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RESUMO

Os (glicocorticoides (GCs) exégenos, incluindo a dexametasona (DEX), sao
amplamente utilizados devido as suas agdes anti-inflamatérias e imunossupressoras.
Apesar de seus efeitos terapéuticos, os GCs em excesso resultam em disturbios
metabalicos, como intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e dislipidemias. Assim,
novos ligantes com potencial aplicagao terapéutica e menores efeitos adversos sao
necessarios. O furoato de mometasona (FM) € um GC utilizado para fins topicos e
inalatérios e, com base em evidéncias in vitro, apresenta potencialmente menores
efeitos colaterais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar 1) o impacto anti-
inflamatdrio e/ou no metabolismo de glicose e lipidios de ratos machos e fémeas; 2) o
envolvimento de GR nesses possiveis efeitos; 3) se os possiveis efeitos metabdlicos
sdo reversiveis apos a interrup¢do do tratamento; 4) desenvolver, caracterizar e
avaliar a permeabilidade intestinal de uma nanoparticula (NP) contendo FM. O efeito
anti-inflamatério foi avaliado pelo teste agudo de peritonite induzida por carragenina
(Cg) (500 pg/cavidade, intraperitoneal (ip)) em ratos Wistar machos e fémeas (3
meses de idade) previamente tratados com FM (0,1, 0,3, 1,0 ou 3,0 mg/kg de massa
corporal (mc) por gavagem oral (og) ou 1,0 mg/kg mc ip ou sc (subcutaneo), diluido
em 6leo de milho) ou DEX (1,0 mg/kg mc og ou ip, diluido em solugdo salina). Também
foi utilizado o modelo de colite induzida por dextran sulfato de sédio (DSS, 3% m/v em
agua de beber) em camundongos machos (2 meses de idade) tratados
concomitantemente com DEX ou FM (1,0 mg/kg og) por 8 dias. Para analisar
parametros metabdlicos relacionados ao metabolismo de glicose e lipideos, os
animais foram tratados diariamente com FM (0,1 ou 1,0 mg/kg mc ip ou og) ou DEX
(1 mg/kg mc ip ou og, apenas machos) por 7 dias. No 5° dia foi realizado o teste de
tolerancia a glicose (ipGTT), no 6° dia o teste de tolerancia a insulina (ipITT) e apds a
eutanasia foram avaliados parametros ex vivo relacionados ao metabolismo de glicose
e lipideos. Para avaliar o envolvimento do GR, os ratos foram pré-tratados com
mifepristona (MIFE - antagonista do GR, 20 mg/kg mc ip) 30 min antes dos GCs. Esses
animais foram submetidos ao ensaio de peritonite induzida por Cg e analises
metabdlicas como descrito anteriormente. Para avaliar se os possiveis desfechos
metabdlicos desenvolvidos apds tratamento com FM sado reversiveis com a
interrupcao do tratamento, os ratos foram submetidos ao mesmo protocolo de 7 dias
supracitado e foram mantidos por 10 dias sem tratamento para analise dos desfechos
metabdlicos. Dando sequéncia, uma nanoparticula (NP) de zeina contendo FM foi
desenvolvida por método de nanoprecipitacdo e posteriormente caracterizada. A
permeabilidade intestinal foi verificada em modelo 2D in vitro em células Caco-2 e
HT29-MTX. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFSC (CEUA N°
5012250518). O tratamento com o FM (ip € og) preveniu o processo inflamatério visto
na peritonite em ratos de ambos os sexos e no modelo de colite em camundongos.
Independentemente da via de administracdo e sexo, os animais tratados com FM
apresentaram diminuigdo da sensibilidade a insulina, mas apenas os grupos FM ip
machos e FM ip e og fémeas apresentaram hiperinsulinemia compensatoria. Ratos
tratados com FM ip apresentaram diminuigdo da tolerancia a glicose e machos e
fémeas desenvolveram dislipidemia. A acao anti-inflamatéria de FM ip e og nao é
dependente exclusivamente de GR e pré-tratamento com MIFE preveniu a maioria
dos desfechos metabdlicos desenvolvidos a partir da administragdo de FM ip.
Observamos que esses efeitos metabdlicos sao reversiveis apds a interrupcédo do
tratamento. Concluimos que o FM mantém atividade anti-inflamatéria quando
administrado por via sistémica e apresenta menor impacto no metabolismo quando
administrada por via oral (em machos e fémeas). Além disso, o FM nao atua



exclusivamente no GR, sugerindo que efeitos anti-inflamatdérios podem ocorrer por
outra via farmacoldgica.

Palavras-chave: furoato de mometasona, glicocorticoides, disglicemia, dislipidemia,
efeito anti-inflamataorio.



ABSTRACT

Exogenous glucocorticoids (GCs), including dexamethasone (DEX), are widely used
for their anti-inflammatory and immunosuppressive actions. Despite their therapeutic
effects, GCs excess can result in metabolic disorders such as glucose intolerance,
insulin resistance, and dyslipidemias. Thus, new ligands with potential therapeutic
application and fewer adverse effects are needed. Mometasone furoate (MF) is a GC
used for topical and inhalational purposes and based on in vitro evidence, potentially
has fewer side effects. Thus, the objective of this work was to evaluate 1) the anti-
inflammatory impact and/or on glucose and lipid metabolism in male and female rats;
2) the involvement of GR in these possible effects; 3) whether the possible metabolic
effects are reversible after interruption of treatment; 4) to develop, characterize and
evaluate the intestinal permeability of a nanoparticle (NP) containing MF. The anti-
inflammatory effect was evaluated by the carrageenan-induced peritonitis model (Cg,
500 ug/well, intraperitoneal (ip)) in male and female Wistar rats (3 months old)
previously treated with MF (0.1, 0.3, 1.0 or 3.0 mg/kg body mass (bm) by oral gavage
(og) or 1.0 mg/kg bm ip or sc (subcutaneously, diluted in corn oil) or DEX (1.0 mg/kg
bm og or ip, diluted in saline). We also used dextran sulfate sodium (DSS, 3% w/v in
drinking water) induced colitis model and male mice (2 months old) were treated
concomitantly with DEX or MF (1.0 mg/kg og) for eight days. To analyze metabolic
parameters related to glucose and lipid metabolism, rats were treated daily with MF
(0.1 or 1.0 mg/kg bm ip or og) or DEX (1 mg/kg bm ip or og, only males) for seven
days. On the 5™ day, the glucose tolerance test (ipGTT) was performed; on the 6" day,
the insulin tolerance test (ipITT) was performed, and on the 7t day after euthanasia,
ex vivo parameters related to glucose and lipid metabolism were evaluated. To assess
GR involvement, rats were pretreated with mifepristone (MIFE - GR antagonist, 20
mg/kg bm ip) 30 min before GCs. These animals were submitted to the Cg-induced
peritonitis and metabolic analyses described above. To assess whether the metabolic
outcomes developed after MF treatment are reversible upon interruption of treatment,
the rats were submitted to the 7-day protocol mentioned above and were maintained
for ten days without treatment. The MF-loaded zein NP was developed by
nanoprecipitation method and further characterized. Intestinal permeability was
verified in a 2D in vitro model using Caco-2 and HT29-MTX cells. The study was
approved by the UFSC Ethics Committee (CEUA N° 5012250518). Treatment with MF
(ip and og) prevented the inflammatory process seen in peritonitis in rats of both sexes
and in the mouse colitis model. Regardless of the route of administration and sex, the
animals treated with MF showed decreased insulin sensitivity. Still, only the MF ip male
and MF ip and og female groups showed compensatory hyperinsulinemia. Rats treated
with MF ip showed reduced glucose tolerance, and males and females developed
dyslipidemia. The anti-inflammatory action of MF ip and og is not exclusively
dependent on GR and pretreatment with MIFE prevented most of the metabolic
outcomes developed from the administration of MF ip. We observed that these
metabolic effects are reversible after treatment interruption. We conclude that FM
maintains anti-inflammatory activity when administered systemically and has less
impact on metabolism when administered orally (in males and females). In addition,
MF does not act exclusively on the GR, suggesting that anti-inflammatory effects may
occur through another pharmacological route.

Keywords: mometasone furoate, glucocorticoids, dysglycemia, dyslipidemia, anti-
inflammatory effect.
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1 INTRODUGAO
1.1 ASPECTOS GERAIS DOS GLICOCORTICOIDES

Ha aproximadamente 90 anos foram iniciados os primeiros estudos
relacionados a extracdo e utilizagao clinica de um horménio obtido do cortex adrenal,
a cortisona (HARTMAN; BROWNELL, 1930). A cortisona foi descrita como um
hormonio essencial para vida e em 1950 resultou na concessao do Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina aos pesquisadores Hench, Kendall e Reichstein (“THE NOBEL
PRIZE IN PHYSIOLOGY OR MEDICINE 1950,” [S.D.]). Em 1948 foi administrada pela
primeira vez em uma mulher diagnosticada com artrite reumatoide e a melhora
significativa dos sintomas foi observada apés o terceiro dia de administracéo (Hench;
Kendall 1949). No entanto, o seu uso crénico ou em elevadas doses foi limitado devido
ao desenvolvimento de efeitos adversos, como desbalango mineral e retencédo de
fluidos devido a ativagao de receptores mineralocorticoides (MR) nos rins. Outros
efeitos apresentados foram o desenvolvimento de osteoporose, hipertensao arterial,
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), ganho de peso e aspecto cushingoide
(BONAVENTURA; MONTECUCCO, 2018).

Desde entao, industrias farmacéuticas buscam desenvolver glicocorticoides
(GCs) sintéticos analogos ao cortisol (cortisona na forma ativa) e que apresentem
menos efeitos adversos. Dentre eles destaca-se a prednisolona, prednisona e a
dexametasona (BUNIM, PECHET E BOLLET, 1955), os quais foram aprovados para
uso clinico e se mostraram eficazes no tratamento dos sintomas de artrite reumatoide
e outras doencas inflamatdrias. Esses compostos apresentam modificagdes
estruturais que alteram suas propriedades farmacolégicas, melhorando a solubilidade,
tempo de meia-vida (t'2) e afinidade a receptores.

Os GCs se tornaram uma das opgdes de tratamento mais utilizadas e eficazes
para varios disturbios inflamatérios e autoimunes, sendo muitas vezesa unica opgao
de tratamento. Sdo amplamente indicados em doses fisioldgicas na terapia de
reposicao em insuficiéncia adrenal, bem como em doses supra fisiolégicas para o
manejo de doengas dermatoldgicas, oftalmoldgicas, reumatoldgicas, pulmonares,
disturbios hematologicos e gastrointestinais. Devido sua agdo imunossupressora
também sdo indicados no tratamento de pacientes transplantados (LIU et al., 2013).

Ha inumeros GCs disponiveis para uso terapéutico. Devido a alteracbes

estruturais, eles apresentam diferencas em propriedades fisico-quimicas e poténcia,
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pois foram otimizados para serem administrados por diferentes vias (oral,
intramuscular, intra-articular, intravenosa, inalatéria e tdpica). As propriedades
farmacocinéticas desses farmacos diferem das do cortisol, pois apresentam t%
prolongados. Classicamente, as diferentes formulagdes de GC empregados pela via
sistémica e inalatérias sdo comparadas tomando por base suas poténcias anti-
inflamatadrias relativas as da hidrocortisona (para via sistémica) e beclometasona (para

via inalatéria) e as equivaléncias entre suas doses (vide Tabela 1).

Tabela 1. GCs administrados pela via sistémica e inalatéria

Composto Acao GC Dose equivalente Acao MR Duracao de agao
(mg)* (horas)
GCs administrados pela via oral |
Cortisol 1.0 20 1.0 8
Cortisona 0.8 25 1.0 8
Prednisona 35-5 5 0.8 16 — 36
Prednisolona 4.0 5 1.0 16 — 36
Metilprednisolona| 5-7.5 4 0 18 — 40
Triancinolona 5 4 0.8 12 - 36
Betametasona 30 0.60 0 36 — 54
Dexametasona 30 0.75 0 36 - 54
Dose equivalente
(ng)*™
GCs administrados pela via inalatéria
Budesonida 3750 400 0 1.5-28
Fluticasona [7200 200 0 3.1-14
Furoato de mo- 8800 200/400 0 4.5
metasona
Ciclesonida 4800 320 0 0.7-7
Dipropionato de 2100 400 0 0.5
beclometasona

*equivalente a hidrocortisona; **equivalente a beclometasona: MR: receptor mineralocorticoide
Adaptado de ADCOCK; MUMBY, 2016.

1.2 MECANISMO DE ACAO DOS GCS EM RECEPTORES INTRACELULARES

Clinicamente, os GCs sao utilizados como potentes anti-inflamatérios, pois
regulam processos durante todas as fases da inflamacao; desde fases iniciais,
diminuindo a liberagdo de mediadores pro-inflamatorios, até fases terminais e de
resolucao, removendo detritos celulares. Durante a fase aguda da inflamacgao, a agao
dos GCs é reduzir permeabilidade vascular, portanto, diminuindo o extravasamento

de proteinas e células sanguineas para o sitio da inflamacdo. Também suprime vias
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de sinalizag&o envolvidas na deteccédo de agentes nocivos e propagacao de agentes
inflamatdrios, além de modular a transativagdo ou transrepressao génica para a
sintese de proteinas anti- ou pro-inflamatdrias, respectivamente.

Os efeitos farmacoldgicos ocorrem por mecanismos gendémicos e né&o-
genbmicos, a partir da interagdo do GC com os receptores de glicocorticoides (GR)
intracelulares (efeitos gendmicos) ou de membrana (efeitos nao-gendmicos)
presentes em todas as células. Os efeitos gendmicos sdo bem estabelecidos e suas
acdes se iniciam a partir do momento em que ocorre a traducéo proteica, o que leva
no minimo 60 minutos. No entanto, os GCs também apresentam respostas néo-
genbmicas, as quais sao observadas segundos apés administracdo. Isso devido ao fato
de ndo exigir nenhum processo de transcri¢do e tradugéo. Na agdo ndo-gendmica ocorre, por
exemplo, modificagdo no fluxo de ions por canais de membrana (SCHULZ et al.,
2001). Os efeitos no metabolismo de glicose e lipideos sdo majoritariamente dependentes
de vias genémicas.

Devido a estrutura lipofilica, os GCs difundem-se através da membrana
plasmatica ligando-se aos GRs citosolicos, expressos em todas as células nucleadas.
Os efeitos gendmicos ocorrem pela ligagao da molécula de GC ao GR, resultando na
modulagao da expressao génica. O GR humano é composto por trés dominios: N-
terminal, que interage com fatores co-reguladores e maquinaria transcricional; o
dominio de ligacdo ao DNA contendo dois dedos de zinco, onde ocorrem interacdes
genbmicas; e o ultimo dominio C-terminal, onde ocorre a interagédo do ligante por meio
de uma bolsa hidrofébica. Entre os dois ultimos dominios ha uma regidao de dobradica
flexivel, que permite a homodimerizagao do receptor e sua translocagdao ao nucleo
(KUMAR; THOMPSON, 2005; OAKLEY; CIDLOWSKI, 2011). O gene que codifica o
GR humano contém 9 éxons localizados no cromossomo 5 e splicing alternativos
podem resultar em 5 diferentes isoformas: GRa, GRB, GRy, GR-A e GR-P. As
isoformas GRa (isoforma predominante) e GRy estdo associadas aos efeitos
candnicos do receptor, portanto os horménios tém a capacidade de se ligar a esses
receptores e regular a expressao génica. Ja as demais isoformas nao interagem com
GCs (OAKLEY; CIDLOWSKI, 2011). Na auséncia de ligante o GRa localiza-se no
citoplasma em um complexo multiproteico que contém proteinas de choque térmico.
Classicamente, o acoplamento de um ligante resulta em alteragdo conformacional no
GR, dissociando-se de chaperonas, o que permite a translocagao nuclear. No entanto,

ha evidéncias de que a ligacio a essas proteinas sdo importantes para a translocacao
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nuclear do complexo GR-GC (VANDEVYVER; DEJAGER; LIBERT, 2012). No nucleo,
o complexo GR-GC interage com o DNA e maquinarias transcricionais para exercer
os efeitos biologicos.

Os efeitos genbmicos dos GCs estdo representados na Figura 1 e séo
divididos em trés mecanismos:

1) Transativacao ou transrepressao génica: O homodimero do complexo GRa-

GC age como um fator de transcricdo ligando-se diretamente a elementos
responsivos ao GC (GREs), os quais recrutam co-ativadores que iniciam a transcri¢ao
de genes (transativacao) (LUISI et al., 1991). No entanto, este complexo também pode
interagir com GREs negativos (nGRE) que atuam por meio do recrutamento de co-
repressores levando a inibigdo da transcricdo génica (transrepressao) (SURJIT et al.,
2011).

2) Transrepressao génica por interacao proteina-proteina: Caracterizado por

ligacaodireta do monémero GR-GC a um fator de transcri¢gdo, diminuindo assim a
capacidade de ligagao do fator de transcricdo ao DNA, ou diminuindo o recrutamento
de co-reguladores e/ou da maquinaria transcricional. Esse € considerado o principal
mecanismo pelo qual os GCs medeiam as respostas imunes, pois interfere na
ativagdo dos principais fatores de transcrigdo inflamatérios, incluindo o fator de
transcricdo kappa B (NF-kB), proteina ativadora 1 (AP-1) e fatores de transcri¢cao
ativados por tirosinas cinases (STAT) (LUISI et al., 1991; RATMAN et al., 2013).

3) Ligacdo a elemento compositivo: Ja o ultimo mecanismo de agédo ocorre

quando o monémero GR-GC se liga a elementos compositivos, ou seja, uma
sequéncia de DNA que contém um GRE ou nGRE e um elemento responsivo (RE) de

resposta para um fator de transcrigao distinto (RATMAN et al., 2013).
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Figura 1. Efeitos genémicos dos GCs

CGB: transcortina; 11BHSD: 11B-hidroxidehidrogenase; Hsp: proteinas de choque térmico; GR:
receptor de glicocorticoide; GRE: elemento positivo responsivo a glicocorticoide; nGRE: elemento
negativo responsivo a glicocorticoide MT: maquinaria transcricional; FT: fator de transcri¢gdo; RE:
elemento responsivo. Imagem produzida a partir de Biorender.com

Adaptado de CAIN; CIDLOWSKI, 2017.

1.3 EFEITOS DOS GCS NO METABOLISMO DE GLICOSE E LIPIDEOS

Apesar de ser uma classe medicamentosa muito eficaz no tratamento de
varias doencgas de base inflamatéria, os GCs apresentam um perfil extenso de efeitos
adversos, os quais variam desde sintomas leves e reversiveis com a interrupgao do
tratamento, até manifestacées irreversiveis, como o desenvolvimento de DMT2
(ANDREWS et al.,, 1999; PASIEKA; RAFACHO, 2016; SCHACKE; DOCKE;
ASADULLAH, 2002a). Esses efeitos indesejaveis sdo dependentes de dose, duracao
de tratamento e susceptibilidade do individuo (ex. possuir intoleradncia a glicose ou
diminuicdo da sensibilidade a insulina, gravidez, obesidade). Alteragées metabdlicas
mais comumente observadas sao a diminuicao dos efeitos supressores da insulina
sobre a gliconeogénese, alteracdes na sensibilidade periférica a insulina, reducao da
captagdo de glicose pelo musculo esquelético e tecido adiposo e dislipidemia
(PASIEKA; RAFACHO, 2016; PROTZEK et al.,, 2014; VAN RAALTE; OUWENS;
DIAMANT, 2009). Uma combinacgéo tipica de efeitos indesejaveis ocasionados pelo
excesso de GCs em humanos é observado na Sindrome de Cushing ou
hipercortisolemia medicamentosa; onde os pacientes apresentam fenoétipo de face de
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lua e corcunda de bufalo, obesidade abdominal, hirsutismo, osteoporose, retardo de
crescimento, hipertensdo arterial e intolerancia a glicose (SCHACKE; DOCKE;
ASADULLAH, 2002a).

A elaboracdo de protocolos crénicos para investigagdes de mecanismo de
acao de GCs em humanos é impossibilitado considerando o elevado risco de
desenvolvimento de efeitos adversos irreversiveis (RAFACHO, A; BOSCHERO, A.C;
ORTSATER, 2012; VAN RAALTE; OUWENS; DIAMANT, 2009). Portanto, s&o
realizados ensaios experimentais (com linhagens celulares e/ou roedores) para
investigar desfechos metabdlicos desenvolvidos a partir da administragao de GCs. O
impacto da administracdo de dexametasona na homeostase glicémica de roedores
esta consolidado e esse farmaco é utilizado como modelo experimental de resisténcia
a insulina e intolerancia a glicose (ANGELINI et al., 2010; BUREN et al., 2008;
KORACH-ANDRE et al., 2005; PASIEKA; RAFACHO, 2016; RAFACHO et al., 2008,
2014; RAFACHO, A; BOSCHERO, A.C.; ORTSATER, 2012; RAFACHO; C;
ORTSATER, 2012) e a magnitude dos efeitos negativos sobre a homeostase
glicémica é dependente da idade e do sexo dos animais (DOS SANTOS et al., 2014;
STOPA et al., 2019).

Acredita-se que a maioria desses efeitos observados ocorra por mecanismos
de transativacao génica (RHEN; CIDLOWSKI, 2005) aumentando, por exemplo, a
transcricdo de genes como das enzimas fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK) e
glicose-6-fosfatase (G6Pase), envolvidas no processo de gliconeogénese hepatica
(JITRAPAKDEE, 2012). Ainda, ha a reducao da captacdo de glicose no musculo
esquelético e tecido adiposo e, portanto, a exposi¢cao crénica a essa classe pode
resultar em hiperglicemia (KUO; HARRIS; WANG, 2013). Em resposta ao contexto de
resisténcia a insulina induzido pelo GC é possivel observar um aumento
compensatoério na massa e a fungao secretoria das células 8 pancreaticas (RAFACHO
et al., 2014; RAFACHO, A; BOSCHERO, A.C.; ORTSATER, 2012; RAFACHO; C;
ORTSATER, 2012).

A administracdo de GCs também pode influenciar o metabolismo lipidico. O
efeito lipolitico de GCs no tecido adiposo resulta na liberagdo de glicerol e acidos
graxos livres (AGL) na circulagao sanguinea (XU et al., 2009). Esses AGL podem ser
realocados no compartimento visceral ou &rgaos periféricos como o musculo
esquelético ou figado e armazenados na forma de triglicerideos (gordura ectépica)
(MASSART,; ZIERATH; CHIBALIN, 2014; PASIEKA; RAFACHO, 2016). Também
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induzem a diferenciagdo de células estromais em adipdcitos, contribuindo para
adipogénese, podendo culminar em aumento da adiposidade. O aumento da
expressao de proteinas como a acetil-CoA carboxilase (ACC) e acido graxo sintetase
(Fas) ativam vias de lipogénese de novo, resultando em hipertrofia de adipocitos pré-
existentes (URBANET et al., 2010). Portanto, o os GCs séo considerados moléculas
lipoliticas e adipogénicas, e esses desfechos podem ser associados ao
desenvolvimento de sindrome metabdlica e resisténcia a insulina. Um resumo dos
principais desfechos metabdlicos dos GCs esta representado na Figura 2.

O estabelecimento de efeitos indesejados no metabolismo glicémico e lipidico
nao € exclusivo de farmacos administrados por vias sistémicas. Um estudo
desenvolvido por Suissa e colaboradores (2010) acompanhou 388 mil pacientes
com doencga respiratéria e tratados com GCs inalatérios durante 10 anos. Dentre
eles, 30 mil pacientes (aproximadamente 8%) desenvolveram DMT2 em 5,5 anos e
2 mil pacientes que ja eram diabéticos no inicio do estudo progrediram do uso de
medicagdes orais para a insulinoterapia. Com isso, o uso de GCs inalatérios como a
fluticasona (dose equivalente a 1 mg/dia) foi associado a um aumento no
desenvolvimento ou na progressao do DMT2 (SUISSA; KEZOUH; ERNST, 2010).
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Figura 2. Efeitos dos GCs no metabolismo glicémico e lipidico

GCs: glicocorticoides; PEPCK: fosfoenol piruvato carboxicinase; G6Pase: glicose 6 fosfatase; LPL:
lipoproteina lipase; HSL: lipase sensivel a hormdnio; Imagem produzida a partir de Biorender.com
Adaptado de RAFACHO et al., 2014.

Considerando que os efeitos indesejados da terapia com GCs séo fatores
limitantespara o uso desses potentes farmacos anti-inflamatérios, ha uma corrida para
o desenvolvimento ou achado de moléculas com as agdes classicas dos GCs, mas
com efeitos adversos reduzidos, quando comparados aos GCs ja disponiveis na

clinica.
1.4 BUSCA POR MOLECULAS ALTERNATIVAS

Atualmente tém sido priorizadas as modificagdes estruturais de moléculas de
GCs e o desenvolvimento de novos compostos promissores, visando a otimizacao da
relacdo beneficio/risco ao paciente. Algumas alteragdes estruturais visando redugao
dos efeitos mineralocorticoides, além do desenvolvimento de formulagdes para
administracbes mais localizadas (inalatoria, topica, intra-articular) ja foram
desenvolvidas de forma bem-sucedida. Contudo, os efeitos adversos, principalmente
relacionados ao metabolismo da glicose e lipideos, continuam comprometendo a

qualidade de vida de pacientes que utilizam essa classe terapéutica em doses
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elevadas ou por periodos prolongados. Uma abordagem chave para o tratamento com
o GC é reduzir a dose a ser administrada, a fim de reduzir os efeitos adversos de
acordo com o principio ‘o quanto for necessario, mas o minimo possivel’
(BUTTGEREIT et al., 2004).

Nesse sentido, os esforgos estdo centrados no uso de GCs que apresentem
mais beneficios do que riscos, especialmente nos casos em que os GCs sdo as unicas
opcoes de tratamento. As diretrizes que preconizam o uso clinico de GCs em
procedimentos/tratamentos fazem referéncia as doses ideais utilizadas; além de
trazerem recomendacdes sobre o monitoramento de efeitos adversos, estratégias de
prevencao e/ougerenciamento destes eventos (SMOLEN et al., 2017).

Dentre as estratégias que vem sendo desenvolvidas com o objetivo de reduzir
efeitos indesejados, encontra-se os GCs lipossomais de longa circulagéo. Sabe-se
que nanocarreadores extravasam pela vasculatura do tecido inflamado e séao
captados por células inflamatérias, principalmente macréfagos. Com isso, essas
formulagcdes podem ser empregadas para modificar a biodisponibilidade de farmacos
nelas carreados pois acumulam diretamente no local da inflamag¢do, aumentando
localmente a concentracdo de GCs (PRASAD; O'MARY; CUI, 2015; YANG et al.,
2017). Essas formulagdes visam melhorar o risco-beneficio, reduzindo a prevaléncia
e gravidade dos efeitos terapéuticos sem perder a eficacia. Algumas formulagdes ja
estao disponiveis na pratica clinica, enquanto outras estdo em via de desenvolvimento
e sendo testadas em animais (Tabela 3).

A segunda estratégia para a busca por um GC com menos efeitos adversos
se baseia na teoria farmacoldgica que os GCs exercem efeitos anti-inflamatoérios e
imunossupressores por reduzirem a expressdo de genes pré-inflamatérios
(transrepressao génica), enquanto os efeitos adversos ocorrem devido a ativagao
génica via ligacdo aos GREs (transativacdo génica). Portanto, vem sendo
desenvolvidas moléculas denominadas agonistas tendenciosos ou agonistas seletivos
de receptores de glicocorticoides (do inglés selective glucocorticoid receptor agonists,
SEGRAs)”. Essas moléculas causam alteragdes conformacionais no GR, levando a
uma preferéncia de interagdo GR-proteina e menor interagdo entre GR-DNA (RHEN;
CIDLOWSKI, 2005; STAHN et al., 2007). Consequentemente, a vantagem dessas € a
capacidade de induzir transrepressao génica, enquanto a indugao de transativagao &

insignificante. Essas moléculas promissoras podem ter a eficacia de dosagens mais
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altas, mas o perfil de seguranga de dosagens mais baixas de GCs convencionais
(BELVISI et al., 2001).

Os primeiros SEGRAs desenvolvidos (RU 24782, RU 24858 e RU 40066) se
apresentaram promissores in vitro, mas nao alcangaram os objetivos quando
estudados in vivo (BELVISI et al., 2001). No entanto, nos ultimos anos, um numero
crescente de SEGRAs vém sendo desenvolvidos (Tabela 2).

SEGRASs sao substancias promissoras e podem ser introduzidas na clinica em
breve, mas estudos que garantam sua seguranga precisam ser finalizados e destaca-
se que que estudos com animais ndao garantem eficacia na complexa situacado da
doenca humana. Ainda, alguns dos efeitos benéficos do GC sao mediados por via de
transativacao (sintese de moléculas anti-inflamatorias), por isso pode-se supor que 0s
SEGRAs, ao agir “exclusivamente” via transrepressdo podem nao atingir o a agéo anti-

inflamatdéria observada com o uso de GCs convencionais.

Tabela 2. Desenvolvimento de formulagées contendo GCs, SEGRAs e ligantes
de GRs

Classificagao Molécula Fase de Referéncia
estudo
Prednisolona fosfato (METSELAAR et al., 2004;
em lipossomas ULMANSKY et al., 2012)

Nano-lipossomas (MOALLEM et al., 2016)

contendo GCs Modelo animal

HEEEEREE Metilprednisolona em (VAN DER GEEST et al,
lipossomas 2015)
Prednisolona em (HOFKENS et al., 2011)
. Fase 2
lipossomas
RU24858 Descontinuado | (SCHACKE et al., 2009;
VAYSSIERE et al., 1997)
PF-00251802 (BAIULA; SPAMPINATO,
SEGRAs 2014; CAVET et al., 2013;

Descontinuado | gp\NELL| et al., 2014)
apos fase 2°  “{yetal, 2011)
PF-04171327 (CONRADO et al., 2016)

*Os resultados obtidos a partir dos estudos ainda nao foram publicados, mas o estudo foi descontinuado
SEGRAs: agonistas seletivos de receptores de glicocorticoides, estudos obtidos a partir de
http://clinicaltrials.gov

A terceira estratégia desenvolvida na tentativa de minimizar tais efeitos
colaterais, foi o desenvolvimento de uma nova geragéo de GCs que exibem nao so6
poténcia terapéutica aumentada, mas também taxas de depuracdo mais rapidas da
circulacao sistémica (AUSTIN et al., 2002). Nessa geragao encontram-se o propionato
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de fluticasona (JOHNSON, 1998) e o furoato de mometasona (FM) (FISH et al., 2000).
Ambos vém sendo amplamente utilizados em formulagbes intranasais e inalatorias

para tratar processos inflamatorios do trato respiratorio (AUSTIN et al., 2002).
1.5 FUROATO DE MOMETASONA

O FM é utilizado na clinica em formulagdes de administragcéo tépica para o
tratamento de dermatoses (dermatite atdpica, seborreica, psoriase) e disturbios
inflamatorios alérgicos das vias aéreas (asma, bronquite, rinite alérgica) devido sua
atividade anti-inflamatdria, antipruriginosa e vasoconstritora (AUSTIN et al., 2002;
BOURKE; COULSON; ENGLISH, 2009; MADAUSS et al., 2004).

A estrutura quimica do FM é semelhante ao cortisol, mas alteragcées foram
realizadas para aumentar a afinidade da molécula por GR (Figura 3). Estudos de
estrutura-atividade demonstram que um grupo metil no carbono C16 resultou em
aumento da seletividade para o receptor mineralocorticoide, e a ligagao dupla na
posicdo 1,2 no anel A levou ao aumento da atividade GC (BODOR; BUCHWALD,
2006). A fracdo furoato na posigdo 17 também é responsavel pelo aumento da
afinidade por GR e a presenga de grupo halogénio (POPPER et al., 1987).

Valotis e Hogger (2004) utilizaram resseccgdes de pulmdes de humanos para
determinar a afinidade relativa do FM e seu metabdlito majoritario (6p-hidroxi FM) ao
receptor GR. Foi demonstrado que o FM e o 63-hidroxi FM apresentam uma afinidade
relativa ao receptor (constante calculada a partir da afinidade de dexametasona ao
GR) de 2244 e 206, enquanto a afinidade da dexametasona € ao GR & 100 (VALOTIS;
HOGGER, 2004). Apesar da elevada afinidade ao receptor GR, a relevancia de 68-

hidroxi FM na clinica ainda nao esta estabelecida.

Cortisol Furoato de mometasona

Figura 3. Estrutura quimica do cortisol e FM.
Adaptado de HOCHHAUS, 2008.
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Além das ag¢des em GR, FM também apresenta afinidade por receptor de
progesterona, de mineralocorticoide e receptor Farnesoid X (FXR) (AUSTIN et al.,
2002; BIUSMANS et al., 2015). O FXR é um receptor nuclear envolvido na melhora de
aspectos metabdlicos relacionados a homeostase glicémica e lipidica pois sabe-se
que sua ativagao controla a absorgao intestinal de colesterol da dieta (LAMBERT et
al., 2003), modula o metabolismo de lipoproteina de alta densidade (HDL) (KOK et al.,
2003) e ja foi descrito que a deficiéncia de FXR leva a redug&o da tolerancia a glicose
e resisténcia a insulina (LEFEBVRE et al., 2009). Além da modulagdo de fatores
metabdlicos, FXR apresenta agao anti-inflamatéria por reduzir a atividade de NF-kB
(WANG et al., 2008). Bijsmans e colaboradores (2015) concluiram através de ensaios
com luciferase que o FM é um potencial agonista de FXR com agéo anti-inflamatoria
e menor efeito metabdlico, quando utilizados sistemicamente. Porém, ainda nao
existem estudos comprovando sua agao anti-inflamatéria quando administrado por
outras vias, que nao topicas.

Apesar do FM n&o ser utilizado na clinica por vias sistémicas, Affrime e
colaboradores (2000) desenvolveram um estudo de farmacocinética em 24 individuos
saudaveis, no qual compararam uma administragao por inalagao oral utilizando dois
dispositivos comercializados € uma injecao intravenosa (iv) de FM (400 ug). Apoés 25
min da administracao ivde FM em humanos, foi atingida a concentragdo maxima de
farmaco no plasma, o t'z foi de 4,45 h, e concentragbes de FM foram detectadas até
8 h apds a administracdo. Ja quando administrado por via inalatéria, a concentracao
de FM plasmatico esta abaixo do limite de deteccao do método utilizado (50 pg/ml)
(AFFRIME et al., 2000). Estudos demonstraram que a administragdo topica de FM,
seja por via dérmica ou inalatdria, resulta em uma exposigdo sistémica de FM
insignificante, com biodisponibilidade muito baixa (<1%) (AFFRIME et al., 2000;
ONRUST; LAMB, 1998; PRAKASH; BENFIELD, 1998). Portanto o FM é considerado
um farmaco seguro e com baixo risco de desenvolvimento de efeitos adversos
relacionados ao uso prolongado de GCs e a supressdo do eixo HHA, quando
administrado por vias dérmica, intranasal ou inalatéria (IKEDA et al., 2019; SPADA,;
BARNES; GREIVE, 2018).

A baixa biodisponibilidade de FM quando administrado pela via inalatoria se
deve ao metabolismo hepatico através de enzimas citocromo P450 3A4 apéds a
absorcao pelos tratos respiratério (inspiragdo) e gastrointestinal (decorrente da

degluticdo paralela a inspiragao) (AFFRIME et al., 2000). O metabdlito majoritario
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formado é o 6B-hidroxi FM, o qual também exibe afinidade por GR, sendo considerado
um metabdlito ativo (TENG; DAVIES; CUTLER, 2003; VALOTIS; HOGGER, 2004).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Mesmo apés décadas da introdugédo dos GCs sintéticos na pratica clinica, esta
classe de farmacos anti-inflamatorios e imunossupressores segue sendo muito
relevante e amplamente indicada no tratamento de inumeras doencas, de dermatites
a doengas autoimunes, como a artrite reumatoide. Em 2013, foi estimado que até 0,9%
da populagéao geral poderia estar submetida a alguma terapia baseada em GCs, esse
percentual sobe para 2,5% nos individuos entre 70 e 79 anos de idade (KWON;
HERMAYER; HERMAYER, 2013). A prescricdo desses medicamentos ainda deve
aumentar, como conclui um estudo clinico recente em que a dexametasona, um GC
sintético de baixo custo, se mostrou eficaz em algum momento da terapéutica para
pacientes graves com infecgéo pelo virus SARS-CoV-2 (LEDFORD, 2020).

Quando usado por um periodo prolongado, os efeitos adversos dos GCs
podem superar os beneficios associados ao medicamento. Esses efeitos indesejados
podem variar desde alteragdes metabdlicas normalmente reversiveis com a
interrupcédo do tratamento (i.e., hiperglicemia, dislipidemia, intolerancia a glicose), a
desfechos irreversiveis (i.e., diabetes pos-terapia imunossupressora). Como
resultado, o uso de GCs na pratica clinica é geralmente conduzido com cautela e o
uso em longo prazo é desencorajado. Ainda, deve-se considerar as condi¢bes pre-
existentes dos pacientes (ex., pacientes diabéticos) que podem torna-los mais
vulneraveis aos efeitos adversos. Essa € a razdo pela qual se busca encontrar ou
produzir novas substancias ou modificacbes estruturais nas moléculas dos GCs
existentes visando aprimorar a agao anti-inflamatéria ou imunossupressora sem que
ocorra, ou ao menos que sejam atenuados os efeitos indesejaveis que impactam
diretamente na qualidade de vida dos pacientes.

As observagdes iniciais apresentadas por Bijmans e colaboradores (2015)
abrem um
precedente para supor que essas expectativas sejam encontradas no FM. Porém, n&o
existem estudos abordando a utilizacdo de FM por via sistémica e seus possiveis
efeitos adversos relacionados ao metabolismo glicémico e lipidico. Assim, nossa
pergunta central nesta tese é: Qual o impacto do tratamento sistémico in vivo com o
FM sobre a homeostase glicémica e lipidica em ratos machos e fémeas? Neste
sentido, a hipotese deste trabalho € que o FM mantém o efeito anti-inflamatério

quando administrado por vias sistémicas em roedores, € nao resulta em efeitos
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adversos de mesma magnitude relacionados ao metabolismo de glicose e lipideos

como aqueles observados pela dexametasona.



32

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades anti-inflamatérias do tratamento sistémico com o FM
e 0 seu impacto sobre desfechos metabdlicos da homeostase glicémica e lipidica de
roedores, bem como avaliar se os eventuais desfechos s&o permanentes ou

transitorios e se ha envolvimento do receptor de glicocorticoides (GR).
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se o tratamento agudo com FM em doses distintas e vias de
administracao sistémica (og, ip ou sc) preserva a agao anti-inflamatéria mediante o
modelo de peritonite induzido por carragenina em ratos e ratas e, a partir disto,
selecionar as doses mais relevantes para dar sequéncia nos demais obijetivos.

- Avaliar a acao anti-inflamatéria de FM administrado por 7 dias pela via oral
em modelo subcrénico de colite em camundongos.

- Avaliar se o tratamento com o FM por 7 dias consecutivos em ratos e ratas
exerce algum efeito sobre os seguintes parametros:

i) Parametros murinométricos (crescimento corpdéreo, a ingestao
alimentar e massa de 6rgaos);

i) Homeostase glicémica (glicemia e insulinemia em jejum, tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina);

i) Alteragdes pancreaticas (massa de células a e B pancreaticas);

iv) Homeostase lipidica (triacilglicerol, colesterol total e colesterol HDL);

iv) Alteracdes hepaticas (conteudo hepatico de gordura, glicogénio,

morfologia do tecido e marcadores bioquimicos de funcgao: alanina
aminotransferase - ALT e aspartato aminotransferase - AST);

- Avaliar se eventuais desfechos metabdlicos sao permanentes ou transitorios
apods a interrupgao do tratamento;

- Investigar se a acgao anti-inflamatéria de FM e possiveis desfechos
metabolicos sdo dependentes da ativagao de GR.

- Desenvolver e caracterizar uma nanoparticula de zeina contendo FM para
controlar a liberagéo do farmaco e avaliar a permeabilidade em modelo com células

intestinais.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com os principios
éticos para o uso de animais de experimentacdo preconizados nas diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) com o numero de protocolo 5012250518.

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus) machos
e fémeas provenientes do Biotério Central da UFSC com aproximadamente 30 dias
de vida. Os animais foram separados por sexo e de maneira randomizada alocados
em caixas coletivas (50 x 30 x 10 cm), contendo 5 animais/caixa para fémeas e 4
animais/caixa para machos. Ao atingirem 90 dias de vida, os animais foram divididos
aleatoriamente nos grupos experimentais, para inicio dos protocolos. No experimento
de colite induzida por DSS, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (Mus
musculus) machos, pesando entre 25 e 35 g, provenientes do Biotério Central da
UFSC com aproximadamente 30 dias de vida. Ao atingirem 60 dias de vida, os
camundongos foram divididos aleatoriamente nos grupos experimentais, sendo 5
animais/caixa.

Todos os animais foram mantidos em biotérios destinados a cada espécie, em
gaiolas coletivas cobertas de serragem e em ambiente com temperatura controlada
(21 £ 2°C) e ciclo de iluminacao claro/escuro de 12 horas (luz acesa entre 06:00 e

18:00), tratados com racao comercial padrao (Nuvilab®, Nuvital) e agua ad libitum.
4.1.1 Tamanho de amostra

O numero de animais utilizados para cada grupo experimental e protocolo foi
definido de acordo com o ‘n’ praticado nas publicacdes da area (BUREN et al., 2008;
KORACH-ANDRE et al., 2005; RAFACHO et al., 2008). A unidade experimental
adotada foi de um animal.

4.2 DESENHOS EXPERIMENTAIS E ENSAIOS EX VIVO

Os desenhos experimentais e técnicas utilizadas (in vivo e ex vivo) foram

elaborados com base em perguntas experimentais. Portanto sera apresentada a
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pergunta, seguida do desenho experimental e as técnicas utilizadas com o objetivo de

responder as perguntas.

4.21 Pergunta experimental 1: O tratamento sistémico com FM previne

processos inflamatérios em roedores?
4.2.1.1 Peritonite induzida por carragenina — modelo agudo

O modelo agudo de peritonite induzida por carragenina em ratos foi utilizado
com o objetivo de avaliar o efeito anti-inflamatorio do tratamento sistémico com FM e
definir doses e vias de administracdo do farmaco. O veiculo (6leo de milho) utilizado
para dissolver o FM foi aplicado nos animais controles e a dexametasona (Decadron®)
foi utilizada como controle positivo. Os ratos (machos e fémeas) foram divididos
randomicamente em 12 grupos por sexo e receberam os seguintes tratamentos (n=6-
10 animais/grupo): os grupos controle (CTL) e controle carragenina (CG) receberam
6leo de milho - 1 ml/kg de massa corpoérea (mc), intraperitoneal (ip); A dexametasona
(Decadron®, fosfato dissddico de dexametasona, Aché laboratérios farmacéuticos
S.A.), diluida em solucgéo salina, foi administrada nas doses de 1,0 mg/kg pela via ip
(DEX 1.0 ip) ou orogastrica (og) (DEX 1.0 og) e de 2 mg/kg ip (DEX 2.0 ip) ou og (DEX
2.0 og). O FM (doacéao de Aché), diluido em 6leo de milho, foi administrado por via
oral nas doses de 0,1 (FM 0.1 og), 0,3 (FM 0.3 og), 1,0 (FM 1.0 og) ou 3,0 (FM 3.0 og)
mg/kg; e 1 mg/kg pelas vias ip (FM 1.0 ip) ou subcutanea (sc) (FM 1.0 sc).

Sessenta minutos apds os tratamentos, os ratos receberam uma injegao de
carragenina (500 pg/cavidade dissolvidos em 800 ul de solugdo salina 0,9%, ip). O
grupo controle recebeu apenas 800 pl de solugao salina. Cinco horas apds a injegcéao
de carragenina, os animais foram anestesiados com xilazina e cetamina (10/100
mg/kg mc ip, respectivamente) e eutanasiados por guilhotina. Imediatamente apds a
eutanasia, foram injetados 10 ml de tamp&o PBS/EDTA 2 mM na cavidade peritoneal
para a lavagem local e posteriormente realizada a coleta deste fluido para contagem
de células. O aspirado foi centrifugado (1000%g, 5 min, a 21°C) e o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 1 ml de solugdo salina (Figura 4). A
contagem celular em camera de Neubauer foi realizada apds diluicdo do fluido em
solugdo de Turk (1:20) e os resultados foram expressos como média de leucdcitos
totais/ml (GRISWOLD et al., 1987).
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Figura 4. Desenho experimental do modelo de peritonite induzida por

carragenina
Cg: carragenina; Imagem produzida a partir de Biorender.com

4.2.1.2 Colite induzida por dextran sulfato de sédio (DSS) em camundongos — modelo

subcrbénico

O modelo de colite induzida por DSS em camundongos foi utilizada com o
objetivo de se consolidar o efeito anti-inflamatério do FM quando administrado por via
oral, por um periodo subcrdnico. Os tratamentos foram realizados diariamente, entre
as 8:00 e 9:00 h, por 7 dias consecutivos. Para tal, os camundongos foram divididos
randomicamente em 4 grupos e receberam o0s seguintes tratamentos (n=8
animais/grupo): os grupos naive e controle DSS (CTL) receberam o6leo de milho 1
ml/kg mc og enquanto os grupos DEX e FM receberam os farmacos na dose 1,0 mg/kg
og.

Simultaneamente aos tratamentos, os animais receberam DSS 3% (Alfa
Aesar, Heysham, Lancashire, UK. MW: 40,000) dissolvido em &agua, ad libitum,
durante 6 dias para indugao da colite. O grupo naive recebeu agua sem DSS. No 7° e

8° dias de experimento todos os grupos receberam apenas agua (Figura 5).

Tratamentos

a M, 71 - Andlises histologicas
Dias | 2 3 4 5 6 7 8 0 - Quantificag&o de mucina
¥ - Dosagem de citocinas e MPO
DSS 3%* )
Eutanasia e
*exceto grupo CTL coleta de 6rgdos

Figura 5. Desenho experimental do modelo de colite induzida por DSS em

camundongos
DSS: dextran sulfato de sédio; CTL: grupo controle; MPO: mieloperoxidase
Imagem produzida a partir de Biorender.com
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A avaliagdo dos danos no modelo experimental, bem como dos efeitos anti-
inflamatorios foi realizada por critérios estabelecidos em pontuagdo (Tabela 4),
denominados indice de atividade da doenca (IAD), pelas altera¢gdes do comprimento
(cm) do cdlon, alteragdes histologicas e pela determinacdo de parametros
inflamatorios descritos a seguir (CHASSAING, AITKEN, MALLESHAPPA, 2013). O
critério de ponto final estabelecido para este protocolo foi a perda de peso maior que

20% do peso inicial.

Tabela 3. Pontuagao para calculo do IAD

Pontuagao Consisténcia das fezes Sangramento retal
0 Normal Ausente
2 Fezes amolecidas Ausente
3 Fezes amolecidas Presenca de sangue visivel
4 Diarreia Muito sangramento

Os animais foram eutanasiados com isoflurano no 8° dia de experimento, e o
figado, bago e as adrenais foram coletados para verificagdo das respectivas massas.
O célon dos animais foi coletado para verificacdo da massa e comprimento, e
amostras representativas (0,5 cm de comprimento) foram processadas para posterior
analises bioquimicas (determinagdo de citocinas, quantificacdo da atividade da

enzima mieloperoxidase) e histolégicas (morfologia).
4.2.1.3 Determinagéo de citocinas por citometria de fluxo

As amostras de colon (100-150 mg) foram homogeneizados em solugéo de
lise celular a 4°C (Cell Signaling) em ultraturrax (IKA®) por 3 séries de 15 segundos
cada. Posteriormente foram centrifugados a 14.000xg por 30 min a 4°C (Eppendrof
5804R). A quantificagéo proteica total do lisado foi realizada pelo método de Bradford,
de acordo com as instru¢des do fabricante (Bio-Rad).

Os niveis de citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a, MCP-1, IFN-y e IL12-p70) foram
detectados a partir do homogenato de colon através da técnica de deteccéo de beads
por citometria de fluxo (BD Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit — CBA, BD
Biosciences). Brevemente, 25 yl dos mix de beads de captura foram incubados com
50 ul das amostras (contendo 12 ug/ul de proteina) e 25 pl do reagente de detecgao
PE. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 2 h no escuro, e
centrifugadas em 200xg por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet de beads

ressuspendido em tampéao de lavagem. A fluorescéncia foi detectada no citbmetro BD
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FACSCanto Il (BD Biosciences). Os dados foram calculados utilizando o software
FCAP Array v3.0 (BD Biosciences), utilizando como referéncia a curva padrao
fornecida no kit. A concentragao das citocinas no homogenato de colon foi expressa

como pg/mg de tecido.

4.2.1.4 Quantificagédo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em cdlon

Fragmentos de coélon (100-150 mg) foram homogeneizadas em 1 ml de
tampao fosfato de sédio 20 mM (pH 7,4). Apds centrifugagao (13000 x g, 10 min, 4°C),
o sobrenadante foi removido e o pellet suspendido em 1 ml de tamp&o de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (0,5% em tampé&o fosfato 50 mM, pH 6) para liberar a
enzima dos granulos. Em seguida, o sobrenadante foi obtido novamente por
centrifugacéo (13000 x g, 10 min, 4°C). A reacéo foi realizada em uma placa contendo
96 pocos pela adigao de 30 ul de sobrenadante, 180 ul de H202 (concentragao final
na placa 0,3 mM) diluido em tampao fosfato 80 mM (pH 5,4) e 20 ul de 3, 3',5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) (concentragao final na placa 1,6 mM) dissolvida em DMSO.
A atividade da enzima MPO foi medida por oxidacdo dependente de H202 e TMB por
10 min a 37°C com aukxilio de leitor de placas (Tecan Infinite® 200 PRO, Mannedorf,
Suiga) e a densidade optica (650 nm) foi medida a cada 1 min. A concentragao de
proteina foi determinada pelo método do acido bicinconinico (BCA) e a atividade da

MPO foi expressa em unidades de densidade éptica (OD)/mg de proteina.
4.2.1.5 Preparo do material e analise histolégica do célon

Um fragmento de célon foi removido, lavado com solugao salina e fixado em
formalina tamponada 10% por 48 horas. Apds, o material foi lavado com agua corrente
e lavado em etanol 70% e submetido a sucessivas lavagens de 30-60 minutos em
etanol em concentragdes crescentes (70%, 80%, 90%, 95% e 100%) e xilol, para
posterior inclusao em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em secdes de 5
Mm (Microtomo Leica RM2255) e as segbes foram depositadas em laminas e
submetidas a desparafinizagédo e posterior coloragdo de hematoxilina e eosina (HE).
As imagens representativas foram obtidas em microscépio Opticam 0400S (OP TICAN

INC.; Sao Paulo, SP, Brasil), com ampliagao de 10x e 400x.
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4.2.2 Pergunta experimental 2: O tratamento sistémico com FM influencia a

homeostase glicémica e lipidica de ratos?

Para execucgdo deste protocolo experimental foram utilizados ratos Wistar
machos e fémeas. Os animais foram aclimatados por 60 dias no biotério setorial do
LIDoC até completarem 90 dias de vida e serem divididos randomicamente em grupos
experimentais (n = 8-10 animais/grupo).

Grupos experimentais de machos:

1) CTL salina: tratados com solugdo salina 0,9% (1 ml/kg mc ip, veiculo
utilizado para dissolver a dexametasona);

2) DEX ip: tratados com dexametasona (1 mg/kg mc, ip);

3) DEX og: tratados com dexametasona (1 mg/kg mc, og);

4) CTL dleo: tratados com 6leo de milho (1 ml/kg mc og, veiculo utilizado para
dissolver o FM);

5) FM 0.1 ip: tratados com FM (0,1 mg/kg mc ip);

6) FM 1.0 ip: tratados com FM (1,0 mg/kg mc ip);

7) FM 0.1 og: tratados com FM (0,1 mg/kg mc og);

8) FM 1.0 og: tratados com FM (1,0 mg/kg mc og);

Grupos experimentais de fémeas:

1) CTL dleo: tratados com 6leo de milho (1 ml/kg mc og, veiculo utilizado para
dissolver o FM);

2) FM 1.0 ip: tratados com FM (1,0 mg/kg mc ip);

3) FM 1.0 og: tratados com FM (1,0 mg/kg mc og);

Os tratamentos foram realizados durante 7 dias consecutivos entre 08:00 e
09:00 da manha em animais alimentados, com excecao dos dias 6 e 7, nos quais 0s
animais foram tratados apds o teste de toleréncia a glicose (ipGTT) e teste de
tolerancia a insulina (ipITT), respectivamente (Figura 7).

A dexametasona foi utilizada como controle positivo e a dose utilizada foi
baseada em trabalhos anteriores (RAFACHO et al., 2008, 2009, 2010, 2011,
RAFACHO, A; BOSCHERO, A.C.; ORTSATER, 2012), os quais comprovaram que
apods cinco dias, os roedores tornam-se resistentes a insulina, intolerantes a glicose e
apresentam quadro de hiperinsulinemia, dislipidemia, hiperglucagonemia, bem como

aumento da massa de células .
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Figura 6. Desenho experimental: impacto do tratamento com FM no

metabolismo glicémico e lipidico de ratos machos e fémeas
ipGTT: teste de tolerancia a glicose; ipITT: teste de tolerancia a insulina; mc: massa corpdrea; ca:
consumo alimentar.

4.2.2.1 Analise da massa corpoérea e ingesta alimentar

A massa corporea dos animais foi analisada a partir de dois dias antecedentes
ao inicio do tratamento e diariamente durante todo o protocolo experimental, com
auxilio de balanga eletrénica digital (TECNAL). Os resultados foram expressos em %
de massa corpérea, normalizados a partir da massa do dia 0. A ingestao alimentar foi
verificada a partir de dois dias antes do inicio do tratamento e nos dias consecutivos
de tratamento até o dia da eutanasia. A ingestdo foi determinada pela pesagem da
racdo remanescente (ndo ingerida) descontada do total daquela depositada no dia
anterior. A formula utilizada para esse calculo foi ([total de ragdo ingerida na caixa
(g)/numero de animais por caixa/peso de cada animal (g)] x 100 e o resultado foi

expresso % de ragao ingerida normalizada a partir do dia 0.
4.2.2.2 Teste de toleréncia a glicose intraperitoneal (ipGTT)

O ipGTT foi realizado no sexto dia de tratamento apds um jejum de 8 h (das
06:00 as 15:00) em animais acordados nao anestesiados. Os animais tiveram sua
glicemia aferida (tempo 0) com auxilio de glicofitas (AccuChek®) a partir de sangue
coletado pela ponta da cauda e em seguida receberam a administragéo intraperitoneal
de solucéo de p-glicose 50% (m/v) em solugao salina 0,9% a 37°C (2 g/kg mc, ip). A
glicemia novamente foi aferida nos tempos 30, 60 e 120 minutos apds a administracao
da sobrecarga de glicose (MOTTA et al., 2018; RAFACHO et al., 2014a; RAFACHO,
A; BOSCHERO, A.C.; ORTSATER, 2012; RAFACHO; C.; ORTSATER, 2012). A area-
sob-a-curva de glicose sanguinea (AUC) foi realizada a partir de valores basais (min
0) normalizados (descontados), 0 que equivale a area incremental. Os tratamentos
farmacolégicos do sexto dia foram realizados apds o término do ipGTT para evitar

efeito agudo do GC sobre o resultado do teste.
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4.2.2.3 Teste de toleréncia a insulina intraperitoneal (iplTT)

O iplTT foi realizado no sétimo dia do protocolo experimental (15:00 horas)
em animais acordados, alimentados e ndo anestesiados. Os animais tiveram sua
glicemia aferida (tempo 0) como descrito para o ipGTT e em seguida receberam a
administracao intraperitoneal de solugao de insulina 2 Ul/kg de mc (Insulina Humolog
Regular - Lilly® 100 Ul/ml), diluida em solugéo salina 0,9% a 37°C. Amostras de
sangue subsequentes foram coletadas para mensurag¢ao da glicemia nos tempos 10,
20, 40 e 90. A constante de decaimento de glicose (kITT) foi calculada a partir dos
valores de glicose log-transformados entre 0 € 40 min (DOS SANTOS et al., 2014;
GOMES et al., 2019; PROTZEK et al., 2016; RAFACHO et al., 2010, 2011; RAFACHO,
A; BOSCHERO, A.C.; ORTSATER, 2012; SANTOS et al., 2021). Os tratamentos
farmacologicos do sétimo dia foram realizados apds o término do ipITT evitar efeito

agudo do GC sobre o resultado do teste.
4.2.2.4 Eutanasia e coleta de tecidos

Os animais foram eutanasiados no oitavo dia de protocolo experimental apos
8 horas de jejum. A eutanasia foi realizada de acordo com a da Resolugdo Normativa
CONCEA no 37, de janeiro de 2018, onde os animais foram anestesiados com xilazina
e cetamina, (10/100 mg/kg ip, respetivamente) e eutanasiados por decapitagdo em
guilhotina para roedores, para coleta de sangue troncular. O sangue troncular foi
coletado em tubos de ensaio de vidro contendo anticoagulante EDTA (Hemstab,
Labtest®). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 800 x g por 10 min a 4 °C
(Centrifuga Eppendorf 5810R) e o plasma foi armazenado em ultrafreezer -80 °C para
posterior analises.

Os o6rgaos de interesse (pancreas, figado, tecido adiposo omental, gonadal e
retroperitoneal, bago e adrenais) foram excisados e pesados em balanga eletrénica
analitica digital. Os pesos relativos dos tecidos foram calculados da seguinte maneira:
(peso do tecido/peso final do animal) x 100. Uma amostra de pancreas e figado foram
processadas para posterior analise histolégica e fragmentos de figado foram

armazenados em ultrafreezer -80 °C para analises descritas a seguir.
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4.2.2.5 Insulina plasmatica

A insulina plasmatica foi determinada através do kit AlphalLisa® (AL204C,
Perkin EImer) de acordo com instru¢des dos fabricantes, a partir do plasma obtido da

coleta de sangue troncular.
4.2.2.6 Peffil lipidico

O perfil lipidico foi analisado a partir do plasma obtido por centrifugagéo de
sangue troncular coletado apés decaptacéo dos ratos. As concentragdes plasmaticas
de colesterol total, lipoproteinas de alta de densidade (HDL) e triglicerideos foram
determinados de acordo com instru¢des do fabricante (LabTest®, Lagoa Santa, MG,
Brasil) a 492 nm com auxilio de leitor de placas (Tecan Infinite® 200 PRO, Mannedorf,

Suiga).
4.2.2.7 Fungdo Hepatica

A funcdo hepatica foi determinada a partir da atividade enzimatica da
aspartato aminotransferase (AST) e a alanina aminotransferase (ALT) por meio do kit
bioquimico (LabTest®, Lagoa Santa, MG, Brasil). A absorbancia foi mensurada a 340

nm com auxilio de leitor de placas (Tecan Infinite® 200 PRO, Mannedorf, Suiga).
4.2.2.8 Gordura e glicogénio hepatico

Para quantificacdo da gordura hepatica aproximadamente 100 mg de figado
foi homogeneizado (UltraTurrax, IKA®) em 700 ul de NaCl 1M seguido pela adigao de
7,5 ml de solugdo metanol/cloroformio (1:2, v/v). Apos centrifugacdo, a fase
metandlica foi coletada e o conteudo de triglicerideos foi dosado por
espectrofotometria como descrito para o plasma (GOMES et al., 2019; RAFACHO et
al., 2011).

Para a quantificagdo de glicogénio hepatico, amostras do mesmo I6bulo
hepatico (300 a 500 mg) foram transferidas para tubos contento KOH 30% e fervidas
por 1 hora para completa digestdo. Em seguida, foi adicionado Na2SO4 as amostras.
Em seguida, foi acrescido NazSO4 e etanol e o material foi homogeneizado. Apds
centrifugacéo (800xg, 10 min), o sobrenadante (contendo lipideos saponificados,
aminoacidos) foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em agua destilada
quente. O conteudo de glicogénio foi quantificado por espectrofotometria (absorbancia
490 nm) em reacgao com reagente fenol e H2SO4 (LO; RUSSELL; TAYLOR, 1970).
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4.2.2.9 Extragéo proteica e western blot

Apos a eutanasia, fragmentos de tecido hepatico foram removidos e
homogeneizados em solugdo de lise celular a 4°C (Cell Signaling) em ultraturrax
(IKA®) por 3 séries de 15 segundos cada. Posteriormente foram centrifugados a
14.000 x g por 30 min a 4°C (Eppendrof 5804R). A concentragéo proteica total do
lisado foi realizada pelo método de Bradford, de acordo com as instru¢gdes do
fabricante (Bio-Rad). Aliquotas de proteina total (100 pug) foram acrescidas em tampéao
Laemmli (Bio-Rad) contendo 10% p-mercaptoetanol na proporcédo 1:3, e
posteriormente aquecidas a 70 °C por 8 minutos. As amostras foram submetidas a
eletroforese (Mini Protean IlI, Bio-Rad) em gel de poliacrilamida 10%. Apos
eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Santa
Cruz Biotechnology) na presenca de 20% metanol e 1% SDS em voltagem constante
de 120 V por 2 horas. O fragmento lisado por cada animal foi considerado como n=1.
Depois de 1 hora de bloqueio com albumina 5%, membranas contendo lisado dos
tecidos foram lavadas em TBST (solugcao basal) e incubadas por 14 horas a 4°C com
anticorpos primarios de interesse. Os anticorpos utilizados foram: anti-AKT total
(1:1000), anti-AKT Ser473 (1:500) (1:500), anti-GR (1:500) (Santa Cruz
Biotechnology). anti-B-actina (1:1000) (Cell Signaling), anti-PEPCK (1:1000), anti-
CREB (1:1000) anti-GAPDH (1:1000). Depois de lavadas em TBST as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario apropriado em temperatura ambiente. O
anticorpo ligado foi detectado por quimioluminescencia pelo sistema de
fotodocumentagcdo Chemidoc MP (BioRad). A densitometria foi realizada pelo software

ImageJ.
4.2.2.10 Morfologia hepatica

Para o estudo de aspectos morfolégicos, foram coletados fragmentos de
figado e pancreas (porgdo esplénica) e processados conforme descrito no item
4.2.1.5. As seccoes de figado foram coradas com HE para verificacao da presenca de
vacuolos de gordura e glicogénio. As imagens representativas foram obtidas em
microscoépio Opticam 0400S (OP TICAN INC.; Sao Paulo, SP, Brasil), com ampliagao
de 100x e 400x.
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4.2.3 Pergunta experimental 3: Os desfechos metabdlicos desenvolvidos a partir
da administracao intraperitoneal de FM sao reversiveis apés a interrupg¢ao do

tratamento?

Com o objetivo de avaliar a reversibilidade dos efeitos metabdlicos
desenvolvidos apés a administragao sistémica de FM, foram utilizados ratos Wistar
machos randomicamente divididos em 3 grupos experimentais (n= 10 animais/grupo):

1) CTL dleo: tratados com 6leo de milho (1 ml/kg mc, ip);
2) DEX ip: tratados com dexametasona (1 mg/kg mc, ip);
3) FMip: tratados com FM (1,0 mg/kg mc, ip);

Os tratamentos e experimentos in vivo foram realizados nas mesmas
condic¢des descritas na Pergunta experimental 3. A fim de se analisar se os desfechos
metabdlicos desenvolvidos pela administracao intraperitoneal de FM sao revertidos
apos a interrupgao do tratamento, estes animais foram mantidos por mais 10 dias sem
receberem tratamentos, apenas a massa corporal € consumo alimentar foram
acompanhados. O ipGTT foi realizado novamente no 14° dia apods a interrupcao do
tratamento e 0 ipITT foi realizado no 15° dia (Figura 8). Os animais foram eutanasiados
no 16° dia de protocolo experimental e os experimentos ex vivo (analises bioquimicas

plasmaticas e hepaticas) foram executados conforme descrito anteriormente.

ipITT ipITT
ipGTT ipGTT
g
. «- Dias1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 141 15 16
] Acompanhamento: mc e ca
Ratos Wistar .
Tratamentos Eutanasiae

coleta de orgaos

Figura 7. Desenho experimental: manutencdao dos desfechos metabdlicos
desenvolvidos em ratos apés a interrup¢ao do tratamento com FM

ipGTT: teste de tolerancia a glicose; ipITT: teste de tolerancia a insulina; mc: massa corpérea; ca:
consumo alimentar.

4.2.4 Pergunta experimental 4: O efeito anti-inflamatério e desfechos
metabdlicos desenvolvidos a partir da administragcao sistémica de FM sao

dependentes da ativagao de GR?

A pergunta experimental 5 foi proposta com o objetivo de avaliar o
envolvimento de GR nos efeitos farmacoldgicos de FM. Para avaliar o envolvimento

de GR na agéao anti-inflamatoria, a mifepristona (20 mg/kg mc, ip), um antagonista de
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GR, foi utilizada como ferramenta farmacoldgica. Para tanto, ratos Wistar foram

divididos randomicamente em 10 grupos e receberam os seguintes tratamentos (n=8

animais/grupo):

1)
2)
3)
4)

5)
6)

7)
8)

9)

Grupo controle (CTL): 6leo de milho, 1 ml/kg mc, ip;

Controle carragenina (CG): receberam 6leo de milho, 1 ml/kg mc, ip

DEX ip: dexametasona 1,0 mg/kg mc ip;

MIFE / DEX ip: mifepristona 20 mg/kg mc ip e dexametasona 1,0 mg/kg mc
ip;

DEX og: dexametasona 1,0 mg/kg mc og;

MIFE / DEX og: mifepristona 20 mg/kg mc ip e dexametasona 1,0 mg/kg mc
0g,

FM ip: furoato de mometasona 1,0 mg/kg mc ip;

MIFE / FM ip: mifepristona 20 mg/kg mc ip e furoato de mometasona 1,0
mg/kg mc ip;

FM og: furoato de mometasona 1,0 mg/kg mc og;

10) MIFE / FM og: mifepristona 20 mg/kg mc ip e furoato de mometasona 1,0

mg/kg mc og;

A mifepristona foi administrada 30 minutos antes dos tratamentos com DEX

ou FM. Posteriormente os animais foram submetidos ao protocolo de peritonite

induzida por carragenina, conforme descrito no item 4.3.1.1.

Para avaliar o envolvimento de GR nos efeitos metabdlicos desenvolvidos

ap6s o tratamento com FM pela via ip, foram utilizados ratos Wistar divididos

randomicamente em 6 grupos experimentais (n= 8 animais/grupo) e submetidos aos

seguintes tratamentos:

1)
2)
3)

CTL salina: solugéo salina 0,9% 1,0 ml/kg mc ip;

DEX ip: dexametasona 1,0 mg/kg mc, ip;

MIFE / DEX ip: mifepristona 20 mg/kg mc ip e dexametasona 1,0 mg/kg mc
ip;

CTL éleo: 6leo de milho 1 ml/kg mc ip;

FM ip: furoato de mometasona 1,0 mg/kg mc ip;

MIFE / FM ip: mifepristona 20 mg/kg mc ip e furoato de mometasona 1,0

mg/kg mc ip;

A mifepristona foi administrada diariamente 30 minutos antes dos tratamentos

com DEX ou FM. Os tratamentos foram realizados durante 7 dias consecutivos entre
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08:00 e 09:00 da manha em animais alimentados, com excecéo dos dias 6 € 7, nos
quais os animais foram tratados apos o ipGTT e ipITT. Os experimentos ex vivo
(analises bioquimicas plasmaticas e hepaticas) foram executados conforme descritos

na Pergunta experimental 2.

4.2.5 Pergunta experimental 5: O desenvolvimento de uma formulagao contendo

FM aumenta a biodisponibilidade do farmaco quando administrado por via oral?

A pergunta experimental 5 foi desenvolvida durante o periodo de doutorado
sanduiche em colaboragdo com o prof. Bruno Sarmento (Instituto de Investigagao e
Inovagdo em Saude, i3S, Porto — Portugal). A formulagdo contendo FM foi

desenvolvida com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade do farmaco.
4.2.5.1 Produgéo da nanoparticula (NP) de zeina contendo FM

A NP de zeina contendo o FM foi produzida por técnica de nanoprecipitagao
conforme descrito anteriormente (NUNES et al., 2020). Brevemente, o FM foi
dissolvido em 2 ml de uma solugéo de etanol 70% (v/v) contendo zeina (10 mg/ml,
Sigma Aldrich, Sto. Louis, MO, USA). Essa solugao foi agitada em placa magnética
(300 rpm) durante 1 h em temperatura ambiente. Posteriormente, a solugao contendo
FM e zeina foi adicionada a 10 ml de agua contendo 0,5% de poloxamer P407
(Kolliphor® P 407, BTCEurope, Barcelona, Spain), sob agitagdo magnética (200 rpm),
utilizando micropipeta de 1 ml. As NPs foram coletadas apés 3 h de agitagcdo
magnética e concentradas por centrifugagéo (2000xg, 15°C) em filtro com corte de
peso molecular de 100 kDa (Amicon Ultra filter, Ultracel membrane with 100,000
MWCO, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) até atingirem o volume final de 1
ml. Foram produzidas NPs com concentracao tedrica de FM de 5% e 10%, e NPs

vazias, sem a presenca de FM.

4.2.56.2 Tamanho de particula, indice de polidispersao (PDI), potencial Zeta e
morfologia

Logo apds o desenvolvimento das formulagdes, as NPs contendo o FM ou
NPs vazias foram diluidas em NaCl 10 mM (0,2 mg/mL — com pH ajustado para 4 com
HCI 0,5 M) e caracterizadas quanto ao tamanho e distribuicdo de tamanho por
espalhamento dindmico de luz e o potencial Zeta foi determinado por eletroforese de

laser Doppler (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). As
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medidas foram realizadas em ftriplicata e com temperatura controlada de 25°C
(NUNES et al., 2020). A morfologia da superficie das NPs de zeina contendo FM ou
NP vazia foi avaliada por microscopia eletrénica de transmissao (TEM, Jeol JEM 1400
Flash Electro Microscope). Para isso, as NPs foram dispersas em agua e, em seguida,
colocadas sobre grades revestidas de cobre. As grades foram secas em temperatura

ambiente posteriormente analisadas com o TEM.
4.2.5.3 Eficiéncia de associagdo e concentragdo de FM

A eficiéncia de associacéo (AE) e concentragédo de farmaco (drug loading, DL)
das NPs de zeina contendo FM foram determinados por método direto. As NPs foram
congeladas (-80°C), posteriormente liofilizadas e destruidas com a adigao de 500 pl
de DMSO. Posteriormente o conteudo de FM presente na solucdo de NPs em DMSO
foi quantificado por espectrofotometria, conforme descrito a seguir. Apds a
quantificacado, o AE e DL foram calculados pelas seguintes formulas:

AE (%) = Quantidade inicial de FM - Quantidade de FM no filtrado x 100

Quantidade total de FM
DF (%) = Quantidade inicial de FM - Quantidade de FM no filtrado x 100

Quantidade de total de zeina + FM

4.2.5.4 Quantificagdo de FM por espectrofotometria

A quantificacdo de FM em amostras foi analisada utilizando espectrofotémetro
UV-Vis Lambda 35 (Perkin Elmer) e células de quartzo combinadas de 10 mm. O FM
foi detectado numa faixa de comprimento de onda de 200 a 300 nm. Foi utilizada uma
curva de calibragdo com FM (2,5 a 50 ug/ml, em HBSS 0,2% Tween 80I) e o limite de
deteccéao do teste foi de 2,5 ug/mil.

4.2.5.5 Estabilidade de NPs de zeina contendo com FM

NPs de zeina contendo FM foram armazenados a 4°C por 30 dias apds seu
desenvolvimento. Apds este periodo, as amostras foram submetidas novamente as

analises de tamanho de particula, PDI e potencial Zeta (NUNES et al., 2020).
4.2.5.6 Liberagéo in vitro de FM a partir das NPs

A liberagéo in vitro de FM nas NPs de zeina foi avaliada utilizando membranas
de didlise (Snakeskin dialysis tubing, 100000 MWCO, 35 mm de diadmetro). Para
simular a liberagao de FM em fluido gastrico, 1 ml de NPs 5%, 10% (correspondendo
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a 1-2 mg de FM) ou FM livre foram adicionados a membranas de dialise e estas,
dispostas em frascos contendo 15 ml de tampao fosfato pH 1,2. Amostras de 200 ul
foram coletadas em diferentes tempos (15, 30, 45, 60, 90 e 120 min). Posteriormente,
as membranas foram dispostas em novos frascos, contendo tampao que simula fluido
intestinal (pH 6,8) e amostras foram coletadas em diferentes tempos (30, 60 min, 2, 4
e 6 h). O ensaio foi realizado ao longo de 8 h a 37°C e 120 rpm utilizando agitador
incubador (controle IKA KS 4000 ic, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Alemanha). As amostras coletadas durante o experimento foram quantificadas
utiizando UV como descrito no item “4.3.2.3 Quantificagdo de FM por

espectrofotometria” e a % de liberagao de farmaco foi calculada.
4.2.5.7 Linhagens celulares

Foram utilizadas células epiteliais do célon humano Caco-2 nas passagens de
30-40 e células epiteliais do colon humano HT29-MTX nas passagens 40-60. As
linhagens celulares foram mantidas em meio DMEM com ultraglutamina (Lonza,
Vervieres, Bélgica) suplementada com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Biochrom
GmbH,Berlim, Alemanha), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(BioWest, Nuaillé, Franga), e 1% (v/v) de aminoacidos nao essenciais (Gibco, Paisley,
UK).

4.2.5.8 Citotoxicidade in vitro

O efeito NPs contendo FM e FM livre na viabilidade das linhagens celulares
colorretais Caco-2 e HT29-MTX foi avaliado utilizando o corante brometo azul de
triazolil tetrazélio (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Resumidamente, células
Caco-2 e HT-29 MTX foram semeadas individualmente em placas de 96 pogos
contendo 20.000 células/poco para Caco-2 e 10.000 células/pogo para HT29-MTX e
incubadas por 24 h a 37°C e 5% de CO2. No dia do tratamento, foram realizadas
diluigbes de FM em DMEM (a partir de uma solugao mae de FM 5 mg/ml em DMSO)
e NPs 5% e 10% para obter concentragéo final de FM (0,1, 1, 10, 30, 50 e 100 pM).
As células receberam os tratamentos e foram incubadas por 4 ou 24 h a 37°C 5% de
CO2. Apenas DMEM (e a concentragéao equivalente de DMSO presentes na solugao
de 100 uM de FM) e 1% (v/v) de Triton X-100 foram usados como controle positivo e
negativo, respectivamente. As amostras foram testadas em triplicata e em trés
experimentos independentes. Apds 4 ou 24 h de incubagao, as células foram lavadas
duas vezes com PBS pH 7,4 e 200 ul de solugdo de MTT (0,5 mg/ml em meio DMEM)
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foram adicionados a cada pogo e novamente incubados durante 4 h em abrigo de luz.
A solucao de MTT foi removida e 200 ul de DMSO foi adicionado para dissolver os
cristais de MTT. A absorbancia foi determinada no comprimento de onda de 570 e 630

nm. A viabilidade celular (%) foi calculada utilizando a equagéo:

Viabilidade celular (%) = Valor experimental — Controle negativo x 100

Controle positivo — Controle negativo
4.2.5.9 Ensaio de permeabilidade in vitro de FM

A permeabilidade do FM em linhagens colorretais foi avaliada em células
Caco-2 e HT29-MTX. Resumidamente, as células diluidas em uma proporg¢ao 90:10
(Caco-2:HT29-MTX) foram semeadas em inserts (Millicell, MCRP0O6H48) e cultivadas
por 21 dias com meio DMEM. A medigéo da resisténcia elétrica transepitelial (TEER)
foi avaliada a cada 2 dias para o controle da uniformidade da membrana e de jungdes
intercelular, e apos as medigdes o meio de cultura foi trocado. No dia do experimento,
HBSS contendo 0,2% Tween 80 foi adicionado nos compartimentos apical (500 ul) e
basolateral (1,5 ml) da placa utilizada. Apos 30 minutos o HBSS do compartimento
apical foi substituido por 0,5 ml de FM, ou NPs (5 e 10%) diluidos em HBSS 0,2%
Tween 80 em uma concentragao de 50 uM. Aliquotas de 200 pl foram coletados dos
compartimentos basolaterais nos tempos 15, 30, 60, 120 e 240 min o volume inicial
foi reestabelecido com adicdo de HBSS 0,2% Tween 80. Apds o ultimo momento, o
meio foi removido de ambos os compartimentos do sistema e as células foram lavadas
duas vezes com HBSS. Ao final do experimento, a membrana foi separada do insert
e a monocamada celular foi destruida com DMSO e FM foi quantificado por
espectrofotometria conforme descrito a seguir (Figura 8) (NUNES et al., 2020;
PREZOTTI et al., 2020).
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Figura 8. Ensaio de permeabilidade intestinal
TEER: resisténcia elétrica transepitelial; Imagem produzida a partir de Biorender.com

4.2.5.10 Estudo da biodisponibilidade de NPs contendo FM em ratos

O estudo da biodisponibilidade de NPs contendo FM foi realizado conforme
descrito no item “4.2.2.1 Estudo da biodisponibilidade de FM em ratos” administrado
por via sistémica, foram utilizados ratos Wistar, com 90 dias de idade (Figura 6). Foi
realizada a cirurgia para a canulagao e posterior cometas de amostra de sangue para
a quantificacdo de FM plasmatico. Vinte e quatro horas apds a canulagao os animais
foram divididos em 2 grupos de tratamento: 1) FM 1 mg/kg dissolvido em 6leo de milho

e administrado pela via og ou 2) FM 1 mg/kg administrado por via ip.
4.3 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism 8.0.1.244 (Graphpad Inc.). Para avaliagao da distribuicdo dos dados
foi aplicado o teste de normalidade de Anderson-Darling, D’Agostino-Pearson,
Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov e os dados foram considerados normais quando
aprovados em ao menos um dos testes. Para avaliagcdo de homogeneidade de
variancia foram utilizados os testes de Brown-Forsythe e Bartlett e os dados foram
considerados homogéneos quando aprovados em ao menos um dos testes. O teste
ANOVA de uma via e ANOVA para medidas repetidas, seguido de post test Tukey
foram aplicados para dados aprovados pelo teste de normalidade e de
homoscedasticidade. Em casos de heterocedasticidade, os dados foram
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transformados para escala logaritmica (Log) e a normalidade e homogeneidade foram
avaliadas novamente. Dados n&o paramétricos foram analisados utilizando o teste
Kruskal-Wallis seguido de post test Dunn. As variaveis quantitativas de distribuigao
simétrica foram descritas e apresentadas como média e desvio padrdo da média (DP);
as variaveis assimétricas foram apresentadas como mediana e intervalo interquartil
(11Q). Os testes utilizados para cada experimento estdo descritos nas legendas das
figuras na sessao de resultados. O nivel de significancia adotado foi de 95% (p<0,05)

e, quando menor, foram também descritos.
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5 RESULTADOS

5.1 RESPOSTA A PERGUNTA EXPERIMENTAL 1: O TRATAMENTO SISTEMICO
COM FM PREVINE PROCESSOS INFLAMATORIOS EM ROEDORES
SUBMETIDOS AO MODELO DE PERITONITE E COLITE INDUZIDA POR DSS

Inicialmente, utilizamos um modelo de inflamagao aguda em ratos para avaliar
os efeitos sistémicos da administracdo de FM (por via og, ip ou sc) e definir a dose a
ser utilizada. A administragdo da carragenina (grupos Cg) causou a migragao de
leucocitos total na cavidade peritoneal de machos e fémeas quando comparado ao
CTL (apenas administragdo ip de salina), com um aumento de 330 + 117% em machos
e 461 £ 197% em fémeas (Figura 9A e 9B).

Em machos, a migragéo leucocitaria foi menor em 55 £ 31% e 42 + 21% em
animais tratados com DEX 1 mg/kg og e ip, respectivamente, e 70 + 17% e 67 £ 18%
em animais tratados com DEX 2 mg/kg og e ip, quando comparados ao grupo Cg. A
dose de 1 mg/kg de FM foi efetiva para atenuar o processo inflamatério causado pela
administracado de Cg quando administrado pela via og e ip, com reducao de 64 + 28%
e 80 £ 13% respectivamente, comparado ao grupo Cg (Figura 9A).

Ja em fémeas, a migragao leucocitaria foi menor em 61 + 6% e 66 + 14% em
animais tratados com DEX 1 mg/kg og e ip, respectivamente, e 49 £ 14% e 54 + 26%
em animais tratados com DEX 2 mg/kg og e ip, quando comparados ao grupo Cg
(Figura 9B). A dose de 1 mg/kg de FM foi efetiva para atenuar o processo inflamatério
quando administrado pela via og, ip e sc com reducdo de 62%, 50% e 83%

respectivamente, comparado ao grupo Cg (valores arredondados).
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Figura 9. Efeito anti-inflamatério da administracao sistémica de FM em machos
(A) e fémeas (B) submetidos ao modelo de peritonite induzida por carragenina.

Avaliagédo da prevengao da migragéo leucocitaria de DEX (1,0 e 2,0 mg/kg mc, ip ou og) ou FM (0,1,
0,3, 1,0, 3,0 mg/kg og ou 1,0 mg/kg ip ou sc) 60 min antes da administragao ip de carragenina (Cg, 500
pg/cavidade) e posterior contagem do numero total de leucdcitos (células/ml) obtidos a partir de lavado
peritoneal 5 horas apds a administracdo de Cg. Os valores foram expressos em mediana * 1IQ e
analisados com o teste de Kruskal-wallis seguido do post test de Dunn em A. E média + DP e analisados
com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey em B (n=5-12 animais por grupo). *p<0,05,
**p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001.

Ainda, a fim de se consolidar o efeito anti-inflamatério de FM quando
administrado por via og num contexto subcroénico, foi utilizado o modelo experimental
de colite induzida por DSS em camundongos. Um parametro utilizado para avaliagéo
da colite induzida por DSS é o indice de atividade da doenca (IDA). Como
demonstrado na Figura 10A, os animais do grupo colitico CTL alcangaram uma
pontuagao de 2 no quinto dia experimental (correspondente a fezes amolecidas) e
pontuacdo de 5 do sexto até o oitavo dia (correspondente a fezes amolecidas e
presencga de sangue visivel). J& o grupo colitico tratado com FM apresentou menor
pontuagdo quando comparado ao grupo CTL (p<0,05), correspondente apenas a
fezes amolecidas no sexto, sétimo e oitavo dia de protocolo experimental. O grupo

DEX nao apresentou diferenca estatistica quando comparado ao CTL.
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As Figuras 10B, C, e D demonstram a massa e comprimento dos colons, as
quais foram mensuradas com o objetivo de analisar o encurtamento do tecido e
possivel inflamagéo (indicativos de leséo tecidual). Nao houve diferencgas estatisticas
entre os grupos naive e colitico CTL, porém, foi possivel notar que os coélons dos
animais tratados com DEX e FM apresentaram menor massa do tecido quando
comparado ao CTL (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). As massas dos bagos foram
mensuradas (Figura 10E) e foi observado menores massas nos grupos tratados com
DEX e FM, quando comparados ao CTL (p<0,01). Com relagédo as adrenais (Figura
10F), os grupos coliticos CTL, DEX e FM apresentaram menores massas quando
comparados aos animais naive (p<0,01, p<0,0001 e p<0,01, respectivamente).

As Figuras 10G-L revelam a quantificagdo de citocinas envolvidas em
processo inflamatoério de amostras obtidas do colon. Os animais do grupo colitico CTL
apresentaram maior MCP-1 e IL-6 quando comparados aos animais naive (p<0,01 e
p<0,05, respectivamente), enquanto os animais tratados com DEX apresentaram
maior MCP-1 comparados aos naive (p<0,05). Nao foram observadas diferengas
estatisticas entre os grupos nas quantificacdes de IFN-y, TNF, IL-10 e IL-12 p70.
Verificou-se que o grupo CTL apresentou maior atividade de MPO quando comparado
ao naive (p<0,01) e o tratamento com DEX ou FM apresentou menor atividade de
MPO (p<0,001 e 0,0001, respectivamente) quando comparado ao CTL (Figura 10M).
Alteragdes histologicas como a desordem de arquitetura das criptas, alargamento das
bases das criptas e extensa infiltracdo de leucdcitos mononucleares foram observadas
nas laminas histolégicas de colon de animais tratados com veiculo e expostos ao DSS
(Figura 11). O tratamento com FM atenuou essas alteragdes estruturais e reduziu a

migragao celular.
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Figura 10. Efeito anti-inflamatorio da administragao oral de DEX ou FM (1 mg/kg)

em camundongos submetidos ao modelo de colite induzida por DSS. (A) O indice
de atividade da doenca (IAD) foi avaliado durante os oito dias de protocolo experimental, houve
diferencga significativa nos dias 5 (p<0,05), 6 (p<0,001), 7 e 8 (p<0,0001) entre os grupos naive e CTL
e diferencgas nos dias 7 e 8 entre os grupos CTL e FM (p<0,05). Massa e comprimento dos célons (B e
C) e imagens representativas dos grupos (D), massa dos bagos (E) e adrenais (F). (G-M) Quantificagédo
de parametros inflamatérios em fragmentos de célon. Os valores foram expressos em média + EPM e
analisados com ANOVA de medidas repetidas seguido de post test de Tukey em A; média + DP e
analisados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukeyem B, C,F, G, H, |, J, K, L, M;
e mediana + IIQ e analisados com o teste de Kruskal-wallis seguido do post test de Dunn em E (n=4-8
animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001.
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DSS

400x

Figura 11. Imagens representativas do efeito do tratamento subcrénico com FM
em cortes histolégicos de célon corados com HE apés 8 dias de exposi¢cao ao

DSS. A) aumento de 100 e B) aumento de 400x.Linha preta representa alteragbes na cripta
(encurtamento e desordem da estrutura); seta verde representa infiltrado leucocitario; seta laranjada
representa linfonodo.

5.2 RESPOSTA A PERGUNTA EXPERIMENTAL 2: O TRATAMENTO ORAL COM
FM APRESENTA POUCO IMPACTO NO METABOLISMO GLICEMICO E LIPIDICO
DE MACHOS E FEMEAS

Apos a confirmagdo da atividade anti-inflamatéria de FM administrado
sistemicamente, a dose de 1 mg/kg foi selecionada para continuidade dos estudos,
assim como as vias de administracao ip e og. Ainda, machos foram tratados com FM
na dose de 0,1 mg/kg ip ou og, para verificar se, caso haja altera¢gées metabdlicas, se
essas permanecem em uma dose menor.

O tratamento prolongado com DEX ip e og diminuiu a massa corpérea de ratos
a partir do quarto dia (Figura 12A, p<0,05) quando comparado ao grupo CTL e resultou
em perda de 15% da massa dos animais ao fim do protocolo experimental (Figura
12D). Ainda, houve menor consumo alimentar a partir do terceiro dia (Figura 12G,
p<0,05). O consumo alimentar nao foi acompanhado durante o 62 e 7° dias devido ao
protocolo de jejum realizado para o ipGTT e eutanasias. A massa corpérea dos ratos
foi afetada a partir do quarto dia de tratamento com FM 1,0 mg/kg administrado pela
via ip, quando comparado ao CTL (Figura 12B, p<0,05). Ao fim do protocolo
experimental, foi observado menor massa corpdrea de aproximadamente 10% para o

tratamento com FM 0,1 mg/kg ip, 15% para FM 1,0 mg/kg ip € 5% para FM 1,0 mg/kg
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og (Figura 12F). Assim, considerando a variagdo na massa corpérea, houve
diferengas significativas entre as vias de administracdo na dose de 0,1 mg/kg
(p<0,001) e 1,0 mg/kg (p<0,0001). A reducdo da massa corpoérea foi acompanhada de
menor consumo de rac¢ao a partir do 3° dia de protocolo experimental, nos 3 grupos
tratados com o FM (Figura 12H, p<0,05). As fémeas tratadas com FM 1,0 mg/kg ip e
0g apresentaram menor massa corporea ao longo do protocolo experimental quando
comparado ao grupo CTL (Figuras 12C, p<0,05), com reduc¢do de aproximadamente
10% da sua massa inicial (Figura 12F). Alteragdes no consumo alimentar ocorreram
em ratas tratadas com FM og nos dias 3 e 4 (p<0,05 comparado ao CTL) que
resultaram em diferencas significativas entre as vias de administragao (Figura 12I,
p<0,05).

Apos 5 dias de tratamento, foi observado que os animais tratados com DEX
0g apresentaram maiores valores de glicose sanguinea basal quando comparados ao
grupo CTL (Figura 13A, p<0,05). Ja os machos e fémeas tratados com FM néo
apresentaram alteragbes na glicemia basal (Figuras 13B e C). Posteriormente os
animais foram submetidos ao ipGTT, um teste de resposta a sobrecarga de glicose e
foi observado menor tolerancia a glicose em ratos tratados com DEX ip ou og e FM
1,0 mg/kg ip, que pode ser observado com os maiores valores de glicose sanguinea
e AUC durante o teste (Figuras 13D, E, G e H; p<0,001, p<0,05 e p<0,05,
respectivamente). Tanto os machos tratados com FM 0,1 ip ou 0,1 e 1,0 mg/kg og
como as fémeas nao apresentaram altera¢des na tolerancia a glicose, baseados nos
valores de glicose sanguinea e AUC (figura 13E, F, He l).

Ap0s 6 dias de tratamento a sensibilidade a insulina foi avaliada pelo ipITT (2
Ul/kg mc) e posteriormente realizado o calculo de kITT. Machos tratados com FM 0,1
e 1,0 mg/kg ip ou 1,0 mg/kg og apresentaram menor sensibilidade a insulina (p<0,01,
p<0,05 e p<0,001 respectivamente) quando comparados ao grupo CTL (Figuras 13K
e N) e fémeas (Figuras 13L e O, p<0,0001). Ja o tratamento com DEX néo afetou a

sensibilidade a insulina dos animais (Figuras 13J e M).



o7

Machos Fémeas
A =) 130 B g 130 cTL c =) 130
® . @ 1307-0- CTL o FMO1ip B FM10ip o 17 .
5 -~ CTL -0 DEXip — DEXog 5 o FMO10g - FM100g 5 -o- CTL @ FMip = FMog
= x =
= 110 = 110 T 110
o o o
i) 9 Q
2 2 e
8 90 8 90 g 90
@ o o
w0 (] (2]
% 70  legenda & 70 & 70 legenda
= = =
T T T T T T T 1 T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7 0o 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
D 200 E 200 . F 200
B *kkk S e &
3 150 1 5 150 *kkk *kkk g 150 *kkk
S -0 0
a a a
H 100 5 100 5 100
o o < 5]
© @ I
@ 50 8 50 @ 50
© o] ©
= = =
0 0 T T T T T 0
CTL ip og CTL 0.1 1.0 01 1.0 CTL ip og
DEXT0 FM ip FM og FMA10
=) =) &
G £ 150 H%‘ﬁ’o o CTL-O- FMO1ip - FM10ip ! S 150 .
° -o- CTL -0~ DEXip - DEXog e o FMO10g o FM100g e -o- CTL -0~ ip = og
<125 <125 < 125
5 3 &
£ 100 € 100 £ 100 %w
@ ] o
£ 7 £ £ s
©
o o o . legenda
£ 50 legenda E 50 rentin £ 50
2 25 2 25 2 25
S T T T T T 1 S T T T T T 1 8 T T T T T 1
e 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 12. Impacto do tratamento sistémico com FM na massa corpdrea e

consumo alimentar de machos e fémeas. Acompanhamento da massa corpérea (resultados
normalizados a partir do dia 0) de machos (A e B) e fémeas (C) durante oito dias de protocolo
experimental. O tratamento com DEX ip ou og (A) e FM 1,0 mg/kg ip (B) reduziu a massa corpérea dos
animais quando comparado ao grupo CTL a partir do 4° dia de tratamento (p<0,05). Em C, o tratamento
com FM 1,0 mg/kg ip reduziu a massa corpérea das fémeas quando comparado ao grupo CTL apenas
no 7° dia de tratamento (p<0,05), enquanto o tratamento com FM 1,0 mg/kg ip reduziu a massa corpoérea
das fémeas a partir do 3° dia de experimento (p<0,05). D, E e F representam a variagdo da massa
corpoérea final, comparada a massa inicial de cada animal, em porcentagem. Acompanhamento do
consumo alimentar (resultados normalizados a partir do dia 0) de ratos (G e H) e ratas (I) durante cinco
dias de protocolo experimental. O tratamento com DEX ip ou og (G), FM 0,1 mg/kg ip, FM 1,0 mg/kg ip
ou og (H) reduziu o consumo alimentar dos animais quando comparado ao grupo controle a partir do
3° dia de tratamento (p<0,05). O tratamento com FM 1,0 mg/kg og reduziu o consumo alimentar de
fémeas quando comparado ao CTL nos dias 3 e 4 (p<0,05). Os valores foram expressos em média +
EPM e analisados com ANOVA de medidas repetidas seguido de post test de Tukey em A, B, C, G, H
e |; média + DP e analisados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukeyem D, Ee F
(n=8-10 animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001.
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Figura 13. Impacto do tratamento sistémico com FM na homeostase glicémica

de machos e fémeas. Glicose sanguinea em jejum (8 horas) de ratos tratados com DEX (A), FM
(B) ou ratas tratadas com FM (C), apds 5 dias de tratamento. Teste intraperitoneal de tolerancia a
glicose (ipGTT) em ratos tratados com DEX (D), FM (E) e ratas tratadas sistemicamente com FM (F)
apos 5 dias de protocolo experimental; os dados estdo normalizados a partir da glicose sanguinea do
tempo 0 min. G, H e |) Area sob a curva (AUC) calculada a partir dos valores do ipGTT. Teste
intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT) em ratos tratados com DEX (J), FM (K) e ratas tratadas
sistemicamente com FM (L) apds 6 dias de protocolo experimental; os dados estdo normalizados a
partir da glicose sanguinea do tempo 0 min. M, N e O) Constante de decaimento de glicose (KITT)
calculada a partir dos valores do ipITT, entre os tempos de 0 a 40 minutos. Os valores foram expressos
em mediana * |IQ e analisados com o teste de Kruskal-wallis seguido do post test de Dunn em A, B e
M; média + DP e analisados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey em C, G, H,
I, N e O; média + EPM e analisados com ANOVA de medidas repetidas seguido de post test de Tukey
emD, E, F, J, KeL; (n=8-10 animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001.
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Os animais tratados com DEX (ip ou og) apresentaram maiores valores de
insulina plasmatica em jejum quando comparados ao grupo CTL (Figura 14A, p<0,01).
Esse perfil também foi observado apds o tratamento com FM 0,1 e 1,0 mg/kg ip em
machos (Figura 14B; p<0,01 e p<0,0001) e com 1,0 mg/kg ip ou og em fémeas (Figura
14C, p<0,0001). O tratamento com FM 1,0 mg/kg administrado por via ip impactou o
metabolismo lipidico de machos e fémeas, observado devido a maior concentragao
de triacilglicerol plasmatico em machos (p<0,001) e fémeas (p<0,001) e colesterol total
e colesterol HDL em machos (p<0,0001 e p<0,001, respectivamente) e fémeas
(p<0,05 e p<0,01 respectivamente), quando comparados aos respectivos grupos CTL
(Figuras 14E, F, H, I, K e L). Ja o tratamento com DEX ip ou og resultou em maior
triacilglicerol e colesterol HDL plasmaticos (p<0,05) quando comparados ao grupo
CTL (Figuras 14D, G e J).

A funcao hepatica foi determinada pela quantificacdo da atividade enzimatica
das transaminases AST e ALT. O tratamento com DEX ip e og resultou em maior
atividade da enzima AST (p<0,05) quando comparado ao grupo CTL (Figura 14M),
enquanto o tratamento com FM 1,0 mg/kg ip resultou em maior atividade da enzima
ALT em machos (p<0,01) quando comparados ao grupo CTL (Figura 14Q). Fémeas
tratadas com FM n&o apresentaram alteracdes nas atividades enzimaticas (Figuras
140 e R).
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Figura 14. Perfil metabdlico plasmatico de machos e fémeas em jejum apés 7
dias de tratamento. Insulina (A, B e C), triacilglicerol (D, E e F), colesterol total (G, H e |), colesterol

HDL (J, H e L), atividade enzimatica de ALT (M, N e O) e atividade enzimatica de AST (P, Q e R)
plasmaticos de machos e fémeas em jejum apds 7 dias de tratamento. Os valores foram expressos em
média = DP e analisados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey em A, B, C, D,
E,F,G H IJ,K L, MN,O,R; eemmediana % |[IQ e analisados com o teste de Kruskal-wallis seguido
do post test de Dunn em P e Q (n=8-10 animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 e
****n<0,0001.

As analises histologicas de figado coradas com HE indicam o acumulo de
glicogénio em machos tratados com DEX (Figura 15E), corroborando a quantificagéo
bioquimica (Figura 15A). Ainda, foi observado maior conteudo de triacilglicerol
hepatico quando comparado ao grupo CTL nos grupos tratados com DEX (Figura 15C,
p<0,001). Ratos tratados com FM n&o apresentaram alteragcbes morfolégicas
significantes e apenas o tratamento com FM 1,0 ip resultou em maior conteudo de
triacilglicerol hepatico (Figura 15B). As imagens de figado de fémeas tratadas com FM
apresentaram goticulas de gordura caracteristicas de esteatose hepatica (Figura
16C), resultado que corrobora o maior conteudo de triacilglicerol hepatico (Figura 16A,

p<0,05).
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Figura 15. Analise histolégica hepatica e conteudo de glicogénio e triacilglicerol

de machos apoés 7 dias de tratamento. Conteudo de triacilglicerol (A e B) e glicogénio (C e
D) hepatico de machos tratados com DEX ou FM. E) Imagens representativas da sec¢do do figado com
final magnitudes de 10x e 400%, coradas com hematoxilina e eosina. Barra de escala: 25 um. Os valores
foram expressos em média + DP e analisados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de
Tukey (n=8-10 animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01 e *** p<0,001.
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Figura 16. Analise histolégica hepatica e conteudo de glicogénio e triacilglicerol

de fémeas apos 7 dias de tratamento. Conteudo de triacilglicerol (A) e glicogénio (B) hepatico
de fémeas tratadas com FM. C) Imagens representativas da secgéo do figado com final magnitudes de
10x e 400x%, coradas com hematoxilina e eosina. Barra de escala: 25 ym. Os valores foram expressos
em média + DP e analisados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey (n=8-10
animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01 e *** p<0,001.

A massa relativa do figado foi maior em machos tratados com DEX ip
(p<0,001) ou og (p<0,0001) (Figura 17A) e FM 0,1 e 1 mg/kg ip (Figura 17B; p<0,05 e
p<0,0001, respectivamente) e fémeas tratadas com FM ip ou og (Figura 17C; p<0,01
e p<0,0001, respectivamente), quando comparados aos respectivos grupos CTL. Ja
a massa relativa das glandulas adrenais dos grupos DEX ip e og (Figura 17D,
p<0,0001) e FM 1,0 mg/kg ip foi menor quando comparado aos grupos CTL em
machos (Figura 17E; p<0,0001, p<0,0001 e p<0,05, respectivamente) e fémeas
tratadas com FM ip ou og (Figura 17F, p<0,001). A massa esplénica foi menor em
machos tratados com DEX ip ou og (Figura 17G, p<0,0001) e FM 0,1 e 1,0 ip ou 1,0
og (Figura 17H; p<0,0001, p<0,0001 e p<0,05, respectivamente) e fémeas tratadas
com FM ip ou og (Figura 171, p<0,0001). Ainda, a massa relativa da gordura
retroperitoneal de machos tratados com DEX og e FM 1,0 mg/kg ip foi menor quando
comparado ao grupo CTL (Figuras 17J e K, p<0,05). Ja em fémeas, o grupo tratado

com FM og apresentou menor gordura omental (Figura 17L, p<0,01). Ndo houve
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diferenga na massa relativa de gorduras gonadais de machos e fémeas (dados néo

apresentados).
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Figura 17. Massa de 6rgaos de machos e fémeas apods 7 dias de tratamento.
Figado (A, B e C), adrenais (D, E e F), bago (G, H e I) e gordura retroperitoneal (J e H) e omental (L)
de machos e fémeas apods 7 dias de tratamento. Os valores foram expressos em média + DP e anali-
sados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey (n=8-10 animais por grupo). *p<0,05,
**p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001.

A fim de se investigar vias de sinalizacdo envolvidas nas alteracbes
metabdlicas decorrentes do tratamento com DEX e FM (ip ou og), investigamos o
conteudo proteico da proteina cinase B (AKT total - proteina downstream do receptor
de insulina), proteina de ligagdo ao elemento de resposta cAMP (CREB) e
transportador de glicose 2 (Glut2) em tecido hepatico de ratos machos apds 8 horas

de jejum. Nao houve diferencas significativas no conteudo de AKT total (Figura 18A),
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AKT Ser473 (Figura 18B), na relagcdo AKT Ser473/AKT total (Figura 18C), CREB
(Figura 18D), Glut2 (Figura 18E), GR (Figura 18F), IDE (enzima degradadora de
insulina, Figura 18G) e PEPCK (Figura 18H) apds 7 dias de tratamento com DEX ou
FM (1 mg/kg ip ou og).
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Figura 18. Envolvimento de vias de sinalizagdo em figado de machos apés 7 dias
de tratamento. Conteudo de AKT total de ratos tratados com DEX (1 mg/kg ip e og) ou FM (1 mg/kg
ip e og) (A), conteudo de AKT fosforilada em serina 473 (AKT Ser473) (B), raz&do entre o conteudo de
AKT Ser473 para o seu conteudo total (C), conteudo de CREB (D), de Glut2 (E), GR total (F), IDE (G)
e PEPCK (H) de figado extraido de ratos tratados com DEX ou FM. , eigado (A, B e C), adrenais (D,
E e F), baco (G, H e |) e gordura retroperitoneal (J e H) e omental (L) de machos e fémeas apds 7 dias
de tratamento. Os valores foram expressos em média + DP e analisados com teste ANOVA de uma via
seguido de post test de Tukey (n=6-8). AKT: proteina cinase B; CREB: proteina de ligagédo ao elemento
de resposta cAMP; Glut2: transportador de glicose 2; GR: receptor de glicocorticoide; IDE: enzima
degradadora de insulina; PEPCK: fosfoenol priruvato carboxicinase.
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5.3 RESPOSTA A PERGUNTA EXPERIMENTAL 3: OS DESFECHOS
METABOLICOS DESENVOLVIDOS A PARTIR DA ADMINISTRACAOQ IP DE FM SAO
REVERSIVEIS APOS A INTERRUPCAO DO TRATAMENTO

Apos observar que o tratamento com FM 1,0 mg/kg ip afeta negativamente a
homeostase glicémica e lipidica de machos, verificamos esses desfechos sao
reversiveis apos a interrupgao do tratamento. Foi observado que 10 dias apods a
interrupcao do tratamento com DEX ou FM ha recuperacéao parcial da massa corpérea
e consumo alimentar dos animais (Figuras 19A, B, C e D). Os valores de glicose
sanguinea se mantém equiparados aos controles (Figura 19E) e a interrupgcéo do
tratamento normaliza a intolerancia a glicose (Figuras 19F, G e H) desenvolvidas ao

término do periodo de tratamento com DEX ou FM.
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Figura 19. Analises in vivo apés a interrupgao do tratamento com FM ou DEX.

A) Acompanhamento da massa corpérea de machos (resultados normalizados a partir do dia 0) durante
os 16 dias de protocolo experimental, sendo que nos 7 primeiros dias os animais foram tratados com
DEX ou FM 1 mg/kg ip, seguidos de 10 dias sem tratamento. B) Massa corpdrea apds 7 e 16 dias de
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protocolo experimental. C) Acompanhamento do consumo alimentar (resultados normalizados a partir
do dia 0) durante os 16 dias de protocolo. E) Glicose sanguinea em jejum (8 horas) apds 5 dias de
tratamento e apds 14 dias de protocolo experimental (7 dias apds interrupgao do tratamento). ipGTT
apos 5 dias de tratamento (F) e 7 dias apos a interrupgao do tratamento (G). H) AUC calculada a partir
dos valores do ipGTT. ipITT apéds 6 dias de tratamento () e 8 dias apds interrupgéo do tratamento (J).
K) KITT calculada a partir dos valores do ipITT, entre os tempos de 0 a 40 minutos, apos 6 dias de
tratamento e 8 dias apds a interrupgao. Os valores foram expressos em média £+ EPM e analisados
com ANOVA de medidas repetidas seguido de post test de Tukey em A, B, E, F H e |; média £ DP e
analisados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey em B, D, G e J (n=8-10 animais
por grupo). *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001.

Os valores de insulina, triacilglicerol, colesterol total e colesterol HDL
plasmaticos apos 8 horas de jejum também retornam aos valores equivalentes aos do
grupo CTL apds 10 dias de interrupgao do tratamento (Figuras 20A, B, C e D). O
mesmo se observa com a atividade das transaminases ALT e AST (Figuras 20E e F).
As alteracbes nas massas de figado, adrenais, bago e gordura retroperitoneal
observadas apos o tratamento com FM foram todas normalizadas 10 dias apos a

interrupcéo do tratamento (Figuras 20G, H, |, J, Ke L).
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Figura 20. Impacto da interrup¢ao do tratamento intraperitoneal com FM em

parametros ex vivo. Insulina (A), triacilglicerol (B), colesterol total (C), colesterol HDL (D),
atividade enzimética de ALT (E) e atividade enzimatica de AST (F) plasmaticos de machos em jejum
apos 10 dias de interrupcéo do tratamento; massas de figado (G), adrenais (H), baco (I) e gordura
retroperitoneal (J); Quantificacao de glicogénio (K) e triacilglicerol (L) hepéticos de animais em jejum.
Os valores foram expressos em média £ DP e analisados com teste ANOVA de uma via seguido de
post test de Tukey em A, B, C, D, E, F, G, H, J, Ke L; e em mediana * 1IQ e analisados com o teste de
Kruskal-wallis seguido do post test de Dunn em | (n=10 animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01, ***
p<0,001 e ****p<0,0001.
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54 RESPOSTA A PERGUNTA EXPERIMENTAL 4: OS EFEITOS ANTI-
INFLAMATORIO E METABOLICOS DE FM DEPENDEM EM PARTE DA ATIVAGAO
DE GR

O envolvimento de GR na agao anti-inflamatoria de FM foi avaliado a partir do
pré-tratamento de ratos com MIFE (20 mg/kg ip), um antagonista de GR, e
posteriormente os ratos foram submetidos ao modelo de peritonite induzida por
carragenina (Figura 21). Assim como observado anteriormente (pergunta
experimental 1), a administragdo de carragenina causou a migragéo de leucdcitos na
cavidade peritoneal quando comparado ao CTL e tratamento com DEX (1,0 mg/kg ip)
ou FM (1,0 mg/kg ip e og) atenuaram o processo inflamatorio. O pré-tratamento com
MIFE inibiu a agdo anti-inflamatéria de DEX (p<0,01), e, em parte, de FM ip e FM og
(p=0,111 e p=0,08, respectivamente).
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Figura 21. Envolvimento de GR no efeito anti-inflamatério de FM em ratos

submetidos ao modelo de peritonite induzida por carragenina. Contagem do numero
total de leucdcitos (células/ml) obtidos a partir de lavado peritoneal 5 horas apés a administragao de
carragenina (500 pg) em ratos pré-tratados com mifepristona (MIFE, 20 mg/kg ip) e tratados com DEX
(1 mg/kg) ip ou FM (1 mg/kg) ip ou og. Os valores foram expressos em média + SD e analisados com
o teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey em B (n=6-10 animais por grupo). *p<0,05,
**p<0,01 e ****p<0,0001.

O envolvimento de GR nas alteragbes metabdlicas causadas pela

administracao ip de FM também foi avaliado a partir do pré-tratamento com MIFE por
7 dias. Os desfechos metabdlicos observados anteriormente foram reproduzidos apés

o tratamento com DEX e FM (1,0 mg/kg ip).
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O pré-tratamento com MIFE impediu a perda da massa corporea de ratos
tratados com DEX (Figuras 22A, e C, p<0,0001), assim como influenciou a reducéo
do consumo alimentar a partir do 2° dia de protocolo experimental (Figura 22E,
p<0,05). Ja para os animais tratados com FM, o pré-tratamento com MIFE nao
interferiu nas alteragdes da massa corpérea e do consumo alimentar (Figura 22B, D e
F).

Apos 5 dias de tratamento, foi observado que os animais tratados com DEX,
FM ou pré-tratados com MIFE ndo apresentaram alteragées nos valores de glicose
sanguinea basal quando comparados aos grupos CTL (Figuras 22G e H). Como
esperado, foi observado menor tolerdncia a glicose em ratos tratados com DEX
(Figuras 22| e K; p<0,0001) e o pré-tratamento com MIFE impediu este desfecho
(p<0,0001). Ja para FM, também foi observado menor tolerancia a glicose (p<0,05) e
este desfecho foi apenas parcialmente impedido com o pré-tratamento com MIFE
(Figuras 22J e L; p<0,058).

Reproduzindo o que ja foi demonstrado, os animais tratados com FM 1,0
mg/kg ip apresentaram menor sensibilidade a insulina (p<0,0001) quando
comparados ao grupo CTL (Figuras 22K e N) e o pré-tratamento com MIFE impediu a
reducao da sensibilidade a insulina (p<0,05). Ja o tratamento com DEX nao afetou a
sensibilidade a insulina dos animais, mas o pré-tratamento com MIFE resultou até em

melhora da sensibilidade a insulina em relagéo ao grupo CTL (Figuras 22M e O).
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Figura 22. Envolvimento de GR na massa corpdérea, consumo alimentar e

homeostase glicémica de machos tratados apdés 7 dias de tratamento.
Acompanhamento da massa corpérea (resultados normalizados a partir do dia 0) de machos pré-
tratados com mifepristona (20 mg/kg ip) e tratados com DEX (1,0 mg/kg ip) ou FM (1 mg/kg ip) por 7
dias (A e B); Representacéo da variagdo da massa corpdrea final, comparada a massa inicial de cada
animal, em porcentagem (C e D); Acompanhamento do consumo alimentar (resultados normalizados a
partir do dia 0) durante cinco dias de protocolo experimental (E e F); o tratamento com DEX ip ou
MIFE+DEX reduziu o consumo alimentar dos animais quando comparado ao grupo CLT a partir do 1°
dia de tratamento (p<0,05) e houve diferenga significativa entre MIFE+DEX e DEX a partir do 2° dia
(p<0,05). Glicose sanguinea em jejum (8 horas) apds 5 dias de tratamento (G e H); Teste intraperitoneal
de tolerancia a glicose (ipGTT) apds 5 dias de protocolo experimental, com dados normalizados a partir
da glicose sanguinea do tempo 0 min (I e J); Area sob a curva (AUC) calculada a partir dos valores do
ipGTT (K e L); Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT) apés 6 dias de protocolo
experimental, com dados normalizados a partir da glicose sanguinea do tempo 0 min (M e N); Constante
de decaimento de glicose (kITT) calculada a partir dos valores do ipITT, entre os tempos de 0 a 40
minutos (O e P); Os valores foram expressos em média £+ EPM e analisados com ANOVA de medidas
repetidas seguido de post test de Tukey em A, B, E, F, |, J, M e N; média £ DP e analisados com teste
ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey em C, D, G, H, K, L, O e P (n=8 animais por grupo).
*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001.
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O tratamento com FM 1,0 mg/kg ip impactou sobre o metabolismo lipidico dos
animais. Através do pré-tratamento com MIFE observamos que o aumento de
triacilglicerol e colesterol plasmaticos é dependente de GR (Figuras 23A, B, C,D, E e
F; p<0,05). Igualmente, o aumento do conteudo de triacilglicerol e glicogénio hepaticos
em decorréncia do tratamento com DEX ou FM também sdo dependentes de GR
(Figuras 23K, L, M e N; p<0,05). A funcao hepatica, determinada pela quantificagao
da atividade enzimatica das transaminases AST e ALT, nao foi alterada (Figuras 23G,
H, led).
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Figura 23. Envolvimento de GR em parametros bioquimicos de machos apoés 7

dias de tratamento. Triacilglicerol (A e B), colesterol total (C e D), colesterol HDL (E e F), atividade
enzimatica de ALT (G e H) e atividade enzimatica de AST (I e J) plasmaticos apds 8 horas de jejum;
Conteudo de triacilglicerol (K e L) e glicogénio (M e N) de figados coletados de machos pré-tratados
com mifepristona (20 mg/kg ip) e apds 30 minutos tratados com DEX (1 mg/kg ip) ou FM (1 mg/kg ip)
por 7 dias. Os valores foram expressos em média £ DP e analisados com teste ANOVA de uma via
seguido de post test de Tukey (n=8 animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001

O aumento da massa relativa do figado em decorréncia do tratamento com
DEX ou FM foi inibida com o pré-tratamento com MIFE (Figuras 24A e B). Igualmente,

houve inibicdo da redugdo da massa esplénica (Figuras 24E e F; p<0,01). O pré-
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tratamento com MIFE n&o interferiu sobre a alteragdo da massa das glandulas
adrenais (Figura 24C e D). Nao houve diferengca na massa relativa de gorduras

retroperitoneais.
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Figura 24. Envolvimento de GR na massa de 6érgaos de machos apés 7 dias de

tratamento. Figado (A e B), adrenais (C e D), bago (E e F) e gordura retroperitoneal (G e H) de
machos pré-tratados com mifepristona (20 mg/kg ip) e ap6s 30 minutos tratados com DEX (1,0 mg/kg
ip) ou FM (1 mg/kg ip) por 7 dias. Os valores foram expressos em média £ DP e analisados com teste
ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey (n=8 animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01, ***
p<0,001 e ****p<0,0001.

5.5 RESPOSTA A PERGUNTA EXPERIMENTAL 5: O DESENVOLVIMENTO DE NP
DE ZEINA CONTENDO FM PARA ADMINISTRAGCAO ORAL FOI BEM-SUCEDIDO

NPs de zeina foram obtidas por método de nanoprecipitacdo e o FM foi
carreado em duas concentragoes, 5 e 10%. O tamanho médio das NPs carreadas com
FM foi maior a medida em que houve maior concentracéo do farmaco, atingindo 101
e 127 nm, respectivamente (Tabela 4). Valores baixos de Pdl foram obtidos para as
formulagbes vazias e 5% FM, enquanto valores mais elevados foram observados
quando utilizado 10% de FM. Os valores de ZP foram de + 12 mV e + 6 mV para as
NPs contendo 5% e 10% de FM, respectivamente. Foram obtidos elevados valores de
eficiéncia de associagédo (>70%) para as duas formulagbes, com énfase para a NP
5%, com 96% de AE.
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Tabela 4. Tamanho, indice de polidispersao (Pdl), potencial zeta (ZP), eficiéncia
de associagao (AE) e concentragao de farmaco (DL) de NPs de zeina contendo

FM
DL teérico | Tamanho
(%) (nm) Pdl ZP (mV) DL (%) AE (%)
0% 102+11 |0,137+£0,02| 14+1.3 - -
5% 101+2 ]0,194+0,02| 12+24 4,6+0,1 96,6 + 2,2
0,352 +
10% 127,3+3*# | 0,03**# | 6+0,6*** 6,5+14 | 71,2+11,8

Resultados apresentados como média + SD (n=3) e analisados com teste ANOVA de uma via seguido
de post test de Tukey. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado a NP 0%; #p<0,05 e
##p<0,01 quando comparado a NP 5%.

As imagens obtidas por TEM confirmaram os resultados de tamanho e
distribuicdo de tamanho de NPs de zeina (Figura 25), evidenciado pela forma esférica.
A adicdo de FM nao apresentou impacto aparente sobre a morfologia das NPs
(Figuras 25C e D).

Flgura 25. Imagens representativas de NPs de zeina vazias (A e B) e 5% FM (Ce
D). Ae C) 0,5 um; B e D 200 nm.
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Com relagcdo aos dados de tamanho, Pdl e ZP apdés 30 dias de
armazenamento a 4°C pudemos observar que as NPs vazias ou carreadas com FM
(5 e 10%) apresentaram aumento do tamanho (Figura 26A; p<0,001, p<0,01 e p<0,01,
respectivamente). Nenhuma mudanga significativa foi observada relacionada a
distribuicdo de tamanho ou do ZP das NPs (Figuras 26B e C).
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Figura 26. Caracteristicas de NPs de zeina contendo FM apés a produgao e 30
dias armazenadas a 4°C. Tamanho (A), Pdl (B) e ZP (mV) de NPs de zeina vazias e contendo 5

ou 10% de FM. Resultados apresentados como média + SD (n=3) e analisados com analisados com
ANOVA de medidas repetidas seguido de post test de Tukey. *p<0,05 comparado a NP 0%.

O comportamento de liberacdo de FM livre e FM das NPs de zeina em tampéo
gastrico e intestinal foi analisado (Figura 27A). O padréo de liberagdo de FM na forma
livre foi de aproximadamente 40% em fluido gastrico, mostrando uma rapida liberagéo
nos primeiros 30 min. Ja em fluido intestinal, foi atingido o maximo de liberagao (80%)
apods 1 h, se mantendo até o fim das 8 h de experimento. A liberagcdo de FM das NPs
de zeina em fluido gastrico foi similar para as NPs 5 e 10%, com aproximadamente
10% de liberagdo. Em fluido intestinal a NP 5% atingiu a liberagdo de
aproximadamente 40% e esse padrao foi mantido até o término do procedimento (8
h). Ja a NP 10% atingiu a liberagdo de 20% e o padrdo foi mantido até o término da
analise.

A capacidade de FM livre e NPs de zeina contendo FM afetarem a viabilidade
celular também foi avaliada nas linhas celulares de Caco-2 e HT29-MTX, em um
periodo de tratamento de 4 e 24 h. O FM livre e as NPs nao afetaram a viabilidade
(atividade metabdlica acima de 70%) de células Caco-2 apds 4 e 24 h de incubagao
(Figuras 27C e D), igualmente para HT29-MTX apds 4 h de incubagéao (Figura 27E).
Contudo, enquanto o FM livre afetou a viabilidade celular de HT29-MTX apés 24 h de
incubagéo (Figura 27F), foi observado que as NPs de zeina resultaram em menor

toxicidade do que o FM nas concentragdes de 30, 50 e 100 uM (p<0,05).
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A permeacao de NPs de zeina contendo FM (50 uM) foi analisada a partir de
um modelo de monocamadas com células Caco-2/HT29-MTX onde pudemos
observar uma rapida difusdo através da monocamada de células intestinais atingindo
pico de absorc¢ao (80%) apos 60 min de exposicéo (Figura 27B). Ja as NPs de zeina
carregadas com 5 e 10% de FM apresentaram permeabilidade mais lenta e crescente,

com aproximadamente 60% ao fim dos 240 min.
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Figura 27. Andlises in vitro de FM livre e NPs de zeina contendo FM: perfil de
liberacdo de FM em pH gastrico e intestinal, permeabilidade em células
intestinais e atividade metabdlica de células tratadas com FM ou NPs contendo
5 e 10% de FM. A) Perfil de liberagao in vitro de FM de NPs de zeina apds produgéo (n=3); B e C)
Atividade metabdlica de células Caco-2 apds 4 (B) 24 h (C) de incubagédo com FM livre e NPs contendo
5 e 10% de FM; E e E) Atividade metabdlica de células HT29-MTX apds 4 (D) 24 h (E) de incubagao
com FM livre e NPs contendo 5 € 10% de FM (n=3 experimentos independentes). F) Perfil de
permeabilidade cumulativa in vitro de NPs contendo FM em modelo 2D de células intestinais (Caco-
2/HT29-MTX) e respectivo TEER (%, eixo y direito) (n=4). Resultados apresentados como média + SD
e analisados com teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey. *p<0,05 quando comparado
ao FM livre.



6. SUMARIO DE RESULTADOS

(a4

Machos (1 mg/kg)

Fémeas (1 mg/kg)

Parametros avaliados DEX ip FMip
DEX ip | Revers* GR DEX og FMip |Revers*| GR FM og FMip FM og
Inflamacao ! GR ! GR ! GR ! |GR ! !
Massa corpdrea 1 N GR ! l N ! ! l
Consumo alimentar l \ ! l N !
Tolerancia a glicose 1 N GR ! l N
Sensibilidade a insulina ! N GR ! ! !
Insulina plasmatica 1 \ 1 1 N 1 1
Triacilglicerol plasmatico 1 N GR 1 1 N GR 1
Colesterol total plasmatico 1 N GR 0
Triacilglicerol hepatico 1 N GR 1 1 N 1 1
Glicogénio hepatico 1 N GR 1 GR

*Revers: desfecho metabdlico reversivel 10 dias apos a interrupcéo do tratamento

GR: dependente de receptor de glicocorticoide; - : ndo houve alteragao; / : ndo analisado
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7 DISCUSSAO

Desde a sua descoberta, os GCs se tornaram uma classe medicamentosa
amplamente utilizada e eficaz para o tratamento de processos inflamatérios e doencgas
autoimunes (BUNIM; PECHET; BOLLET, 1955). Dentre os farmacos disponiveis na
clinica, o FM foi desenvolvido a partir de modificagées estruturais na molécula do
cortisol para exibir potente agao anti-inflamatéria e possibilitar administragao local em
disturbios respiratorios e dérmicos, reduzindo assim a distribui¢cao sistémica.

Neste trabalho demonstramos pela primeira vez que a administragcao oral ou
intraperitoneal de FM apresenta efeito anti-inflamatério em dois modelos murinos de
inflamacao, peritonite induzida por carragenina (demonstrado em machos e fémeas)
e colite induzida por DSS (estudado somente em machos). A peritonite neste modelo
ocorre por meio de uma resposta inflamatéria induzida pela administracédo
intraperitoneal de Cg e que envolve a participacdo de Oxido nitrico (NO),
prostaglandina E2, citocinas pro-inflamatérias (TNF-q, IL- a e IL-B, IL-6), e moléculas
de adeséo, como P-selectina e ICAM-1 (FRODE; SOUZA; CALIXTO, 2001; SUZUKI
et al.,, 2010; UTSUNOMIYA; NAGAI; OH-ISHI, 1991). Esses mediadores sé&o
modulados pela administracdo de GCs, resultando na redugdo do processo
inflamatoério (CAIN; CIDLOWSKI, 2017). Neste modelo é possivel mensurar o
processo inflamatoério por meio da quantificagdo de leucdcitos que migram para o
peritbnio dos animais e o tratamento prévio com o FM foi efetivo em reduzir esse
processo tanto em machos quanto em fémeas, independentemente se administrado
pela via ip ou og na dose de 1,0 mg/kg. Os machos desenvolveram uma resposta
inflamatdria mais exacerbada do que as fémeas e isso pode ser explicado por niveis
elevados de prostaglandinas e COX-2, como observado anteriormente em modelo de
pleurisia induzida por Cg (PACE et al., 2017). Em nosso estudo demonstramos que o
pré-tratamento com MIFE reverte completamente o efeito anti-inflamatério de DEX e
parcialmente o efeito do FM (tanto pela via og ou ip), 0 que nos permite inferir que o
GR esta envolvido no processo de mecanismo de redugdo de migragao leucocitaria
pelo FM. Temos que considerar que o pré-tratamento com MIFE foi realizado na dose
de 20 mg/kg para avaliar a participacao de GR no efeito de DEX e FM. Porém, FM
apresenta uma afinidade por GR cerca de 20 vezes maior comparado a DEX o que
provavelmente explique essa resposta parcial da MIFE. |dealmente a dose de MIFE

deveria ter sido maior para deslocar o FM do GR devido a elevada competicao de FM
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pelo receptor. Ainda relacionado a agao anti-inflamatéria de FM, um estudo anterior
demonstrou que a regulacado de genes inflamatérios mediada por FM também esta
relacionada a sua agao como ligante de FXR, inibindo a subunidade p65 de NF-kB e
reduzindo o recrutamento de genes pré-inflamatérios (BIUSMAN et al. 2015). Contudo,
ao nao termos utilizado ferramentas para provar essa a participacédo de FXR sobre os
efeitos anti-inflamatérios de FM in vivo em nosso estudo, ndo podemos afirmar que tal
mecanismo é o que justifica exclusivamente a auséncia de efeito da MIFE.

Visando consolidar o efeito anti-inflamatorio de FM administrado pela via og,
partirmos para o modelo de colite induzida por DSS, que se caracteriza pela instalagao
de um processo inflamatdrio intestinal limitado a mucosa colénica devido a ativagao
de células da imunidade inata (WIRTZ et al., 2007). Considerando que o FM foi
projetado com o objetivo de uma administragdo topica/intranasal (local) e para ter
menor biodisponibilidade, selecionamos um modelo de inflamacgao restrita. Como
esperado, a administragcdo de DSS em camundongos induziu sinais tipicos da colite
ulcerativa em humanos, tais como fezes sanguinolentas, diarreia, perda de peso e
encurtamento do cdélon. Ambos os tratamentos com GCs atenuaram o quadro
inflamatdrio. O tratamento orogastrico com FM promoveu uma atenuagéao do quadro
inflamatorio até melhor do que o observado no grupo DEX como pdde ser inferido
pelos dados de IAD e migracéo leucocitaria para o tecido inflamado, este ultimo visto
indiretamente pela quantificacdo da atividade da MPO. Estes resultados reforgcam o
efeito do FM na reducdo do processo inflamatério e no dano tecidual associados a
migracao de neutrdéfilos e nos remete a hipétese de que suas acgdes anti-inflamatoérias
parecem ser mediadas por FXR, ainda que n&o possamos excluir que o FM também
exerca seus efeitos via GR. Em apoio a nossa hipétese, ha evidéncias de que o FXR
€ um receptor expresso em figado e intestino, estando presente também em
enterdcitos e células L e, com base nessa informacao, alguns autores reforcam a
utilizacao de agonistas de FXR para o tratamento de doencas inflamatdrias intestinais
(BIJSMANS et al.,, 2015; GADALETA et al.,, 2011a, 2011b; HIGASHIYAMA;
KINOSHITA; ASANO, 2008; TURNER et al.,, 2011). Corroboram nossa hipétese,
estudos demonstrando que o tratamento com acido obeticdlico, um agonista pleno de
FXR, atenua a progressdo da colite e paréametros histologicos de colon de
camundongos submetidos a colite induzida por DSS ou por &cido trinitrobenzano
sulfénico (GADALETA et al., 2011a, 2011b).
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Ap0s consolidar o efeito anti-inflamatério de FM quando administrado por vias
sistémicas em roedores, tratamos os animais durante 7 dias para verificar possivel
impacto no metabolismo de glicose e lipideos. Os efeitos adversos da DEX sobre o
metabolismo quando utilizada em doses elevadas ou por periodos prolongados estao
bem consolidados (PASIEKA; RAFACHO, 2016; RAFACHO, A; BOSCHERO, A.C;
ORTSATER, 2012; SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002). Em nosso estudo
priorizamos o0 uso da DEX como controle positivo em funcdo de suas propriedades
diabetogénicas bem descritas que incluem: 1) aumento da gliconeogénese hepatica;
2) secrecao de insulina insuficiente de células B frente ao quadro de resisténcia a
insulina; 3) acao lipogénica em tecido adiposo visceral e lipolitica em tecido adiposo
subcuténeo e 4) redugéo da captagéo de glicose estimulada por insulina no musculo
esquelético (DOS SANTOS et al., 2014; MOTTA et al., 2015; PASIEKA; RAFACHO,
2016; RAFACHO et al., 2008, 2011). Neste trabalho, observamos que a administragcao
do FM por via ip induz: menor tolerdncia a glicose (apenas machos) menor
sensibilidade a insulina, aumento dos valores de insulina plasmatica e dislipidemia. Ja
pela via og a administracdo de FM provocou menos efeitos adversos, limitado a
reducao da sensibilidade a insulina (machos e fémeas) e ao aumento da insulina
plasmatica (apenas fémeas). O uso da MIFE como ferramenta farmacolégica nos
permitiu identificar que os efeitos metabdlicos de FM ip sdo dependentes de GR e
ainda pudemos demonstrar que esses efeitos metabdlicos sao reversiveis apos a
interrupcao do tratamento.

A redugao do peso corpéreo, bem como a redugado do consumo alimentar ao
longo do tratamento com FM em machos e fémeas corrobora achados anteriores que
demonstram o efeito anorexigeno a doses elevadas (e.g., 1,0 mg/kg) de DEX (MOTTA
et al., 2015; RAFACHO et al., 2008). Esse processo encontra respaldo com a agao
anorexigena da insulina no hipotalamo (WOODS et al.,, 1979) que poderia ser
explicado pelos valores elevados de insulina plasmatica em nossos animais tratados
com FM. Porém, esse desfecho nao foi observado em machos tratados com FM pela
via oral. A perda de massa corpérea desses animais pode envolver maior contribui¢cao
da ativacdo de FXR, pois estudos demonstraram o envolvimento desse receptor na
manutengdo e perda de massa corpdérea de animais obesos devido a melhora do
metabolismo glicémico e lipidico (FANG et al., 2015; ZHANG et al., 2006). Nesse
sentido, ja é possivel encontrar moléculas consideradas agonistas de FXR sendo

estudadas para o tratamento da obesidade e sindrome metabdlica (FANG et al., 2015;
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LIU et al., 2018; MAGALHAES; MICHAEL; RONALD, 2017; PRAWITT et al., 2011;
THRASHER, 2017).

O tratamento subcrénico com FM ndo resultou em maiores niveis de glicose
sanguinea, porém os animais apresentaram maiores niveis de insulina plasmatica
(com excecao dos machos tratados pela via og) e maior massa de células B
pancreaticas (dados nao foram apresentados nesta tese) quando comparado aos
grupos controles. O aumento da insulina plasmatica causada pela administracéo de
GCs é resultado de uma resposta compensatoria a menor sensibilidade periférica a
insulina onde ocorre aumento da funcdo das células B, seja por aumento da
capacidade secretoria (maior acoplamento entre o estimulo e a secregcéo) ou pelo
aumento da massa de células (3 via hiperplasia e/ou hipertrofia celular (RAFACHO et
al., 2014; RAFACHO, A; BOSCHERO, A.C.; ORTSATER, 2012; RAFACHO; C;
ORTSATER, 2012). Portanto a resposta compensatoria apresentada pelos animais
tratados com FM foram suficientes para manter os valores de glicose sanguinea
similares ao do grupo controle, o que n&o se observa apods o tratamento com DEX og.
Embora normoglicémicos, observamos que os animais tratados com FM
apresentaram menor sensibilidade a insulina quando submetidos ao ITT. No entanto,
a determinacdo da abundancia de proteinas relacionadas a ativagdo da via de
sinalizacao da insulina no figado (AKT, CREB, Glut2) nao foi alterada. Esses dados
indicam que vias downstream no figado podem estar afetadas num momento mais
tardio e a disfung&o inicial seja no tecido adiposo ou musculo (MOTTA et al., 2015). E
importante salientar que a determinagdo do conteudo proteico foi realizada em
amostras obtidas de animais em jejum e numa condi¢gao ndo estimulada, o que pode
mascarar o impacto sobre a via de sinalizagdo da insulina. Além disso, os maiores
niveis de insulina plasmatica podem ser devido ao impacto negativo dos GCs sobre a
atividade da enzima IDE, como demonstrado em estudo anterior em ratos tratados por
5 dias com DEX na mesma dose escolhida em nosso estudo (PROTZEK et al., 2016).
Neste ultimo estudo foi possivel observar que a IDE hepatica estda menos ativada em
ratos tratados com DEX o que resulta em menor depuragao hepatica da insulina,
evento que pode ser parte da resposta compensatoria a menor sensibilidade pela
insulina na periferia.

Nossos experimentos com GTT revelaram menor tolerancia a glicose nos
machos tratados com FM pela via ip. Ja esta bem demonstrado que a hipersecrecao

de insulina em resposta a glicose nos ratos tratados com DEX é incapaz de evitar a
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intolerancia a glicose (RAFACHO et al., 2010). Contudo, ndo avaliamos a resposta
secretodria in vivo nos animais tratados com FM para concluirmos se esta intolerancia
tem relagdo com menor fungdo secretoria. A auséncia de efeito do FM sobre a
tolerédncia a glicose nas fémeas coincide com estudo desenvolvido em nosso
laboratério em que se avaliou o impacto do sexo e da idade sobre os desfechos
promovidos pelo tratamento com a DEX na homeostase glicémica (DOS SANTOS et
al., 2014). Neste estudo foi observado que as fémeas adultas (3 meses de idade)
tratadas com DEX (1,0 mg/kg, ip) seguem normotolerantes por meio de maior resposta
secretdria de insulina a glicose; resposta que diminui em ratas ao atingirem os 12
meses de idade. Ainda, estudos com roedores e humanos indicam que o 173-estradiol
tem efeito protetor para a resisténcia a insulina induzida por acidos graxos e, a
ativagao de receptor de estradiol melhora a sintese de insulina estimulada por glicose
(GSIS). Portanto, as fémeas podem ter uma acéao protetora aos efeitos dos GCs sobre
a homeostase glicémica num contexto em que se exige uma resposta secretéria de
insulina, como no caso prandial (DOS SANTOS et al., 2014; FRIAS et al., 2001;
HEVENER et al., 2002; SORIANO et al., 2009). Ja o perfil farmacocinético dos GCs
parece nao ser o fator decisivo para a presenca da intolerancia a glicose nos machos.
Um estudo conduzido em ratos comparou o perfil farmacocinético de
metilpredinisolona (50 mg/kg, im) entre machos e fémeas e demonstrou que a
depuracéo do GC foi cerca de 3 vezes mais rapida nos machos, independentemente
da fase de ciclo estral em que as fémeas se encontravam. Apesar dessa diferenca, os
efeitos da metilprednisolona sobre supressado adrenal foram observados em ambos
os sexos (AYYAR et al., 2019). Esses achados sao corroborados por outro estudo
onde fémeas e machos foram tratados com DEX (2.25 mg/kg, sc) e foi observado que
0s machos apresentaram uma depuracgao ligeiramente mais rapida do que nas fémeas
(SONG et al., 2020). Ainda, outro ponto que pode afetar a tolerancia a glicose nos
machos é a disfungao das células a pancreaticas, como ja demonstrado por nosso
grupo por meio do modelo de tratamento com a DEX (1,0 mg/kg, ip). Apds 5 dias de
tratamento os ratos apresentaram maiores valores de glucagon plasmatico em jejum
ou alimentados, prejuizo da supressao da secrecao de glucagon estimulada por
glicose e maior massa de células a pancreaticas (RAFACHO et al., 2014b). Neste
trabalho ndo quantificamos o glucagon plasmatico, mas apdés o término da
quantificacdo da massa de células a a partir de imunofluorescéncia poderemos ter

uma indicagao do impacto do FM nessas células (dados néao apresentados).
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Os efeitos dos GCs sobre o metabolismo de glicose de ratos incluem o
aumento da gliconeogénese hepatica e estudos anteriores demonstraram que o
tratamento com DEX aumenta a produgado de glicose hepatica a partir de substratos
provenientes de vias de lipdlise e protedlise e aumento da atividade de enzimas
gliconeogénicas, como a PEPCK e G6Pase (NUNES et al.,, 2013; RIZZA;
MANDARINO; GERICH, 1982). Os dados que revelaram acumulo de glicogénio
hepatico por efeito da DEX (ip e og) (revertido pelo pré-tratamento com MIFE), mas
nao pelo tratamento com FM parece concordar com nossa hipétese de que algumas
acdes do FM sao mediadas por FXR. Alguns estudos ja demonstraram que ativagao
de FXR pode até mesmo reduzir o armazenamento de glicogénio hepatico devido a
repressao de PEPCK e a G6Pase (DURAN-SANDOVAL et al., 2005; ZHOU; ANAKK,
2022). Vale ressaltar que nao detectamos diferengas no conteudo hepatico de PEPCK
de animais tratados com DEX ou FM, mas ndao podemos descartar que a atividade da
enzima nao esteja modificada.

O tratamento com GCs, a depender da dose e do tempo de administracao,
promove dislipidemia e desenvolvimento de esteatose hepatica (PECKETT; WRIGHT;
RIDDELL, 2011; PASIEKA; RAFACHO, 2016). O desenvolvimento da esteatose
hepatica pode ser consequéncia de diversas disfungdes, incluindo reducdo da
capacidade de B-oxidacdao e maior atividade das vias de sinalizagao envolvidas na
sintese de acidos graxos (NGUYEN et al., 2008; WU et al., 2017). O acumulo de
triacilglicerol hepatico em animais tratados com DEX e FM (ip para machos e og € ip
em fémeas) pode estar associado a maior taxa de lipdlise de tecido adiposo, que
forneceria substrato para o metabolismo lipidico no figado (PASIEKA; RAFACHO,
2016).

Um indicio de que o processo de lipdlise esta ocorrendo apds 7 dias de
tratamento com FM é observado pela reducdo da massa de tecido adiposo
retroperitoneal em machos e gonadal em fémeas. As concentragdes de colesterol total
e colesterol HDL plasmaticas foram maiores em machos e fémeas tratados com FM
pela via ip, o que sugere que a administracdo por essa via resulta em dislipidemia,
enquanto pela via og os animais mantém a homeostase lipidica. Considerando que a
MIFE preveniu a dislipidemia nos animais tratados com FM pela via ip (ndo temos
essa informacdo para o grupo og) podemos inferir que ou temos menor
biodisponibilidade do farmaco quando administrado pela via oral, ou ha alguma

resposta que depende da farmacocinética em cada caso. Estudos anteriores
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demonstraram que animais knockout para FXR tem maiores valores de triacilglicerol
e colesterol plasmatico e hepatico, e elevados valores de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e o tratamento de
roedores com agonistas de FXR previne a dislipidemia causada por dieta hiperlipidica
(MA et al., 2013; ZHOU; ANAKK, 2022).

Um dado que nos chamou a atencgao foi a redugao da massa das adrenais de
animais tratados com FM pela via ip assim como ocorre por efeito do tratamento com
a DEX. Essa diminuicdo pode ser decorrente da atenuacdo da sintese endogena de
GCs indicando maior contribuicdo dos GRs (RAFACHO et al., 2008; SCHACKE;
DOCKE; ASADULLAH, 2002a). Esse desfecho ndo foi observado em ratos tratados
com FM pela via og, o que reforga a hipétese que o FM n&o age exclusivamente via
GR.

Quando administrado por via og, os efeitos de FM sao limitados a redugao da
sensibilidade a insulina em machos e fémeas, e maiores valores de insulina e
triacilglicerol plasmaticos somente em fémeas. A via de administracdo € um fator
importante para o perfil farmacocinético e farmacodindmico de um farmaco (AL
SHOYAIB; ARCHIE; KARAMYAN, 2020a; TURNER et al., 2011). Ao comparar um
farmaco administrado na mesma dose por via ip e og, em diferentes espécies, se
observa menor biodisponibilidade quando administrado por via oral devido a absorgao
mais lenta do trato gastrointestinal e possivel degradagéo gastrica (GERASIMOV et
al., 2000). Apds administragao ip ocorre rapida absorgao da cavidade peritoneal e o
farmaco pode seguir duas vias para atingir a circulagdo sistémica: ser absorvido
através do peritonio visceral e drenado para a circulagao portal (compostos de baixo
peso molecular), ou o farmaco entra na circulagao sistémica contornando diretamente
o figado, sendo absorvido através do peritbnio parietal e circulagdo linfatica
(macromoléculas) (AL SHOYAIB et al., 2020; GERASIMOV et al., 2000; MARCO &
LEVINE, 1969). Dada a rapida absorgéo de grande parte dos farmacos da cavidade
peritoneal, trabalhos consideram que a exposicao sistémica de uma substancia
administrada por via ip é préxima da iv (LUKAS et al.,, 1971). Estudos de
biodisponibilidade em roedores de farmacos com peso molecular semelhantes ao FM
(521 g/mol) demonstraram que a biodisponibilidade do composto € aproximadamente
6 vezes maior quando administrado por via ip, comparado a via og (HU et al., 2012;
NEMES et al.,, 2000). Affrime e colaboradores (2000) realizaram um estudo

farmacocinético em humanos tratados com uma dose de FM (400 ug, iv) e
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demonstraram que o a concentragdo plasmatica maxima de farmaco foi de 6818
pg/ml, o pico de concentragao foi apés 25 min e o t'2 foi aproximadamente 4,4 h
(AFFRIME et al., 2000). Portanto, a menor quantidade de efeitos metabolicos
causados pelo FM quando administrado por via oral pode se justificar por uma menor
biodisponibilidade do farmaco. Porém, vale ressaltar que mesmo diante de uma
eventual menor concentragdo plasmatica de FM essa ainda é suficiente para
apresentar efeito anti-inflamatorio comparavel a DEX e ao FM ip. Nosso trabalho sera
o primeiro a analisar o perfil de biodisponibilidade de FM pela via og e ip e, a partir
desses resultados (serao complementados na defesa), poderemos concluir se ha
diferengas farmacocinéticas e se podem estar relacionadas a auséncia de efeitos
metabadlicos apds administragéo oral.

Considerando que ambas as vias de administracdo sdo absorvidas para o
sistema porta-hepatico, estudos anteriores demonstraram que o FM sofre
metabolizagcdo hepatica, resultando nos metabdlitos 6p-OH FM e 9,11-epoxi FM
(VALOTIS; HOGGER, 2004). Esses metabolitos secundarios tém uma afinidade por
GR duas vezes maior que a DEX (afinidade por GR: 100), mas menor que o FM intacto
(afinidade por GR: 2000) (VALOTIS; HOGGER, 2004) e o 6B8-OH FM tem atividade
farmacolégica comprovada (SAHASRANAMAN; ISSAR; HOCHHAUS, 2006;
VALOTIS et al., 2004; VALOTIS; HOGGER, 2004). As diferencas entre as respostas
apo6s a administragéo ip ou og podem ocorrer também por uma extensa metabolizagao
de primeira passagem de FM apds a administracdo og, mas em magnitude inferior
quando da administracao por via ip. Considerando que a afinidade relativa de FM por
GR é de 2000 enquanto a do 6B-OH FM é de 200 (comparado a afinidade de DEX), o
FM pode apresentar maior efeito metabdlico por agir preferencialmente sobre GR
(como demonstramos nos experimentos com o pré-tratamento com MIFE), enquanto
0 6B-OH FM pode apresentar um perfil de resposta diferente. Porém, uma limitagao
deste trabalho é que n&o exploramos o envolvimento de FXR na resposta de FM e
nao analisamos o envolvimento de metabdlitos secundarios.

E importante ressaltar que, apesar do FM apresentar efeitos no metabolismo
glicémico e lipidico quando administrado por via ip, esses efeitos sdo menores quando
comparados ao tratamento com DEX. Isso pode envolver possivel agdo do FM como
um agonista tendencioso de GR que resultaria em maior interagdo GR-GR/proteina e
preferencialmente transrepressdo génica em detrimento da via de transativagao
(SCHESCHOWITSCH; LEITE; ASSREUY, 2017). Heuvel e colaboradores (2016)
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desenvolveram um estudo com camundongos expostos a dieta hipercaldrica e
tratados com um modulador seletivo de GR por 4 semanas. Os achados
demonstraram que esse modulador melhora os efeitos metabdlicos deletérios
causados pela dieta (por agao antagonista de GR) e apresenta efeito anti-inflamatoério
em tecido adiposo (por agao agonista de GR) (VAN DEN HEUVEL et al., 2016).

Todos os parametros metabdlicos alterados em machos apds a administragao
de FM ip, como reducédo do peso corporal, hipotrofia das glandulas adrenais, aumento
do conteudo de glicogénio hepatico, diminuigdo da sensibilidade a insulina e tolerancia
a glicose e dislipidemia foram restaurados aos valores encontrados em ratos CTL,
apods a descontinuacao do tratamento. Isso esta de acordo com estudos prévios em
animais que demonstram a reversibilidade dos efeitos dos GCs sobre o metabolismo
se forem utilizados com cautela (FRANSSON et al., 2013; RAFACHO et al., 2010).
Contudo, em regimes mais prolongados ou doses mais elevadas ou até mesmo em
situacdes em que ja haja alguma predisposicdo como em pacientes com intolerancia
a glicose, obesos ou diabéticos é preciso que mais estudos explorem essas
evidéncias.

Este trabalho € o primeiro que desenvolve e caracteriza uma NP contendo FM
para administracdo oral e avalia a permeacédo em células intestinais. A zeina € uma
proteina anfifilica com importante capacidade de interagir com farmacos e apés a
adicdo de um solvente insoluvel, facilmente precipita e forma NP. Além disso, a zeina
apresenta propriedades mucoadesivas e resisténcia ao efeito de enzimas digestivas.
NPs de zeina carregadas com FM foram desenvolvidas com sucesso usando uma
técnica simples de nanoprecipitacao, de baixo custo e facil reprodutibilidade (NUNES
et al., 2020). NPs apresentaram propriedades coloidais adequadas para liberagéo oral
de drogas e alto AE. A agregacédo das NPs de zeina observadas por meio do TEM
podem ser uma consequéncia do aumento interagdes hidrofébicas ou
emaranhamento fisico da proteina (SANTOS et al., 2019).

A liberagéo prolongada de FM foi observada em experimento in vivo em pH
gastrico e intestinal. Essa liberagéo lenta pode diminuir a metabolizagdo hepatica e as
propriedades mucoadesivas de zeina podem aumentar a residéncia das NPs na
mucosa intestinal. Quando administradas por via oral, NPs de zeina se movem mais
lentamente no trato gastrointestinal, interagindo com o muco produzido pelo epitélio
intestinal (NUNES et al., 2020; PALIWAL; PALAKURTHI, 2014), portanto, o FM estaria

biodisponivel por um periodo mais longo. E importante notar que, embora o pequeno
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tamanho das NPs facilite a absorgédo aprimorada de farmacos, o encapsulamento de
substancias ativas em nanoformulagcées geralmente resulta em diminuicdo da
depuragéo da circulagdo sistémica e, finalmente, maior exposi¢cdo ao farmaco (AL
SHOYAIB; ARCHIE; KARAMYAN, 2020b). Porém, a liberagéo lenta de FM em pH
intestinal podera resultar em menor depuragéo e o FM se manteria biodisponivel por
mais tempo. Se isso for confirmado, poderia resultar em efeitos anti-inflamatoérios mais
duradouros e, ao se buscar as menores doses possiveis, evitaria a presenca dos
efeitos indesejados.

O perfil de baixa citotoxicidade da zeina sdo bem descritos e justificaria a sua
utilizagdo como uma matriz segura para entrega de farmacos (DONG; SUN; WANG,
2004). As NPs de zeina contendo FM estudadas neste trabalho foram capazes de
diminuir a toxicidade aparente do FM em células HT29-MTX demonstrando ser téo
seguras para esse modelo intestinal quanto o farmaco livre.

A permeabilidade intestinal in vitro foi investigada através do modelo de co-
cultura Caco-2/HT29-MTX e nesse modelo, além da presencga dos enterdcitos, temos
a influéncia da camada de muco produzida pelas células HT29-MTX. Observamos que
a permeagdo de FM ocorreu gradualmente e, ao fim do experimento,
aproximadamente 80% do farmaco alcangou a estrutura basolateral. Esse resultado
nos indica que o FM tem potencial de ser absorvido no intestino e possivelmente
estara biodisponivel por meio da administracdo oral. Durante o teste de
permeabilidade foram realizadas medi¢cdes de TEER para monitorar a integridade das
monocamadas celulares. As células tratadas com FM apresentaram uma leve reducao
valores de TEER ao longo do tempo, o que pode resultar em jungdes entre células
mais frouxas e consequentemente transporte transepitelial do farmaco (ARAUJO;
SARMENTO, 2013a; MACEDO et al.,, 2022). Ainda, observamos diferengas na
permeabilidade do farmaco livre e incorporado na NP, e isso pode se dar devido a
presenca da camada de muco formada pelas células. Devido ao carater hidrofébico,
o FM pode estabelecer interagdes com a mucina e essas interagées podem dificultar
o transporte da molécula pela membrana (ARAUJO; SARMENTO, 2013b;
LECHANTEUR; DAS NEVES; SARMENTO, 2018). A menor permeabilidade de FM a
partir das NPs pode ocorrer porque no pH do ensaio (pH 7,4) as NPs de zeina se
carregam negativamente e em contato com o muco (também carregado
negativamente) pode resultar em menor gradiente elétrico para as particulas
(GAGLIARDI et al., 2018). Considerando que a permeabilidade do FM livre através da
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co-cultura Caco-2/HT29-MTX foi maior ao passo que a liberagdo e permeabilidade do
FM a partir das NPs foi mais prolongada, as NPs contendo FM seriam uma potencial
formulacéo para liberacdo lenta de FM para o tratamento de doencgas inflamatdrias,

sem a presenca de efeitos adversos metabdlicos.
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, o tratamento com FM pelas vias sistémicas (intraperitoneal e
oral) previne a peritonite aguda (pelas vias ip e og) e atenua a colite num contexto
subcrénico em roedores (pela via og). Quando administrado de forma subcrénica, o
tratamento com FM pela via ip resulta em efeitos adversos sobre o metabolismo
glicémico e lipidico de machos e fémeas e a maior parte desses efeitos sao
dependentes de GR. Esses efeitos adversos causados pelo tratamento ip em machos
sdo reversiveis apos a interrupgéo do tratamento. Quando administrado por via og, o
FM apenas atenua a sensibilidade a insulina sem qualquer impacto sobre o
metabolismo lipidico indicando que o FM pode causar menos efeitos adversos a
despeito de manter as propriedades anti-inflamatérias. Por fim, o FM pode ser um
corticoide sintético candidato a entrega pelo sistema de encapsulamento em
nanoparticulas de zeina devido sua capacidade de atravessar a barreira intestinal in
vitro e liberagao lenta.

Ainda que n&o tenhamos chegado a uma conclusdo robusta sobre a
biodisponibilidade do FM pelas vias ip e og, bem com sobre seu mecanismo de agao
envolvendo os FXR, tudo indica que parte de suas acbes metabdlicas e anti-
inflamatdrias sdo GR-dependentes. Assim, esperamos que estudos futuros possam
avaliar a possibilidade de incluir o FM dentre os GCs potencialmente seguros para fins
anti-inflamatdrios sistémicos. Nesse sentido, considerando que o FM foi desenhado
para ter uma absor¢ao pulmonar (e por extensédo, intestinal) restrita e que apos a
administracao oral apresenta menores efeitos metabdlicos, podem ser desenvolvidos
estudos para consolidar a utilizacdo de FM no tratamento de doengas intestinais, como
em doencga de Crohn e colite ulcerativa, onde o principal efeito do farmaco seria no

trato gastrointestinal.
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9 LIMITAGOES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Uma limitacdo de nosso estudo reside em ndo sabermos como se da a
farmacocinética do FM entregue pela via ip ou og que justifique a presenga ou
auséncia de efeitos indesejaveis, respectivamente. Portanto a auséncia da avaliagéo
do perfil farmacocinético de FM apds a administragao oral limita o alcance de nossas
interpretacdes e exige estudos complementares para que se possa esclarecer se uma
eventual menor biodisponibilidade pode justificar a menor quantidade de efeitos
metabdlicos indesejaveis.

Outra limitagao é foi ndo ter explorado o impacto do bloqueio do FXR nas
situagdes em que foram observadas acgdes terapéuticas desejaveis (acdo anti-
inflamatdria) nem nas situagées em que ocorreram as agdes indesejaveis (desfechos
metabdlicos). Para isso sdo necessarios estudos que comprovem a participagao de
FXR durante o tratamento com FM como o uso de um antagonista de FXR (e.g.,
gugolsterona), a fim de se avaliar o envolvimento desse receptor nos efeitos do FM.

Os resultados apresentados também abrem possibilidades para o
desenvolvimento de novas formulagdes contendo FM e utilizando tecnologias de
direcionamento de NPs, para que essas ajam em tecidos especificos e reduzam ainda
mais efeitos indesejados. A liberagdo prolongada de FM da NP de zeina pode
prolongar a biodisponibilidade do farmaco e aumentar os intervalos de tempo entre as
administragdes. Experimentos para verificar o efeito anti-inflamatério e metabdlicos

das NPs contendo FM podem ser realizados.
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