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RESUMO

A nausea e o vomito estdo entre os efeitos adversos da quimioterapia. Na tentativa de atenuar a
émese, sao utilizados os coquetéis antieméticos, que contém o glicocorticoide (GC)
dexametasona e outros agentes, como a olanzapina, podendo ser combinado com um terceiro
farmaco como o aprepitanto. Quando administrados isoladamente, para outros fins terapéuticos,
a dexametasona e a olanzapina podem causar efeitos adversos sobre o metabolismo da glicose e
dos lipidios, mas os efeitos da administragdo conjunta sdo desconhecidos. Para responder essa
questdo tratamos ratas adultas por 5 dias consecutivos com dexametasona (1 mg/kg/dia, ip) e
olanzapina (10 mg/kg/dia, og) e ao final do tratamento avaliamos parametros funcionais,
bioquimicos e morfologicos. Nossos resultados mostraram que o tratamento com dexametasona
reduziu a massa corporea, a ingesta alimentar, causou intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia de jejum, intolerancia a lipideos, maior acimulo de glicogénio e
gordura no figado, hipertriacilgliceridemia e aumento da massa enddcrina do pancreas. Essas
alteracdes ndo foram exacerbadas pelo tratamento concomitante com a olanzapina. O tratamento
simultineo com ambos os farmacos causou maior letargia, aumento da concentracdo de
colesterol total e da liberagdo de VLDL hepatico. Concluimos que o tratamento com olanzapina
concomitante ao tratamento com dexametasona nao exacerba nenhum parametro do metabolismo
glicémico, mas leva a um disturbio na homeostase lipidica, caracterizado por maiores valores de
colesterol plasmatico e maior liberagdo de triacilglicerol hepatico. Nossos dados corroboram a
adicdo da olanzapina no coquetel antiemético considerando a baixa incidéncia de efeitos
adversos pelo periodo e dosagem analisados em fémeas na espécie murina.

Palavras chave: dislipidemia, metabolismo, efeitos adversos, imunossupressor.



ABSTRACT

Nausea and vomiting are among the adverse effects of chemotherapy. In an attempt to attenuate
emesis, antiemetic cocktails are used, which contain the glucocorticoid (GC) dexamethasone and
other agents, such as olanzapine, which can be combined with a third drug-like aprepitant. When
administered alone for other therapeutic purposes, dexamethasone and olanzapine may cause
adverse effects on glucose and lipid metabolism, but the effects of concomitant administration
are unknown. To explore this interaction, we treated adult female rats for 5 consecutive days with
dexamethasone (1 mg/kg/day, ip) and olanzapine (10 mg/kg/day, og) and at the end of the
treatment we evaluated functional, biochemical and morphological parameters. Our results
showed that dexamethasone treatment reduced body mass and food intake, caused glucose
intolerance, insulin resistance, fasting hyperinsulinemia, lipid intolerance, increased hepatic
glycogen and triacylglycerol content, plasma triacylglycerol values, and endocrine mass of the
pancreas. These changes were not exacerbated by concomitant treatment with olanzapine.
Simultaneous treatment with both drugs enhanced lethargy, increased plasma cholesterol total
values, and increased hepatic VLDL release. We conclude that h olanzapine treatment did not
exacerbate any effect GC on glucose metabolism. However, it worsened lipid homeostasis,
characterized by higher values of plasmatic cholesterol and hepatic triglyceride release. Our data
corroborate the addition of olanzapine in the cocktail considering a low failure of adverse effects
by the period and the analysis of females in the murine species.

Keywords: dyslipidemia, metabolism, side effect, immunosuppressant.
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1. INTRODUCAO
1.1 A émese nos tratamentos quimioterapicos

Emese é o termo aplicado aos eventos de nauseas e vOmitos, no qual o trato
gastrintestinal (TGI) ¢ submetido a irritacdo ou excitacao e desencadeia um evento de expulsao
retrograda do contetido gastrointestinal. A émese pode ocorrer em resposta a estimulos do
sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), onde os impulsos sdo transmitidos por meio
de aferéncias vagais e simpaticas até o SNC, para uma regiao especifica localizada no bulbo, que
se situa proxima ao nucleo do trato solitario (CARNEIRO, 2007). Nesta regido especifica,
responsavel pelo processamento central da émese, encontramos a zona de gatilho
quimiorreceptora e o centro do vomito. A zona de gatilho quimiorreceptora responde a uma vasta
diversidade de neurotransmissores que sdo mediadores das nauseas e vOmitos, e incluem a
dopamina, a serotonina, a histamina, entre outros (CARNEIRO, 2007; HESKETH, 2008). O CV,
por sua vez, esta sujeito a aferéncias excitatorias que sao oriundas das fibras sensoriais vagais,
presentes no TGI. O vOmito pode ocorrer sem a sensacdo de ndusea, demonstrando que apenas
algumas regides do CV estdo associadas a sensa¢do de nausea (BECKER & NARDIN, 2011).

O vomito pode ocorrer por diversas situacdes, como por exemplo estimulos emocionais,
nervosismo e ansiedade, ou estimulos externos - cenas desagradaveis (visuais), odores
incomodos (olfativos), e até mesmo induzido por substincias quimicas (GREELEY, 2010). A
nausea ¢ o reconhecimento consciente do estimulo na area do bulbo associada ao CV, que pode
gerar uma resposta gastrointestinal, que ocorre por meio da contragdo do diafragma, da regido
pilorica do estdmago e dos musculos abdominais, havendo aumento da pressdao abdominal e

expulsdo do contetido estomacal, como esquematizado na Figura 1.
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Figura 1: Centro do vomito, zona quimiorreceptora e suas estimulacdes. Esquema ilustrativo com os principais
estimulos (externos, emocionais ou toxicos) que acionam duas regides do cortex cerebral responsaveis pela
sinalizagdo da emese, A zona de gatilho quimiorreceptora e o centro do vOmito, quando excitadas, podem
desencadear a nausea e vomito. Imagem montada pela autora, baseada em:
http://www.progastrojoinville.com.br/enciclopedia/nausea vomitos. Elaborado com Biorender.

Como indicado na Figura 1, compostos quimioterdpicos também podem resultar em
émese ativando os receptores de neurotransmissores localizados no trato gastrointestinal, na zona
de gatilho quimiorreceptora e no centro do vomito. A abordagem farmacoldgica para o controle
de nduseas e émese em pacientes com cancer t€ém procurado identificar os neurotransmissores
ativos e seus receptores no sistema nervoso central e no trato gastrointestinal que medeiam as
aferéncias do centro do vomito. Os agentes que podem bloquear os receptores desses
neurotransmissores no trato gastrointestinal, na zona de gatilho quimiorreceptora ou no centro do
vOomito podem ser Uteis na prevengao ou controle de nduseas e vomitos (NAVARI, 2018).

No passado, por volta de 1990 foram utilizados os benzodiazepinicos na clinica, esta
classe era eficaz na prevencdo do vomito na maioria dos pacientes, porém nao tao eficiente na
prevencdo das nauseas (NAVARI, 2013; NG, HUTTON, CLEMONS, 2015). No entanto, tem se

dado mais importdncia a nausea e ao bem-estar do paciente. Atualmente, ha divisdes dos
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tratamentos baseado nas taxas emetogénicas definidas pela National Comprehensive Cancer

Network (NCCN) sendo: i) nivel 5 - risco emético alto (HEC): 90% de frequéncia de émese; ii)

nivel 3/4 - risco emético moderado (MEC): 30-90% de frequéncia de €mese; iii) nivel 2 - risco

emético baixo: 10 a 30% de frequéncia de émese e iv) nivel 1 - risco emético minimo: < 10% de

frequéncia de émese. Vide Tabela 1.

Tabela 1. Regimes recomendados para prevencdo de ndusea e vOmito induzidos por
quimioterapia (CINV - traduzido do inglés Chemoterapy induced nausea and vomiting) baseados

nas categorias de risco emético.

Diretrizes ASCO

Diretrizes NCCN

Risco emético alto

-Os pacientes adultos tratados com
cisplatina e outros agentes unicos
de alto risco emético devem receber
uma combinagdo de quatro drogas
que inclua um antagonista do
receptor NK1, um antagonista do
receptor da serotonina (5-HT3),
dexametasona e olanzapina.
Dexametasona e olanzapina
devem ser continuadas nos dias 2 a
4.

- Os pacientes adultos tratados com
uma antraciclina combinada com
ciclofosfamida devem receber uma
combinag¢do de quatro drogas que
inclua um antagonista do receptor
NK1, um antagonista do receptor
5-HT3, dexametasona e
olanzapina. A olanzapina deve ser
continuada nos dias 2 a 4.

Aguda (dia 1): olanzapina +
antagonista do receptor NK1 + um
antagonista do receptor da
serotonina (5-HT3) +
dexametasona OU olanzapina +
palonosetron + dexametasona OU
antagonista do receptor NK1 + um
antagonista do receptor da
serotonina (5-HT3) +
dexametasona.

Prolongada (dia 2-3): olanzapina +
aprepitante + dexametasona OU
olanzapina OU aprepitante +
dexametasona

Risco emético moderado

- Pacientes adultos tratados com
carboplatina com AUC >4 mg / mL
/ min devem receber uma
combinacdo de trés drogas de um
antagonista do receptor NK1, um
ntagoni I rS5-HT3 e
dexametasona.
- Os pacientes adultos tratados com
agentes antineoplasicos de risco
moderado emético, excluindo a
carboplatina na AUC >4 mg / mL/
min, devem receber uma
combinag¢do de dois medicamentos

de um antagonista do receptor
5-HT3 (dia 1) e dexametasona (dia

D)

Aguda (dia 1): um antagonista do
receptor da serotonina (5-HT3) +
dexametasona OU olanzapina +
palonosetron + dexametasona ou
um antagonista do receptor NK1,
um antagonista do receptor da
serotonina (5-HT3) e
dexametasona.

Prolongada (dia 2-3):
dexametasona ou um antagonista
do receptor da serotonina (5-HT3)
OU olanzapina ou aprepitante +
dexametasona
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- Pacientes adultos tratados com
ciclofosfamida, doxorrubicina,
oxaliplatina e outros agentes
antineoplasicos de risco emético
moderado que causam nauseas ¢
vOmitos atrasados podem receber
dexametasona nos dias 2 a 3.

Risco emético baixo Aos pacientes adultos deve ser Aos pacientes adultos deve ser
oferecida uma dose unica de um oferecida uma unica dose de
antagonista do receptor 5S-HT3 ou dexametasona OU metoclopramida
uma dose unica de 8 mg de OU proclorperazina OU um
dexametasona antes do tratamento  antagonista do receptor 5-HT3 antes
antineoplasico. do tratamento antineoplasico.

Risco emético minimo Sem rotina de profilaxia Sem rotina de profilaxia

Regimes recomendados para prevengdo de CINV baseados nas categorias de risco emético. American Society of
Clinical Oncology (ASCO) Clinical Practice Guideline Update on Antiemetics in Patients With Cancer - 2020.
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) clinical practice guidelines in oncology for antiemesis. v.1.2022,
National Comprehensive Cancer Network; 2022. NK= neurocinina 1. 5-HT3= 5-hidroxitriptamina 3

A olanzapina foi incorporada nas diretrizes antieméticas da NCCN em 2014. Os estudos
de fase 2 mostraram que a olanzapina, combinada com um antagonista dos receptores 5-HT3 e
dexametasona, ¢ eficaz no controle do vomito e da niusea induzida por quimioterapia aguda e
tardia em pacientes que estdo sendo tratados com medicamentos HEC ou MEC (WANG, LOU,
ZHANG, 2018). A olanzapina também se mostrou mais eficaz do que a metoclopramida,
utilizada no passado no lugar da olanzapina, no controle de CINV em pacientes que recebem
MEC ou HEC (NAVARI, NAGY, GRAY, 2013).

A dexametasona foi reconhecida como agente antiemético em 1981 (AAPRO &
ALBERTS, 1981), desde entdo ela esta presente em diversas diretrizes, variando as doses e
periodo de tratamento, podendo ser usada sozinha ou combinada com outros medicamentos. A
dexametasona tem sido um antiemético muito eficaz no controle da CINV agudo e tardio, mas ha
a preocupagdo sobre os efeitos colaterais do uso continuado. H4 evidéncias de que pacientes
submetidos ao tratamento com dexametasona como tratamento profilatico para CINV
apresentaram problemas moderados a graves como insonia, hiperglicemia, entre outros (VARDY
et al, 1999).

Sabe-se que o coquetel utilizado para o tratamento da émese em pacientes que passam
por quimioterapia, geralmente consiste na combina¢do de diversos fArmacos, porém usamos esse

contexto clinico para avaliar o efeito de um tipo de tratamento, que faz o uso concomitante de
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olanzapina com dexametasona, embora este ainda possa ser combinado com mais 1 ou 2

farmacos.

1.2 Olanzapina

A olanzapina ¢ um antipsicotico de segunda geracao (SGA) que bloqueia a transdugado de
sinal de inimeros NTs: como a dopamina nos receptores D1, D2, D3 e D4; serotonina nos
receptores 5-HT tipo 2a, 5-HT tipo 2c¢ (5-HT2c¢), 5-HT3 e 5-HT tipo 6; catecolaminas nos
receptores alfal-adrenérgicos; acetilcolina em receptores muscarinicos; e histamina nos
receptores H1 no SNC (MELTZER, 1995). Como efeito, se observa melhora dos sintomas em
pacientes com esquizofrenia e outros transtornos mentais (KAHN et al, 2018; YATHAM et al
2018). Recentemente, a olanzapina e outros SGAs estdo sendo usados no tratamento off-label de
condi¢des que incluem a ansiedade e o transtorno de déficit de aten¢ao (DRIESSEN, BAIK,
ZHANG, 2016; PRINGSHEIM & GARDNER, 2014). Além dos diversos fins para o tratamento
de doengas psicoldgicas e psiquidtricas, a olanzapina também possui relevancia no tratamento da
émese envolvida na quimio e radioterapia (SUTHERLAND et al, 2018). A olanzapina age em
multiplos receptores, em especial o D2, e os receptores 5-HT2¢c e 5-HT3, que podem estar
envolvidos em nauseas e vOmitos. Estes receptores sdo sitios de ligacdo da serotonina, ¢ a
serotonina ¢ um dos neurotransmissores mediadores das nauseas e vomitos. Logo, a olanzapina
inibe os receptores de serotonina e dopamina, diminuindo os efeitos emetogénicos do tratamento
quimioterapico (OLIVEIRA, 2000; SARIN & PORTO, 2009). Na Tabela 2 pode ser encontrado
exemplos de alguns estudos avaliando os desfechos adversos do tratamento prolongado com

olanzapina no metabolismo de humanos.

Tabela 2. Tratamento com olanzapina e efeitos colaterais em humanos.

Autores Tratamento com olanzapina Desfechos
SMITH et al, 2005 Tratamento estavel de 1 a 3 -Intolerancia a glicose
semanas. -Aumento de triglicerideos
dose ndo informada plasmaticos
WU et al, 2006 Tratamento: 10-20 mg por dia -Aumento de colesterol e
durante 8 semanas triglicerideos
-Maior insulina em jejum, peptideo
CelRI
-Aumentos do IMC
SMITH et al, 2009 Pacientes obesos no inicio do -Ganho de peso
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tratamento
Tratamento: 5-40 mg por dia
durante 5 meses

-Aumento da insulina de jejum
-Diminui¢do na sensibilidade a
insulina

-Intolerancia a glicose

WAMPERS et al, 2010

Tratamento: 17,4 mg por dia
durante 12 semanas

-Aumento do peso ¢ IMC
-Aumentos nos niveis séricos de
triglicerideos

-Aumentos nos niveis séricos de
colesterol

GROOTENS et al, 2011

8 semanas de tratamento com dose
de 10 a 20 mg

-Aumento do peso ¢ IMC
-Aumentos nos niveis séricos de
triglicerideos

-Aumentos nos niveis séricos de
colesterol

-Aumento das transaminases

TEFF et al, 2013

Pacientes com peso estavel,
praticantes de exercicio leve, IMC e
pressdo saudaveis

Tratamento: 2 dias na dose 5 mg +
7 dias na dose de 10 mg / kg

- Resisténcia a insulina em
individuos saudéaveis
-Hiperinsulinemia,

-Picos de GLP-1 pds-prandial

-A desregulacdo metabolica ocorreu
na auséncia de ganho de peso e
doenga psiquiatrica,
independentemente de alteragdes na
fome ou na ingestdo de alimentos

FABRAZOO et al, 2015

Tratamento 5-15 mg/d
por 12 meses

-Aumentos nos niveis séricos de
glicose

-Aumentos nos niveis séricos de
triglicerideos

-Aumentos nos niveis séricos de
colesterol

-Aumento do IMC

-Aumento da pressdo sistdlica e
diastolica

GUINA et al, 2017

Pacientes que estavam com a dose
estavel no tratamento por pelo
menos 2 meses sem diagnostico de
diabetes

Tratamento sem dose descrita.

-Resisténcia a insulina
-Aumento de triglicerideos
-Aumento do IMC

BALLON et al, 2018

Pacientes entre 18 € 35 anos, IMC
saudavel e glicemia de jejum <100
mg/dL

Tratamento: 2,5 mg a noite no
primeiro dia, 2,5 mg de manhd e a
noite no segundo dia, 2,5 mg de
manha e 5 mg a noite no terceiro
dia e 5 mg de manha e a noite
depois

-Ganho de peso ¢ massa adiposa
-Aumento do consumo calorico
-Tendéncia para resisténcia a
insulina e dislipidemia

LIN et al, 2018

Tratamento:17,8 mg por dia durante
8 semanas

-Aumento do peso e IMC
-Aumentos nos niveis séricos de
triglicerideos

-Aumentos nos niveis séricos de
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colesterol
-Aumento da insulina de jejum

NICOL et al, 2018

Criangas e Jovens
Tratamento: 3,2 mg por dia
12 semanas

-Aumento da % de gordura
-Aumento nos depositos de gordura
subcutinea e visceral

-Diminui¢ao da sensibilidade a
insulina no musculo esquelético
figado e tecido adiposo

SARANI et al, 2020 Pacientes que estavam com a dose -Aumento Hemoglobina glicada
estavel no tratamento por pelo -Aumento da glicemia de jejum
menos 1 més, com dose de 10 a30  -Aumento do peso ¢ IMC
mg -Aumentos nos niveis séricos de
Avaliagao por 12 semanas triglicerideos

-Aumentos nos niveis séricos de
colesterol

Os efeitos colaterais observados em humanos podem incluir sedagdo leve a curto prazo,
ganho de peso causado por um aumento da massa adiposa subcutanea e visceral, aumento das
concentragdes de triglicérides plasmaticos, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Desta
forma, pode ocorrer aumento do risco de desenvolvimento do diabetes mellitus com uso
prolongado, como exemplificado na Tabela 2. Embora seja um farmaco muito eficaz, o uso da
olanzapina tem sido feito com cautela quando o paciente apresenta alguma comorbidade
relacionada a homeostase glicémica e lipidica; podendo ser combinando com um anti-diabético
para reduzir os danos causados pelo tratamento (SARANI et al, 2020).

O tratamento isolado com olanzapina ja ¢ bem descrito na literatura em modelos animais,
comumente executado com modelos murinos (machos e fémeas), com doses e periodos varidveis
como mostrado na Tabela 3. Sabe-se que os animais apresentam como efeito colateral
dislipidemia e aumento da massa de tecido adiposo (HOUSEKNECHT et a/, 2007; LORD et al,
2017). Além disso, também ¢ observado um desbalangco na homeostase glicémica (glicemia e
insulinemia elevadas além de resisténcia periférica a acdo da insulina) (HOUSEKNECHT et al,
2007; NAGATA et al 2016; LORD et al, 2017). Quando o tratamento ¢ associado a uma dieta
hiperlipidica os animais apresentam uma exacerbacdo destes desfechos (RAZAVI, LOOKIAN,
HOSSEINZADEH, 2017). Nos modelos animais, as fémeas possuem um comportamento
hiperfagico exacerbado, que leva a um ganho de peso maior quando comparadas aos animais
machos, hd um desbalango na homeostase energética que o tratamento com olanzapina em
camundongos fémeas recapitula os principais sintomas da sindrome metabolica induzida por

olanzapina (GUO, LIU, LI, 2021). No entanto, recentemente foi demonstrado que o exercicio
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voluntario em camundongos machos, pode proteger contra a hiperglicemia e a resisténcia

periférica a insulina. Esse beneficio ¢ provavelmente mediado por reducdes nos desbalancos

induzidos pelo

(SHAMSHOUM et al, 2021).

tratamento com olanzapina na

relacdo glucagon/insulina

Tabela 3. Tratamento com olanzapina e efeitos colaterais em roedores.

circulante

Autores

Tratamento com olanzapina

Desfechos

HOUSEKNECHT et al, 2007

Machos - Wistar (in vivo)

Fémeas- Sprague Dawley (ex vivo)
Tratamento 0,32-32,0 mg/kg uma
unica dose

-As primeiras evidéncias de que a
olanzapina causa resisténcia a
insulina periférica ap6s uma dose
unica, principalmente devido a
resisténcia a insulina hepatica.

CHINTOH et al, 2008

Fémeas - Sprague Dawley
Tratamento: 2 ou 7,5 mg/kg por 28
dias

-Aumento de gordura visceral
-Diminuicao da atividade
locomotora

-Resisténcia a insulina hepatica e
periférica, independente de ganho
de peso;

NAGATA et al, 2016

Machos - Wistar
Tratamento: 2,5, 5 ou 10 mg/kg -
unica dose

- uma unica dose intravenosa de
olanzapina aumentou a
concentragdo sérica de glicose de
maneira dose-dependente.

LORD et al, 2017

Machos e fémeas - C57BL/6
Tratamento: 1 a 3 mg/kg por 3 dias
na ragao.

-Aumento da massa adiposa, mas
ndo massa magra

-Tolerancia a glicose diminuida
-Os niveis de insulina foram
significativamente mais altos
-Hiperfagia, menos proeminente no
sexo masculino, em comparagao
com as fémeas.

RAZAVI, LOOKIAN,
HOSSEINZADEH, 2017

Machos - Wistar
Tratamento: 5 mg/kg por 11 dias

-Aumento da glicemia em jejum
-Dislipidemia

-Aumento da pressdo arterial
sistolica

-Aumento dos niveis de leptina

TOWNSEDN et al, 2018

Machos - C57BL/6

Tratados com dieta rica em gordura
por 4 semanas

Tratamento: 5 mg/kg - Ginica dose

-Esses camundongos
metabolicamente comprometidos
tiveram hiperglicemia induzida por
olanzapina exacerbada, resisténcia
sistémica a insulina e algumas
evidéncias de agravamento da
resisténcia a insulina no figado e
musculo esquelético

YANG et al, 2019

Fémeas - Sprague Dawley
Tratamento: 2 mg/kg 2 vezes ao dia
por 14 dias

-Aumento do peso corporal e
ingestdo caldrica
-Aumento dos niveis insulina e
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glicose

-Aumento da massa hepatica e de
tecido adiposo branco

-Aumento dos niveis de
triacilglicerol e colesterol
plasmaticos.

-Redugio da fosforilagdo de Akt
AMP, AMPK e ACC nos tecidos
hepaticos.

REN et al, 2019

Machos - Sprague Dawley
Tratamento: 5 mg/kg por 8 semanas

-Triglicérides hepaticos aumentado
-Aumento de SREBP-1C, ACC-1,
FAS, SCD-1 que leva ao aumento
da lipogénese de novo e a um
fenotipo de figado gorduroso.

CUNNINGHAMunningham et al,
2019

Fémeas e Machos - Sprague
Dawley Tratamento: 100 mg/kg por
14 dias

-Aumento do consumo alimentar
-Resisténcia a insulina
-Aumento da massa de gordura

ERSLANDet al, 2019)

Fémeas - Sprague Dawley
Tratamento: 100 mg/kg por 1 ano

-Aumento da glicemia de jejum
-Aumento dos niveis de
triacilglicerol e colesterol
plasmaticos.

-Intolerancia a glicose e resisténcia
a insulina

RAZAVI et al, 2020

Fémeas - Wistar
Tratamento: 14 mg/kg por 14 dias

-Aumento da glicemia de jejum
-Aumento dos niveis de
triacilglicerol plasmaticos.
-Aumento dos niveis de leptina
plasmaticos.

GUO et al, 2021

Fémeas - Sprague Dawley
Tratamento: 8 mg/kg por 8 semanas

-Aumento do peso corporal
-Resisténcia a insulina
-Aumento da infiltragdo de
macrofagos no tecido adiposo
branco

1.3 Dexametasona

Os glicocorticoides sintéticos (GCs) agem sobre os receptores de glicocorticoides (GR),
que sdo proteinas da familia dos receptores nucleares, estes sdo expressos em quase todas as
células do corpo. O uso clinico dos GCs ¢ indicado em casos de deficiéncia da suprarrenal
congénita ou adquirido, controle da inflamagdo em doengas reumaticas, renais, alérgicas,
infecciosas, oftalmoldgicas, dermatologicas, gastrointestinais, hepaticas, leucemias e linfomas,
edema cerebral e trauma cervical (BOUMPAS et al, 1993 KINO et al, 2004; CLARK,
SCHRADER, O’MALLEY, 1992), dentre outros. Os GCs sdao utilizados na clinica
principalmente pelo fato de apresentarem efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores

consistentes. Os GCs inibem manifestagdes tanto iniciais quanto tardias da inflamagdo e
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representam a classe mais relevante dos medicamentos anti-inflamatorios esteroidais
(SCHACKE, DOCKE, ASADULLAH, 2002). A dexametasona ¢ um GC sintético, que apresenta
atividade farmacoldgica de 25 a 30 vezes maior que a hidrocortisona. Esta droga ¢ um potente
anti-inflamatdrio € imunossupressor.

Entretanto, existem efeitos indesejaveis deste medicamento que podem ocorrer
dependendo da duragdo e da dose de tratamento. Alguns destes efeitos sdo denominados
diabetogénicos. Observa-se na literatura que o tratamento com dexametasona em humanos pode
causar intolerancia a glicose (BESSE, NICOD, TAPPY, 2005), e resisténcia periférica a insulina,
embora haja um aumento dos niveis de insulina de forma compensatoria (NICOD et al, 2003;

ABDELMANNAN et al, 2010). Vide Tabela 4 com alguns desfechos metabdlicos adversos em

humanos tratados com dexametasona.

Tabela 4. Tratamento com dexametasona e efeitos colaterais em humanos.

Autores

Tratamento com
dexametasona

Desfechos

NICOD et al, 2003

Pacientes - mulheres ndo obesas
Tratamento - 2 mg/dia por 2 dias

-Aumento da secrecdo de insulina
-Redugdo da sensibilidade a
insulina periférica

BINNERT, et al, 2004

Pacientes - homens ¢ mulher ndo
obesos.
Tratamento - 2 mg/dia por 2 dias

-Aumento compensatorio na

secre¢do de insulina que ocorre
apos a dexametasona também ¢
semelhante em ambos os sexos.

BESSE, NICOD, TAPPY, 2005

Pacientes - mulheres com peso
normal e obesas.
Tratamento - 2 mg/dia por 2 dias

-Intolerancia a glicose em ambos os
grupos

-O aumento de glicose, levou & um
aumento da insulina, para
normalizacdo da glicemia nas
mulheres com peso normal
-Mulheres obesas sdo incapazes de
aumentar sua secre¢do de insulina
adequadamente, em resposta a
dexametasona.

ABDELMANNAN et al, 2010

Pacientes saudaveis (homens e
mulheres), entre 18 e 65 anos.
Tratamento: dose de 2, 4 ou 8 mg
de dexametasona foi administrada
por via oral. 24 e 48 horas depois,

os experimentos foram executados.

-Ap6s 24 horas de uma dose oral
unica de 8 mg de dexametasona, no
teste de tolerancia a glicose, os
pacientes apresentaram:

-Aumento da glicemia

-Aumento nos niveis de insulina e
peptideo C

TIEN et al, 2016

Pacientes saudaveis e pacientes
diabéticos, homens e mulheres.

-Dexametasona aumenta a glicemia
pos-operatoria
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Tratamento: 8 mg de dexametasona
pré-cirurgia abdominal

em pacientes ndo diabéticos e
diabéticos.

Nos modelos animais, além dos efeitos observados em humanos, ha uma redugdo da
ingesta alimentar, acompanhada da reducao do peso corpdreo, justificada por uma redugdo da
massa muscular (RAFACHO et al, 2008; WU et al, 2008), dislipidemia (BUREN et al, 2008;
SIVABALAN, RENUKA, MENON, 2008; SANTOS et al, 2014; CHIMIN et al, 2014) ¢
crescimento da massa endoécrina do pancreas justificada por uma proliferagdo das células
(RAFACHO et al, 2011). Uma vez que o tratamento ¢ associado a uma dieta alta em teor de
gordura, os animais apresentam exacerbagcdo destes desfechos (SIVABALAN, RENUKA,
MENON, 2008). Quando comparamos sexo versus idade, temos que fémeas jovens sdo

protegidas metabolicamente dos efeitos, comparadas aos machos na mesma idade, porém com

animais idosos ndo ha diferencgas entre sexo (SANTOS et al, 2014).

Tabela 5. Tratamento com dexametasona e efeitos colaterais em roedores.

Autores

Tratamento com
Dexametasona

Desfecho

VIANA et al, 2006

Machos - Sprague Dawley

ou C57BL/6.

Tratamento: 1 mg/dia por 5 dias via
injegdo subcutanea

-Intolerancia a glicose com um
nivel mais alto de glicose no plasma
em jejum

-Aumento da expressdao de AMPK
alfal e alfa2 hepaticas

RAFACHO et al, 2008

Machos - Wistar
Tratamento: 0,1, 0,5 ou 1,0 mg/kg
por 5 dias

- Perda de peso e diminuigdo da
ingestdo alimentar

- Nas doses de 0,5 ¢ 0.1, as
adaptagdes que ocorreram no
pancreas enddcrino evitaram
distiirbios metabolicos

-Na dose de 1.0 houve resisténcia
periférica a insulina, e um aumento
triglicerideos séricos e niveis de
acidos graxos ndo esterificados.

BUREN et al, 2008

Machos - Wistar
Tratamento: 1,0 mg/kg por 11 dias

Aumento triglicerideos séricos e
niveis de acidos graxos nao
esterificados.

-Expressao reduzida de PKB e
fosforilagdo estimulada por insulina
nos musculos e adip6citos.

SIVABALANA, RENUKA,
MENON 2008

Machos - Wistar

Tratamento: 50 ou 250 pg/kg/ dia
(somente dexa). 50 ou 250 pg/kg/
dia + emulsédo de alto teor de gordura
(HF).

-Dentro de duas semanas, os ratos
co-administrados com alto teor de
gordura e dexametasona
desenvolveram hiperglicemia,
hiperlipidemia e resisténcia a
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insulina, em comparag@o com ratos
tratados isoladamente.

-Ratos alimentados com alto teor de
gordura ¢ tratados com doses mais
altas de dexametasona apresentaram
hiperglicemia severa, resisténcia a
insulina.

RAFACHO et al, 2011)

Machos - Wistar
Tratamento: 1,0 mg/kg por 1,3 ou 5
dias.

- O tratamento por um dia induziu
aumento na fung¢do das células beta
- Com 3 e 5 dias ja existe
resisténcia a insulina, e é necessaria
uma maior secrec¢do de insulina e
hiperplasia das células beta.

SANTOS et al, 2014

Machos e fémeas - Wistar
Idade: 3 ou 12 meses.
Tratamento: 1,0 mg/kg por 5 dias.

- Ratas com trés meses de idade sdo
protegidas das consequéncias da
dexametasona, mas com 12 meses
de idade as ratas produziram todas
as alteragdes presentes em ratos
machos.

CHIMIN et al, 2014

Machos - Wistar
Tratamento: 0,25 mg/kg/dia por 4
semanas.

-Resisténcia a insulina, intolerancia
a glicose, dislipidemia e aumento
dos niveis plasmaticos de insulina,
leptina, adipdcitos hipertrofiados.
-Aumento da lipogénese

-Aumento da atividade das enzimas
lipogénicas, sintese de acidos
graxos, glicose-6-fosfato

WU et al, 2018

Machos - Wistar
Tratamento: 0,01 e 0,05 mg/kg por 7
semanas

- Reduziu o peso corporeo e a
ingestdo de alimentos, enquanto
induziu o acumulo de gordura.
-Induziu desregulagdo da expressdo
de genes lipogénicos na gordura e
no figado.

-Redugdo significativa na riqueza e
diversidade da microbiota no colon,
aumento da infiltragdo inflamatoria
de células e diminuig¢do da secrecio
de muco no célon.

1.4 O metabolismo de machos e fémeas

A obesidade e a sindrome metabodlica apresentam prevaléncia e regulacao dispares entre
homens e mulheres. As mulheres, bem como as ratas, com ciclos menstruais/estrais regulares
exibem protecdo contra ganho de peso e doengas cronicas associadas. Esses efeitos benéficos sao
predominantemente atribuidos ao estrogénio, especificamente o 173-estradiol (E2) ( SHARMA &
PROSSNITZ, 2017).

Quando comparamos homens com mulheres saudaveis na pré-menopausa, de idade
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semelhante, as mulheres apresentam maior massa de gordura, acompanhada da redu¢ao da massa
livre de gordura devido a menor massa muscular esquelética. As mulheres sdo caracterizadas por
uma maior propensao a armazenar tecido adiposo em sitios subcutaneos, ja os homens possuem
deposi¢ao preferencial em &rea visceral. Isso leva a diferencas sexuais significativas na
composi¢do corporal (KARASTERGIOU et al, 2012). E importante notar que as mulheres
também sdo menos suscetiveis a deposicao ectdpica de gordura na maioria dos tecidos, como o
figado ou o miocardio, tendo sido comprovado experimentalmente a agdo protetora dos
estrogénios (LONARDO et al, 2019). Isso provavelmente explica por que, apesar da
predominancia feminina na prevaléncia mundial de obesidade, o diabetes ¢ mais prevalente em

homens (KAUTZKY-WILLER, HARREITER, PACINI, 2016).

/ Homens \ Mulheres

1 Massa de musculo esqueletico t Massa adiposa
1 Gordura visceral 1 Gordura subcutanea
1 Gordura ectdpica 1 Sensibilidade a insulina
1 NEFA oxidagdo em repouso 1 NEFA estoque em repouso
t Oxidacao de glicose durante T NEFA oxidagao durante

K o exercicio / 0 exercicio

Figura 2. Principais dimorfismos sexuais na composicio corporal e homeostase metabdlica em humanos
(mulheres na pré-menopausa ¢ homens da mesma idade) Adaptado de Tramunt et al, 2020. Diabetologia DOI
10.1007/s00125-019-05040-3. NEFA - do inglés non esterified fat acids.

Tais caracteristicas bioldgicas que parecem ser sexo ou género-especificas como
composicdo hormonal, composi¢do corporal e metabolismo influenciam na suscetibilidade
individual & obesidade e diabetes tipo 2 em humanos. As diferengas metabolicas especificas do
sexo também se estendem a farmacocinética entre homens e mulheres (SOLDIN &

MATTISTON, 2009). Os homens por exemplo, tém depuragdo mais elevada de olanzapina em
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comparacao com as mulheres (CALLAGHAN et al, 1999), bem como atividade aumentada da
enzima hepdatica responsavel pela degradacdo da olanzapina em metabolitos no figado
(RELLING et al, 1992; RASMUSSEN & BROSEN, 1996), o que poderia explicar em parte as
respostas sexo-especificas ao tratamento com antipsicéticos encontradas na literatura. A
regulagao do metabolismo da droga ¢ conhecida por envolver a taxa e modo de absor¢ao, niveis
de enzimas hepaticas e modo de eliminagdo, todos os quais sdo alterados pelo sexo e
influenciados por hormonios sexuais, idade e composi¢do corporal (HANLEY, ABERNETHY,
GREENBLATT, 2010).

1.5 Justificativa

O estudo em tela se da em continuidade a um anterior, relacionado a outra dissertacao de
mestrado. Em suma, na dissertacdo supracitada, desenvolvida pelo PPG Multicéntrico em
Ciéncias Fisioldgicas, demonstramos que a administracdo conjunta de olanzapina e
dexametasona por 5 dias consecutivos ndo exacerbou os efeitos adversos do GC (refutando nossa
hipotese inicial) nem modificou a homeostase glicémica no grupo tratado apenas com a
olanzapina. Tudo isso em ratos (machos).

Como ha evidéncias de que as fémeas tratadas com olanzapina apresentam maior ganho
de peso e disturbios relacionados ao metabolismo de lipidios e que estas sdo protegidas contra a
hiperglicemia induzida pelo tratamento com antipsicdticos (SHAMSHOUM; MEDAK;
WRIGHT, 2021) n6és nos propusemos a investigar como estaria o metabolismo glicémico e
lipidico de ratas fémeas tratadas com olanzapina e dexametasona simultaneamente. Entendemos
que estudando os dois sexos teremos mais subsidios para discutir a problematica junto a
comunidade cientifica.

A nossa hipotese ¢ de que teriamos uma exacerbagao dos efeitos adversos causados pela
dexametasona no tratamento concomitante com a olanzapina, por termos maior susceptibilidade

das fémeas a algumas alteragdes metabdlicas.
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2. Objetivos

Objetivo Geral: Avaliar o impacto da administragdo isolada ou combinada da olanzapina e

dexametasona sobre parametros relacionados a homeostase glicémica e lipidica de ratas.

Objetivo especifico 1 — Mensurar o impacto dos tratamentos sobre o esvaziamento
gastrico e o transito intestinal, e pardmetros murinométricos envolvidos no metabolismo
corporeo (peso corporal, ingestdo alimentar, retencao gastrica, % de intestino percorrida

pelo corante e performance locomotora).

Objetivo especifico 2 — Determinar o impacto dos tratamentos sobre os parametros
metabolicos envolvidos na homeostase glicémica (glicemia basal, tolerancia a glicose,

sensibilidade a insulina e contetdo de glicogénio hepatico);

Objetivo especifico 3 — Quantificar o impacto dos tratamentos sobre os pardmetros
metabolicos envolvidos na homeostase lipidica (triacilglicerolemia, colesterol total basal,
conteudo de triacilglicerol hepatico, tolerancia aos lipideos e a secrecdao hepatica de

triacilglicerol);
Objetivo especifico 4 — Estipular o impacto dos tratamentos sobre os parametros

morfométricos de tecidos periféricos (figado e pancreas) a saber: acumulo de lipideos e

massa de ilhotas pancredticas, respectivamente.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Local de execuc¢iao do projeto

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Investigagao de Doencas Cronicas —
LIDoC, do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (Centro de Ciéncias Biologicas — CCB) da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC (Rua Roberto Sampaio Gonzaga s/n Trindade,
Floriandpolis — SC).

3.2 Aspectos éticos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n® 9640210720) de acordo com o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e o guia dos Institutos
Nacionais de Satude para o cuidado e uso de animais de laboratorio (NIH Publications No. 8023,

revisada em 1978).

3.3 Tamanho amostral
O numero de animais para cada grupo experimental foi aquele considerado viavel nas
publicacdes em jornais cientificos renomados na area. Foram utilizadas 40 ratas fémeas por lote

divididas igualmente nos quatro grupops, sendo 3 lotes experimentais (total de 120 animais).

3.4 Animais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) com aproximadamente 40
dias de vida. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas em ambiente com temperatura
controlada (23 + 2°C) e ciclo de iluminagao claro/escuro de 12 horas (luz acesa entre 06:00 e
18:00), tratados com rag¢do comercial padrao (Nuvilab®, Nuvital) e agua ad libitum. A limpeza
das caixas, renovagdo da ra¢do e da agua foram realizadas trés vezes na semana (segundas,

quartas e sextas-feiras) entre 8:00 e 10:00 horas da manha, sempre pelo mesmo pesquisador.

3.5 Delineamento experimental

Ao atingirem 90 dias de vida, os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos
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experimentais com 10 animais cada grupo (5 animais/caixa). Grupos experimentais e
tratamentos: grupo controle (F-CTL) - administragdo 1x/dia, por volta das 08:00, de solugdo
salina (1 ml/kg, peso corporeo (p.c.)) via intraperitoneal (i.p.) e solucdo salina via
orogastrica/gavagem (0.g.) (2x/dia; 1 ml/kg, p.c.) por volta das 07:00 e 19:00); grupo olanzapina
(F-OLZ) - tratado com 10 mg/kg p.c. de olanzapina (Axonium®, Aché laboratérios
farmacéuticos S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil) dividida em duas doses de 5 mg/kg (diluida em
solucdo salina protegido da luz) via o.g. e solucdo salina como descrito para o grupo F-CTL;
grupo dexametasona (F-DEX) - tratado com 1 mg/kg p.c. de dexametasona (Decadron®, Aché¢)
via 1ip. e solugdo salina via o.g. como descrito para o grupo F-CTL e grupo
olanzapina/dexametasona (F-MIX) - tratado como nos grupos F-OLZ e F-DE X, como ilustrado

na Figura 3. Sempre foi realizada primeiramente a administragao i.p € depois o0.g.

Ratas wistar P %
(70-90 dias de idade) 1 dia TTO 1 Osanimais tiveram
] Sel peso e ingesta )
1 A : I alimentar medidos 1
I ; senhol
¥ 70 dia TTO I . durante todo o de'-u:nm'
- experimental,
. : diariamente. :
Grupo Via Injegio Via 3 dia TTO
intraperitoneal orogastrica
F-CTL salina salina 4°dia TTO [fj Campo aberto (lote2)
Teste de toleriincia a lipideos (lote 3)
F-OLAN salina olanzapina
5° dia TTO 'l'usn_* di.'_ tolerdncia 4 illsulir_m (lote 1)
F-DEX dexametasona salina Avaliagio da upnrtlac;au e do
clearance do VILDL hepatico (lote 3)
F-MIX dexametasona olanzapina
T Teste de tolerfincia & glicose (lote 1)
Tratamento (TTO) durante 5 dias EUTANASIA  Campo aberto e Avaliagio do trinsito
DEX (1 mg/kg/dia)  OLAN (10 mgkg/dia) intestinal (lote 2)

Figura 3. Delineamento experimental, grupos e experimentos.

3.6 Peso corporeo e ingestao alimentar (LOTES 1,2 e 3)
O peso corporal foi mensurado a partir de 2 dias antes do inicio dos tratamentos e

durante os 5 dias de tratamento. A ingesta de racdo e dgua foi monitorada diariamente nos
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mesmos dias, de acordo com publicacdo prévia de nosso grupo (GOMES et al, 2019).

3.7 Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT) (LOTE 1)

O ipITT foi realizado em animais alimentados no quinto dia de tratamento (dia
anterior a eutandsia) as 14:00 h visando mitigar o efeito agudo dos tratamentos que ocorrem
por volta das 07:45 h. O sangue basal foi coletado de ratas acordadas e a glicemia medida no
minuto 0 partir do pique da ponta da cauda sendo a primeira gota descartada e a segunda
utilizada para a determinacao da glicemia utilizando um glicosimetro (AccuChek Performa®,
Roche Diagnostics). Imediatamente apds, foi administrada solugdo contendo insulina humana
recombinante (Humulin, Lilly, Indianapolis, Ind., EUA) diluida em solu¢do salina, em dose
equivalente a 1 Ul/kg de peso corporeo, i.p. Foram colhidas amostras de sangue adicionais
nos tempos 15, 30, 45 e 90 minutos para medi¢ao de glicose sanguinea. A razdo da constante
de decaimento da glicose sanguinea (KITT) foi calculada a partir da curva obtida com valores
log-transformados obtidos nos tempos entre 0 ¢ 30 minutos apds a administracdo de insulina

com previamente publicado por nosso grupo (GOMES et al, 2019).

3.8 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT) (LOTE 1)

Para execucdo do ipGTT, os experimentos foram iniciados as 14:00 como descrito
para o ipITT, no dia seguinte ao ultimo dia de tratamento. Ratos conscientes e em jejum (8 h)
tiveram a glicemia basal determinada como descrito para o ipITT (equivalente ao min 0).
Imediatamente ap6s, uma solugdo de glicose a 50% (2g/kg 1.p.) diluida em solugdo salina foi
administrada e amostras de sangue da cauda foram colhidas nos tempos 30, 60 e 120 minutos
para medi¢do da glicemia. A partir destes valores, calculamos a area incremental sob a curva

(AUC) com descrito em publicagdo prévia (GOMES et al, 2019).

3.9 Campo aberto (LOTE 2)

Este teste foi realizado no 4° dia de tratamento 1 h apo6s (por volta das 8:30) as
administracdes dos medicamentos pela manha, buscando a janela de efeito agudo da olanzapina
e, apods o término do tratamento (na manhad equivalente ao dia da eutandsia) visando mitigar
efeitos agudos dos tratamentos. Os animais foram gentilmente posicionados em um quadrante do

meio, em uma arena (60 x 60 cm) por 5 minutos para exploragado livre. A arena contém paredes
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laterais lisas, medindo 50 cm de altura, formadas por placas de madeira inodoras revestidas com
filme plastico preto. A base quadrada contém uma matriz de 4x4 quadrantes (15 x 15 cm). Todos
os experimentos foram registrados com auxilio de uma camera portatil (Logitech C270,
Lausanne, Suica) e os seguintes parametros foram analisados: o nimero de quadrados cruzados
pelo animal e quantas vezes o animal ficou em pé sobre as duas patas traseiras, que representa a

atividade exploratoria na vertical (GOMES et a/, 2019).

3.10 Avaliacio do esvaziamento gastrico (LOTE 2)

Ao término do experimento de campo aberto as ratas receberam 0,5 ml de solug¢ao azul de
metileno dissolvida em solucdo de glicose a 10% pela via 0.g. (em jejum por aproximadamente 4
h). Trinta minutos apods, os animais foram eutanasiados com overdose de xilazina/cetamina
(150/30 mg/kg, i.p.) ou isofluorano. Em seguida, o estdmago foi obstruido com linha de costura
proximalmente ao esfincter esofagiano e distalmente ao esfincter pilorico, e entdo removido e
armazenado a -70°C. Para avaliar a quantidade de azul de metileno que permaneceu nos
estomagos, eles foram homogeneizados em 15 ml de NaOH 0,1 N por 30 segundos.
Adicionou-se mais 5 ml de NaOH 0,1 N e a amostra foi deixada em repouso a temperatura
ambiente durante 1 hora. Cinco ml do sobrenadante foram centrifugados a 1.250 g durante 20
minutos a 4 ° C. A absorbancia do azul de metileno do sobrenadante resultante foi medida a 570
nm. Os resultados foram normalizados para a absorbancia no tempo zero. Quanto maior o valor
de absorbancia, menor o esvaziamento gastrico. Para a determinag¢do do transito intestinal, o
intestino delgado foi cuidadosamente removido. O transito intestinal foi determinado com base
no comprimento da marcagdo distal para o azul de metileno e expresso como porcentagem do

comprimento total do intestino delgado (FERREIRA ef a/, 2018).

3.11 Teste oral de tolerancia a lipideos (oLTT) (LOTE 3)

No penultimo dia de tratamento as ratas acordadas e ndo anestesiadas foram submetidas
ao jejum (aproximadamente 6-8 h) e entdo tiveram o sangue coletado como descrito para o ipITT
com a diferenca de que foram entre 40-60 pl de sangue. O sangue foi coletado também nos
tempos 1, 2, 3 e 4 h apos administracdo de azeite de oliva (5 ml/kg p.c. por via o.g.) para
determinagdo das concentragdes de triacilglicerol plasmatico por espectrofotometria utilizando

kit comercial como descrito previamente (MOTTA et al, 2018).
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3.12 Avaliacao da exportacio e do clearance do VLDL hepatico (LOTE 3)

O método da hipertrigliceridemia induzida pelo Poloxamer foi usado para avaliar a
cinética do triacilglicerol plasmatico (TAG). O Poloxamer ¢ um detergente anidnico que bloqueia
a hidrolise dos TAGs plasmaticos por meio da inibi¢do da enzima lipoproteina lipase (LPL).
Com o animal em jejum, esse bloqueio revela a secre¢do hepatica do TG para a circulagdo. Com
isso, pode-se calcular a velocidade de liberagdo hepatica bem como o seu indice de depuragdo,
pela acumulagdo subsequente de TG plasmatico. O procedimento foi realizado no tltimo dia de
tratamento com animais em jejum de aproximadamente 6-8 h e tratados com poloxamer i.p. (1
g/kg p.c.), este foi dissolvido durante a noite e mantido em gelo antes da administracdo para
manter o polimero em um estado viscoso movel para a inje¢do. As amostras de sangue foram
coletadas como no procedimento de OLTT nos tempos 0 (basal) e 1, 2, 3 e 4 h apos a
administracdo do Poloxamer para a determinacdo do TG plasmatico por espectrofotometria
utilizando kits comerciais. A taxa de liberagdo de triacilglicerol hepatico foi calculada usando a
formula (triacilglicerol plasmatico final — triacilglicerol plasmatico basal)/240 (o tempo de
acimulo em minutos) e normalizado para 100 g de massa corporal. A depuracao plasmatica foi a
razao entre a liberacdo normalizada de triacilglicerol hepatico e a concentragdo basal de

triacilglicerol no plasma (MOTTA et al, 2018).

3.13 Medicoes metabolicas e eutanasia (LOTE 1)

Apo6s o término do ipGTT os animais foram eutanasiados (superdosagem anestésica
com xilazina e cetamina - 30/150 mg/Kg i.p., respectivamente) seguida por decapitagdo em
guilhotina. O sangue do tronco foi coletado em tubos heparinizados e o plasma obtido por
centrifugacdo foi aliquotado em -80°C para determinacdo da colesterolemia e

triacilgliceridemia com kits e de acordo com os protocolos dos fabricantes.
3.14 Adiposidade visceral (LOTE 1)

As gorduras omental, retroperitoneal e perigonadal foram cuidadosamente removidas e

pesadas ap0s a eutanasia dos animais.
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3.15 Conteudo de glicogénio e triacilglicerol hepatico (LOTE 1)

As amostras de figado (300-500 mg) foram transferidas para tubos de ensaio contendo
KOH a 30% e fervidas durante 1 h até a homogeneiza¢do completa. Em seguida, adicionado
Na2S04, e o glicogénio foi precipitado com etanol. As amostras foram centrifugadas a 800g
por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o glicogénio dissolvido em &agua destilada
quente. Foi adicionado etanol e os pellets, obtidos ap6s a segunda centrifugacdo, foram
dissolvidos em &gua destilada num volume final de 20 ml. O conteudo de glicogénio foi
quantificado pelo tratamento de um volume fixo de amostras com reagente fenol e H2SO4, a
absorbancia foi entdo lida a 490 nm em um espectrofotometro. Para a determinagdo do
triacilglicerol (TAG) hepatico, as amostras de figado (100 mg) foram transferidas para tubos
de ensaio contendo NaCl 1 M e homogeneizados com dispersor Ultra-Turrax T18 (IKA,
Staufen, Alemanha). Em seguida, adicionamos 2 ml de solu¢do metanol-cloroférmio (1:2, v/v)
e os tubos foram subsequentemente centrifugados durante 5 min a 5000g. A fase de metanol
foi transferida para outro tubo para secar em um banho de agua fervente. Em seguida, as
amostras foram ressuspendidas numa solu¢do de metanol e solugdo Triton 100 (2:1, v/v). O
conteudo de TG hepatico foi determinado por um método colorimétrico enzimatico, de acordo
com as instrugdes do fabricante (Biotecnica, Varginha, MG, Brasil) (NATIVIDADE DA
SILVA et al, 2019).

3.16 Morfologia hepatica e massa das ilhotas (LOTE 1)

Para a morfologia hepatica, fragmentos de figado (do mesmo lobo em todos os animais)
foram coletados e fixados em formalina tamponada a 10%, pH 7,4, por 24 h, desidratados e
embebidos em parafina. Secc¢des representativas de tecido (5 um) foram obtidas em um
microtomo rotativo (Leica, IL, EUA) e aderidas em laminas de vidro. Apoés, as laminas foram
submetidas ao procedimento de coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliagdo
morfoldgica posterior. Imagens representativas foram obtidas no microscopio Olympus BX41,
com ampliagdo de 10 x 20 x 40 x. Para determinacdo da massa das ilhotas, os fragmentos do
pancreas (regido esplénica) foram coletados, fixados e embebidos como nos fragmentos de
figado. Se¢des representativas de tecido (5 pm) foram obtidas em um micrétomo rotativo (Leica)
e aderidas em laminas de vidro. Posteriormente, as laminas foram submetidas ao procedimento

de coloragdo de HE e posteriormente escaneadas no scanner automatico de laminas Axio Scan

33



(ZEISS, Oberkochen, Alemanha) para analises morfométricas subsequentes. A area total do
pancreas e ilhotas pancreaticas foi calculada usando o software ZEN (ZEISS) e a soma das areas
correspondentes as ilhotas pancreaticas foi dividida pela area total do pancreas e multiplicada por

100 para obter a porcentagem do pancreas endocrino (NATIVIDADE DA SILVA et al, 2019).

3.17 Analise Estatistica dos Resultados (LOTES 1,2 e 3)

Todas as analises e os graficos, foram realizadas usando o software GraphPad Prism
Versao 8 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, Estados Unidos). Os resultados foram expressos como a
média + desvio padrao (DP), para dados paramétricos, mediana e intervalos interquartis para
dados ndo paramétricos. A simetria dos dados foi testada pelos testes de normalidade de
Kolmogorov — Smirnov, Shapiro — Wilk e D'Agostino e Pearson. Os dados foram considerados
simétricos se aprovados por pelo menos dois dos trés testes. A significancia adotada foi de p <
0,05 representada por * ou #, ** ou ## p < 0,01, *** ou ### p < 0,001, **** ou ### p <
0,0001. Todos os dados foram analisados utilizando a ANOVA de 2 vias (analise de variancia de
dois fatores), com pds teste de Tukey. Os dados foram mostrados de forma individual nos

graficos.
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4. Resultados

4.1 O tratamento com olanzapina ndo exacerbou os efeitos da dexametasona sobre a massa
corporal e a ingestio alimentar de ratas. Para determinar se o tratamento concomitante dos
farmacos teve algum impacto no peso ou no consumo alimentar, os animais foram pesados
durante todo o desenho experimental e sua ingesta foi mensurada. Na Figura 4 vemos que o
tratamento com dexametasona resultou em menor massa corporal nos grupos DEX e MIX, perda
de peso essa observada do primeiro dia de TTO até o dia da eutanasia (Fig 4A,B). Essa redugao
de peso esteve associada @ menor ingestdo alimentar nesses grupos observada do 2° dia de TTO
até o dia da eutanasia (Fig. 4C,D). O TTO com olanzapina isolada ou ndo interferiu na massa

corporal ou na ingesta alimentar.
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Figura 4: Peso e Ingesta alimentar. Massa Corporal (A). Delta de peso durante o tratamento (B). Ingestdo de
alimentos (C). Delta de ingestdo alimentar durante o tratamento (D). Os resultados sdo expressos como média + SD
(A-D). Utilizado ANOVA de duas vias, com pds teste de Tukey. O asterisco (*) indica uma diferenga significativa
causada pela DEX. A siginificancia adotada foi * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p <0,0001.
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4.2 O tratamento combinado ndo exacerbou as alteracoes da homeostase glicémica causadas
pelo tratamento com dexametasona. Para determinar se o tratamento combinado dos farmacos
teve algum impacto na homeostase da glicose, realizamos os testes de tolerancia a glicose e a
insulina, seguido da quantificacdo da insulinemia pds eutanasia. Os animais que receberam
tratamento com dexametasona (DEX e MIX) apresentaram intolerancia a glicose, evidenciada
pelos valores da AUC, onde o grupo F-DEX teve um aumento da area abaixo da curva
aproximado 69% e o grupo F-MIX 67%, quando comparados ao grupo controle (Fig. SA-B). Os
valores de partida foram normalizados entre os grupos nos graficos das Figuras 5SA e 5C. Esses
mesmos grupos apresentaram uma sensibilidade a insulina diminuida, apresentando menor
resposta a insulina exégena (Fig. 5C), como evidenciado pelo KITT, com redugdo de 40% para o
grupo F-DEX e 55% para o grupo F-MIX, quando comparado com o grupo F-CTL (Fig. SD). Os
dados de KITT foram corroborados pelos valores de insulina elevados nos grupos F-DEX

(+151%) e F-MIX (+109%), quando comparado com F-CTL (Fig. 5E).
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Figura 5: Metabolismo glicémico. Glicemia durante IPGTT (A). A area sob a curva de ipGTT (B). Glicemia durante
ipITT (C). A razdo da taxa constante de diminuigdo da glicose (KITT) (D). Insulina Plasmatica ap6s a eutanasia (E).
Os resultados sdo expressos como média £ SD (A-E). Utilizado ANOVA de duas vias, com pos teste de Tukey. O
asterisco (*) indica uma diferenga significativa causada pela DEX.. A siginificancia adotada foi * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p < 0,001 e **** p <0,0001.

4.3 O tratamento com olanzapina reduziu a mobilidade dos animais. Um dos efeitos
indesejaveis causados pelo tratamento com a OLZ ¢ a sonoléncia descrita em humanos, porém
sem medidas em modelos animais. Procuramos avaliar se esses animais apresentavam esse
sintoma de forma aguda ou cronica avaliando-os em dois momentos. No quarto dia de
tratamento, este teste foi realizado 1 h apds o tratamento. Observou-se que esses animais
apresentaram menor mobilidade, ocasionada pelo tratamento isolado com olanzapina ou
combinado, o grupo F-OLZ com reducao de 27% e o grupo F-MIX 47% (Fig. 6A), bem como
diminui¢do de 34% e 58% respectivamente, do comportamento do tipo exploratorio, quando
comparados ao grupo controle (Fig 6B). Esse comportamento se manteve apos o término do
tratamento onde os animais do grupo F-OLZ apresentaram reducao de 23% e o grupo F-MIX de
45% (Fig 6C). Somente o grupo F-MIX apresentou menos comportamento exploratorio (-67%)

(Fig 6D), quando comparado ao grupo controle. Um video representativo do teste pode ser

acessado em: https://youtu.be/vzVnpubZh8Q
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Figura 6: Campo aberto. Numero de cruzamentos durante o teste de campo aberto no quarto dia de tratamento (A).

Numero de criagdes durante o teste de campo aberto no quarto dia de tratamento (B). Numero de cruzamentos

durante o teste de campo aberto apds o tratamento (C). Numero de criagdes durante o teste de campo aberto apos o

tratamento (D). Os resultados sdo expressos como média + SD (A-D). Utilizado ANOVA de duas vias, com pos teste

de Tukey. O asterisco (*) indica uma diferenga significativa causada pela DEX. A cerquilha (#) indica uma diferenga

significativa causada por OLZ. A siginificancia adotada foi * ou # p < 0,05, ## p < 0,01.
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4.4 O tratamento concomitante com olanzapina e dexametasona levou a reducio do
armazenamento de gordura retroperitoneal, mas somente o tratamento com dexametasona
alterou a massa do baco, rins, figado e adrenais. Medimos os trés depositos de gordura mais
comuns onde ndo constatamos alteragdo nos depositos omental e perigonadal (Tabela 6).
Contudo, o grupo F-MIX teve 20% a menos de massa para a gordura retroperitoneal. O
tratamento com a dexametasona de forma isolada ou combinada levou a reducdo da massa do
baco em cerca de 45% para F-DEX e F-MIX, 23% menos massa das glandulas adrenais para
F-DEX e 12% para F-MIX, aumento da massa do figado em 26% para F-DEX e 33% para
F-MIX. Também foi observado aumento de 14% da massa renal apenas no grupo F-MIX. Nao

houve alteragdo na massa pancreatica.

Tabela 6: Massa relativa dos orgaos.

F-CTL F-DEX F-OLZ F-MIX
!Gordura 2.5+0.85 2.6+ 0.83 2.5+0.63 2.6 +£0.58
perigonadal
'Gordura 1.5+0.54 1.9+0.43 1.4+0.32 12+035# %
retroperitoneal
!Gordura omental 0.2 +0.08 0.3+0.13 0.2+0.07 0.3+0.07
‘Bago 0.2+0.02 0.1+ 0.02 %% 0.2+0.02 0.1+0.02 %*%%
'Rins 0.7+£0.05 0.8 +0.09 0.7 +0.05 0.8 +0.06 **
‘Pdncreas 0.4+0.03 0.4+0.09 0.4 +0.07 0.5+ 0.06
’Figado 2.7+0.22 3.4+ 0.40 %k 2.6+0.19 3.6+ 0.35 kkkk
’Adrenais 33.5+£5.45 257 +7.89 ¥¥k% 34.0+3.35 294+384 %

Massa do 6rgdo normalizada pela massa corporal (g/g b.m.)(*). Massa do 6rgdo normalizada pela massa corporal
(mg/g b.m.)(*). Os resultados sdo expressos como média + DP. Utilizado ANOVA de duas vias, com poés teste de
Tukey. O asterisco (*) indica uma diferenga significativa causada pela DEX. A cerquilha (#) indica uma diferenga
significativa causada por OLZ. . A siginificancia adotada foi * ou # p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001 ¢ **** p <
0,0001.

4.5 O tratamento combinado de olanzapina e dexametasona ndo alterou o transito intestinal
ou o esvagiamento gdstrico. Um outro efeito indesejavel causado pelo tratamento com a
olanzapina ¢ a constipagdo, causada por seus efeitos anti-colinérgicos. Por isso, avaliamos o
transito intestinal e ambos os grupos que receberam OLZ (F-OLZ e F-MIX) tiveram um menor
percentual de intestino percorrido pelo corante, mostrado por um retardo no deslocamento do

corante (Fig 7A). Nao observamos alteragdes no esvaziamento gastrico dos grupos experimentais

(Fig 7B).
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Figura 7: Motilidade gastrointestinal. Transito intestinal (A). Esvaziamento gastrico (B). Liberagdo hepatica de
triacilglicerol (C). Os resultados sdo expressos como média = SD (A e B). Utilizado ANOVA de duas vias, com pos
teste de Tukey. A cerquilha (#) indica uma diferenga significativa causada por OLZ. A siginificancia adotada foi # p
<0,05.

4.6 O tratamento combinado com olanzapina e dexametasona exacerbou a exportagio
hepdtica de TG e a colesterolemia causada pela dexametasona. Avaliamos a tolerancia lipidica
e a exportacdo e depuragdo de triacilglicerol hepatico para investigar possiveis alteragdes do
metabolismo lipidico. No oLTT observamos que ha intolerancia aos lipideos no grupo F-DEX,
representado pelo aumento dos niveis de triacilglicerol plasmatico durante o teste, que aparecem
nas medicoes de 2, 3 e 4 horas apos a administracdo do 6leo (Fig 8A). No experimento com
inibicdo da LPL encontramos maiores valores de TG plasmatico no grupo F-MIX (Fig B) que
coincide com maior exportacdo hepatica de TG (+178%) (Fig 8C) ¢ menores valores de
depuracao de TG (-35%, efeito da dexametasona), quando comparados com o grupo F-CTL (Fig
8D). No painel de histologia, podemos observar a presenca de goticulas lipidicas causadas pelo
tratamento com dexametasona, nos grupos F-DEX e F-MIX (Fig 8E) que corresponde
igualmente a maiores valores de TG plasmatico e hepatico (Fig. 8F e I, respectivamente).
Observamos um aumento de 105% e 33% nos valores de colesterol plasmatico no grupo F-MIX,
quando comparado com F-DEX e F-OLZ respectivamente (Fig 8G). Houve também um
aumento do armazenamento de glicogénio no figado, sendo este de 137% no grupo F-DEX e de

168% em F-MIX, causado pelo tratamento com DEX (Fig 8J). A quantificacdo das
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transaminases hepaticas no plasma revela valores mais elevados de alanina aminotransferase
(Fig 8H) apenas nos grupos tratados com dexametasona, sendo o aumento de 156% no grupo

F-DEX e 193% para F-MIX, mas ndo de aspartato aminotransferase (Fig 8K).
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Figura 8: Metabolismo Hepatico e lipidico. Triacilglicerol plasmatico durante o teste de tolerancia lipidica (A).
Triacilglicerol plasmatico durante a avaliagdo da exportagdo e eliminagdo hepatica de VLDL (B). Liberagao hepatica
de triacilglicerol (C). Indice de depuragdo de triacilglicerol hepatico (D). Histologia hepatica (E). Triacilglicerol
plasmatico apos eutanasia (F). Colesterol plasmatico apos eutanasia (G). Contetdo hepatico de triacilglicerol (H).
Conteudo de glicogénio hepatico apds a eutanasia (I). Alanina aminotransferase plasmatica (J). Aspartato
aminotransferase plasmatica (K). Os resultados sdo expressos como média £ SD (A-K). Utilizado ANOVA de duas
vias, com pos teste de Tukey. O asterisco (*) indica uma diferenga significativa causada pela DEX. A cerquilha (#)
indica uma diferenga significativa causada por OLZ. . * ou # p < 0,05, ** ou ## p < 0,01, *** p <0,001 e **** p <

0,0001.

4.7 O tratamento concomitante com olanzapina e dexametasona ndo exacerbou o impacto na
massa endocrina do pidncreas causado pelo GC. Por fim, avaliamos se o tratamento com a
olanzapina teria algum efeito sobre a massa de ilhotas pancreaticas. Apenas os animais do grupo
F-DEX apresentaram aumento da massa endocrina relativa (+219%) (Fig 9A), da massa absoluta

(197%) (Fig 9B) e da massa endocrina normalizada pela massa corporal (231%) (Fig 9C). A
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Figura 9D mostra imagens representativas do pancreas coradas com eosina e hematoxilina para

exemplificar a hipertrofia das ilhotas causada pelo tratamento com dexametasona.

HISTOLOGIA PANCREATICA (HE)
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Figura 9: Morfometria do Pancreas. Porcentagem enddcrina (A). Massa Endocrina (B). Massa endocrina por massa
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corporal (C). Histologia do pancreas (D). Os resultados sdo expressos como média + SD (A-C). Utilizado ANOVA
de duas vias, com pos teste de Tukey. O asterisco (*) indica uma diferenca significativa causada pela DEX. * p <
0,05, ** p<0,01.
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5. Discussao

A quimioterapia pode trazer inumeros efeitos colaterais, mas ¢ utilizada por seu efeito
imunossupressor, relagdo conhecida como custo-beneficio de qualquer medicacao. Entre essas
repercussoes, inclui-se a émese nos pacientes em tratamento, que também pode ser atenuada por
meio de coquetéis antieméticos visando maior adesdo ao tratamento. Infelizmente, esses
coquetéis também trazem seus potenciais efeitos adversos. O tratamento isolado, com
dexametasona (ex.: doencgas inflamatorias) ou olanzapina (ex.: depressao), em outros contextos ja
¢ repensado quando o paciente possui alguma comorbidade, como obesidade ou diabetes, devido
seus efeitos diabetogénicos. Neste estudo, avaliamos uma combinagdo pouco abordada na
literatura, do uso concomitante de dexametasona e olanzapina com doses equipardveis as
utilizadas para fins terap€uticos. Além disso, ha também o periodo, que seria algo aproximado ao
de um ciclo de quimioterapia (embora os pacientes possam vir a se submeter a alguns ciclos
durante o tratamento). No geral, demonstramos que o tratamento combinado resultou em: 1)
maior letargia, 2) redu¢do do depdsito de gordura retroperitoneal, 3) aumento da exportacio
hepatica de triacilglicerol (TG) e 4) aumento dos valores de colesterol total plasmatico.

O tratamento combinado, ou com olanzapina isolada, ndo modificou a massa corporal ou
a ingesta alimentar em nosso modelo. Os estudos em humanos sob tratamento com olanzapina
apontam ganho de peso, associado ao aumento da massa adiposa, mas, ¢ importante ressaltar que
sdo estudos que avaliam periodos de tratamento prolongados. Isso pode ser exemplificado pelo
trabalho de Wu e colaboradores (2006), onde foram avaliados humanos tratados com 10 a 20 mg
por 8 semanas e tiveram ganho de peso corpéreo e do IMC. Ja nos modelos animais, o ganho de
peso ndo ¢ consensual. Na literatura encontramos evidéncia de comportamento hiperfagico,
promovido pela olanzapina, em camundongos fémeas com ganho de peso, quando tratadas com
olanzapina na racao (50 mg de olanzapina composta/’kg de racdo comum) por seis semanas
(LORD et al, 2017). Em ratas, ¢ possivel encontrar tanto inexisténcia de efeito da olanzapina
(7,5 mg por 28 dias) (CINTOH et al., 2008), quanto o efeito sobre o ganho de peso associado a
maior adiposidade (8 mg por 8 semanas) (GUO et al., 2021). Em nosso modelo com olanzapina,
seja o grupo F-OLZ ou F-MIX, essa alteracdo nao foi observada, podendo ser interpretado pelo
curto periodo de tratamento do nosso protocolo. A dose que trabalhamos ¢ equivalente as doses

utilizadas nos estudos murinos, mas temos a sobreposicdo dos efeitos anorexigenos da
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dexametasona administrada em nosso estudo. Quanto a redu¢do na massa corporal e ingesta
alimentar em ratas tratadas com dexametasona, estd de acordo com os resultados esperados, ja
demonstrados em outros estudos (RAFACHO et al, 2008; SANTOS et al, 2014). Tal
consequéncia se justifica com o efeito anorexigeno da insulina e leptina no hipotalamo, que leva
a uma redugdo da ingestdo alimentar, gerando a perda de peso, uma vez que esses ratos
desenvolvem niveis mais elevados de insulina plasmatica e de leptina (GOMES et al, 2019).

O tratamento com olanzapina nao resultou em alteracdes na homeostase glicémica, nem
exacerbou os efeitos adversos causados pelo tratamento com o GC nas ratas. Os dados oriundos
de modelos com roedores demonstram que a olanzapina pode provocar desbalangos na
homeostase glicémica de forma dose-dependente (2,5, 5, 10 mg/kg), como intolerancia a glicose
e resisténcia periférica a insulina, uma hora apds a administragdo do farmaco (NAGATA et al,
2016). O tempo de tratamento também segue sendo um fator preponderante no aparecimento de
alteragoes glicémicas. Trabalhos que utilizam doses entre 2 e 7,5 mg/kg/dia com tratamentos por
periodos prolongados (variando de 2 a 8 semanas), constatam intolerancia a glicose e resisténcia
a insulina, independente do sexo. Tal consequencia deriva da diminui¢do das ac¢des hepaticas da
Akt e da proteina cinase ativada por AMP (AMPK), fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina IRS-1, aumento na interleucina-6 sérica, redug¢ao da translocagdo do transportador de
glicose tipo 4 (GLUT4) para a membrana para transporte de glicose no musculo esquelético, e
nos hepatdcitos leva a uma reducdo da produgdo de glicogénio mediada pelos receptores de
5-HT2 (CHINTOH et al, 2008; YANG et al, 2019; REN et al, 2019). Em nosso modelo
experimental o tratamento com olanzapina ndo foi suficiente para alterar a homeostase
glicémica, por outro lado, nossos dados referentes ao tratamento com dexametasona corroboram
com a literatura. Os animais apresentaram intolerancia a glicose e menor resposta a a¢do da
insulina sugerindo um comprometimento efetivo da homeostase da glicose (VIANA et al, 2006;
SANTOS et al, 2014). Os GCs agem indiretamente nas células betas pancreaticas por meio de
alteracdes no metabolismo oxidativo da glicose, oscilacdo dos niveis de célcio intracelular, por
vias de amplificagdo envolvendo proteinas PKA e PKC, estresse do reticulo endoplasmatico e
aumento da geragdo de espécies reativas de oxigénio (PASIEKA & RAFACHO, 2016). Além
disso, o tratamento in vivo com a dexametasona causa alteracdes em tecidos periféricos, como a

resisténcia a insulina, maior ativacdo da gliconeogénese hepatica e redugdo da captagdo de
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glicose no musculo esquelético e no tecido adiposo (RAFACHO et al/, 2008; SIVABALAN,
RENUKA, MENON, 2008; PASIEKA & RAFACHO, 2016).

O tratamento combinado exacerbou a letargia causada pelo tratamento isolado com a
olanzapina. A letargia ¢ um dos efeitos adversos da Olanzapina em humanos que mais causa a
descontinuidade do tratamento, e ¢ referenciado pelos pacientes como sedagdo, fadiga ou
sonoléncia excessiva (DIJKSTRA et al, 2018; STASSINOS & KLEIN-SCHWARTZ, 2017).
Esse efeito ¢ causado pela afinidade do farmaco nos receptores histaminicos (H1), agindo como
um sedativo. Ja4 em roedores, a letargia causada pelo TTO com olanzapina ¢ validada por meio
de redugdo da atividade locomotora e do comportamento tipo exploratorio (MOHAMMED et al,
2012). Nossos dados oriundos do campo aberto, que nos permite identificar esse componente
locomotor, vao ao encontro da literatura e demonstramos que esse efeito sedativo se da tanto de
forma aguda como de forma tardia ao tratamento. O tratamento isolado de dexametasona ndo fo1
suficiente para alterar a atividade locomotora durante o teste no grupo F-DEX, mas as fémeas do
grupo F-MIX tiveram uma piora na letargia quando comparado com o grupo F-OLZ, mostrando
que a dexametasona pode influenciar este parametro quando combinada com a olanzapina. Essa
acdo da dexametasona pode ter relacdo com a reducdo da massa muscular e consequente forca
locomotora, como demonstrado em ratos tratados com dexametasona por 10 dias na dose de 50
ng/100 g (ARU et al, 2019). Neste trabalho os autores associaram a fadiga relatada por pacientes
com a reducdo de massa muscular, desse modo, poderia atuar de forma aditiva a agdo sedativa da
olanzapina no teste do campo aberto observado no grupo F-MIX.

O tratamento combinado ndo exacerba o retardo no transito intestinal oriundo do
tratamento com olanzapina, ao passo que o esvaziamento gastrico nao foi alterado por nenhum
tratamento. Pacientes tratados com olanzapina queixam-se de constipagdo, efeito adverso
relacionado com a dose utilizada (KELLY et al/, 2006; KENNEDY et al, 2003) e decorrente da
acdo anticolinérgica do farmaco (HERT et al, 2011). Além de agir nos receptores muscarinicos, a
olanzapina age nos receptores 5-HT, e acredita-se que esse receptor tem uma relagdo indireta ao
funcionamento do sistema colinérgico, desencadeando entdo esse sintoma (KENNEDY et al,
2000). Porém, somente o tratamento com olanzapina ndo foi suficiente para causar essa
alteracdo, visto que apenas o grupo F-MIX a apresenta. Embora ndo tenhamos interagao,
acreditamos que a DEX pode ter influenciado esse parametro. A dexametasona aumenta a

expressao dos receptores M2, diminuindo a liberacdo de acetilcolina (ZHOU, FRYER, JACOBY,
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2001), porém, de forma isolada também nao € capaz de causar este sintoma. No melhor de nosso
entendimento, somos os primeiros a avaliar o transito intestinal e o esvaziamento géastrico nesse
contexto metabolico com a olanzapina em modelos murinos. A despeito de ndo encontrarmos
alteracdo na taxa de esvaziamento gastrico, identificamos hipomotilidade do intestino delgado no
grupo F-MIX.

Dos dados de massa de orgdos, encontramos apenas redugdo do depdsito de gordura
retroperitoneal no grupo F-MIX. Acreditamos que tenha ocorrido um efeito aditivo dos
farmacos, ja que ¢ encontrado evidéncias de lipdlise aumentada pelo tratamento com
dexametasona no tecido adiposo branco (D’SOUZA et al, 2012) e, também, pelo tratamento com
olanzapina (MEDAK et al, 2019). Ja os animais tratados apenas com DEX, apresentam
hipotrofia adrenal por atenuacdo da atividade do eixo HPA, além do bago, pela imunossupressao
das respostas imunolégicas. Tais efeitos ja foram descritos neste modelo animal no passado por
outros grupos ¢ pelo nosso (ROOMAN et al, 1999; SANTOS et al, 2014; NATIVIDADE DA
SILVA et al, 2019), que ndo foram alterados pelo tratamento com olanzapina.

Apenas o tratamento isolado com dexametasona resultou em intolerancia aos lipideos,
nao tendo influéncia da olanzapina sobre este pardmetro. No oLTT temos um cendrio semelhante
ao estado pos-prandial, em que as lipoproteinas ricas em TG, como quilomicrons,
compreendendo 85-90% de TG e contendo apolipoproteina (ApoB), sdo produzidos nos
enterocitos e atingem a circulagdo sist€émica, a partir do ducto toracico. A lipoproteina lipase
(LPL) ancorada nas células endoteliais, hidrolisa o TG no endotélio vascular, obtendo acidos
graxos nao esterificados e remanescentes (ROSS & MARAIS, 2014; TAN et al, 1995). Os GCs
contribuem para o acimulo de TG no figado, por causarem uma reducdo da degradagao da ApoB
e diminuicao na expressao e atividade da triacilglicerol hidrolase hepdtica, que por sua vez leva a
redugdo da lipolise de TGs. A combinagdo de sintese aumentada de TG, e o relativo aumento na
secrecao de VLDL pelo excesso de GC, resulta em acimulo de TG hepatico. A elevagdo de TG e
VLDL plasmatico induzida por GC ¢ mediada em parte pelo aumento da secre¢cdo de VLDL pelo
figado (RAHIMI; RAJPAL; ISMAIL-BEIGI, 2020).

Quando entramos com o poloxamer para causar a inibi¢cao da atividade da LPL, com os
animais em jejum, esse bloqueio revela a secrecdo hepatica do TG para a circulagdo. Com isso,
foi observado a velocidade de liberacdo hepdtica, obtida pela acumulagdo subsequente de TG

plasmatico, que esteve maior apenas no grupo que recebeu o tratamento combinado. O excesso
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de GCs, tanto em humanos como em animais, resulta em aumento significativo nos niveis
plasmaticos de TG contidos na lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) (BRINDLEY,
1981; CHOI & GINSBERG, 2011). Em hepatocitos isolados de rato, a incubacdo com
dexametasona aumentou a secre¢do de triglicerideos no meio, em particulas com propriedades de
VLDL (MANGIAPANE & BRINDLEY, 1986). Os GCs aumentam os niveis plasmaticos de
acidos graxos livres (AGL), por estimularem a lipolise em alguns depdsitos de tecido adiposo, e
também a captagdo de AGL pelo figado, onde essas moléculas sdo convertidas em TGs e
depositados em goticulas de lipidios. Alguns dos TGs ressintetizados ligam-se a ApoB no
reticulo endoplasmatico, para formar particulas de VLDL, que sdao concentradas no aparelho de
Golgi e secretadas como VLDL (DOLINSKY et al, 2004). Os GCs estimulam a sintese de AGL
hepaticos, podendo resultar no acumulo de TGs hepético, bem como em maior secre¢do de
VLDL (BRINDLEY, 1981; COLE et al, 1982; DOLINSKY et al, 2004 ;COLE et al, 1982). A
elevacao induzida por GC de triglicerideos plasmaticos ¢ VLDL ¢ mediada pelo aumento da
secre¢do de VLDL pelo figado. No entanto, o tratamento isolado com DEX parece ndo ter sido
suficiente para provocar essa alteracdao (F-DEX x F-CTL p = 0.056), entdo, o tratamento com a
olanzapina parece trazer a tona essa alteracdo. O tratamento com a olanzapina tem sido
relacionada com alteragdes no metabolismo hepatico de lipideos, via ApoA e ApoC, além de
redugdo da atividade da LPL. Porém, essas alteragcdes metabodlicas no tratamento isolado com
olanzapina em humanos estdo associadas apenas a mudangas modestas nos lipideos plasmaticos
(SMITH et al, 2007).

A partir deste mesmo teste, também obtivemos os dados de depuragdo hepatica de TG.
Entdo, o tratamento combinado ndo exacerbou a redugdo da depuragcdo ocasionada pelo
tratamento com dexametasona. Os niveis mais baixos de depuragdo nos grupos que receberam
DEX, sugerem uma capacidade reduzida do figado de remover o TG circulante. As proteinas
LPR e LDL-R sado dois receptores expressos no figado, estes sdo responsaveis para metabolismo
lipidico e para depuracdo de proteinas plasmaticas (MOTTA et al, 2018). A dexametasona reduz
a expressao do receptor de LDL no figado, logo, isso levaria a menor depuracdo hepatica,
observada nesses animais (LI et al/, 2020), parametro esse nao influenciado pelo tratamento com
olanzapina.

Outro conjunto conhecido de parametros metabolicos que sdo afetados pelo tratamento

com GC, que ndo foi influenciado pelo tratamento combinado ou isolado com olanzapina, inclui
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TG hepatico acompanhado da histologia hepatica (GOMES et al, 2019; NATIVIDADE DA
SILVA et al, 2019). O tratamento com dexametasona aumentou os niveis de TG hepdtico e
plasmatico, provavelmente oriundos da taxa de lipolise no tecido adiposos aumentada e redugao
da beta oxidagdo de acidos graxos (D’SOUZA et al, 2012). Observamos um aumento do
colesterol plasmatico no grupo que recebeu o tratamento combinado, levado pelo tratamento com
olanzapina e parece envolver as vias bioquimicas SREBP, que podem ser alteradas por uma
variedade de SGA (CAI et al, 2015). A olanzapina pode provocar uma regulacdo positiva
significativa de SREBP-1 e SREBP-2 e seus genes-alvo downstream, levando ao aumento da
sintese de lipidios e colesterol. Mesmo uma unica inje¢do intraperitoneal de olanzapina pode
induzir a elevacdo de AGL séricos (JASMIN et al, 2012). Como ja comentado anteriormente os
GCs levam a um aumento da lipdlise no tecido adiposo, com isso, também elevam os niveis
circulantes de AGL. Foi demonstrado que os AGL plasmaticos elevados reduzem a degradacao
do glicogénio e estimulam a gliconeogénese hepatica, isso explicaria o aumento de glicogénio no
figado (SPRANGERS et al, 2001). Essa mudanga estrutural do figado, com o aumento de
glicogénio e lipidios, pode causar o comprometimento da funcdo hepatica. A ALT ¢ encontrada
principalmente no citoplasma do hepatocito, enquanto que 80% da AST estd presente na
mitocondria. Em dano hepatocelular leve, a forma predominante no soro ¢ a citoplasmatica, que
condiz com os nossos resultados de ALT, enquanto as elevacdes de AST aparecem em danos
mais cronicos.

O tratamento combinado ou isolado com olanzapina ndo influenciou a massa de ilhotas
no pancreas; efeitos que foram decorrentes da acao da dexametasona. A literatura traz que o TTO
com olanzapina pode levar a alteracdes morfoldgicas nas ilhotas em protocolos estendidos, ratos
machos tratados por 14 semanas com progressao de dose (dose inicial de 5 mg/kg/dia e final 15
mg/kg/dia) tiveram um aumento na massa de ilhotas, ndo por hipertrofia ou proliferagdo celular,
mas induzido por fibrose (SHAH et al, 2016). Quando utilizado ratas ovariectomizadas, tratadas
com OLZ (2 mg/kg/dia por 8 semanas), estes animais eram resistentes a acdo da insulina, e
apresentavam menor porcentagem de células  (PARK er al, 2010). A partir dos trabalhos com
GC existentes na literatura, observamos que em um primeiro momento temos um aumento da
producao de insulina, pela hipersecrecao nas células-beta pancreaticas. Quando temos um insulto
ou tratamento prolongados, s6 aumento da resposta secretdria de insulina ndo ¢ suficiente para

tentar vencer o quadro de resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, o que leva a um aumento
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da proliferagdo celular, resultando um aumento da massa endécrina (RAFACHO et al, 2011). Em
nossos animais, observamos diminui¢do da sensibilidade a insulina, demonstrada no ipITT, e
pelo calculo da constante de decaimento, acompanhada por um aumento nas concentragdes
plasmaticas de insulina e um aumento na massa relativa das ilhotas pancredticas, ilustrado na
histologia pancreatica nos grupos que receberam o TTO com DEX. Embora ndo tenhamos
avaliado a secre¢@o de insulina in vivo, a hipersecrecdao de insulina pos eutanésia observada nas
ratas fémeas hiperinsulinémicas nao foi suficiente para prevenir a intolerancia a glicose, e isso ¢
apoiado por estudos anteriores (SANTOS et al, 2014; GOMES et al, 2019).

Nosso estudo possui limitagdes quanto a transposicdo para o contexto clinico, pois
utilizamos animais saudéveis e considerados jovens adultos. Quando pensamos em pacientes
sujeitos a quimioterapia temos que levar em consideracdo a idade do paciente, por ser uma
doenca que possui maior incidéncia em idosos, € também pelo fato de ndo considerarmos todo o
contexto terapéutico do paciente que vai da presenca de uma neoplasia ao rol de farmacos
utilizados ndo apenas com o intuito antiemético (ex., coquetel quimioterapico). Ainda, , o tempo
utilizado em nosso trabalho foi referente a um ciclo de quimioterapia, quando na realidade esses
pacientes costumam passar por mais de um ciclo. Assim, teriamos que levar em consideracao se
pode ocorrer a reversibilidade das alteragdes encontradas, e se as mesmas seriam agravadas com

a repeticao deste ciclo.
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6. Conclusao

Este trabalho demonstrou que o tratamento concomitante de olanzapina com a
dexametasona ndo exacerba os efeitos diabetogénicos do GC sobre a homeostase glicémica, mas
acentua alguns distirbios no metabolismo lipidico, como aumento da concentracao plasmatica de
colesterol total e maior exportagdo hepatica de triacilglicerol acompanhada de menor depuracao
hepatica em ratas fémeas tratadas. Além disso, resulta em comportamento letdrgico mais
acentuado. A despeito dos efeitos do tratamento combinado sobre o metabolismo lipidico nao
serem negligenciaveis, foi possivel revelar que o uso concomitante de dexametasona e
olanzapina ndo impacta sobre os parametros glicémicos reforcando seu uso nos coquetéis

antiemeético.
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Certificamos que a proposta intitulada "IMPACTO DE COMPONENTES PRESENTES NO COQUETEL ANTI EMESE SOBRE O
METABOLISMO DE GLICOSE E DE LIPIDEOS DE RATAS", protocolada sob o CEUA n2 9640210720 b oo1678), Sob a responsabilidade de
Alex Rafacho e equipe; Flavia Natividade da Silva - que envolve a producao, manutengao efou utilizacdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos
da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 11/08/2020.

We certify that the proposal "IMPACT OF THE ANTIEMETIC COCKTAIL COMPONENTS ON THE METABOLISM OF GLICOSE AND LIPIDS
OF RATS", utilizing 120 Heterogenics rats (120 females), protocol number CEUA 9640210720 up oo1s78), under the responsibility of
Alex Rafacho and team; Flavia Natividade da Silva - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in
accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 08/11/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 07/2020 a 07/2022 Area: Ciéncias Fisiologicas

Origem: Biotério Central

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 40 a 60 dias N: 120
Linhagem: Rattus novergicus albinus / wistar Peso: 100a150¢g

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no Laboratério de Investigacdo de Doencas Cronicas - LIDoC
(www.lidoc.ccb.ufsc.br), do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (Centro de Ciéncias Bioldgicas - CCB) da Universidade Federal de
Santa Catarina, UFSC (Rua Roberto Sampaio Gonzaga s/n Trindade, Floriandpolis/ SC).
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