituidas por proteinas denominadas
apolipoproteina B100 (ApoB100). Sua montagem inicia no reticulo
endoplasmatico rugoso onde a ApoB100 sofre lipidacéo pela proteina de
transferéncia microssomal (MTP) para formar a pré-VLDL
(OLOFSSON; STILLEMARK-BILLTON; ASP, 2000; VERGES,
2010). Apos esse passo, a pré-VLDL tem mais lipideos incorporados
formando entdo a VLDL2 que deixa o reticulo endoplasmatico via
vesiculas Sarl/COPII em direcdo ao complexo de Golgi (OLOFSSON;
STILLEMARK-BILLTON; ASP; 2000). No complexo de Golgi, as
VLDL2 podem ser secretadas na circulagdo; podem receber maior
lipidagcdo pelas enzimas fosfolipase D1 e cinase regulada por sinal
extracelular 2 configurando assim VLDL1 ou podem ser degradadas por
proteGlise  pré-secretoria  pos-reticulo  endoplasmético (PERPP)
(VERGES, 2010).

A depuracéo do triacilglicerol do plasma é dependente da lipase
lipoproteica (LPL), uma enzima ancorada aos capilares endoteliais de
algumas células, que inclui midcitos, cardiomiocitos e adipécitos, e
catalisa a hidrolise do triacilglicerol. Este processo promove a liberacdo
de acidos graxos livres (AGL) que sdo transportados a partir da
membrana luminal do endotélio capilar dessas células favorecendo o seu
armazenamento ou utilizagio intracelular (VERGES, 2005).

O tecido adiposo branco desempenha importante controle no
balanco energético e do metabolismo de substratos energéticos. Suas
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fungdes principais sdo atuar como um reservatorio de triacilglicerol e
mobilizar os AGL e glicerol, de acordo com demandas energéticas em
situacBes como no jejum e durante exercicio fisico, condi¢des que
demandam energia (GIORGINO; LAVIOLA; ERIKSSON, 2005;
MEEX; SCHRAUWEN; HESSELINK, 2009; THOMPSON et al.,
2010). O armazenamento de AGL na forma de triacilglicerol pelo tecido
adiposo branco previne elevagdes nas suas concentracGes plasmaticas
(FRAYN, 2002).

A dindmica entre o armazenamento e a utilizacdo do
triacilglicerol como fonte de energia é regulada por diferentes
horménios, especialmente pela insulina e pelas catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina) (BODEN; HOELDTKE, 2003). Em
situacBes de necessidade elevada de energia, como é observado durante
0 jejum, o exercicio fisico, o trauma e 0 estresse, os estoques de
triacilglicerol sdo mobilizados a partir do tecido adiposo na forma de
AGL e glicerol, processo denominado de lipélise, a fim de garantir o
fornecimento de substrato energético aos tecidos num curto prazo
(BELFRAGE et al., 1981). Os horménios noradrenalina e adrenalina s&o
0s principais estimuladores da lipélise e agem por meio da ligacdo a
receptores de membrana f-adrenérgicos que incluem os subtipos 1, 2
e B3 (STRALFORS; BELFRAGE, 1983).

A hidrolise do triacilglicerol depende da atividade de trés
enzimas lipoliticas, a lipase do triacilglicerol (ATGL), a lipase horménio
sensivel (HSL) e a lipase do monoacilglicerol (MGL) (SCHWEIGER et
al., 2006). A ATGL é responsavel pela hidrolise do triacilglicerol, que
resulta na dissociacdo em diacilglicerol e um acido graxo. Na sequéncia,
a HSL hidrolisa o diacilglicerol resultando em monoacilglicerol e outro
acido graxo. Por fim, a enzima MGL hidrolisa o produto resultante em
glicerol e um terceiro acido graxo (FREDRIKSON et al., 1981;
ZIMMERMANN, 2004; SCHWEIGER et al., 2006).

No estado pos-prandial, o catabolismo induzido pelas
catecolaminas é inibido dando lugar a um processo anabdlico,
antilipolitico, regulado  principalmente pelas elevagfes das
concentracBes de insulina (LARGE et al., 2004). A insulina estimula a
reesterificacdo dos AGL nos adipdcitos, na forma de triacilglicerol, e
suprime a atividade lipolitica no tecido adiposo (JENSEN; NIELSEN,
2007). Deste modo, a insulina regula a quantidade de AGL circulantes
(AVRAMOGLU; BASCIANO; ADELLI, 2006). A insulina também esta
envolvida nas outras etapas da producdo e secrecdo de VLDL. No
figado, a insulina inibe a transcricdo génica da MTP, reduzindo a
transferéncia de triacilglicerol para a ApoB100 (LIN; GORDON;
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WETTERAU, 1995). A taxa de producédo e degradacdo da ApoB100 é
determinada pela quantidade de lipidacdo, de modo que a reducdo da
disponibilidade hepatica dos AGL, causada pela insulina, leva ao
aumento da sua degradagdo, causando assim uma reducdo na sintese de
VLDL (VERGES, 2010). Além disso, a insulina também reduz a sintese
do RNAm da ApoB100 (KARIMIAN; ADELLI, 2011).

Simultaneamente a inibicdo da lipélise, a insulina atua como um
importante estimulador da lipogénese (GATHERCOLE et al., 2011). A
lipogénese ocorre tanto pela reesterificagdo dos AGL com o glicerol
como pela sintese de triacilglicerol a partir de substratos néo lipidicos,
como a glicose, processo chamado lipogénese de novo. A sintese de
lipideos ocorre no figado e no tecido adiposo branco e os triacilglicerois
sintetizados se situam armazenados nas goticulas lipidicas citosélicas
(STRAWFORD et al., 2004). Na lipogénese de novo, a sintese de AGL
a partir de glicose inicia com a acetil-CoA, o produto da agdo da
piruvato desidrogenase no metabolismo final da via glicolitica. A acetil-
CoA ¢ carboxilada a malonil-CoA pela acetil-CoA carboxilase (ACC),
gue é subsequentemente convertida a palmitato pela sintase dos &cidos
graxos (FAS), uma enzima determinante da velocidade da lipogénese
(HILLGARTNER; SALATI; GOODRIDGE, 1995; SUL; WANG,
1998). A insulina regula a lipogénese por meio da ativacdo da proteina
ligada ao elemento regulador de esteroides 1c (SREBPI1c), em
hepatdcitos (FORETZ et al., 1999) e adipdcitos (LE LAY et al., 2002).
A SREBP1c, por sua vez, aumenta a expressdo de muitas enzimas
envolvidas na sintese de colesterol, AGLs, triacilglicerois e
fosfolipideos como a FAS e a ACC (LOPEZ et al., 1996; BROWN;
GOLDSTEIN, 1997; LE LAY et al., 2002; EBERLE et al., 2004). Além
disso, a insulina € um potente ativador da LPL periférica, estimulando a
depuracdo das lipoproteinas ricas em triacilglicerol, como os
quilomicrons e as VLDLs (BERGO; OLIVECRONA; OLIVECRONA,
1996; LEE; SMITH; FRIED, 1998).

1.2 ADAPTACOES METABOLICAS DURANTE O PERIODO
GESTACIONAL

A gravidez (seres humanos) e a prenhez (animais) pode ser
considerada um periodo de estresse para o0 organismo materno. Durante
este periodo o organismo materno estd exposto a maior atividade
metabdlica a fim de satisfazer as necessidades de desenvolvimento do
feto e, para isto, seu metabolismo deve se adaptar as fases gestacionais
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(WILLIAMS, 2003). Devido a mudancas nas condi¢es hormonais (i.e.,
aumento nas concentracdes de estrogénio, progesterona, prolactina,
hormdnio do crescimento (GH) placentario e lactogénio placentario
(hPL)), uma série de alteracdes fisioldgicas ocorre no metabolismo
lipidico e glicémico (POTTER; NESTEL, 1979; HERRERA et al,,
1994a; COUSINS, 1991; LAIN; CATALANO, 2007).

O metabolismo lipidico normal durante a gravidez/prenhez tem
sido investigado em diversos estudos tanto em mulheres (PUNNONEN,
1977; KNOPP et al., 1986; JIMENEZ et al, 1988) como em ratas
(ARGILES; HERRERA, 1981; HERRERA; MUNILLA, 1997). Duas
manifestacfes comuns que ocorrem ao longo da gestacdo sdo o acimulo
de lipidios nos tecidos maternos (VILLAR et al., 1992, ALVAREZ et
al., 1996) e o desenvolvimento de hiperlipidemia materna (KNOPP et
al., 1986; ALVAREZ et al., 1996; SORIA et al, 1996; MUNILLA;
HERRERA, 1997).

O acumulo de gordura é o maior responsavel pelo aumento no
peso corporal materno, além do proprio feto, durante a gestacdo
(HYTTEN; LEITCH, 1971; KING et al., 1994) e prenhez (LOPEZ-
LUNA; MAIER; HERRERA, 1991). Este acimulo de gordura ocorre
durante os primeiros dois tercos de gestacdo/prenhez, devido a
hiperfagia, estimulada principalmente pelas altas concentracfes
plasmaticas de progesterona e prolactina e pela lipogénese que, além da
progesterona e prolactina, é estimulada pelo aumento da secrecdo de
insulina que ocorre no primeiro tergo gestacional (LOPEZ-LUNA et al.,
1986; HERRERA et al., 1991; MARTIN-HIDALGO et al., 1994;
NEWBERN; FREEMARK, 2011). Este acimulo de lipideos diminui ou
é interrompido durante o Gltimo tergo, em parte, devido a diminuicéo da
atividade da LPL do tecido adiposo (OTWAY; ROBINSON, 1968;
RAMIREZ; LLOBERA; HERRERA, 1983; ALVAREZ et al., 1996). A
reducdo da captacdo de lipideos pelo tecido adiposo, juntamente com a
atividade lipolitica aumentada, resulta em reducdo da massa adiposa
neste terco final (HERRERA et al., 1988; HERRERA et al., 1994a).

As alteracBes na concentracdo de lipideos plasmaticos sédo
representadas por aumentos modestos, ou nenhuma alteragdo no inicio
da gravidez/prenhez e relevantes elevagdes a partir do terceiro
trimestre/terco final da gestacdo, especificamente, nas concentracdes de
triacilglicerol e, em menor extensdo, de colesterol (ARGILES;
HERRERA, 1981; HERRERA et al., 1994b; HERRERA; MUNILLA,
1997; ALVAREZ et al., 1996). Um estudo realizado em mulheres, de
Brizzi et al., (1999) demonstraram que, no terco inicial da gestagdo, as
concentragdes de colesterol e triacilglicerol plasmaticos sdo semelhantes
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ao de mulheres ndo gravidas (177 mg/dL e 88 mg/dL, respectivamente)
e aumento significativo ocorre no segundo (247 mg/dL e 132mg/dL,
respectivamente) e terceiro trimestre da gestacdo (286 mg/dL, 194
mg/dL, respectivamente). Corroborando esses achados, Desoye et al.,
(1987), demonstraram que as concentracdes de colesterol total
aumentam em 60%, a LDL aumenta em 44% enquanto as concentragdes
de triacilglicerol aumentam entre 2 a 4 vezes na 382 semana de gestacao.
Também ha alteracbes nas concentracfes de outros fatores envolvidos
na maquinaria lipidica; a atividade e RNAm da HSL séo suprareguladas,
0 que acarreta em maior hidrélise do triacilglicerol e aumento da
producdo de VLDL no figado. Em paralelo a essas alteragdes, a
atividade da enzima LPL diminui, principalmente no tecido adiposo, o
que redireciona o triacilglicerol para outros tecidos, como Utero e
musculos esquelético (MARTIN-HIDALGO et al., 1994).

Outra adaptacéo fisioldgica subjacente a todas as gestacOes é a
alteracdo na sensibilidade a insulina. Durante a fase inicial da
gravidez/prenhez, ocorre um aumento na fungdo das células P
pancreaticas, observado em mulheres (BUCH; HORNNES; KUHL,
1986) e em ratas (MUNOZ; LOPEZ-LUNA; HERRERA, 1995) que, em
parte, esta relacionada com a reducdo da producdo do GH materno
(NEWBERN; FREEMARK, 2011). Nesta fase, a sensibilidade a
insulina é inalterada ou mesmo aumentada (FISHER et al., 1974;
HERRERA et al., 1994b) e a glicemia de jejum estd normalmente
reduzida (MILLS et al., 1998). Em estudo com mulheres gravidas,
Catalano; Drago; Amini, (1998) relataram que a primeira e segunda fase
de secrecdo de insulina aumenta em quase 300% ao longo da gestagéo.
Esse quadro se altera, em humanos, por volta de 24-28 semanas de
gestacdo, quando pode ocorrer diminuicdo da sensibilidade a insulina
que progride ao longo do terceiro trimestre (HERRERA; ORTEGA-
SENOVILLA, 2010). Por volta da 34® semana gestacional a
sensibilidade a insulina é em torno de 50-60% do estado pré-gravidico
(CATALANO et al., 1991) ainda que seja observada hiperinsulinemia
materna (COUSINS, 1991; GIRARD et al., 1987; LETURQUE et al.,
1980). A redugdo na sensibilidade a insulina ao longo da gestagdo é
ocasionada pelo aumento nas concentragcfes de cortisol livre
(MASTORAKOQS; ILIAS, 2003), fator de necrose tumoral o (KIRWAN
et al., 2002), progesterona (RYAN; ENNS, 1988) e, principalmente, o
GH placentéario, que, assim como o GH materno, é um potente
antagonista da acdo da insulina (NEWBERN; FREEMARK, 2011).
Com o aumento da massa de células B pancreaticas e aumento na
producdo de insulina estimulados pela prolactina e hPL placentario em
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face a resisténcia a insulina, ndo se observa alteracdes relevantes no
metabolismo da glicose durante a gravidez/prenhez (CATALANO;
DRAGO; AMINI, 1998). Caso a massa e/ou funcdo das células B
pancredticas ndo acompanhem a demanda de insulina durante a
gravidez, o diabetes mellitus tipo 2 pode se desenvolver (CATALANO
etal., 1991; CATALANO; DRAGO; AMINI, 1998).

A diminuicdo da remog&o de triacilglicerol pelas enzimas LPL
e/ou lipase hepatica € um dos mecanismos propostos para explicar o
aumento do triacilglicerol circulante durante a gestagdo (ALVAREZ et
al., 1996). A resisténcia a insulina observada em ratas prenhes no
periodo final da gestacdo (RAMOS; HERRERA, 1996), bem como em
estudos em adipdcitos isolados de mulheres gravidas (SIVAN et al.,
1999), contribui tanto para a diminuic¢do da atividade da LPL como para
0 aumento da atividade lipolitica do tecido adiposo. Tal adaptacdo
aumenta a biodisponibilidade de AGL para o figado e a sua subsequente
conversdo em triacilglicerol, que sdo secretados na circulacdo sob a
forma de VLDL (RAMOS; HERRERA, 1996).

Além da redugdo da sensibilidade & insulina, os horménios
maternos (prolactina, estrogénio, GH placentario e hPL) exercem
importante acdo sobre a hipertriacilgliceridemia materna. Por exemplo,
0 estrogénio plasmatico estimula a sintese hepatica de VLDL (DESOYE
et al, 1987; ALVAREZ et al, 1996) enquanto os hormonios
placentarios hPL e GH desempenham acbes pro lipoliticas. Essas
altracbes resultam numa flexibilidade metabdlica (predominio do
metabolismo lipidico em detrimento do metabolismo glicidico) que
favorece a economia de glicose para o feto (NEWBERN; FREEMARK,
2011; YOSHINO et al., 2014). A HSL também exerce uma agao sobre a
hiperlipidemia materna. Martin-Hidalgo et al., (1994) relataram que a
hidrélise acelerada dos depdsitos de gordura que ocorre em mulheres e
em ratas no terco final da gestacdo estd associada com maior expressdo
de mRNA e atividade da HSL.

Ainda que o triacilglicerol ndo atravesse diretamente a barreira
placentaria (HERRERA; BONET; LASUNCIOAN, 1998), a
hipertriacilgliceridemia materna, é considerada benéfica para o feto e o
recém-nascido em diversas maneiras. O depdsito energético na forma de
triacilglicerol pode ser rapidamente utilizado como substrato para a
cetogénese hepatica em condicfes de jejum, o que permite ndo somente
poupar glicose para os tecidos maternos, mas também aumentar a
biodisponibilidade de corpos cetbnicos para o metabolismo fetal
(HERRERA, 2000). Além disso, a hipertriacilgliceridemia materna
contribui para a sintese de leite na preparacdo para a lactacdo
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(HERRERA et al., 1994b). Com a proximidade do termo, ocorre um
rapido aumento na expressao e atividade da LPL da glandula mamaria
(LOPEZ-LUNA et al., 1994, RAMOS; HERRERA, 1996) como
consequéncia do aumento das concentracBes de prolactina e insulina e
um aumento da sensibilidade a insulina na glandula maméria
(CARRASCOSA et al.,, 1998; RAMOS et al., 1999). Isto ocorre
juntamente & reducdo da atividade da LPL em outros tecidos
periféricos, culminando no direcionamento de triacilglicerol plasmatico
para a glandula mamaria e sintese de leite (ARGILES; HERRERA,
1989). A Tabela 1 mostra um resumo das principais a¢Ges exercidas
pelos horménios maternos.

Tabela 1 - Resumo das principais alteragdes hormonais que ocorrem nos tercos
inicial e final da gestacdo e seus efeitos sobre 0 metabolismo materno

Hormoénio [1° [3° Metabolismo lipidico  Outras alteracdes
terco] terco]
Estrogénio 1 ™ - 1 sintese hepatica de - Preparo para a
VLDL lactacéo por

aumentar a sintese
e secrecdo de

prolactina
Progesterona i ™" - Contribui para o - Estimula a
aumento de depoésitos  ingestdo de

de gordura alimentos

- Atenua a agdo da
insulinaem TA e

musculos
Prolactina i ™" - Contribui para o - Estimula a
aumento de depoésitos  ingestdo de
de gordura alimentos
- Expansédo de
células B e
producéo de
insulina
- Iniciagdo e
manutengdo da
lactacdo
mGH l l - Aumento da
sensibilidade a
insulina

- Contribui para o
aumento de depositos
de gordura
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hPL 1 1 - Estimula a lip6lise - Expansdo de
células B e
producéo de
insulina
hGH - 1 - Estimula a lipélise - Inducéo da RI
materna
Insulina i 1 - Estimula a - 1 SI no primeiro
lipogénese no ter¢o e 1 da RI no
primeiro terco e terco final

inibicdo da supressdo

da lipdlise no terco

final

Cortisol - 1 - Atenua a agdo da

insulinaem TA e
musculos
- Iniciacdo e
resposta ao
estresse durante o
parto

1 indica aumento; | indica redugédo; hPL — lactogénio placentario; mGH
— horménio do crescimento materno; hGH — horménio do crescimento
placentario; SI — sensibilidade a insulina; RI — resisténcia a insulina; TA
— tecido adiposo, [ ] - concentragdo hormonal.

1.3 GLICOCORTICOIDES E GESTACAO

Os glicocorticoides (GC), cortisol (em seres humanos) e
corticosterona (em roedores) sdo hormonios esteroides importantes para
a regulacdo da homeostase do organismo em resposta a varios fatores de
estresse (LAUDET et al., 1992; WEBSTER; TONELLI; STERNBERG,
2002). Os GCs sdo sintetizados e secretados pelo cortex da glandula
suprarrenal e sua atividade é regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA). Este eixo de ativacdo é regulado pelo receptor de
glicocorticoide (GR), ao nivel do hipotalamo e da hip6fise anterior, que
sinaliza para a redugdo da sintese e secre¢cdo do horménio liberador de
corticotropina (CRH) e do hormbnio adrenocorticotrépico,
respectivamente, quando hd um aumento nas concentracbes de GC
plasméatico (MALKOSKI; DORIN, 1999; WEBSTER; TONELLI;
STERNBERG, 2002).
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Sob condigbes fisioldgicas, os GCs exercem funcgdes
reguladoras fundamentais em quase todos os tecidos, que incluem a
regulacdo do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas,
proliferacdo celular, sistemas nervoso e cardiovascular (OAKLEY;
CIDLOWSKI, 2011), respostas inflamatéria e imunoldgica,
desenvolvimento e reproducdo (BOUMPA et al., 1993; SCHMID et al.,
1995). Ainda, os GCs sdo fundamentais para a embriogénese e o
desenvolvimento do pulméo durante a vida fetal (COLE et al., 1995;
KITRAKI; KITTAS; STYLIANOPOULOU, 1997). Uma vez que 0S
GCs desenvolvem agdes vitais no organismo, alteracfes em suas
concentraces plasméticas podem resultar em condicfes patoldgicas. O
excesso de GCs, como presente na Sindrome de Cushing pode acarretar
em imunodeficiéncia, hipertensdo arterial sistémica, aumento da
obesidade central e intolerancia a (ANDREWS; WALKER, 1999;
SHIBLI-RAHHAL; VAN BEEK; SCHLECHTE., 2006). Ja sua
deficiéncia, como observado na Doenga de Addison, resulta na
hipertrofia de 6rgdos linfoides, hipotensdo postural, perda de peso e
hipoglicemia (deficiéncia de GCs) (NIEMAN; TURNER, 2006).

Devido a sua acdo anti-inflamatoria, os GCs sintéticos como a
prednisona, prednisolona, metilprednisolona, betametasona e
dexametasona tém sido prescritos para o tratamento de uma gama de
alteragdes que envolvem condig¢Bes inflamatérias incluindo a asma,
rinite alérgica, colite ulcerativa, doencas dermatoldgicas, oftalmicas,
neuroldgicas e autoimunes (SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH,
2002; RHEN; CIDLOWSKI, 2005).

Apesar da sua eficacia anti-inflamatoria, a utilizacdo terapéutica
dos GCs é muitas vezes limitada devido as suas agdes adversas,
especialmente em doses mais elevadas e uma maior duragcdo do
tratamento, como observado em ensaios clinicos (DAVIS, 1986; RHEN;
CIDLOWSKI, 2005) como experimentais (KORACH-ANDRE et al.,
2005; BUREN et al., 2008; RAFACHO et al., 2008b). Alguns dos
efeitos adversos da terapia de longo prazo com GCs incluem diabetes
mellitus tipo 2, osteoporose, hipertensdo arterial, atrofia muscular,
resisténcia & insulina e dislipidemias (SCHACKE; DOCKE;
ASADULLAH, 2002; VEGIOPOULOS; HERZIG, 2007
MCDONOUGH; CURTIS; SAAG, 2008). A magnitude dos efeitos
positivos ou negativos dos GCs é determinada pela dose e/ou duragdo do
tratamento, as concentragdes de GC, e pela transducdo de sinal dos GCs
nas células e tecido especificos (DANIELSEN; STALLCUP, 1984;
VANDERBILT et al., 1987).
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As concentracdes de GCs dentro de tecidos especificos podem
variar bastante daquelas do plasma (WALKER; ANDREW, 2006). A
biodisponibilidade tecidual dos GCs é regulada por um processo
conhecido como “metabolismo pré-receptor” por meio de duas
isoenzimas 11p-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11p-HSD1) e
tipo 2 (11p-HSD2). A 11B-HSD1 converte a forma inativa (cortisona em
humanos e 11- dehidrocorticosterona em roedores) na sua forma
biologicamente ativa (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002;
YANG; ZHANG, 2004), enquanto a 11B-HSD2 converte 0 horménio
ativo na sua forma inativa (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG,
2002). A isoforma 11B-HSD1 é mais expressa nos tecidos responsivos
aos GCs, como o figado, tecido adiposo branco e muscular onde
assegura a biodisponibilidade de cortisol intracelular (TOMLINSON et
al., 2004). Por outro lado, a isoforma 11B-HSD2 estd expressa
principalmente nos tecidos-alvo dos mineralocorticoides, tais como,
rins, célon, glandulas par6tidas, pancreas e placenta. Sua funcdo é
proteger o receptor mineralocorticoide da ocupag¢do pelo GC que
apresenta a mesma afinidade que o seu ligante natural, a aldosterona
(WHITE; MUNE; AGARWAL, 1997; TOMLINSON et al., 2004). A
biodisponibilidade e, portanto, a acdo dos GCs podem também ser
alteradas devido a mutacfes nos genes dessas enzimas (FUNDER,
1992).

A exposicdo adequada de GCs in Gtero é essencial para uma
implantacdo do embrido bem sucedida, regulacdo do crescimento fetal e
da placenta, maturacdo fetal do pulmdo (BALLARD; BALLARD,
1995), funcdes do sistema imunoldgico e do sistema nervoso central
(WEINSTOCK, 2008). Além dos efeitos sobre o feto, os GCs também
exercem uma agdo importante no organismo materno, para a iniciacao e
resposta ao estresse durante o parto (SMITH; SHEARMAN, 1974). O
periodo gestacional esta relacionado com maior atividade do eixo HHA,
que pode ser observado pela elevagdo nas concentracdes de cortisol
plasmatico total e livre e cortisol urinario. Além disso, também &
observada elevacdo nas concentragbes da globulina transportadora de
corticosteroides, que se deve a estimulacdo da sua producdo hepética
pelas altas concentracfes de estrogénio plasmatico e contribui para o
aumento da atividade do eixo HHA (LINDSAY; NIEMAN, 2005).

O aumento do cortisol plasmatico é observado j& na 112 semana
de gestacdo (DEMEY-PONSART et al., 1982) e pode aumentar em
torno de 5 vezes entre o primeiro trimestre e o parto (CARR et al.,
1981). As concentragfes maternas de GCs sdo trés a quatro vezes mais
elevadas do que na circulagdo fetal devido a presenca da enzima
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placentaria 118-HSD2 (SHAMS et al., 1998; MURPHY et al., 2007).
Na placenta, 113-HSD2 protege o feto contra os efeitos potencialmente
nocivos do GC materno. Um dos fatores que promove 0 aumento do
cortisol plasmatico é a sintese e secrecdo do CRH placentario. Ao
contrario do que ocorre com CRH hipotaldmico, o cortisol exerce uma
alca de retroalimentacéo positiva sobre 0 CRH placentario promovendo,
simultaneamente, o aumento nas concentragdes de CRH, horménio
adenocorticotropico e cortisol plasmatico durante o curso da gestacdo
(SMITH et al., 2009; SANDMAN; DAVIS, 2010).

Além desta retroalimentacdo positiva fisioldgica entre os GC e
0 CRH placentario, os fetos também podem ser expostos a GC exdgeno
em contextos relacionados a terapias baseadas em GCs. Neste sentido, 0
tratamento pré-natal com os GCs sintéticos, como a dexametasona e a
betametasona, que ndo sdo facilmente metabolizados pela enzima 11p-
HSD2 e se difundem pela placenta, pode ter um efeito negativo sobre o
desenvolvimento fetal (BROWN et al., 1996; MURPHY; CLIFTON,
2003). A prescricdo de GCs pode ocorrer em qualquer momento da vida.
Mulheres gravidas comumente recebem administracdo de GCs quando
ha risco de parto prematuro, a fim de garantir a sobrevivéncia do recém-
nascido (SINGH; CUFFE; MORITZ, 2012). Esta pratica clinica foi
introduzida no ano de 1972 por Liggins e Howie, que demonstraram que
seu uso poderia reduzir a incidéncia de sindrome do desconforto
respiratorio e mortalidade neonatal associada ao nascimento prematuro
antes da 34° semana da gestacdo (LIGGINS; HOWIE, 1972). A atual
pratica clinica sugere que mulheres em risco de parto prematuro (24-34
semanas de gestacdo) devem receber um Unico curso de betametasona
via intramuscular, administradas em duas doses de 12 mg com um
intervalo de 24h por dose, ou dexametasona administrada em quatro
doses de 6 mg em intervalos de 12h por dose (ACOG Committee on
Obstetric Practice, 2011).

Entretanto, GCs sintéticos podem ser prescritos para mulheres
em qualquer fase da gestagcdo para o tratamento de uma variedade de
condigdes clinicas, tais como asma, doenca inflamatéria do intestino,
lipus sistémico eritematoso, artrite reumatoide, eritema nodoso,
transplantes, além de uma série de doencas autoimunes (GUR et al.,
2004; SINGH; CUFFE; MORITZ, 2012). No estudo de Gur et al. (2004)
foram acompanhadas 311 gestantes quem receberam GCs em diferentes
periodos da gestacdo. A maioria das mulheres foi exposta aos GCs
durante o primeiro trimestre da gestacdo (65,4%), enquanto que 8,4%
foram expostas durante o primeiro e segundo trimestres e 26,2% foram
tratadas ao longo de toda a gravidez. A prednisolona foi 0 GC sintético



38

mais utilizado pelas mulheres desse estudo (70%), seguida pela
betametasona, cortisona, dexametasona, flucocortolona,
metilprednisolona, prednisolona, hidrocortisona e triancinolona.

Ainda que a exposicdo aos GCs seja necessdria para a
sobrevivéncia fetal, seus desfechos podem ser deletérios em longo
prazo. Efeitos adversos incluem restricdo de crescimento intrauterino
(REINISCH et al., 1978; EMGARD et al., 2007), aumento do risco de
parto prematuro (FIELD et al., 2006), efeitos sobre o desenvolvimento
cérebral fetal (UNO et al., 1994; FIELD et al., 2005) e risco elevado da
prole desenvolver doencas na idade adulta, como hipertensdo e o
diabetes mellitus tipo 2 (TANGALAKIS et al.,, 1992; DESSENS;
HAAS; KOPPE, 2000; FRENCH et al., 2004; HOLMES et al., 2006).

1.4 EFEITOS DOS GCs SOBRE A HOMEOSTASE LIPIDICAE
POTENCIAIS EFEITOS NA GESTACAO

Os GCs sdo necessarios para a regulacéo da biologia do tecido
adiposo, dentre eles, a inducdo de genes lipogénicos, regulacdo da
lipélise (PECKETT; WRIGHT; RIDDELL, 2011), diferenciacdo de
precursores de adipécitos (HAUNER; SCHMID; PFEIFFER, 1987;
PANTOJA; HUFF; YAMAMOTO, 2008), além de restringir o processo
inflamatdrio do tecido adiposo na obesidade (PATSOURIS et al., 2009).
A acdo dos GCs é diferente em depdsitos de gordura distintos
(SLAVIN; ONG; KERN, 1994). Enquanto que em depdsitos de gordura
periférica, os GCs exercem preferencialmente acdo prd-lipolitica, por
modular a atividade das enzimas HSL e LPL, no tecido adiposo visceral
ele possui atividade pro-lipogénica e adipogénica, além de promover
hipertrofia celular (GAILLARD et al., 1991; SAMRA et al., 1998,
SECKL et al., 2004).

A regulacdo da lipdlise pelos GCs ocorre diretamente, por meio
do aumento da expressdo do mRNA da atividade das trés enzimas
lipoliticas do tecido adiposo (HSL, ATGL e MGL) (XU et al., 2009;
KUO et al., 2012) ou indiretamente, por interferir nas concentragGes de
proteinas intracelulares envolvidas na cascata de sinalizagdo lipolitica -
adrenérgica (XU et al., 2009; van RAALTE et al., 2012). Ainda, os GCs
exercem efeitos permissivos sobre outros hormdnios lipoliticos como as
catecolaminas e glucagon (EXTON et al., 1972).

Os GCs regulam a lipogénese por aumentar a atividade da LPL,
tanto em nivel transcrisional e pés-traducional, como pelo aumento da
sua ativacdo ou reducdo da sua degradacdo (APPEL; FRIED, 1992;
FRIED et al., 1993; OTTOSSON et al., 1994). A atividade da LPL é
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estimulada pelos GCs, particularmente no tecido adiposo visceral,
proporcionando maior entrega de AGL para esses depositos, o0 que
explica, em partes, a capacidade dos GCs em excesso para aumentar a
adiposidade intra-abdominal (FRIED et al., 1993).

Os GCs também atuam sinergicamente com a insulina para
regular positivamente a lipogénese (WILLIAMS; BERDANIER, 1982;
MINSHULL; STRONG, 1985; WANG et al., 2004). Estudos in vitro e
in vivo demonstram que os GCs estimulam a lipogénese por regular
positivamente a expressdo de enzimas envolvidas na sintese dos lipidios,
como a ACC, FAS e DGAT 1 e 2 (DOLINSKY et al., 2004; WANG et
al., 2004; GATHERCOLE et al., 2011; LEE, et al., 2011).

Enquanto os GCs sdo importantes para a regulacdo da
homeostase lipidica em diferentes estados fisiologicos, doses elevadas
e/ou longo periodo de exposi¢do aos GCs podem causar alteracfes na
homeostase lipidica e glicémica como obesidade central, dislipidemias,
esteatose hepatica, hiperglicemia e resisténcia a insulina, que constituem
importantes componentes da sindrome metabdlica (COLE; WILCOX;
HEIMBERG, 1982; MACFARLANE; FORBES; WALKER, 2008;
MOTTA etal., 2014).

GCs sintéticos como dexametasona s80 rotineiramente
utilizados para tratamento de fetos em risco de parto prematuro antes da
342 semana de gestacdo. Numerosos estudos acerca dos efeitos adversos
da terapia a base de GCs no periodo final da gestacdo tém focado
principalmente na programacdo metabdlica sobre a prole (RAVELLI et
al., 1988; NYIRENDA et al., 1998). No entanto, os efeitos deletérios
sobre 0o metabolismo materno tém sido negligenciados. Uma vez que
mée e feto estdo sujeitos as mesmas condi¢Ges ambientais, é importante
gue se compreenda o0s possiveis impactos da terapia a base de GC no
terco final da gestacdo sobre a fisiologia materna.

Embora os efeitos adversos da terapia pré-natal com GCs na
salde materna sejam pouco esclarecidos, uma incidéncia aumentada de
diabetes mellitus gestacional (24% vs. 4% no grupo controle) foi
demonstrada em mulheres que receberam prescricdo de GCs para
ameacga de parto prematuro (FISHER et al., 1997). Além disso, no
estudo realizado por Gomes e colaboradores (2014) sugeriu-se que esta
exposicdo pode acarretar em prejuizo tardio da homeostase glicémica.
Neste estudo, ratas prenhes tratadas com dexametasona (0,2 mg/Kg de
peso corpéreo, diluida na dgua de beber) no terco final da gestacdo
desenvolveram intolerancia a glicose a partir de 3 meses ap6s o término
da gestacdo que, segundo os autores é desencadeada como resultado da
reducdo da fun¢do das células B pancreaticas.



40

Ainda que a elevagdo das concentracbes de triacilglicerol,
principalmente no terco final da gestacdo, seja fisioldgica e transitoria,
estudos acerca das alteragfes causadas pelos GCs no metabolismo
lipidico durante a gravidez sdo escassos. Uma vez que é bem conhecido
o efeito hiperlipidémico dos GCs e um ndmero significativo de
gestantes podem estar sujeitas a exposi¢do de GCs durante o terco final
da gestagdo, consideramos relevante a avaliacdo funcional e molecular
dos seus efeitos sobre o metabolismo materno. Desta forma,
hipotetizamos que a administracdo de dexametasona durante o periodo
final da prenhez exerca um efeito exacerbador sobre as concentragdes de
triacilglicerol. Ainda, esperamos contribuir com a literatura no que diz
respeito aos mecanismos pelos quais ocorre 0 aumento das
concentracdes de triacilglicerol no periodo gestacional, independente da
administracdo de dexametasona.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros relacionados a homeostase lipidica e
glicémica ao final da gestacéo em ratas tratadas com dexametasona, bem
como identificar possiveis alteracfes na expressdo de alvos moleculares
hepéticos e do tecido adiposo presente no final da prenhez em ratas
tratadas com dexametasona.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se o crescimento corpéreo e de 6rgdos metabolicos,
bem como o consumo alimentar sdo influenciados pelo
tratamento com a dexametasona no periodo final da gestacéo.

e Verificar se as concentragdes de triacilglicerol plasmatico e
glicose sanguinea sdo modificadas pelo tratamento com
dexametasona no periodo final da gestac&o.

e Avaliar se a sensibilidade periférica a insulina e tolerancia a
glicose em ratas sdo modificadas pelo tratamento com a
dexametasona no periodo final da gestacao.

e Avaliar se a tolerancia aos lipideos em ratas € modificada pelo
tratamento com a dexametasona no periodo final da gestacéo.

o Verificar se a morfologia dos adipdcitos é alterada pela
dexametasona no periodo final da gestacao.

e Avaliar se a exportacdo hepatica e depuracdo plasmatica de
VLDL em ratas sdo modificadas pelo tratamento com a
dexametasona no periodo final da gestac&o.

e Verificar se a expressdo de genes envolvidos no metabolismo
lipidico em tecidos hepético e adiposo em ratas € modificada
pelo tratamento com a dexametasona no periodo final da
gestacdo.

e Avaliar se 0 peso e nimero de fetos de ratas sdo modificados
pelo tratamento com a dexametasona no periodo final da
gestacdo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados rattus norvergicus fémeas e machos provenientes do
Biotério Central da UFSC, localizado no Campus Trindade,
Floriandpolis, SC. Os animais com aproximadamente 35 dias de vida
foram recebidos e mantidos em gaiolas coletivas e em ambiente com
temperatura controlada (22+2°C) em ciclo de iluminacdo claro-escuro
(06:00-18:00 claro,18:00-06:00 escuro), com livre acesso a comida
(Nuvilab® CR-1; Nuvital, PR, Brazil,) e 4gua. Por volta dos 75-80 dias
dois grupos de ratas foram ambientadas com machos por cinco dias (trés
fémeas para cada macho). O dia 0 da gestacdo foi caracterizado pela
presenca de espermatozoides e células estrais no lavado vaginal. As
ratas prenhes foram mantidas em gaiolas coletivas contendo 3 animais,
de acordo com os grupos a serem definidos na préxima secéo e, a partir
do dia 12 de gestagdo as ratas de todos os grupos foram alocadas
individualmente até o final do protocolo experimental. As ratas virgens
(controles ndo expostas aos machos) seguiram o mesmo delineamento
das prenhes no que se refere a disposicdo em gaiolas. Um total de 204
fémeas e 41 machos foi utilizado neste estudo, do ndmero total de
fémeas 51 ndo ficaram prenhes e ndo seguiram com o protocolo
experimental. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC) (PP n° 782)
(Anexo 1).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO COM
DEXAMETASONA

Os grupos experimentais foram divididos em: Grupo controle virgens
(CV) — ratas virgens continuaram recebendo apenas agua filtrada ad
libidum; Grupo controle prenhes (CP) — ratas prenhes continuaram
recebendo apenas agua filtrada conforme descrito para o grupo CV;
Grupo dexametasona virgens (DV) — ratas virgens receberam
dexametasona (Decadron®, Aché, Campinas, SP, Brasil) 0,2 mg/Kg/dia
diluida na 4gua filtrada ad libidum por 6 dias consecutivos
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compreendendo do 14° ao 19° dia de gestacdo; Grupo dexametasona
prenhes (DP) — ratas prenhes receberam dexametasona conforme
descrito para o grupo DV (Figura 2). A determinacdo da dose foi
baseada em publicagdo prévia (GOMES et al., 2014). A concentracdo da
dexametasona foi recalculada diariamente pela manha de acordo com o
peso corpdreo e volume de agua consumido nas Ultimas 24h.

Inicio da aclimatagio Periodo equivalente
40 dias de idade a amamentagio
Acasalamento 0,2 ma/k Ratas que
80-90 dias de idade »< ME/KE PC permaneceram por 6
’I‘ 14 d;‘: agua de helbge.,'dia meses ndiciunnisl*
r————
I Tratamento com | | | 1
i dexametasona :
l Gestagiio l l
. o 1 Eutandsia
Dia 0 da prenhez ipGTT (18°dia)
20° dia
-oTTL
Produgiio de triacilglicerol
hepitico e depuracio plasmitica
Eutanisia

Figura 1 - Delineamento experimental.

As ratas prenhes foram tratadas com dexametasona (0.2 mg/Kg/dia diluida na
dgua de beber) do 14° ao 19° dia de gestagdo. Ratas virgens foram conduzidas e
submetidas ao mesmo protocolo experimental em paralelo (ndo mostrado na
figura).

3.3 PESO CORPOREO E CONSUMO DE RAGCAO (LOTES 1, 2,3,4¢
5)

Peso corpdreo: Em todos os grupos experimentais a determinagdo do
peso corporeo foi realizada diariamente desde o 13° até o 19° dia de
gestacdo (dia antecedente a eutandsia) e para o primeiro lote de ratas a
verificacdo ocorreu periodicamente até seis meses apds o desmame em
balanca eletronica digital (SF-400). Consumo de racdo: Em todos os
grupos experimentais o consumo de racdo foi acompanhado pela
pesagem da racdo remanescente (ndo ingerida) descontada do total
depositado no dia anterior. A diferenga representou a quantidade
ingerida por animal diariamente. Os resultados foram expressos em
gramas de racdo ingeridos por 100 gramas de peso corp6reo para se
obter a normalizacéo destes pardmetros.
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3.4 GLICOSE SANGUINEA E TRIACILGLICEROL PLASMATICO
EM JEJUM (LOTES 1, 2, 3,4 E 5)

A glicemia foi determinada por meio do sistema de fitas (monitor
digital) “Accu-Check Performa” (ROCHE, Brasil) a partir da segunda
gota de sangue obtida da ponta da cauda do animal e o triacilglicerol
plasmatico foi determinado por ensaio colorimétrico enzimatico de
acordo com as instrugdes do fabricante (Biotécnica ®, Varginha, MG,
Brasil) a partir da coleta de 70 ul de sangue da ponta da cauda,
aliquotado em microtubo contendo anticoagulante NaF (Glistalab —
Labtest; Lagoa Santa, MG, Brasil) posteriormente centrifugado a 400 x
g por 10 min a 21°C (KASVI - K14-1215, Curitiba, PR, Brasil) para
obtencdo do plasma. As aferigdes foram realizadas no 13° e 20° dias de
gestacdo com 0s animais em jejum de 12h.

3.5 SENSIBILIDADE A INSULINA PELO MODELO DE ANALISE
HOMEOSTATICA (HOMA) (LOTE 3)

O HOMA foi calculado a partir da formula: [glicemia de jejum (mM) x
insulinemia de jejum (uIU/mL)]/22.5 (MATTHEWS et al., 1985).

3.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS (TODOS OS LOTES)

Para todos 0s grupos a eutanasia se procedeu com 0s animais em jejum
de 12h por exposi¢do ao CO,, seguido por decapitacdo por guilhotina.
Os fetos foram imediatamente pesados e eutanasiados por decapitacdo
direta com uso de tesoura cirlrgica, exceto para o primeiro lote de ratas,
o0 qual foi permitida a amamentacdo até o 21° primeiro dia de vida dos
neonatos.

3.7 PARAMETROS PLASMATICOS E PERFIL HEPATICO (LOTE
3)

Imediatamente apds a eutanasia, o sangue do tronco das ratas foi
coletado em tubo de ensaio de vidro previamente lavado em solugdo
salina, contendo anticoagulante NaF (Glistab — Labtest; Lagoa Santa,
MG, Brasil). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 400 x g por 10
min a 21 °C (SIRIUS 4000, Campo Mourdo, PR, Brasil) e o plasma foi
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aliquotado e armazenado a -80°C para posterior quantificacdo das
concentracBes plasmaticas de albumina, colesterol total e colesterol
HDL, de acordo com instru¢des do fabricante (Biotécnica® -Varginha,
MG, Brasil) e a insulinemia foi determinada por meio do Kit
AlphaLISA® (AL204C) (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA), de acordo
com as instrugbes do fabricante. O colesterol VLDL foi estimado
utilizando um fator ajustavel para a razdo triacilglicerol:VLDL, de
acordo com Martin et al., (2013).

3.8 PESO DE ORGAOS (LOTE 3)

Imediatamente apds a eutanasia dos animais, 0s 6rgdos de interesse
foram cuidadosamente removidos e pesados em balanga eletrénica
analitica digital (TECNAL, SP, Brasil).

3.9 CONTEUDO DE GLICOGENIO HEPATICO (LOTES 1 E 3)

Para determinacdo do glicogénio hepatico, amostras de figado (300 a
500 mg) obtidas logo apds a eutanasia (mesmo lobo hepatico para todos
os animais) foram transferidas para tubos de centrifuga contendo KOH
30% e fervidas por 1 h para completa digestdo. Em seguida, foi
adicionado Na,SO, e o glicogénio foi precipitado com etanol submetido
ao banho-maria por aproximadamente 15 seg. As amostras foram
centrifugadas a 800 x g por 10 min, o sobrenadante contendo lipides
saponificados, aminoacidos, etc, foi descartado e o ‘pellet’
ressuspendido em agua destilada quente. Etanol foi adicionado em
seguida, o material foi homogeneizado e levado rapidamente ao banho-
maria, e as amostras foram conduzidas novamente & centrifugacéo. Apds
diluigdo do precipitado em 25 mL de agua destilada quente o conteldo
do glicogénio foi quantificado por espectrofotometria em reacdo com
reagente fenol e H,SO,4. A absorbancia foi determinada a 490 nm (LO et
al., 1970; RAFACHO et al., 2008a).

3.10 CONTEUDO DE TRIACILGLICEROL HEPATICO (LOTES 1 E
3)

Para determinagdo do contedo de triacilglicerol hepético, 100 mg de
figado obtidos logo ap6s a eutanasia (mesmo lobo hepaético para todos
os animais) foram transferidas para tubos de centrifuga contento NaCl
(IM) e homogeneizados (UltraTurrax® - IKA® Staufen, Alemanha)
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Posteriormente foi adicionado cloroférmio/metanol (2:1) e centrifugado
a 5000 x g por 5 min. Formou-se 3 fases e a fase inferior (metandlica)
foi retirada para posterior secagem em banho-maria fervente. Em
seguida, a amostra foi ressuspendida em Triton X100/Metanol (2:1)
seguida por agitacdo em vortex. Logo apos, foi realizada a dosagem do
triacilglicerol por ensaio colorimétrico enzimatico de acordo com
instrucdes do fabricante (Biotécnica®) (TRINH et al., 1998; BARBOSA
et al., 2016).

3.11 LIPOLISE DO TECIDO ADIPOSO (LOTE 3)

A taxa de lipolise do tecido adiposo foi analisada por incubacdo de
fragmentos deste tecido e avaliacdo da liberagdo do glicerol ao meio de
incubacdo de acordo com estudos prévios publicados (NUNES et al.,
2013; MOTTA et al., 2014). Fragmentos de tecido adiposo perigonadal
(100 mg) (fragmento unilateral esquerdo) foram incubados em tampéo
de Krebs aerado com carbogénio pH 7,4, contendo 1% de albumina
bovina e glicose a 5,6 mM por 1 h a 37°C na presenca ou nao de 20 uM
de isoproterenol. Ao final da incubacéo, amostras do meio de incubagdo
foram coletadas e mantidas a 4°C. O glicerol foi determinado por um
ensaio colorimétrico enzimatico de acordo com Bucolo; David, (1973).
Resultados foram expressos como microgramas por miligrama de tecido
por hora (pug/mg/1h).

3.12 TESTE INTRAPERITONEAL DE TOLERANCIA A GLICOSE
(ipGTT) (LOTES 1e3)

O ipGTT foi realizado no 18° dia de gestagdo com 0s animais em jejum
de 12-14h, sem uso de anestesia. Os animais tiveram a ponta 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. Imediatamente, foi administrada via intraperitoneal uma
solucéo de p-glicose 50% a 36°C (2 g/Kg de peso corpéreo) e amostras
de sangue foram posteriormente coletadas aos 30, 60 e 90 min para
determinacdo da glicemia (RAFACHO et al., 2008a).
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3.13 TESTE ORAL DE TOLERANCIA AOS LIPIDEOS (0TTL)
(LOTES 2 e 4)

O oTTL foi realizado no 20° dia de gestagdo, em um grupo separado de
animais em jejum de 12-14 h. Os animais tiveram a ponta da cauda
seccionada para a coleta de sangue de acordo com o item 3.4 para
determinacdo do triacilglicerol no tempo 0. Imediatamente, foi
administrado azeite de oliva (Andorinha — Portugal) via gavagem na
concentracdo de 5 mL/Kg de peso corpéreo e amostras de sangue foram
posteriormente coletadas aos 60, 120, 180 e 240 min para determinagéo
das concentragdes de triacilglicerol plasméatico por ensaio colorimétrico
enzimatico de acordo com instrugdes do fabricante (Biotécnica®).

3.14 MORFOLOGIA DOS ADIPOCITOS (Lote 3)

Fragmentos do tecido adiposo periovariano (mesma regido para todos os
animais) foram coletados no dia da eutanasia e alocados em cassete
histol6gico. As amostras foram fixadas em solucdo de paraformaldeido
4% por 48 h a 8°C, desidratadas em etanol e incluidas em parafina.
Secgdes representativas da maior area de tecido emblocado (5 um)
foram obtidas com a utilizagdo de microtomo manual e colocadas em
laminas de vidro individuais. Em seguida, as laminas contendo as
seccOes foram desparafinizadas em xilol e reidratadas. Finalmente, as
laminas contendo as secgdes foram coradas com hematoxilina de Harris
e eosina e montadas com laminulas utilizando balsamo do Canada. As
laminas coradas foram levadas ao digitalizador de ldminas Axio Scan
(ZEISS, Oberkochen, Alemanha) para escaneamento das imagens e 0
software ZenLite (Blue edition, ZEISS) para quantificacdo das células.
Aleatoriamente, 10 a 15 campos (média de 250 células por secc¢do)
foram analisados para determinagdo do perimetro médio dos adipécitos.
Totalizando 283+42, 335290, 37379 e 419+40 células por laminas para
CV, DV, CP e DP, respectivamente. A distribuicdo do perimetro foi
classificada de acordo com intervalos predefinidos em pequenas,
médias, grandes e X-grandes (STRAKOVSKY et al., 2015).
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3.15 EXPORTAGAO E DEPURAGAO DO VLDL HEPATICO (LOTE
5)

A producéo de triacilglicerol hepatico e a taxa de depuracdo plasmatica
foram realizadas no 20° dia de gestagdo em um grupo separado de
animais ndo anestesiados em jejum de 12-14 h. Os ratos tiveram o
sangue coletado (70 pl) conforme descrito no item 3.4 e o triacilglicerol
plasmético (Tempo 0) foi posteriormente mensurado. Uma solugdo
contendo Poloxamer (P-407) (1 g/Kg/pc, i.p.) diluida em solucdo salina
0,9% (Millar et al. 2005) foi imediatamente administrada e o sangue foi
coletado a partir da ponta da cauda em 60, 120, 180 e 240 min para
posterior quantificacdo da triacilgliceridemia. O composto P-407 foi
dissolvido durante a noite e mantido em refrigeracdo antes da
administracdo para preservar o polimero em um estado viscoso movel
durante a injegao.

A taxa de liberacdo de triacilglicerol hepéatico foi dada pelo céalculo:
(triacilgliceridemia final - triacilgliceridemia basal)/240 (o tempo de
acumulo em minutos) e normalizado por 100 g de p.c. A depuracdo
plasmatica foi a razdo entre o triacilglicerol liberado pelo figado pela
concentracdo basal de triacilglicerol (MILLAR et al., 2005; OAKES et
al., 2005).

3.16 EXTRAGAO DO RNA TOTAL (LOTE 3)

O RNA total foi extraido a partir de tecido hepatico e adiposo
periovariano (sempre as mesmas fraches anatdmicas) utilizando
reagente Trizol (TRIzol Reagente®, Invitrogen, Life Technologies, Palo
Alto, CA, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante. A analise da
concentragdo e pureza do RNA total foi mensurada por
espectofotometria utilizando o aparelho NanoDrop™ 1000 (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA), nos comprimentos de onda 260 e
280 nm para determinacéo da concentracdo (ng/uL) e da razdo 260/280
nm, que é um indicativo de qualidade do RNA extraido. As amostras
foram tratadas com Turbo DNA-free™ (Ambion, Austin, TX, EUA)
para eliminar possivel contaminacdo com DNA gendmico, de acordo
com as especificacbes do fabricante. As amostras foram mantidas em -
80°C para posterior sintese do DNA complementar (cDNA).
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3.17 INTEGRIDADE DO RNA (LOTE 3)

Para verificar a integridade do RNA total extraido dos tecidos hepatico e
adiposo foi preparado um gel de agarose a 1% submerso em tampéo de
corrida TAE 1x, em cada poco do gel foi adicionado 1 puL de amostra
acrescido de 0,5 pL de Blue Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia,
Cotia, SP — Brasil) e 3,5 pL de H,O MiliQ. Em seguida o gel foi
submetido a eletroforese (80 V, 400 mA, por aproximadamente 45 min)
e, posteriormente verificado sob luz ultra violeta (UV) observando a
presenca e qualidade de duas bandas (28S e 18S) na proporcdo de 1,5/1.
As imagens foram obtidas através do sistema de fotografia UV
transluminador BenchTop 3UV™ (BioDoc — It™ Imaging System, CA,
EUA)

3.18 OBTENGAO DO cDNA E REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE EM TEMPO REAL (LOTE 3)

Este procedimento envolveu a obtencdo de cDNA a partir das amostras
de RNA total extraidos. Para tanto foi necessario acrescentar 1 pg de
RNA total e 0,5 uL de random diluido 1:3 [0,5 pg de random primer (3
ug/ul)] em uma quantidade suficiente de H,O para completar o volume
final de 5 pL. Essa mistura foi incubada em termociclador a 70°C por 5
min. Posteriormente 15 ul da mistura para transcrigdo reversa que
continha 4 pL de tampdo da enzima (50 nM de Tris-HCI pH 8,3, 75 mM
de KCI, 3 mM de MgCl,), 2,4 uL de de MgCl,, 1 L de dNTPs e 1 pL
da enzima Improm-11"™ Reverse Transcriptase (Promega Corporation,
WI, EUA), em volume final de 20 pL. As reacBes foram incubadas em
termociclador por 5 min a 25°C para anelamento, seguida de 60 min a
42°C para extensdo e 15 min a 70°C para inativacdo da enzima. As
amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C.

3.19 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DOS mRNAS POR
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM TEMPO
REAL (LOTE 3)

Os mRNAs de interesse foram quantificados por analise quantitativa da
expressao génica por meio da técnica de PCR em tempo real utilizando
o aparelho Stratagene Mx3005P® (Agilent Technologies®, Santa Clara,
CA, Estados Unidos). Os ensaios foram realizados em duplicata
utilizando 6,25 pL de SYBR Green mix (SABiosciences™, Frederick,
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MD, EUA), 2,25 uL de H,O MiliQ, 2 pL de primer (0,5 pL de primer
anti-sense, 0,5 pL de primer sense e 1uL de H,O MiliQ), 2 uL de cDNA
(20 ng) com os seguintes parametros de amplificacdo: (1) etapa inicial
de ativacdo da enzima a 95°C por 10 min, (2) 40 ciclos que incluiram a
desnaturacdo a 95°C por 15 min, o anelamento dos primers a 60°C
(temperatura 6tima para todos os pares de primers usados) por 30 seg € a
extensdo a 72°C por 30 seg, e (3) um ciclo para analise do melting que
consistiu em 95°C por 30 seg, 60°C por 1 min e posterior aumento
gradativo da temperatura para 95°C para obtencdo das curvas de
melting. O limiar para desconsideracdo do ruido na fluorescéncia de
cada amostra foi determinado automaticamente pelo software de andlise
MxPro — Mx 3005P (Agilent Technologies®, Santa Clara, CA, Estados
Unidos), que também determinou as curvas de melting, além de
guantificar o nimero de coépias de cada gene utilizando o método de
derivagdo secundéria. Ap6s a determinacdo do ndmero de copias de
cada gene, o valor obtido para os genes de interesse foi normalizado
pelos valores dos genes constitutivos (18S e RPL37a em amostras de
figado e ciclofilinaB, 18S e RPL37a em amostras de tecido adiposo),
cujos valores mantiveram-se uniformes em todos os grupos estudados.
A lista com os primers utilizados pode ser observada Tabela 1.
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Tabela 2 - Lista de primers
Gene Forward primer (5°-3°) Reverse primer (3°-5)

CiclofinilaB CTCCGTGGCCAACGATAAGA AGGTCACTCGTCCTACAGGT

18S GAC TCA ACA CGG GAA ACC TCATCG CTC CAC CAACTA AGA ACG
CcC G

RPL37a CAA GAA GGT CGG GAT CGT CG ACC AGG CAA GTC TCAGGA GGT

G

ACC TGCTTATATTGTGGATGGCTTG  TTCTACTGTCCCTTCTGGTTCC

ApoB CTGCGGTGGCAGAAATAACG CCTTGAGCAAACCTTAGGTAGGG

DGAT2 AAGCCCATCACCACCGTTG TTCCTTCCAGGAGCTGGCAC

FASN TGGTGAAGCCCAGAGGGATC CACTTCCACACCCATGAGCG

FOXO1 CTCACACATCTGCCATGAACCG GTCCATGAGGTCGTTCCGAATG

GR TCTCCTCCATCCAGCTCGTCAGC TGCAGCTTCCACATGTCAGCACC

MKP3 TGTCCTGGTGCATTGCTTGG GGTGAAGTAGAGCTGCTGTGCG

MTTP TATGACCGTTTCTCCAAGAGTGG TCAAGGTTCTCCTCTCCCTCATC

LRP CCT ACCAACTTC ACCAACCCA GTTCTCGCTTCT CGTCCGTG

G

LDL-R CTGCTG TGT CAC TGAAGC G GTC ACCTTG GAC TTG GAAG
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3.20 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis quantitativas foram descritas e apresentadas em
média e erro padrdo da média (EPM) se a distribuicdo foi simétrica ou
em mediana e intervalo interquartil se foi assimétrica. Para avaliacdo da
distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk e o teste de Barllet (para
verificacdo da homocedasticidade). Foi utilizada a anélise de variancia
de uma via (one way - ANOVA) seguido de post hoc de Tukey para
comparagdo multipla de valores paramétricos, ou Kruskal-wallis se as
varidveis foram assimétricas. Método de desvio diferenciado foi
aplicado para determinar se um dos valores atingiu significante outlier
(Grubb’s test — disponivel online GraphPad QuickCalcs). Referéncias no
texto para “seus respectivos controles” significa diferenga entre grupos
CP e DP vs. grupos CV e DV, respectivamente (efeito da gestacdo), ou
grupos DV e DP vs. grupos CV e CP, respectivamente (efeito da
dexametasona). Simbolo * indica diferenca entre prenhes vs. virgens e *
indica diferenga entre ratas tratadas com dexametasona vs. ratas
controles. Para todos os grupos foi utilizado o nivel de significancia P <
0,05.
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4 RESULTADOS

4.1, PESO CORPOREO E CONSUMO DE RACAO

O peso corporeo inicial foi similar entre os grupos de ratas prenhes
215+4 g e 226+4 g para CP e DP, respectivamente [n&o significativo (n=
7-8, NS)] e entre os grupos de ratas virgens, 176+3 g e 17842 g para CV
e DV, respectivamente (n= 7-8, NS). Seis dias de tratamento com
dexametasona resultou em reducdo do peso corpéreo no grupo DV e
aboliu o ganho de peso no grupo DP (n=7-8; p<0,05) (Figura 2a). A
reducdo do peso corporeo foi associada & reducdo no consumo de racéo
em ambos 0s grupos tratados com dexametasona, que foi mais
pronunciada no grupo DV (Figura 2b) (n=7-8; p<0,05).

(W)

_
B

p>0.05 prenhes vs virgens

o
@320 o CV !a 15
- o DV ET
® l—l ;;-.—CP v;tu
o e = DP =
= — # 4 s & o
5 . # g3
S = fo"”? 5
e =85 2 zm ¢
‘ o

1‘3 1I4 1‘5 1I6 1"’ 1‘8 1‘9 20 1‘4 1‘5 1‘6 17 1‘8 1‘9
(dias de gestagio) (dias de gestaciio)

Figura 2 - Peso corpdreo e consumo de ragdo em ratas prenhes controles e
tratadas com dexametasona
. Peso corpéreo a partir do 13° dia de gestacdo até o 20° dia de gestagdo (a).
Consumo de racdo a partir do dia 14 até o dia 19 de gestacdo (b) em ratas
tratadas com dexametasona 0,2 mg/Kg p.c. diluida na 4gua de beber durante o
14° até o 19° dia de gestacdo (ou dias equivalentes para ratas virgens).
Resultados s&o expressos como mediana * intervalo interquartil. Cerquilha (#)
indica diferenca significativa entre grupo tratado com dexametasona vs grupo
controle. Utilizado Kruskal-Wallis com post test de Dunn, n=7-8, p<0,05.

4.2 PARAMETROS GLICEMICOS E LIPIDICOS

A glicemia de jejum reduziu significantemente no 13° dia de gestacdo
nos grupos CP e DP (n=21-23; p<0,05) (Figura 3a), efeito causado pela
prenhez, uma vez que o tratamento com a dexametasona ainda ndo havia
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iniciado no grupo CP. Ao 20° dia de gestacdo, um dia apds o término do
tratamento, as concentracfes de glicose sanguinea dos grupos CP e DP
retornaram aos valores basais e foram similares entre os quatro grupos
(n=22-25, NS) (Figura 3b). Tanto a gestacdo como o tratamento com a
dexametasona ndo acarretaram em alteracfes na tolerancia a glicose,
baseado nos valores de glicose sanguinea e area sob a curva (ASC) apés
administragdo intraperitoneal de um bolus de glicose (Figuras 3c e d,
respectivamente) (n=6-8, NS). A prenhez exerceu um maior impacto no
metabolismo lipidico. Apesar da concentragdo de triacilglicerol
plasmatico avaliada no 13° dia de gestacdo ser semelhante entre os
quatro grupos (n=18-20, NS) (Figura 3e), no 20° dia de gestacdo, as
concentracBes de triacilglicerol aumentaram significantemente em
ambos 0s grupos prenhes comparados aos seus respectivos controles. No
entanto, a dexametasona nao apresentou nenhum efeito adicional
(Figura 3f) (n=32-38; p<0,05).
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Figura 3 - Concentragdes de glicose sanguinea e triacilglicerol plasmético em
ratas prenhes controles e tratadas com dexametasona.

Concentragoes de glicose sanguinea no 13° dia de gestacdo (a) e ao 20° dia de
gestacdo (b); valores de glicose sanguinea durante um ipGTT (c); ASC para
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glicose sanguinea durante um ipGTT (d); concentragbes de triacilglicerol
plasmético no 13° dia de gestacdo (e) e 20° dia de gestacdo (f) em ratas tratadas
com dexametasona 0,2 mg/Kg/dia diluida na agua de beber durante o 14° até o
19° dia de gestagdo (ou dias equivalentes para ratas virgens). Resultados séo
expressos como média =+ EPM para ‘a’, ‘c’, ‘d’ e ‘e’ e como mediana *
intervalo interquartil para ‘b’ e “f>. Asterisco (*) indica diferenca significativa
entre grupos de ratas prenhes vs grupos ratas virgens. Utilizado ANOVA de
uma via seguido de post test de Tukey para ‘a’, ‘¢’, ‘d’ e ‘e’ e Kruskal-Wallis
com post test de Dunn para ‘b’ e ‘>, n=7-8, p<0,05. ASC - area sob a curva
ipGTT — teste intraperitoneal de tolerancia a glicose.

4.3 AVALIACAO DE PARAMETROS FUNCIONAIS DO
METABOLISMO LIPIDICO E MORFOMETRIA DO TECIDO
ADIPOSO

Considerando que as ratas prenhes apresentaram valores
elevados de triacilglicerol plasmatico, seguimos com a avaliacdo da
tolerancia aos lipideos, exportacio e depuracdo hepatica de
triacilglicerol. O teste de toleréncia aos lipideos revelou incremento nos
valores de triacilglicerol apés a administracdo do bolus oral de azeite de
oliva em todos os grupos avaliados, sendo a intolerancia aos lipideos
observada entre os grupos de ratas prenhes em comparacao as virgens. A
dexametasona promoveu intolerancia aos lipidios no grupo de ratas
virgens compara¢do ao grupo de ratas virgens controles (Figura 4b e 4c).
(n=9-15; p<0,05). Os grupos CP e DP apresentaram valores basais de
triacilglicerol elevados em relacdo aos grupos CV e DV (201+33,
308+32, 556 e 81 + 12 mg/dL, respectivamente) (n=9-15; p<0,05) e
esta elevacdo persistiu por 240 min apos a sobrecarga de lipideos (n=9-
15; p<0,05) (Figura 4a). Os valores da ASC durante o0 oTTL foram 2,3 e
1,95 vezes maiores nos grupos CP e DP em relacgdo aos grupos CV e DV
respectivamente (n=9-15; p<0,05) Embora néo foi observado efeito da
dexametasona sobre a tolerncia aos lipidios no grupo DP quando
avaliamos o0s quatro grupos conjuntamente (ANOVA), quando
analisamos 0s grupos CP vs. DP isoladamente (teste ‘t’) podemos
observar que ha um aumento significativo das concentracdes de
triacilglicerol desde o momento basal at¢ o minuto 180 apds a
administracdo do azeite de oliva (Figura 4d). Constatada a alteragdo na
tolerancia aos lipideos, seguimos com a avaliagdo da exportacdo
hepética e depuragdo plasmatica do VLDL apés inibicdo da LPL como
composto P407. A curva de acumulo do triacilglicerol plasmatico
apresentou valores elevados de triacilglicerol plasmatico, porém
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similares, em todos 0s quatro grupos apds a administracdo do composto
(n=8-9; p<0,05) (Figura 4e). Os valores basais elevaram
significantemente nos grupos CP e DP em relagéo aos grupos CV e DV
(72+7,0, 78+9,0, 246119 e 257428 mg/dL para CV, DV, CP e DP,
respectivamente) e aumentaram expressivamente nas horas subsequentes
a administracdo do composto P407, com valores finais de 1.173+159,
1.461+211, 1.617473 e 1.180+172 mg/dL para CV, DV, CP e DP,
respectivamente (n=7-10, NS) (Figura 4e). O célculo para a producéo de
triacilglicerol hepatico ndo revelou alteracdo significante por efeito do
tratamento com a dexametasona ou pela gestacdo (Figura 4f) (n = 8-9;
NS). A depuracdo plasmética de triacilglicerol plasmético reduziu
significantemente em ambos 0s grupos prenhes comparados com 0s
grupos de ratas virgens (Figura 4g) (n=8-9; p<0,05). Novamente, 0
tratamento com a dexametasona ndo causou nenhum impacto nesse
parametro. O conteldo de triacilglicerol hepatico, coletado
imediatamente apds o término do teste, aumentou significantemente no
grupo DV em relacdo aos demais grupos (n=9-10; p<0,05) (Figura 4h).
Em seguida nds avaliamos o perimetro dos adipdcitos para investigar se
houve associagdo entre a elevacdo nas concentracdes de triacilglicerol
plasmatico e hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipdcitos no tecido
adiposo perigonadal. A média do tamanho dos adip6citos, baseado no
perimetro, foi similar entre os quatro grupos (Figura 5a,b) (n = 5-7; NS).
Para melhor caracterizar a morfologia do tecido adiposo, os adipécitos
foram subcategorizados em quatro tamanhos: pequeno (<200 pm),
médio (200-300 um), grande (300-400 um) e extra grande (>400 um).
Mesmo apo6s as subdivisbes, ndo foi evidenciada nenhuma alteracdo nas
subcategorias nos quatro grupos experimentais, seja por efeito da
prenhez ou pelo tratamento com a dexametasona (Figura 5c).
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Figura 4 - Teste oral de tolerancia aos lipideos; exportagdo hepatica e
depuracdo plasmatica de triacilglicerol em ratas prenhes controles e tratadas
com dexametasona.

Valores de triacilglicerol plasmético durante um oTTL (5 mL/Kg, p.c.) no 20°
dia de gestagdo (a) ASC para triacilglicerol plasméatico durante um oTTL (b),
Valores de triacilglicerol plasmético durante um oTTL (5 mL/Kg, p.c.) no 20°
dia de gestacdo para os grupos de ratas virgens (c) e Valores de triacilglicerol
plasmatico durante um oTTL (5 mL/Kg, p.c.) no 20° dia de gestagdo para 0s
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grupos de ratas prenhes (d). Valores de triacilglicerol plasmatico durante quatro
horas consecutivas ap6s administracdo de Poloxamer (1 g/Kg, p.c.) no 20° dia
de gestacdo (e) Liberagdo hepatica de triacilglicerol (f) Depuragdo plasmatica de
triacilglicerol (g) e Contetido hepéatico de triacilglicerol (h) ap6s horas
consecutivas ap6s administracdo de Poloxamer (1 g/Kg, p.c.) no 20° dia de
gestacdo em ratas tratadas com dexametasona 0,2 mg/Kg p.c. diluida na 4gua
de beber durante o0 14° até o 19° dia de gestacgao (ou dias equivalentes para ratas
virgens) . Resultados sdo expressos como média + EPM para ‘b’ e como
mediana + intervalo interquartil para ‘a’, ‘c’, ‘d’, ‘e’ ‘>, ‘g’ e ‘h’. Asterisco (*)
indica diferenga significativa entre grupos de ratas prenhes vs grupos ratas
virgens e Cerquilha (#) indica diferenca significativa entre grupo tratado com
dexametasona vs grupo controle. Utilizado ANOVA de uma via seguido de post
test de Tukey para ‘b’ e Kruskal-Wallis com post test de Dunn para ‘a’,‘c’, ‘d’,
‘e’ ‘P, ‘g’ e ‘h’. n=7-8, p<0,05. ASC - &rea abaixo da curva; oTTL — teste oral
de toleréncia aos lipideos.
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Figura 5 - Perimetro dos adip6citos do tecido adiposo perigonadal de ratas
prenhes controle de tratadas com dexametasona.

Imagem representativa dos adipécitos (a) Média do perimetro dos adipécitos (b)
Porcentagem da distribuicdo do perimetro em relagdo ao nimero de células
contadas (c) no 20° dia de gestagcdo em ratas tratadas com dexametasona 0,2
mg/Kg p.c. diluida na agua de beber durante o 14° até o 19° dia de gestagdo (ou
dias equivalentes para ratas virgens) . Resultados sdo expressos como média +
EPM. Utilizado ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey, n=7-8, NS.
Sec0es foram coradas com hematoxilina & eosina.

4.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS E METABOLICOS POS-
EUTANASIA
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A fim de verificar se as alteracGes tipicas causadas pelo tratamento com
a dexametasona em ratas virgens poderiam também ocorrer em ratas
prenhes nds avaliamos alguns parametros bioquimicos e metabdlicos.
As ratas prenhes e virgens tratadas com dexametasona exibiram
aumento no conteudo de glicogénio hepatico (Tabela 3) (n=7-16;
p<0,05). A massa relativa do tecido perigonadal e omental foram
similares entre os quatro grupos, em contrapartida, a massa relativa do
tecido retroperitoneal reduziu nas ratas virgens apds o tratamento com a
dexametasona (n=7-16; p<0,05). A massa relativa da glandula adrenal
(somente nas ratas prenhes) e a massa esplénica (em ambas prenhez e
virgens) foram reduzidas apds o tratamento com a dexametasona
(Tabela 3) (n=7-16; p<0,05). O tratamento com a dexametasona
também resultou em hiperinsulinemia e elevagéo do colesterol total e do
HDL plasmaticos em ambos 0s grupos prenhes e virgens (n=7-9;
p<0,05). A prenhez resultou em aumento nas concentragdes do
colesterol VLDL em ambos os grupos CP a DP (Tabela 3) (n=7-9;
p<0,05). O contetdo de triacilglicerol hepatico ndo foi alterado pelo
tratamento com a dexametasona, mas foi reduzido no grupo CP (Tabela
3) (n=7-9; p<0,05). A liberagdo de glicerol foi similar entre os quatros
grupos (Tabela 3) (n = 5-7, NS). O indice HOMA, um método que
prediz a sensibilidade a insulina alterada, foi elevado em ambos o0s
grupos tratados com a dexametasona (Tabela 3) (n=7-9; p<0,05). As
concentracdes de albumina plasmatica aumentaram nos grupos tratados
com a dexametasona em relacdo aos seus respectivos grupos controle
(Tabela 3) (n=7-9; p<0,05).

Tabela 3- Massa dos 6rgédos, dados plasmaticos e metabolicos no 20°
dia de gestacéo.

CcV DV CP DP
'Figado 3.0+0.3 3.7+¢0.5" 3.0¢0.3 3.7+0.
3 #
'Gordura 1.4+0.4 0.9+0.4" 1.5+0.2 1.3+0.
retroperitoneal 3
'Goordura 1.8+0.8 1.3+0.6 1.8+0.4 1.7+0.
gonadal 5
Gordura 132455 133462 153+34 143+7

omental 1
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glicerol

|*HOMA-IR
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23528
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121[103;143]

57[48;72]

29[24;33]*

3,5+0,12

0.4[0.20;0.72]

5.2+1.5*

2.2[2.0;6.7]

1.6£[0.27;2.9]

1.48[1
.2;1.6]
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!(g/100 g p.c.); 2 (mg/100 g p.c.); > (pg/mL); * (mg/dL); °(g/dL); ®(mg/g tecido);
"(Wg tecido.h™); ® ler métodos para maiores detalhes. Resultados sdo expressos
como média + EPM para “*° e mediana + intervalo interquartil para %%
Asterisco (*) indica diferencga significativa entre grupos de ratas prenhes vs
grupos ratas virgens e Cerquilha (#) indica diferenca significativa entre grupo
tratado com dexametasona vs grupo controle. Utilizado ANOVA de uma via
seguido de post test de Tukey para “*° e Kruskal-Wallis com post test de Dunn
para ***"® n=6-9, p<0,05.

4.5 ANALISE DA EXPRESSAO DE RNAm POR PCR EM TEMPO
REAL DE GENES ENVOLVIDOS NO METABOLISMO LIPIDICO

Em seguida nés avaliamos os genes envolvidos na via lipogénica. A
expressdo da SREBP1,0 gene que codifica a proteina ligada ao
elemento regulador de esteroides 1c e a FASN, que codifica a &cido
graxo sintase, ndo foram alteradas por efeito do tratamento com a
dexametasona ou pela gestacdo, tanto no figado (Figuras 6 a; c,
respectivamente) (n = 7-9; NS) como no tecido adiposo perigonadal
(Figuras 7 a; c respectivamente) (n = 4-7; NS). No entanto, 0 gene para
a ACC, que codifica a acetil CoA-carboxilase, foi suprarregulado no
tecido hepatico (Figura 6 b) e tecido adiposo perigonadal (Figura 7 b)
nas ratas virgens tratadas com a dexametasona (n=6-9; p<0,05). O
DGAT2, um gene que codifica a isoenzima O-aciltransferase 2 foi
suprarregulado no figado de ratas prenhes tratadas com dexametasona
(Figura 6 d) (n=6-12; p<0,05), mas ndo no tecido adiposo perigonadal
(Figura 7 d) (n = 4-7; NS).

Em seguida nos avaliamos a expressdo de genes relacionados com a
montagem e depuracgdo hepética do triacilglicerol. A expressdo do gene
que codifica a proteina de transferéncia microssomal (MTTP) e a ApoB,
duas proteinas envolvidas na montagem do triacilglicerol, ndo foram
alteradas pelo tratamento com a dexametasona ou pela gestacao (Figuras
6 e,f respectivamente) (n = 7-12; NS). Do mesmo modo, a expressdo
dos genes que codificam dois receptores hepaticos, a proteina
relacionada ao receptor de LDL (LRP) e o receptor de LDL (LDL-R)
também ndo foram alterados em nenhum dos grupos (Figuras 6 g,h
respectivamente) (n =7-9; NS).

A expressdo da FOXO1, um gene relacionado com a regulacdo da
gliconeogénese foi suprarregulado no figado em ambos os grupos
tratados com dexametasona (Figura 6 i) (n=7-11; p<0,05). A expressdo
do gene que codifica para a cinase fosfatase 3 da proteina ativada por
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mitégenos (MKP-3), que desfosforila e ativa a FOXOL1, néo foi alterada
no tecido hepético de nenhum dos grupos (Figura 6 j) (n = 8-10; NS). A
expressdo do gene para 0 GR, conhecido por ser regulado positivamente
pelo MKP-3 no figado, ndo foi alterada nem por efeito do tratamento
com a dexametasona nem por efeito da gestacdo (Figura 6 k) (n =7-8;
NS). No tecido adiposo perigonadal nenhum desses genes tiveram suas
expressbes alteradas dentre os quatro grupos (Figuras 7 i; j; k
respectivamente) (n = 4-8; NS). Finalmente, a expressdo do gene para a
proteina cinase B (PKB) néo foi alterada tanto no figado como no tecido
adiposo perigonadal em nenhum dos quatro grupos (Figuras 6 1 e 7 1
respectivamente) (n = 4-7; NS).
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Figura 6 - Expressdo do RNAm de genes envolvidos no metabolismo lipidico
no figado.

Expressdo do RNAm para a SREBP1 (a); FASN (b); ACC (c); DGAT2 (d);
MTTP (e); ApoB (f); LRP (g); LDL-R (h); FOXOL1 (i); MKP-3 (j); GR (K);
PKB (l) em figado de ratas tratadas com dexametasona 0,2 mg/Kg p.c. diluida
na agua de beber durante o 14° até o 19° dia de gestacdo (ou dias equivalentes
para ratas virgens) . Resultados sdo expressos como mediana * intervalo
interquartil. Cerquilha (#) indica diferenca significativa entre grupo tratado com
dexametasona vs grupo controle. Utilizado Kruskal-Wallis com post test de
Dunn (n=4-12; p<0,05).
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Figura 7 - Expressdo do RNAm de genes envolvidos no metabolismo
lipidico no tecido adiposo perigonadal.

Expressdo do RNAm para a SREBP1 (a); FASN (b); ACC (c); DGAT2 (d);
FOXO1 (e); MKP-3 (f); GR (j); PKB (k) em tecido adiposo perigonadal de
ratas tratadas com dexametasona 0,2 mg/Kg p.c. diluida na 4gua de beber
durante o 14° até o 19° dia de gestagdo (ou dias equivalentes para ratas virgens).
Resultados s&o expressos como mediana * intervalo interquartil. Cerquilha (#)
indica diferenca significativa entre grupo tratado com dexametasona vs grupo
controle. Utilizado Kruskal-Wallis com post test de Dunn (n=4-12; p<0,05).
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4.5 PARAMETROS METABOLICOS POS-TERMO E DADOS DA
PROLE

Para verificar se o tratamento com dexametasona durante a gestacdo
poderia resultar em prejuizos no metabolismo materno ap6s o periodo
pés-termo, ndés observamos alguns pardmetros maternos durante a
lactacdo e aos 3 e 6 meses ap6s 0 desmame. A interrup¢do do tratamento
com a dexametasona, que coincidiu com o término da gestacdo, resultou
em recuperacdo do peso corporal comparado ao grupo CP (Figura 8 a)
(n = 7-8). As concentragdes de triacilglicerol plasmatico retornaram aos
valores basais trés dias ap6s o parto e permaneceram inalterados até 6
meses apds o desmame em ambos os grupos prenhes (Figura 8 b) (n =
7-8). As concentracGes de glicose sanguinea em jejum e a tolerancia a
glicose permaneceram inalteradas 6 meses apds o desmame em ambos
0s grupos (Figuras 8 c; d respectivamente) (n = 7-8; NS). O contetdo de
glicogénio hepatico retornou aos valores dos grupos controles em ambos
0s grupos tratados com dexametasona (Figura 8 €) (n = 7-8; NS) e 0
triacilglicerol hepatico reduziu no grupo CP comparado ao grupo CV
(Figura 8 f) (n=6-8; p<0,05).

O tratamento com dexametasona ndo afetou a duracdo da gestagdo ou o
numero total de neonatos (Figura 9 a; b respectivamente) (n=7-8; NS).
Como previamente demonstrado (FIELDS et al., 2006) a administragdo
de dexametasona durante o terco final da gestacdo promoveu reducdo
significante do peso corpdreo da prole, comparado com o peso da prole
das ratas controle prenhes (Figura 9 ¢) (n=7-8; p<0,05). Ainda, 0
tratamento com a dexametasona, na dose utilizada neste estudo, foi
deletéria e resultou em 6bito de 100% da prole dentro de trés dias ap6s o
parto (Figura 9 d) (n=7-8; p<0,05). O Quadro 1 mostra um resumo de
todas as alteracBes causadas pela prenhez e pelo tratamento com a
dexametasona.
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Figura 8 - Paré@metros metabolicos das ratas até seis meses ap6s o desmame.

Média do peso corporal (a); concentragdo de triacilglicerol plasmético durante a
gestacdo, lactacdo e pds-desmame (b); valores da glicose sanguinea durante um
ipGTT (c); ASC para valores de glicose sanguinea durante um ipGTT (d);
contetdo de glicogénio hepatico (e) e triacilglicerol hepatico (f) seis meses apos
0 desmame de ratas tratadas com dexametasona 0,2 mg/Kg p.c. diluida na agua
de beber durante o0 14° até o 19° dia de gestacéo (ou dias equivalentes para ratas
virgens) . Resultados séo expressos como média £ EPM para ‘a’, ‘b’, ‘¢’ e ‘d’,
e como mediana + intervalo interquartil para ‘e’. Asterisco (*) indica diferenca
significativa entre grupos de ratas prenhes vs grupos ratas virgens e Cerquilha
(#) indica diferenca significativa entre grupo tratado com dexametasona vs
grupo controle. Utilizado ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey
para ‘a’, ‘b’, ‘¢’ e ‘d’ e Kruskal-Wallis com post test de Dunn para ‘e’ n=7-8,
p<0,05. ASC - area abaixo da curva; oGTT — teste oral de tolerancia a glicose.
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Média do periodo gestacional (a); nimero de neonatos (b); peso corpdreo dos
neonatos (c); % de 6bito dos neonatos (d) de ratas tratadas com dexametasona
0,2 mg/Kg p.c. diluida na 4gua de beber durante o0 14° até o 19° dia de gestacao.
Resultados séo expressos como média £ EPM. Cerquilha (#) indica diferenca
significativa entre grupo tratado com dexametasona vs grupo controle. Utilizado
ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey,n=7-8, p<0,05.

Quadro 1- Sumario das alteragdes causadas pela prenhez e pelo tratamento com
a dexametasona no terco final da gestagdo sobre os pardmetros avaliados

Parametro avaliado CV | DV |CP|DP
Peso corp6reo - ! 1 -
Consumo de ragéo - ! - -
Glicemia 13° dia de gestacdo - - l l
Glicemia 20° dia de gestacédo - - - -
Tolerancia a glicose - - - -
Triacilgliceridemia 13° dia de gestagdo - - - -
Triacilgliceridemia 20° dia de gestacdo - - 1 1
Tolerancia aos lipideos - ! ! !
Exportacdo de VLDL hepético (pés P407) - - - -
Depuracdo plasmética de triacilglicerol (pds P407) - - ! !
Conteudo de gordura hepética (pds P407) - 1 - -
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Dados pés-eutanasia

Tamanho e ndmero de adipécitos (gordura - - - -
perigonadal)
Colesterolemia total - 1 - 1
Colesterolemia HDL - 1 - 1
Insulinemia - 1 - 1
indice HOMA - 1 - 1
Contetdo de gordura hepética - - - -
Conteudo de glicogénio hepatico - 1 - 1
Liberacdo de glicerol (gordura perigonadal) - - - -
Massa dos 6rgéos
Figado - 1 - 1
Tecido adiposo retroperitoneal - l - -
Baco - ! -
Adrenais - - - l
Alteracdo na expressao génica
ACC (figado e tecido adiposo) - 1 - -
DGAT?2 (figado) - - - 1
FOXO1 (figado) - 1 - 1
Dado da prole
Massa corpérea INAINAT | | |
Parametros metabdlicos e bioquimicos 6 meses ap6s o desmame

Massa corpérea NA | NA | - -
Glicemia NA | NA | - -
Toleréncia a glicose NA | NA | - -
Triacilgliceridemia NA | NA | - -
Contetdo de glicogénio hepético NA | NA | - -
Conteudo de gordura hepética NA | NA | | -

NA ndo se aplica; - sem alteragdes; | reducdo; T aumento.
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5 DISCUSSAO

A hipertriacilgliceridemia é uma caracteristica comum durante
o terco final da gestacdo onde as concentracdes de triacilglicerol
circulantes aumentam ao longo do segundo e, especialmente no terceiro
trimestre e diminuem apds o parto, como pode ser observado tanto em
mulheres (KNOPP et al., 1986; ALVAREZ et al., 1996) como em ratas
(BOSCH; CAMEJO, 1967; OTWAY; ROBINSON, 1968).

O tratamento com GCs, dependendo da dose e do tempo de
administragdo, promove aumento das concentracdes de triacilglicerol
entre outros efeitos adversos (PECKETT; WRIGHT; RIDDELL, 2011,
PASIEKA; RAFACHO, 2016). Neste presente estudo, demonstramos
gue a exposicdo a dexametasona nos uUltimos seis dias da gestacdo de
ratas ndo exacerbou as concentragdes basais de triacilglicerol plasmético
e ndo causou nenhum prejuizo nos parametros metabolicos avaliados até
seis meses ap6s o desmame. Por meio de testes funcionais (teste de
tolerancia aos lipideos, exportacdo e depuracdo hepéatica de VLDL),
pudemos observar que a concentracdo elevada de triacilglicerol
observada nas ratas prenhes ocorreu mais provavelmente devido a
menor depuracdo de triacilglicerol plasmatico do que por um aumento
na exportacdo hepética de triacilglicerol e/ou 0 aumento da liberacdo de
glicerol pelo tecido adiposo.

No que diz respeito a interpretacdo dos resultados de massa
corpdrea, 0 tratamento com a dexametasona reduziu a massa corporea
nas ratas virgens e aboliu 0 ganho de massa nas ratas prenhes, o que
ocorreu em paralelo com a reducdo do consumo de racdo em ambos 0s
grupos. Estes dados estdo em acordo com publicagdes prévias tanto em
ratos (CAPERUTO et al., 2006, RAFACHO et al., 2010a) como em
ratas (Dos SANTOS et al., 2014; BATTISTON et al., 2017). Um fator
que pode explicar, pelo menos em partes, esse comportamento
anorexigeno e, consequentemente, a perda de massa corpérea se da pela
elevacdo das concentracdes de insulina e leptina plasmaticas, dois
hormdnios com acdo anorexigena e que sdo regulados positivamente
pelos GCs (CALDEFIE-CHEZET et al., 2001). Ratas da linhagem
Sprague Dawley tratadas com dexametasona na dose de 1,5 mg/kg, via
intraperitoneal, durante trés, cinco e sete dias (diferentes grupos de
tratamento) desenvolveram anorexia transitoria do dia trés ao dia cinco
de tratamento (somente nas ratas de 3 meses) e anorexia persistente, até
o dia sete (nas ratas de 24 meses, consideradas idosas) (CALDEFIE-
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CHEZET et al., 2001). Esses resultados se relacionaram com
hiperleptinemia e resisténcia a insulina. De fato, embora ndo avaliamos
as concentracBes de leptina em nossos animais, ambos os grupos de
ratas tratados com dexametasona apresentaram concentragdes de
insulina plasmatica elevadas (Tabela 2). Outro fator a ser levado em
consideragcdo no que tange a perda de massa corpérea é 0 aumento do
catabolismo proteico. O catabolismo proteico pode ser observado por
meio de aumento da albuminemia observada nos grupos tratados com
dexametasona em relacdo a seus respectivos controles. A via da
ubiquitina é o principal sistema de degradacéo de proteinas miofibrilares
e 0 tratamento com GCs causa aumento na expressao génica da
ubiquitina, resultando assim em aumento da protedlise (DARDEVET et
al., 1995; WING et al., 1995; AUCLAIR et al., 1997). De fato, em
estudo realizado por Chrysis e Underwood (1999) corroboram nossos
achados. Em seu estudo, ratos que receberam tratamento com
dexametasona (5 mg/Kg/dia, durante 3 dias) apresentaram reducdo de
14,6% do peso corp6reo em relagdo ao grupo controle.

E importante salientar que a massa corporal das ratas prenhes
tratadas com dexametasona ndo foi reduzida, primeiramente pela
presenca dos fetos, mas também pelo estado orexigeno conduzido pelos
hormdnios maternos. A progesterona e prolactina induzem hiperfagia
por um mecanismo direto e indireto, durante a gestacdo (STRADER;
BUNTIN, 2003; AUGUSTINE; GRATTAN, 2008; TRUJILLO et al.,
2011). O aumento na ingestdo de comida no inicio da gestagdo, antes da
elevacdo nas concentracOes séricas de leptina, pode ser resultado das
acOes diretas da progesterona e prolactina sobre o neuropeptideo Y e/ou
peptideo relacionado ao Agout, no hipotdlamo. Ap6s o tergo médio da
gestacdo, as concentrages plasmaticas de leptina se elevam devido ao
aumento da sintese pelo tecido adiposo e placenta. No entanto, sua agéo
anorexigena sobre a expressdo de genes hipotalamicos é atenuada pelos
hormdnios lactogénicos em partes pela redugdo do seu transporte pela
barreira hematoencefalica e pela reducdo da expressdo da pro-
opiomelanocortina (TRUJILLO et al., 2011 ). Assim, no terco final da
gestacdo, se instala um quadro de resisténcia hipotalamica a leptina que
favorece maior apetite e ingestdo caldrica (DOUGLAS; JOHNSTONE;
LENG, 2007; NEWBERN; FREEMARK, 2011). De fato, Douglas;
Johnstone; Leng (2007) demonstraram que no tergo final gestacional,
mais especificamente no 21° dia de gestagdo, a ingesta aumenta em
torno de 60 % nas ratas. Newbern; Freemark (2011) demonstraram que
o crescimento fetal é regulado por horménios hipofisarios maternos e
placentarios; que o GH placentario mobiliza nutrientes para o
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crescimento fetal por meio da inducdo da Rl materna; que a prolactina e
hPL promovem expansdo das células beta pancreéaticas e producdo de
insulina que regulara a homeostase glicémica; e, que uma desregulacao
no GH placentario e/ou no hPL pode impactar negativamente no
crescimento fetal e na fun¢do metabdlica pds-natal.

A homeostase glicémica, haja vista a normotolerancia a glicose
e a normoglicemia, ndo sofreu grandes impactos durante a gestagdo nem
pelo tratamento com dexametasona. A auséncia do efeito do GC sobre a
glicemia em jejum pode ser devida a hiperinsulinemia compensatoria
observada em ambos 0s grupos e esta de acordo com estudos prévios em
ratos tratados com a dexametasona (0,1 e 0,5 mg/Kg p.c) por 5 dias
consecutivos. (RAFACHO et al., 2008b). Embora o tratamento com
dexametasona normalmente resulte em intolerancia a glicose, ocorrem
ajustes compensatérios adaptativos que incluem a hipersecrecdo de
insulina em resposta a glicose (KARLSSON et al., 2001; NOVELLI et
al. 2009; RAFACHO et al., 2010b). Karlsson et al. (2001), em estudo
utilizando ratas Sprague Dowley tratadas com dexametasona na dose de
2 mg/Kg, via intraperitoneal, durante 12 dias consecutivos, observaram
que ilhotas isoladas de animais com RI, a resposta da insulina a 3,3 mM
ou 8,3 mM de glicose foi trés vezes maior durante a perfusdo em
comparagdo com 0s grupos controle. Também mostraram que as ilhotas
de ratas tratadas com o GC ficaram mais sensiveis e mais responsivas a
glicose. No mesmo sentido, Rafacho et al. (2010b) demonstraram que
ratos Wistar tratados com dexametasona na dose de 1 mg/Kg, via
intraperitoneal, durante 5 dias consecutivos, apresentaram aumento na
sensibilidade a glicose nas células B e que essa alteragdo esta
relacionada com a funcdo mitocondrial aumentada, com interagfes na
sinalizagdo envolvendo célcio e envolvimento da via PLC/PKC. Ainda,
estudo de Dos Santos et al (2014) em que ratos e ratas Wistar adultos (3
meses) e idosos (12 meses) foram tratados com dexametasona na dose
de 1 mg/Kg, via intraperitoneal, durante 5 dias consecutivos,
demonstrou que somente as ratas fémeas adultas ndo se tornaram
intolerantes a glicose. De acordo com os autores, as ratas fémeas adultas
(mas ndo as de 12 meses) estdo protegidas da intolerdncia a glicose
devido a uma maior capacidade de secregdo de insulina pelas células B
pancreaticas.

E sabido que no terco final da prenhez ha reducdo da
sensibilidade a insulina com consequente aumento da massa de células 3
pancreaticas e aumento da sintese e secrecdo de insulina estimulada pela
glicose, regulada principalmente pelos horménios prolactina e hPL
(CATALANO; DRAGO; AMINI, 1998; AMARAL et al., 2004). Juntos,
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esses fatores resultam em aumento da secre¢do de insulina, que poderia
explicar a tolerdncia normal & glicose durante a gestacdo (KNOPP et al.,
1981). Neste sentido, Amaral et al. (2004) demonstraram o
envolvimento da via da fosfatidil inositol 3 cinase (PI3K) e da proteina
cinase ativada por mitdgenos (MAPK) no desenvolvimento e
crescimento das ilhotas pancreaticas em ratas prenhes. Esses autores
demonstraram um aumento na expressdo proteica de PKB e p70°°¢ (via
da PI3K) e SHC (via da MAPK). Ainda, observaram que essa cascata de
sinalizacdo é regulada por sinalizagdo envolvendo a prolactina; dessa
forma, essas vias participam no aumento da massa das ilhotas e na
sensibilizagdo a glicose durante a prenhez.

Com relacdo & homeostase lipidica é de conhecimento que
ocorre aumento nas concentracfes de triacilglicerol plasmatico durante o
terco final da gestacdo tanto em mulheres (KNOPP et al., 1986;
ALVAREZ et al.,, 1996) como em ratas (BOSCH; CAMEJO 1967,
OTWAY; ROBINSON, 1968). As ratas dos grupos CP de DP
desenvolveram marcante hipertriacilgliceridemia em nosso estudo
revelando auséncia de efeito sinérgico do GC nesse contexto. A
elevacdo das concentracdes de triacilglicerol plasmatico no terco final
da gestacdo pode ser o resultado de um ou mais mecanismos como:
aumento da exportacdo hepatica; diminuicdo da depuragdo plasmaética
(ROBINSON, 1963) ou aumento da lipolise periférica (ALVAREZ et
al., 1996). Apesar do triacilglicerol plasmatico basal ndo ter sido
grandemente influenciado pelo GC o mesmo néo foi observado no teste
oral de tolerancia aos lipidios (TTL). No TTL pudemos observar um
efeito tanto da prenhez quanto do tratamento com o GC, que resultaram
em intolerancia aos lipidios. Isso é provavelmente resultado da reducéo
da atividade da LPL do tecido adiposo, principal enzima responsavel
pela depuracdo plasmatica de triacilglicerol (PICARD et al., 1999).
Esses dados sdo corroborados por varios estudos que demonstram uma
redugdo da acdo da LPL do tecido adiposo em ratas prenhes e redugao
da atividade da LPL no plasma ap6s administracdo de heparina em
mulheres durante o terco final/terceiro trimestre da prenhez/gravidez
(OTWAY; ROBINSON, 1968; HERRERA, 2002). De fato, Otway;
Robinson (1968), utilizando ratas Wistar prenhes, demonstraram que a
concentracdo de triacilglicerol plasmatico aumenta a um maximo de 2-4
dias antes do parto, havendo um répido declinio em sua concentragéo
plasmética chegando a valores basais proximo ao parto e que este
aumento esta relacionado com menor atividade da enzima LPL do tecido
adiposo, ndao havendo compensacdo por outros tecidos extra-hepaticos,
como o0s pulmdes, coracdo ou diafragma. Quando observado o efeito
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isolado da dexametasona sobre a tolerancia aos lipidios observamos que
esta também estava reduzida em ambos 0s grupos. Esses resultados sdo
corroborados por Bagdade et al., (1976) que utilizou ratos machos
adultos recebendo injegBes intramusculares de dexametasona (0,125
mg/Kg) diariamente durante duas semanas. Neste estudo, os ratos
tratados com dexametasona apresentaram elevadas concentragGes de
triacilglicerol plasmatico e este aumento esteve relacionado a redugéo da
remocdo de VLDL devido a reducdo da atividade da LPL do tecido
adiposo. Esta observacdo estd em acordo com estudos realizados em
humanos tratados com GCs em que foi avaliado a atividade lipolitica da
LPL apds a administracdo de heparina e foi observado reducdo da
atividade da LPL do tecido adiposo associada com aumento das
concentracbes de VLDL plasméaticas (STERN et al., 1972;
CASARETTO etal., 1974).

A lipdlise, baseada na liberacdo basal de glicerol manteve-se
similar entre todos os grupos, sugerindo que esse fator ndo influenciou a
hipertrigliceridemia em nossos animais (Tabela 2). A auséncia de
alteracdo na liberacéo basal de glicerol pelo tecido adiposo neste estudo
pode estar relacionada a baixa dose de dexametasona administrada.
Estudos em ratos tratados com dexametasona demonstram aumento da
atividade lipolitica do tecido adiposo; no entanto, esses estudos foram
realizados em contextos distintos, como doses mais elevadas (1 mg/Kg
por 5 dias consecutivos, BARBOSA et al., 2016) e/ou periodo
prolongado (0,5 mg/Kg por 15 dias consecutivos). Além disso, a taxa de
producdo hepdtica de triacilglicerol e seu aparecimento na circulacéo,
calculada durante o tratamento com o composto P407 (inibidor de LPL),
ndo revelou diferenca entre os grupos. Este resultado foi corroborado
pela expressdo inalterada de genes que codificam enzimas cruciais
envolvidas na via lipogénica (SREBP1, FASN) e na montagem de
VLDL (MTTP, ApoB). De fato, estudos prévios ja demonstraram que o0
tratamento com a dexametasona ndo afeta a expressdo de ApoB
(STAELS et al., 1991) e MTTP no figado(LU et al., 2002). Apesar de
estudos in vitro e in vivo demonstram que os GCs estimulam a
lipogénese por regular positivamente a expressdo de enzimas envolvidas
na sintese dos lipidios, como a ACC, FASN e DGAT 1 e 2
(DOLINSKY et al., 2004; WANG et al., 2004; GATHERCOLE et al.,
2011; LEE et al., 2011), ndo encontramos nenhuma alteracdo nos
demais genes relacionados a sintese de triacilglicerol, exceto pela
suprarregulacdo hepatica da DGAT2 no grupo DP. Essas divergéncias
podem estar relacionadas aos contextos em que 0s protocolos
experimentais foram realizados. Estudo de Xu; Rooney (1997)
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demonstrou que a dexametasona aumenta a expressdo da FASN, no
entanto o ensaio foi realizado em cultura de pulméo fetal durante 44 h
com uma dose de 100 mM de dexametasona, contexto bem diferente do
realizado no presente estudo. No entanto, em ambos 0s grupos de ratas
prenhes, a depuracdo plasmatica de triacilglicerol, obtidos durante o
experimento com o composto P407, foi reduzida, o que demonstra uma
habilidade prejudicada do figado em remover o triacilglicerol da
circulacdo. Embora os receptores LDL-R E LRP, responsaveis em parte
pela depuragdo de remanescentes de VLDL e quilomicrons ndo tiveram
alteracdo na expressdo génica em nenhum dos grupos avaliados, a
apolipoproteina E (ApoE) pode estar envolvida na redugdo da depuracdo
plasmética de triacilglicerol (MCGLADDERY; FROHLICH, 2001).

A ApoE desempenha um importante papel na regulacdo do
metabolismo dos quilomicrons, VLDL e HDL via seu receptor ApoE.
Este receptor é responséavel, em parte, pela captagdo do colesterol da
dieta na forma de quilomicrons remanescentes, depuracdo das
remanescentes de VLDL e remocao do excesso de colesterol de tecidos
periféricos através da depuracdo hepatica de HDL contendo ApoE. Uma
vez que durante a gestacdo/prenhez parece haver reducdo na atividade
da LPL, a conversdo de VLDL em remanescentes de VLDL pode estar
diminuida. Isto, por sua vez, reduziria a disponibilidade de substratos
ApoE e poderia reduzir a necessidade de captacdo de particulas contento
ApoE pelo figado (MCGLADDERY; FROHLICH, 2001).

A intolerancia aos lipideos observada durante o oTTL, que
sugere reducdo da atividade da LPL do tecido adiposo, juntamente a
reducdo da depuracdo plasmatica, explica ao menos em partes 0 motivo
da hipertriacilgliceridemia durante a gestacdo que se da, neste modelo,
em detrimento de outros fatores, como aumento na exportagdo hepética
de triacilglicerol e aumento da lipdlise.

Com relacdo aos parametros murinométricos e bioquimicos, 0s
dados obtidos apds a eutanasia confirmaram algumas alteragcdes que
ocorrem por efeito da exposicdo ao GC em excesso, como a atrofia do
baco e das adrenais (CHIMIN et al, 2014; MITEVSKA;
KOSTADINOVA-PETROVA; KOSTOVSKA, 2015; BATTISTON et
al., 2017), aumento da massa relativa do figado e aumento do contetido
de glicogénio hepatico e diminuicdo da massa da gordura retroperitoneal
(NUNES et al., 2013, GONCALVES-NETO et al., 2014; MOTTA et al.,
2014). Os GCs podem aumentar o conteldo de glicogénio hepatico
aumentando a atividade da glicogénio sintase  (RAY;
FOSTER; LARDY, 1964; de WULF; HERS, 1967, STALMANS;
LALOUX, 1979). A atividade desta enzima é regulada negativamente
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pela proteina cinase A (PKA) e pela
cinase da glicogénio sintase 3 (GSK3) que fosforilam e inativam a
glicogénio sintase (RYLATT et al., 1980; PUGAZHENTHI;
KHANDELWAL, 1995). Em contrapartida, a proteina fosfatase 1 (PP1)
promove sua desfosforilagdo e ativacdo (BRADY; NAIRN;
SALTIEL, 1997; PRINTEN; BRADY; SALTIEL, 1997). Estudos
sugerem que a
ativacdo da PP1 seja dependente dos GCs, embora 0 exato mecanismo
ndo esteja esclarecido (VANSTAPEL; DOPERE; STALMANS, 1980;
LALOUX; STALMANS; HERS, 1983). Ainda, as ratas tratadas com
dexametasona (virgens e prenhes) apresentaram aumento da expressao
de mRNA para a FOXO1 no figado. Este fator de transcricdo €
conhecido por regular positivamente a via gliconeogénica no figado
(NAKAE et al., 2001; MATSUMOTO et al., 2007) onde parte da sintese
de glicose a partir de substratos como glicerol, lactato e aminoacidos,
pode ser desviada para a glicogénese e contribuir com o aumento do
contetido de glicogénio hepatico. Embora estudos afirmem que os GCs
exercem atividade prd-lipogénica e adipogénica em tecido adiposo
visceral (GAILLARD et al., 1991), neste estudo, a adiposidade
perigonadal ndo foi alterada, a julgar pela massa da gordura perigonadal
e confirmada pela auséncia de alteragdes no tamanho dos adipécitos,
com base no perimetro do adipécito perigonadal (Figura 6). Essa
discordancia de resultados pode ocorrer, pelo menos em partes, devido
as condicfes em que a pesquisa foi reproduzida. Ao contrério de nosso
estudo, a maioria desses ensaios foi realizada em culturas primarias de
pré-adipécitos de ratos (WIEDERER; LOFFLER, 1987), camundongos
(CHAPMAN et al.,, 1985; GAILLARD et al., 1991) e humanos
(HAUNER et al., 1989).

As concentragdes de colesterol total e colesterol HDL
circulantes também foram elevadas nos grupos de ratas tratados com
dexametasona. Esta alteracdo pode ser parcialmente explicada pela a¢éo
genémica do GR sobre o promotor de Apol, como demonstrado em
estudos prévios realizados em humanos, que envolveu tratamento com
prednisolona oral 0,35 mg/Kg/dia, durante 14 dias (ETTINGER;
KLINEFELTER; KWITEROVITCH, 1987; ETTINGER; HAZZARD,
1988). Esta regulacdo positiva da Apol leva ao aumento da sintese e
secrecdo do colesterol HDL. O tratamento com dexametasona também
reduziu a sensibilidade & insulina conforme observado pelas elevadas
concentracdes de insulina plasmatica e corroborado pelo indice HOMA,
resultados que estdo de acordo com estudos anteriores realizados com
tratamento com GC (CAPERUTO et al., 2006; BUREN et al., 2008;
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RAFACHO et al., 2010b). Caperuto et al. (2006) investigaram o
contetdo e fosforilagcdo do receptor de insulina e de substratos do
receptor; além de sua associagcdo com a via da PI3K no tecido adiposo
de ratos machos tratados com dexametasona 1mg/kg via intraperitoneal
durante 5 dias consecutivos. Como resultado, observaram reducdo no
conteldo e fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2 e redugéo da associacdo coma
via da PI3K. Burén et al. (2008) em experimento realizado com ratos
Wistar machos, tratados com dexametasona na dose de 1 mg/kg, pela
via intraperitoneal, durante 11 dias consecutivos demonstraram que 0
tratamento com dexametasona diminui o conteldo da PKB e sua
fosforilagdo estimulada por insulina nos musculos e tecido adiposo
Além disso, demonstraram que o tratamento com dexametasona
aumenta a fosforilagcdo da GS nos musculos e diminui seu contetdo no
tecido adiposo. Sugerindo, portanto, o papel da PKB e da GS na Rl
induzida por dexametasona. Corroborando 0s autores supracitados
Motta et al., 2014 investigaram a fosforilacdo da PBK e do IRS1 em
tecido adiposo gonadal apds um bolus oral de glicose em ratos Wistar
tratados com dexametasona (1mg/Kg via intraperitoneal durante 5 dias
consecutivos) e observaram que ambas as proteinas tiveram suas
atividades reduzidas no tecido adiposo doa animais tratados com o GC.
As concentraces de triacilglicerol elevadas observadas no final
da gestacdo retornaram aos valores basais assim que iniciou a lactacéo e
permaneceram inalteradas até seis meses ap6s o desmame. Este processo
foi independente da presenca ou ndo da prole, uma vez que 0s neonatos
das prenhes tratadas com dexametasona morreram dentro de 3 dias ap0s
0 nascimento. O retorno aos valores basais do triacilglicerol plasmatico
foi previamente demonstrado em estudos envolvendo ratas (OTWAY;
ROBINSON, 1968; AGIUS et al., 1981) e mulheres (MONTES et al.,
1984; KNOPP et al., 1986; DESOYE et al., 1987). Estes estudos
sugerem que, imediatamente ap6s o parto, esta hipertriacilgliceridemia
materna diminui para os valores pré-gestacionais como resultado de uma
diminuicdo da taxa de entrada de triacilglicerol na circulagdo (AGIUS et
al., 1981) e pelo aumento da atividade LPL nas glandulas mamarias que
desvia o triacilglicerol do plasma que ird servir para a sintese do leite
materno (OTWAY; ROBINSON, 1968). Os fatores hormonais
responsaveis por essas alteracdes incluem declinio nas concentracdes de
progesterona plasmatica e aumento subsequente nas concentracdes de
prolactina que ocorrem nos Ultimos dias da gestacdo (AMENOMORI;
CHEN; MEITES, 1970). Em ratas, a prolactina medeia diretamente o
controle da atividade de LPL na glandula mamaria e no tecido adiposo
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durante a fase final da gestagdo e na lactacdo (ZINDER et al., 1974;
SPOONER; GARRISON; SCOW, 1977).

Com relagdo aos impactos tardios, os GCs ndo promoveram
nenhum impacto que tenha sido relevante no longo prazo sobre o ganho
de massa corporal, o metabolismo lipidico (baseado na
triacilgliceridemia e conteldo de triacilglicerol hepatico) e sobre o
metabolismo da glicose (baseado na tolerancia a glicose e contetido de
glicogénio hepético) no periodo pos-termo (até 6 meses apds o periodo
equivalente ao desmame). Esses dados séo corroborados por um estudo
prévio onde foi demonstrado a normalizacdo de praticamente todos as
alteracbes estruturais, funcionais e moleculares relacionadas ao
metabolismo de glicose e lipidios 10 dias apds o tratamento com a
dexametasona (1 mg/Kg pc) ser interrompida (RAFACHO et al,
2010a). Estes resultados, entretanto, vdo de encontro aos resultados
obtidos por Gomes et al., (2014) que utilizando o mesmo protocolo
experimental do presente trabalho observaram a intolerancia a glicose a
partir dos 3 meses ap6s o desmame e mantidos até o 12 més, periodo em
gue se encerra o estudo. Segundo os autores, essa intolerancia €
desencadeada pela reducdo da fun¢do das células f pancreaticas. Essa
divergéncia entre os resultados de Gomes e colaboradores e 0 nosso
pode ocorrer devido as diferentes matrizes animais, por se tratarem de
animais oriundos de fornecedores distintos. Assim, temos uma questao
gue merece mais estudos a fim de consolidarmos os achados.

Embora a exposicdo a dexametasona no tergo final da gestacéo
nao tenha causado impactos relevantes nos parametros avaliados, seus
efeitos sobre a prole foram bastante deletérios. O periodo gestacional e o
nimero de neonatos nao foram alterados pela dexametasona; no entanto,
esta exposicdo resultou em restricdo do crescimento intrauterino e
causou o 6bito de 100% da prole logo nos primeiros dias da lactacdo. A
reducdo do crescimento intrauterino é corroborada por outros estudos
(REINISCH et al., 1978; EMGARD et al., 2007). Um estudo com ratas
Sprague Dawley tratadas com a dexametasona (0,1 mg/Kg, i.p.) do 8° ao
21° dia de gestacdo demonstrou que a exposicao pré-natal ao GC afetou
fungdes cognitivas, como a meméria, e por meio da reducdo da funcéo
de vias colinérgicas. Os efeitos deletérios da exposicdo pré-natal aos
GCs sintéticos também incluem déficit no desenvolvimento de 6rgéos
(rins, cérebro e coragdo) e aumento do risco de doengas crbnicas na
idade adulta, como obesidade, desenvolvimento de diabetes mellitus 2 e
hipertensdo arterial (NYIRENDA et al., 1998; SINGH; CUFFE;
MORITZ, 2012). Esses efeitos sdo associados com um quadro de
insuficiéncia placentaria, desregulacdo de horménios produzidos pela
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placenta e inibicdo do hormonio semelhante a insulina-2 (IGF-2)
placentario, um importante fator de crescimento placentario
(CONSTANCIA et al., 2002). Além do baixo peso ao nascer ser uma
das causas da morte dos neonatos (BARKER, 1995; SECKL, 2004), um
estudo em humanos demonstrou que a terapia neonatal com GC esta
associada com risco elevado de desenvolvimento de infeccOes severas
nos neonatos, podendo ser outro fator causal dos 6bitos na prole de ratas
tratadas com a dexametasona (ALTHABE et al., 2016).

Dessa forma, podemos concluir que os GC sdo importantes e
necessarios para o desenvolvimento fetal, todavia é necessario cautela
na sua utilizacdo, uma vez que diversos estudos experimentais e clinicos
sugerem que a exposicdo fetal excessiva aos GCs pode resultar em
efeito deletério, seja logo no inicio da vida, ou no longo prazo. A
exposicdo fetal aos GCs pode ocorrer durante toda a gestacdo caso a
mée tenha que fazer uso desta medicagdo (i.e., no tratamento da asma,
ou outras doencas prévias) ou no terco final caso haja ameaca de parto
prematuro. Assim, como os GCs sintéticos podem atravessar a barreira
placentéria, acaba exercendo efeito benéfico, pelo menos em curto
prazo, tanto para a salde da mde quanto para a sobrevivéncia fetal.
Todavia, quando a exposicdo é excessiva, hd aumento nas chances de
aborto, baixo peso ao nascer e alteragcGes metabdlicas na vida adulta
(i.e., HAS e hiperglicemia) além de alteragBes cognitivas. Contudo, a
natureza e o grau de gravidade de prejuizo fetal serdo dependentes do
periodo em que sdo expostos ao GC, do tipo de GC utilizado, da dose e
da duragdo do tratamento.

A dexametasona tem sido comumente utilizada como modelo
para restricdo do crescimento intrauterino (RCIU). Em ratas, as doses
utilizadas para este fim variam na faixa de 100 a 400 ug/kg p.c., tanto
pela via subcutdnea, oral ou intramuscular, e sdo administradas
diariamente entre o0 14° e 21° dia gestacional (LANGDOWN; SUGDEN
2001; SUDGEN et al., 2001; SOMM et al., 2012; ALGARYYAN et al.,
2017). A RCIU é observada na pratica clinica quando GC sintéticos,
como a dexametasona e a betametasona, sdo utilizados em casos de risco
de parto prematuro antes da 34% semana de gestagdo RAVELLI et al.,
1988; NYERENDA et al., 1998). Para este fim, sdo utilizadas 2 doses de
12 mg de betametasona com intervalo de 24 h por dose ou 4 doses de 6
mg de dexametasona com intervalo de 12 h por dose via intramuscular.
A dose utilizada neste presente protocolo experimental (0,2 mg/Kg p.c.)
se calculada a equivaléncia para humanos, baseada na equacao de Nair;
Jacob, (2016), deveria ser de ~0,03 mg/Kg de massa corpdrea, dose
consideravelmente menor do que a administrada em mulheres em risco
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de parto prematuro (i.e., se uma mulher de 65 Kg receber 2 mg/Kg,
entdo deveria receber 2 mg (6 vezes menor do que os 12 mg de
dexametasona por dia). Se trabalharmos no conceito inverso e transferir
a dose do equivalente em humano (i.e., 12 mg em uma mulher de 65
Kg) para o rato, os animais deveriam receber ~1,2 mg/Kg (6 vezes mais
do que foi proposto no trabalho). Como 0,2 mg/Kg foi muito agressivo
para 0s neonatos, evitamos tal dose equivalente. Os estudos de
Anderson et al (1981) corroboram nosso racional ao considerarem a
dose de 0,1 mg/Kg insuficiente para o tratamento em ratos. Contudo, a
consideram uma dose compativel com a utilizada para promover a
maturagdo pulmonar em humanos. Os mesmos autores consideram a
dose de 0,2 mg/Kg deletéria. No entanto, no protocolo utilizado por
esses autores, a via de administracdo escolhida foi a subcutanea,
enquanto que em nosso estudo se deu pela via oral (diluido na agua de
beber). A via oral foi escolhida em nosso estudo por causar menos
estresse ao animal, uma vez que evita a manipulacdo do mesmo.
Contudo, ressaltamos como fatores limitantes em nosso delineamento, o
fato de que os GC administrados pela via oral estdo sujeitos ao
metabolismo hepatico em sua primeira passagem no sistema portal.
Com isso ha reducdo de sua biodisponibilidade (RANG; DALE, 2012).
Também reconhecemos que a oferta do GC na agua de beber pode ser
um limitante ao nosso estudo ja que o animal estd constantemente
exposto aos efeitos do GC.

Em resumo, a elevagdo nas concentracfes de triacilglicerol
plasméatico e a reducdo da depuracdo hepética do triacilglicerol
observados durante o terco final da gestacdo ndo foram agravados pelo
tratamento com dexametasona. Contudo, o GC parece atenuar a
atividade da LPL, a julgar pelo impacto sobre a tolerancia diminuida aos
lipideos. Assim, concluimos que a exposi¢do ao GC durante o terco final
da gestacdo ndo representa grande impacto na homeostase lipidica basal,
nem mais tarde na vida. No entanto, reforcamos que o uso de GC
durante a gravidez deve ser limitado considerando o impacto deletério
aos recém-nascidos.
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