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RESUMO

A dexametasona (DEX) € um glicocorticoide amplamente utilizado por suas ac¢des
anti-inflamatérias e imunossupressoras em diferentes fases da vida. No entanto,
tratamentos com DEX também podem estar associados a efeitos diabetogénicos.
Diante disso, buscamos investigar se tratamento(s) prévio(s) com DEX pode
exacerbar os disturbios metabdlicos induzidos por um tratamento posterior com DEX
na vida adulta. Para avaliar tal objetivo, ratos machos foram submetidos a até trés
ciclos de tratamento, iniciando aos 30, 60 e 90 dias pds-natal. Cada ciclo consistiu em
unica injegao intraperitoneal diaria por 5 dias consecutivos de DEX (1,0 mg/kg) ou
salina (NaCl 0,9%, 1 mL/kg). Os animais foram divididos em cinco grupos: Controle
(salina em todos os ciclos), 90 (DEX apenas aos 90 dias), 30+90 (DEX aos 30 e 90
dias), 60+90 (DEX aos 60 e 90 dias) e 30+60+90 (DEX nos trés ciclos). O peso
corporal e o consumo alimentar foram monitorados ao longo dos ciclos. No ultimo dia
do ciclo final, os animais foram submetidos a um teste de tolerancia a glicose e 24
horas depois por um teste de tolerancia a insulina. Em seguida, os animais foram
eutanasiados para coleta de sangue e 6rgaos metabdlicos. O tratamento com DEX
interrompeu ou até reduziu o ganho de peso em comparagao ao grupo controle,
independentemente do ciclo em que isso se deu. Este dado esteve associado a menor
ingestao alimentar nos animais tratados com DEX no segundo e terceiro ciclos. Todos
os grupos tratados com DEX desenvolveram intolerancia a glicose e apenas o grupo
30+60+90 ndo apresentou menor resposta a insulina. Todos os grupos tratados com
DEX tiveram menor massa esplénica e adrenal, enquanto apenas o grupo 30+60+90
nao desenvolveu maior massa hepatica em relacdo ao grupo controle. Nao foram
observadas diferencas significativas na massa do tecido adiposo visceral nos grupos
tratados com DEX. Exceto pelo grupo 30+60+90, o tratamento com DEX resultou em
hiperinsulinemia que esteve acompanhada de hipertriacilgliceridemia em todos os
grupos DEX. Apenas o grupo 90 apresentou niveis menores de corticosterona em
relagao do grupo controle. Exceto pelo grupo 30+60+90, todos os demais grupos DEX
exibiram maior conteudo hepatico de triglicerideos e glicogénio em comparagao ao
grupo controle. A massa de células B foi maior apenas nos grupos 90 e 60+90. Assim,
concluimos que exposicoes repetidas, desde que iniciadas na primeira infancia,
comprometem o crescimento dos animais, enquanto atenuam os desfechos
metabdlicos na vida adulta. A despeito de qual seja o mecanismo subjacente, é
importante considerar tais achados no contexto clinico, visando mitigar prejuizos no
crescimento bem como a necessidade de superdosagem futura.

Palavras-chave Glicocorticoides, dexametasona, diabetes, homeostase glicémica,
resisténcia a glicocorticoides.



ABSTRACT

Dexamethasone (DEX) is a glucocorticoid widely used for its anti-inflammatory and
immunosuppressive actions at different stages of life. However, DEX treatments may
also be associated with diabetogenic effects. In this context, we aimed to investigate
whether prior DEX treatment(s) could exacerbate the metabolic disturbances induced
by a subsequent DEX treatment in adulthood. To address this objective, male rats were
subjected to up to three treatment cycles starting at postnatal days 30, 60, and 90.
Each cycle consisted of a single daily intraperitoneal injection for five consecutive days
of DEX (1.0 mg/kg) or saline (0.9% NaCl, 1 mL/kg). Animals were divided into five
groups: Control (saline in all cycles), 90 (DEX only at 90 days), 30+90 (DEX at 30 and
90 days), 60+90 (DEX at 60 and 90 days), and 30+60+90 (DEX in all three cycles).
Body weight and food intake were monitored throughout the cycles. On the last day of
the final cycle, animals underwent a glucose tolerance test (GTT) followed 24 hours
later by an insulin tolerance test (ITT). Subsequently, animals were euthanized for
blood and metabolic organ collection. DEX treatment impaired or even reduced weight
gain compared to the control group, regardless of the treatment cycle. This finding was
associated with lower food intake in animals treated with DEX during the second and
third cycles. All DEX-treated groups developed glucose intolerance and, except for the
30+60+90 showed reduced insulin responsiveness, with a milder effect in the
30+60+90 group. All DEX-treated groups exhibited reduced spleen and adrenal mass,
while only the 30+60+90 group did not develop increased liver mass compared to
controls. No significant differences were observed in visceral adipose tissue mass in
DEX-treated groups. Except for the 30+60+90 group, DEX treatment resulted in
hyperinsulinemia accompanied by hypertriglyceridemia in all DEX groups. Only the 90
group showed lower corticosterone levels compared to the control. Except for the
30+60+90 group, all other DEX groups exhibited increased hepatic triglyceride and
glycogen content relative to the control group. B-cell mass was increased only in the
90 and 60+90 groups. Thus, we conclude that repeated DEX exposures starting in
early life impair animal growth while attenuating some metabolic outcomes in
adulthood. Regardless of the underlying mechanism, it is important to consider these
findings in clinical contexts to mitigate growth impairments and reduce the need for
future overdosing.

Keywords: Glucocorticoids, dexamethasone, diabetes, glucose homeostasis,
glucocorticoid resistance.
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Resumo Grafico. Ratos foram expostos a DEX em diferentes fases do desenvolvimento e avaliados
quanto ao crescimento, homeostase glicémica e parametros metabdlicos. Até duas exposigdes a DEX
ao longo da vida coincidem com os desfechos diabetogénicos classicos do glicocorticoide. Por outro
lado, exposigcdes sucessivas, por trés ciclos, desde a infancia, ndo causaram os mesmos efeitos
deletérios no metabolismo, mas comprometeram o crescimento corporal. Esses achados sugerem
desenvolvimento de menor responsividade aos glicocorticoides, com potencial impacto na eficacia
terapéutica futura. Fonte: elaborado pela autora.
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1INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Os glicocorticoides (GCs) sdo hormodnios esteroides sintetizados na zona
fasciculada do cortex adrenal, desempenhando ag¢des centrais na regulagcdo do
metabolismo glicidico e lipidico, além de modularem respostas imunes e inflamatadrias.
Nos seres humanos, o principal GC enddgeno € o cortisol, equivalente a
corticosterona nos roedores. Apos sua liberagdo, os GCs circulam ligados a globulina
de ligagao aos corticosteroides (CBG) e a albumina, sendo que apenas uma fragao
(aproximadamente 5%) permanece livre e biologicamente ativa. A biodisponibilidade
tecidual desses horménios ndo depende apenas da secrecao via eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (HPA), mas também do metabolismo pré-receptor, mediado pelas
isoformas da enzima 11B-hidroxiesteroide desidrogenase (113-HSD). A 113-HSD1
catalisa a conversdo de cortisona em cortisol em humanos, e de 11-
desidrocorticosterona em corticosterona em roedores, promovendo a ativagao local
dos GCs. A 11B-HSD2 atua de forma oposta, convertendo os GCs ativos em suas
formas inativas, regulando assim sua ac¢do nos tecidos-alvo (Chapman; Holmes;
Seckl, 2013; Ramamoorthy; Cidlowski, 2016; Agnew et al., 2018).

O receptor de glicocorticoides (GR) pertence a familia dos receptores
nucleares e apresenta a arquitetura estrutural tipica composta por trés dominios
funcionais: o dominio N-terminal (NTD), que contém a regido de ativagéo
transcripcional; o dominio de ligagcdo ao DNA (DBD); e o dominio de ligagéo ao ligante
(LBD), que medeia a interacdo com o hormdnio e participa da dimerizagao,
transativacao e transrepressdo génica. Em humanos, o GR é codificado pelo gene
NR3C1, localizado no cromossomo 5, enquanto em roedores é derivado do gene
Nr3c1, situado no cromossomo 18. O splicing alternativo do éxon 9 em humanos gera
predominantemente as isoformas GR-a (ativa) e GR- (dominante-negativa), além de
variantes menos caracterizadas, como GR-y, GR-A e GR-P. Nos roedores, a isoforma
GR-a também inclui o éxon 9, porém a isoforma GR-B decorre de um evento de
splicing no intron 8, refletindo diferengas interespécies no processamento pos-
transcricional desse receptor (Ramamoorthy; Cidlowski, 2016; Martinez et al., 2024).

A isoforma GR-a € a principal mediadora da sinalizagdo dos GCs, sendo
funcionalmente ativa e capaz de ligar tanto a GCs enddgenos quanto exdgenos. Ainda
nao foram identificados quais os ligantes enddgenos da isoforma GR-B nem sua

fungao fisioldgica esta completamente elucidada. O heterodimero formado entre GR-
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a e GR- pode interagir com os GCs; entretanto, a presenca de GR-3 exerce um efeito
dominante inibitério sobre a transducéo do sinal mediado por GR-a. Nesse sentido,
GR-B tem sido tradicionalmente associado a um mecanismo de retroalimentagao
negativa em nivel celular, no qual sua coexpressao com GR-a resulta na formacgao de
complexos transcricionalmente inativos. Mecanisticamente, enquanto GR-a recruta
enzimas histona acetiltransferases (HATs), promovendo a ativagao transcricional de
genes-alvo, GR-B favorece a interagdo com histona deacetilases (HDACS),
suprimindo as respostas genémicas induzidas pelos GCs (Martinez et al., 2024).

Os GR localizam-se no citoplasma acoplados a proteinas de choque térmico
(HSP90), e a imundfilinas, incluindo P23 e FKBP51, que estabilizam a conformagao
do receptor e evitam sua degradacdo prematura (Figura 1). Quando ativados pelo
ligante, a interagdo com o receptor induz uma alteragado conformacional, que promove
a dissociagdo do complexo com as chaperonas citoplasmaticas, permitindo a
dimerizagao do receptor com o ligante e sua subsequente translocagao para o nucleo
celular. No nucleo, o complexo GC-GR atua como fator de transcricdo ao se ligar a
elementos responsivos aos glicocorticoides (GREs), promovendo a transativagéo de
genes-alvo. Esse processo resulta, por exemplo, na transrepressao génica, por meio
da interagdo com elementos negativos responsivos a glicocorticoides (nGREs),
suprimindo a transcricdo de genes pro-inflamatorios, como as interleucinas 1 e 6, a
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), além de inibir a produc¢ao do fator de crescimento
de células T, como a interleucina 2 (IL-1), o que inibe a proliferacado de linfécitos T
(Czock et al., 2005). Em paralelo, ocorre a transativacao de genes relacionados as
citocinas anti-inflamatoérias, como a interleucina-10, e de genes envolvidos na

regulagdo do metabolismo (Czock et al., 2005; De Bosscher et al., 2010).



17

®
(] Membrana
GC . plasmdética
v Citoplasma
Q
P23 @ P23
Hsp Ligagdo ( Hsp . =~
Hsp Translocagéao
£}
U1
Nicleo
Indugéo

Repressao

Figura 1: Mecanismo de agao dos GCs. Em condigbes basais, 0s receptores de glicocorticoides
(GR) permanecem inativos no citoplasma, associados as proteinas de choque térmico (Hsp). A ligagao
dos glicocorticoides (GC), incluindo a dexametasona (DEX), ao GR promove a dissociagdo desse
complexo e a translocagédo do GR ativado para o nucleo. No nucleo, o complexo GC-GR se liga aos
elementos responsivos aos glicocorticoides (GRE) ou aos elementos negativos (hnGRE), modulando a
expressdo génica. Essa modulacdo resulta na inibicdo de genes proé-inflamatérios e na ativacao de
genes anti-inflamatdrios e relacionados a regulacao metabdlica. Fonte: elaborado pela autora

Além dos efeitos gendmicos classicos, os GCs também exercem agdes nao
genbmicas, caracterizadas por seu efeito rapido e independente da modulagdo
transcricional. Esses efeitos sdo mediados por mecanismos que incluem a interagao
dos GCs com receptores de membrana ou por modificacdes diretas nas propriedades
fisico-quimicas da membrana celular. Tais interacbes podem influenciar o fluxo de
ions, especialmente o calcio (Ca®*"), cuja concentragédo intracelular pode ser
aumentada ou reduzida, de acordo com cada célula alvo (Lédwenberg et al., 2008;
Panettieri et al., 2019).

Outro componente essencial para a compreensao da dinamica dos GCs é o
equilibrio funcional entre os GR e os receptores de mineralocorticoides (MR), bem
como as respectivas afinidades dos seus ligantes endégenos por esses receptores. O

cortisol e a corticosterona apresentam afinidade significativamente maior pelos MR do
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que pela isoforma GR-a (De Kloet et al., 1984). Em condi¢des basais, os MR estéao
predominantemente ocupados pelos GCs, dado que sua afinidade pelos MR é
superior a afinidade pelos GR. Para que a ativagao mediada por GR-a ocorra de forma
significativa, € necessario que a concentragéo plasmatica de GCs livres ultrapasse o
limiar de saturagdo dos MR — aproximadamente 300 nM de cortisol livre (Garbrecht
et al., 2006). Essa dindmica entre ligantes e receptores € modulada de forma tecido-
especifica. Por exemplo, em tecidos classicamente alvos da aldosterona, como os
tubulos distais renais, a enzima 11B-HSD2 ¢ altamente expressa e converte o cortisol
ativo em sua forma inativa (cortisona), impedindo a ativagdo dos MR pelos GCs. Com
isso, ha a interagao da aldosterona — que nao é substrato da 113-HSD2 — com os
MR. No contexto dos GCs exdgenos, observa-se uma variabilidade nas afinidades por
GR-a: enquanto compostos como a hidrocortisona apresentam perfil farmacodinamico
semelhante ao cortisol, farmacos como a dexametasona (DEX) exibem alta afinidade
pelos GR, afinidade muito reduzida pelos MR e nao s&o substratos da 11-HSD2
(Chapman; Holmes; Seckl, 2013; Agnew et al., 2018; Martinez et al., 2024).

A compreensdo dessas especificidades farmacodinamicas é fundamental
para contextualizar os efeitos clinicos dos GCs, cuja ampla aplicagao terapéutica é
reflexo direto das suas propriedades farmacoldgicas. Os farmacos GCs constituem
uma classe de farmacos amplamente empregada na pratica clinica, sobretudo por
suas potentes propriedades anti-inflamatorias e imunossupressoras, sendo
classificados como anti-inflamatérios esteroidais (AIE). Devido a esses efeitos, os GCs
sao utilizados como terapias de primeira linha no manejo de diversas doengas
inflamatdrias e autoimunes, incluindo asma, lupus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide, além de terem sido incorporados aos protocolos terapéuticos da COVID-
19. No contexto pediatrico, os GCs também desempenham um papel relevante, sendo
indicados para o tratamento da artrite idiopatica juvenil (Batu; Ezgi, 2019) e para o
controle de episddios de sibilancia, frequentemente associados a doencas
respiratdrias como asma, bronquite e infec¢des virais (Beigelman; Bacharier, 2016;
Kaiser et al., 2016). A aplicagdo dos GCs em criangas pode ocorrer de forma continua,
intermitente ou em regimes agudos, dependendo do quadro clinico e da gravidade da
manifestagao respiratdria. O uso clinico de diferentes tipos de GCs e seus desfechos

estao representados na Tabela 1.



Tabela 1 - Principais GCs utilizados na clinica.
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GC Poténcia Principais Posologia Eventos Autores
doencas adversos
HiC 1* Insuficiéncia 5mg 3x ao -Dermatite de  Confalonieri 2005;
adrenal, dia, VO; contato, Williams, 2018;
Pneumonia, 10mg/hora, 7  hipertenséo e Brazzini,
Dermatite dias, IV. hipertensao Pimpinelli, 2002.
atopica ocular,
osteoporose,
-Desfechos
metabdlicos:
Ganho de
peso e DM2
BUD 3,75 Asma, DPOC, 0,5a2mg/dia -Candidiase Hvizdos, Jarvis,
Rinite, VO, por 12 oral 2000;
Hepatite semanas; 2 a (suspensao Clissold, Heel,
autoimune 4mg VO, inalatoria), 1984; Zandieh
dose Unica, 2 -Desfechos ~ 2008; Canis 2007.
a 8 mg/diavo, metabdlicos:
30mg a cada intolerancia a
12h, VO, glicose (uso
100ug/ dia, sistémico)
VI; 3-9 mg,
uso diario ou
intervalado,
de 24
semanas a 8
anos;
PRED 4 Ldapus 15-20 -Nauseas, dor Ruiz-Irastoza
eritematoso mg/dia, VO; abdominal 2021; Krasselt,
sistémico, 3-10 mg-dia, nasofaringite, = Baerwald, 2016;
Artrite VO; 30- dores de Sakae, 2014.
reumatoide, 80mg/dia, vo  cabecga, rubor,
Bronquite 3-14 dias retengao de
eosinofilica agua
Asma -Desfechos
metabdlicos:
ganho de
peso,
intolerancia a
glicose
DEX 25-30 Asma, 0.6-1.7 -Dor de Keeney et al.,
Inflamagcdo de mg/kg, im 1-5 cabega, dores 2014;
garganta e dias; abdominais. - Sadeghirad 2017,
tosse 10mg/vo; Desfechos Quek, 2021;
persistente, 6mg/dia 7 metabdlicos: Villar, 2020.
COVID-19, dias, VO; 20 intolerancia a
sindrome mg/dia IV por  glicose, DM2
respiratoria 5 dias
aguda grave seguido de
10mg/dia 5

dias
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Legenda: *Relativa a hidrocortisona. HiC: hidrocortisona, BUD: budesonida, PRE: prednisona, DEX:
dexametasona, DPOC: doenca pulmonar obstrutiva crénica, DM2: Diabetes Mellitus tipo 2, VO: via oral,

VI: via intranasal, IM: intramuscular, 1V: intravenosa.

Apesar da reconhecida eficacia dos GCs no controle de processos
inflamatdrios e imunoldgicos, seu uso terapéutico esta frequentemente associado a
uma ampla gama de efeitos adversos, particularmente em relagdo a regulagao da
homeostase glicémica e ao metabolismo energético. Os GCs exercem acdes
metabdlicas em tecidos-alvo como figado, musculo esquelético, tecido adiposo e
pancreas. No figado, promovem a gliconeogénese, enquanto nos tecidos periféricos
— como musculo esquelético e tecido adiposo — inibem a captagao de glicose,
contribuindo para um estado de resisténcia a insulina (Kuo et al., 2015; Magomedova;
Cummins, 2015). No musculo esquelético, os GCs induzem a protedlise, fornecendo
substratos para a gliconeogénese hepatica. No pancreas, a administracdo de GCs
exogenos aumenta a secregao de glucagon por células a, o que, em conjunto com a
resisténcia periférica a insulina, induz uma resposta compensatoria das células 3 com
aumento da secregdo de insulina (Karlsson et al., 2001; Rafacho et al., 2010b;
Rafacho et al., 2011).

Além a acdo no metabolismo glicémico, os GCs também modulam o
metabolismo lipidico de maneira tecido-especifica: promovem lipdlise no tecido
adiposo subcutaneo por meio da regulagao da expressao e atividade de lipases como
a lipase do triacilglicerol adiposa (ATGL), lipase sensivel a hormonios (HSL) e lipase
do monoacilglicerol (MGL), aumentando a concentragao plasmatica de acidos graxos
livres (Peckett; Wright; Riddell, 2011). Enquanto no tecido adiposo visceral os GCs
favorecem a lipogénese, particularmente em contexto pés-prandial em sinergia com a
insulina (Magomedova; Cummins, 2015; Mir et al., 2021). Essas ag¢des resultam em
um padrao de redistribuicdo de gordura corporal que caracteriza condigbes
hipercortisolémicas, como a sindrome de Cushing, associada a exposi¢ao cronica a
niveis elevados de cortisol (Newell-Price et al., 2006).

Os GCs exercem efeitos metabolicamente antagbnicos aos da insulina, sendo
assim reconhecidos como compostos diabetogénicos, caracteristica bem descrita em
individuos adultos. Modelos experimentais em roedores demonstram de forma bem
consolidada esses efeitos: ratos Wistar tratados com DEX na dose de 1,0 mg/kg por

cinco dias desenvolvem intolerancia a glicose, reducao da sensibilidade a insulina e
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perda de peso corporal. Essa redugcdo ponderal decorre tanto da diminuigdo da
ingestao alimentar quanto da perda de massa muscular esquelética (Dos Santos et
al., 2014; Rafacho et al., 2014b). Além disso, esses animais exibem acumulo lipidico
hepatico, dislipidemia e elevacao das proteinas plasmaticas, associados a indug¢ao de
vias gliconeogénicas hepaticas — evidenciada pela supraregulacdo das enzimas
fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G6Pase) (Rafacho et
al., 2014a; Rafacho et al., 2014b; Magomedova; Cummins, 2015). Apesar da
predominéancia de efeitos contrarregulatérios em relagéo a insulina, ha evidéncias de
uma interagao sinérgica entre DEX e insulina na indugédo da lipogénese. Estudos in
vitro demonstram que a exposig¢ao prolongada de adipdcitos a insulina (7 nM) e DEX
(25 nM) por sete dias resulta no aumento da expresséo de fatores de transcrigao
lipogénicos como STAT5 e FoxO1, bem como na elevagdo da atividade da lipase
lipoproteica (LPL) no tecido adiposo (Mi-Jeong et al., 2011; Appel & Fried, 1992; Fried
et al., 1993). Esses achados reforcam a complexidade dos efeitos dos GCs sobre 0
metabolismo lipidico, que podem depender do contexto hormonal e do tipo celular
envolvido.

A administracdo de DEX em animais adultos impacta significativamente a
funcao pancreatica. Em ratos tratados por cinco dias com 1 mg/kg, observam-se
alteragdes morfofuncionais nas células {3, incluindo aumento da secrecéo de insulina
estimulada por glicose (GSIS), maior massa celular, elevagao do calcio intracelular e
acumulo de granulos de insulina ancorados a membrana plasmatica — caracteristicas
que intensificam a fase inicial da secrecao de insulina (Rafacho et al., 2010a; Dos
Santos et al., 2014). Paralelamente, a DEX também promove expansado da massa de
células a e elevagdo das concentragdes plasmaticas de glucagon, o que pode
contribuir para a hiperinsulinemia observada em jejum (Rafacho et al., 2014a), que
ocorre deviso ao ténus paracrino das células a sobre as células B. Destaca-se que
tais mecanismos compensatérios sdo reversiveis apos a suspensao do tratamento
(Rafacho et al., 2010b). Contudo, ainda ndo se conhece a extenséo das alteracbes
induzidas por multiplos tratamentos com DEX, nem como seria a resposta e se tais
adaptagcdes morfofuncionais se manteriam em individuos adultos previamente
expostos ao farmaco. Os principais desfechos metabdlicos da DEX em roedores estao

sumarizados na tabela 2.



Tabela 2 - Desfechos metabdlicos reportados em estudos pré-clinicos com DEX

Tratamento

Desfechos Autores
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DEX: 1 mg/kg, ip — 5 dias,
Ratos Wistar machos e
fémeas, 3 e 12 meses..

DEX: 1mg/kg, ip - 5 dias, Ratos

Wistar machos

DEX: 1mg/kg, ip - 5 dias, Ratos
Wistar machos

DEX: 1mg/kg, ip - 5 dias, Ratos
Wistar machos

DEX: 1.5 mg/kg/ 3, 5 e 7 dias,
Ratos Sprague Dawley machos
3 e 24 meses

DEX: 1mg/kg por 7 dias, Ratos

-Hiperinsulinemia, Dos Santos et al., 2014
-Hipertriacilgliceridemia,
-| daingesta alimentar e

massa corporal

-Intoleréncia a glicose em

machos (3 e 12 meses), e

fémeas (12)
-Hiperglucagonemia
-| sensibilidade a insulina
-1 Massa de células a

Rafacho et al., 2014a

-1 GSIS
-1 Concentragao de Ca?* em
ilhotas
-1 Granulos de insulina
ancorados a membrana
plasmatica

Rafacho et al., 2010a

-|Massa corporal
- Hiperinsulinemia
-/ Sensibilidade a insulina
-tIntolerancia a glucose
-1 Massa de células 3
- Efeitos reversiveis apos tto.

Rafacho et al., 2010b

-Hiperleptinemia persistente Caldefie-CH et al., 2001
-lIngesta alimentar (revertida
em machos de 3 meses)
-1 Ingesta alimentar persistente
(24 meses)

-1 G6PDH Assis et al., 2022

Hannover machos -1 IBAT (1 lipideos IBAT e |
conteudo proteico IBAT)
-1 Acidos graxos nao
esterificados e glicerol
Legenda: GSIS: secregdo de insulina estimulada pela glicose; G6PDH: glicose-6-fosfato

desidrogenase; IBAT: tecido adiposo marrom interescapular.

A utilizagao clinica dos GCs, como a DEX, decorre de sua comprovada
eficacia anti-inflamatéria e imunossupressora em diversas condi¢des patolodgicas ao
longo da vida. Entretanto, os potenciais efeitos adversos, sobretudo aqueles
relacionados a homeostase metabdlica, exigem atengéo continua. Embora os efeitos
metabdlicos de regimes de administragdo aguda ou prolongada de GCs em adultos
sejam bem documentados na literatura clinica e experimental, a exposicao repetida
em diferentes fases da vida permanece pouco explorada, apesar de ser uma pratica
comum. Patologias crdnicas, como a asma, frequentemente requerem multiplos ciclos

terapéuticos com GCs desde a infancia até a idade adulta, seja por recorréncia ou por
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agravamento do quadro clinico. Além disso, outras condigdes como infecgdes,
doengas autoimunes e dor neuropatica também demandam intervencgdes
intermitentes com GCs ao longo da vida. Estudos clinicos ja demonstraram a eficacia
do uso intermitente de DEX em adultos com dor associada ao herpes-zéster (Choi et
al., 2020) e em protocolos terapéuticos para pénfigo vulgar (Pasricha; Thanzama,;
Khan, 1998). Ainda, a Sindrome de Cushing ciclica exemplifica um modelo endégeno
de exposigado intermitente a niveis elevados de cortisol (Swiatkowska-Stodulska et al.,
2021; Velez; Mayberg; Ludlam, 2007). Considerando esse contexto, torna-se
fundamental compreender os desfechos metabdlicos da reexposicdo a GCs na vida
adulta apods tratamentos prévios, uma vez que adaptacbes morfofuncionais
estabelecidas precocemente podem modular a resposta a novas exposicoes. Assim,
investigar essas respostas é crucial para embasar estratégias terapéuticas mais
seguras e individualizadas em individuos com histérico de uso recorrente de GCs.
Apesar de vasta literatura dedicada aos efeitos adversos da DEX na vida
adulta, ainda ha uma lacuna no entendimento dos impactos metabdlicos decorrentes
da exposicao repetida a esses farmacos ao longo da vida. Nesse contexto, a presente
investigacao propde como pergunta central: qual é o impacto da reexposi¢ao a DEX
na vida adulta sobre a homeostase glicémica e lipidica em ratos previamente
tratados com o farmaco? Com relacédo a pergunta central da pesquisa e com base
na literatura pré-clinica, hipotetizamos que os efeitos metabdlicos serdo exacerbados

nos animais submetidos a multiplos ciclos de tratamento com DEX.
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20BJETIVO GERAL

Avaliar como o historico de exposi¢cao repetida a DEX ao longo da vida

impacta a homeostase glicémica e lipidica apds o tratamento com DEX na vida adulta

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar se as diferentes variacbes de exposicao repetida de DEX altera
parametros biométricos dos animais;

o Avaliar se tratamentos prévios com DEX em diferentes estagios da vida
somado ao tratamento com DEX aos 90 dias impacta a homeostase glicémica
e lipidica, bem como parametros bioquimicos plasmaticos e hepaticos;

o Caracterizar a influéncia da varios tratamentos com DEX sobre a morfologia

hepatica e do pancreas enddcrino;



25

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MARCO REGULATORIO

Os procedimentos adotados seguiram as regulamentagdes vigentes para
utilizacéo de animais em pesquisas cientificas e foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais — CEUA/UFSC (n°. 8396201023).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus)
provenientes do Biotério Central da UFSC. Os animais foram alojados em caixas de
polipropileno (30 x 19 x 13 cm) com sistema de grade elevada, com maravalha,
dispondo de agua e racéo ad libitum, permanecendo no Biotério Setorial de Ratos do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas “Adair Roberto Soares dos Santos”, com
temperatura controlada (23 + 2° C) e ciclo claro-escuro de 12:12 horas (luzes acesas
as 6:00 e desligadas as 18:00). Os animais foram solicitados com 21 dias de vida para
aclimatacdo no biotério e foram examinados regularmente nos momentos de
manipulagcdo. Todos os animais passaram por adaptagdo com o pesquisador, de
acordo com o enriquecimento ambiental sobre relagdo homem-animal. Ainda, foram
fornecidos tubos de PVC para promover enriquecimento ambiental fisico conforme
consta no Guia Brasileiro de Producado, Manutencido ou utilizacdo de Animais em

Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (2023).

3.3 TAMANHO AMOSTRAL

O numero de animais para cada grupo experimental foi estabelecido de
acordo com o ‘n’ estimado em publicacdes da area, bem como confirmado pelo calculo
amostral. Para o calculo foi considerado erro a 0,05 e B 0,2, desvio padrao estimado
de 10% e diferenga minima a ser detectada na ordem de 15%. Dessa forma, cada
grupo experimental foi composto por 10 animais por grupo, totalizando 50 animais no
experimento, divididos em 5 grupos. Com isso, seguimos o principio de “redu¢ao” dos
3Rs da ética de experimentagdao em animais, sendo utilizado o minimo de animais

possiveis para produzir um resultado conclusivo.
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3.4 PROTOCOLO DE TRATAMENTO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais passaram por trés ciclos de tratamento, com cinco dias de
tratamento em cada ciclo. O tratamento consistiu em injecbes diarias de DEX
(dexametasona fosfato, Decadron®, Aché, Sdo Paulo, SP) na dose equivalente a 1,0
mg de DEX por kilo de massa corporea (m.c.) pela via intraperitoneal (i.p.) ou solugao
veiculo (salina 0,9% NaCl, 1 mL/kg, p.c., i.p.), administrada entre 7:00 e 8:00 da
manha. Os ciclos de tratamento ocorreram aos 30, 60 e 90 dias de idade. Ou seja,
dos 30 aos 34, 60 aos 64 e 90 aos 94 dias de idade ocorreu o primeiro, segundo e
terceiro ciclos de tratamento. Os grupos foram compostos da seguinte forma (Figura
2): Grupo Controle: recebeu apenas solugao salina em todos os ciclos de tratamento,
aos 30, 60 e 90 dias de vida; Grupo 90: recebeu tratamento com solucéo salina aos
30 e 60 dias de vida e tratamento com DEX no ciclo de tratamento aos 90 dias de
vida; Grupo 30+90: recebeu tratamento com solugao salina aos 60 dias de vida e
tratamentos com DEX nos ciclos de 30 e 90 dias de vida; Grupo 60+90: recebeu
tratamento com solugédo salina aos 30 dias de vida, seguido de tratamento com DEX
nos ciclos aos 60 e 90 dias de vida; Grupo 30+60+90: recebeu o tratamento com DEX
nos trés momentos, aos 30, 60 e 90 dias de vida.

A dose de referéncia (1 mg/kg, m.c.) € a mesma de trabalhos prévios Rafacho
et al., 2008, Rafacho et al., 2010a, de Paula et al., 2011, dos Santos et al. 2014, da
Silva et al., 2023 e foi selecionada para que possamos ter uma referéncia das
alteracdes esperadas no grupo 90, considerando o objetivo de avaliar o efeito dos
historicos de tratamento ao realizar o tratamento de 90 dias.

O escalonamento alométrico consiste em determinar a dose equivalente em
humanos (HED) a partir da normalizacado da dose administrada com base na area de
superficie corporal. Dessa forma, representa uma maneira de estimar uma dose
preditiva aproximada, relacionando a dose utilizada no estudo experimental com a
correspondente em humanos (Nair; Jacob, 2016). O fator de conversao (Km) € obtido
pela estimativa que divide o peso corporal médio da espécie pela sua respectiva area
de superficie corporal. O calculo é feito da seguinte maneira: HED (mg/kg) = dose
utilizada no animal (mg/kg) * (Km humano/Km rato).

Para o nosso estudo, temos que: HED (mg/kg) = 1 x (6/37) = 0,162 mg/kg.

Ou seja, para um humano de 60kg, a dose aproximada equivalente seria de

aproximadamente 9,7 mg.
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dias dias dias
O ® O
e O @ 90 |
(Osalina 1 mL/kg, ip
O 30+90
/ @DEX 1 mg/kg, ip ® ® -
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Figura 2: Grupos experimentais. Os animais receberam DEX ou salina por cinco dias consecutivos
em até trés ciclos, aos 30, 60 e 90 dias de idade. Formaram-se cinco grupos: Controle (salina em
todos os ciclos), 90 (DEX apenas aos 90 dias), 30+90 (DEX aos 30 e 90 dias), 60+90 (DEX aos 60 e
90 dias) e 30+60+90 (DEX nos trés ciclos). Fonte: Elaborado pela autora.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram aclimatados no biotério durante uma semana. Ao
completarem 28-30 dias de vida, os procedimentos de avaliacdo de massa corpoérea
e da ingesta alimentar foram realizados diariamente, seguido do inicio do tratamento
com solucao salina ou DEX como descrito no item 3.4. O mesmo procedimento foi
repetido quando os animais completarem 60 e 90 dias de vida. Ao final do terceiro
ciclo de tratamento, no final da tarde do quinto dia de tratamento foi realizado o teste
de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT). Posteriormente, no dia seguinte ao fim
do tratamento, o teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (ipGTT) foi realizado as
16 horas. Ap6s o término do ipGTT, os animais foram encaminhados para a eutanasia

e coleta de 6rgaos (Figura 3).
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Figura 3: Delineamento experimental. Os animais foram monitorados a partir dos 30 dias para o
monitoramento diario de peso e consumo alimentar, seguido do tratamento com salina ou DEX. Esse
protocolo se repetiu aos 60 e 90 dias. Ao final do terceiro ciclo, realizaram-se 0 ipITT e, no dia seguinte,
0 ipGTT, seguidos da eutanasia e coleta de 6rgaos. Fonte: elaborado pela autora.

3.6 PARAMETROS MURINOMETRICOS E METABOLICOS

3.6.1 Massa corporea
A avaliagdo do peso corporal dos animais iniciou trés dias antes de cada
protocolo e seguiu diariamente durante cada ciclo de tratamento. Com os valores
obtidos durante o tratamento, foi calculado a somatdria do ganho de peso corporal
durante os cinco dias de tratamento: A da massa corporal = massa corporal ao final

do tratamento - massa corporal ao inicio do tratamento.

3.6.2 Ingesta alimentar

A determinagcdo da ingesta alimentar ocorreu nos mesmos dias da
quantificacdo da massa corporal. Para a avaliacdo da ingesta alimentar foi adicionada
uma quantidade pré-determinada de racdo em um dia e 24 h apds foi pesado a
quantidade remanescente. Para definir estimativa de consumo dos animais em uma
caixa foi utilizado o seguinte calculo: [(quantidade de ragao adicionada inicialmente -
quantidade final da ragdo) / numero de animais na caixa]. Os valores da ingestao
alimentar foram normalizados de acordo com o peso individual dos animais com o
seguinte calculo: [(estimativa do consumo alimentar x 100) / peso do animal]. Além
disso, a quantidade total em gramas racdo consumida durante os cinco dias de

tratamento também foi contabilizada.
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3.6.3 Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (ipITT)

O iplITT foi realizado no quinto dia do ultimo ciclo de tratamento (terceiro ciclo).
Foi realizado as 16 horas para trabalharmos com os animais mais proximo do horario
ativo (acender das luzes) respeitando assim sua cronobiologia, além de evitar os
efeitos agudos da DEX. Para este experimento os animais passaram por privagao
alimentar (jejum) de apenas 2 horas para mitigar a variabilidade glicémica no minuto
0 (basal) do estudo. Para a avaliagdo da glicemia no tempo zero uma amostra de
sangue caudal foi coletada a partir de um pequeno pique na ponta da cauda (< 0,5
mm) apds anestesia com lidocaina. Para tal, a primeira gota de sangue foi descartada
e a segunda aplicada sobre uma glicofita com auxilio do monitor digital Accu-Check
Guide (ROCHE, Brasil). Em seguida, foi aplicada uma injecao intraperitoneal de
insulina humana regular (Humulin ® 0,75 IU/kg de massa corporal). Posteriormente
novas amostras de sangue foram coletadas aos 0, 15, 30, 45 e 90 minutos. Apds o
término do experimento a area sob a curva (AUC) do experimento foi calculada
considerando a variagao da glicemia em relag&o ao valor basal de cada animal. Para
isso, os valores de glicemia obtidos em cada tempo foram corrigidos pela glicemia de
jejum individual (glicemia basal), para o calculo da AUC incremental (da Silva et al.
2023, Rafacho et al., 2010a, Rafacho et al., 2014).

3.6.4 Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (ipGTT):

O ipGTT foi realizado um dia ap6s o término do ultimo ciclo de tratamento
(terceiro ciclo), as 16 horas. A determinacdo da glicemia basal foi realizada como
descrito para o ipITT, exceto pelo fato de que os animais foram submetidos por um
jejum de 8 horas (iniciado as 08:00). Logo apds a determinagéo da glicemia basal, foi
administrada pela via ip uma solugéo de glicose a 50% (1,5 g/kg massa corporal, ip)
seguida de uma nova coleta de sangue da ponta da cauda aos 0, 15, 30, 60 e 120
minutos. Com os dados obtidos foi calculado a area sob a curva glicémica normalizada
pelos valores de partida (AUC incremental). Este procedimento esta em acordo com
publica¢des prévias do grupo (da Silva et al. 2023, Rafacho et al., 2010a, Rafacho et
al., 2014).
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3.7 EUTANASIA E ANALISES POST-MORTEM

3.7.1 Eutanasia

Apos a finalizagédo do ipGTT, os animais foram anestesiados com isoflurano e
mediante confirmagdo do aprofundamento anestésico com avaliagcdo dos reflexos
palpebral, pupilar e interdigital, com o animal em plano anestésico cirurgico, realizou-
se uma pungao cardiaca para coleta de sangue. Em seguida, a eutanasia foi realizada
por decapitagdo com guilhotina. As amostras de sangue foram transferidas em tubos
contendo anticoagulante (EDTA), seguido de centrifugacdo a 2.500 rpm por 10
minutos (centrifuga de angulo fixo modelo ML4000) em temperatura de 25°C. As
aliquotas de plasma foram entdo armazenadas a -80°C para posterior quantificacoes

bioquimicas.

3.7.2 Testes colorimétricos
As aliquotas de plasma foram utilizadas para quantificacdo das concentragdes
de colesterol total e triacilglicerol de acordo com as instrugbes fornecidas pelo

fabricante (Kit comercial, Labtest).

3.7.3 Quantificagao de corticosterona e insulina plasmatica

Aliquotas do plasma armazenados também foram utilizadas para
quantificacdo de corticosterona (Rat Corticosterone ELISA Kit 80554) e insulina
plasmatica (ELISA Milipore Rat/Mouse Insulin 4164375). A quantificagao foi realizada
por imunoensaio enzimatico de acordo com as instrug¢des fornecidas do fabricante. Os

resultados de corticosterona e insulina estao expressos em ng/mL.

3.7.4 Massa absoluta e relativa dos 6rgaos

Apds a eutanasia dos animais, o tecido adiposo visceral (peri-gonadal,
retroperitoneal e omental), figado, pancreas, adrenais e bago foram cuidadosamente
coletados e pesados em balancga eletrénica analitica digital (TECNAL, Campinas, SP,
Brasil). Os resultados foram representados pela massa relativa de acordo com o peso
do animal (g ou mg do 6rgao/100g massa corporal do animal).
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3.7.5 Triglicerideos hepaticos

Ao realizar a coleta do figado, um fragmento de 100 mg (respeitado sempre o
mesmo I6bulo no momento da coleta) foi transferido para um tubo contendo 0,7 mL
de NaCL 1M e homogeneizado UltraTurrax® (IKA®; Staufen, Alemanha). Em seguida,
foi adicionado 2 mL de solugdo metanol/cloroférmio (1:2 v/v). O tubo foi centrifugado
a 3.500 rpm por 10 minutos, seguido da coleta da fase metandlica para outro tubo,
que foi adicionado em banho maria para evaporacgao do solvente. O conteudo restante
foi ressuspendido com uma solugéo de Triton X100/metanol (2:1). A quantificagdo dos
triglicerideos hepaticos foi realizada por ensaio colorimétrico conforme a bula
fornecida pelo fabricante (Kit comercial, Labtest). Os resultados estdo representados

por mg/g de tecido.

3.7.6 Glicogénio hepatico

Além da amostra coletada para a quantificacdo dos triglicerideos hepaticos,
outra amostra do figado (100 mg) foi coletada e transferida para um tubo de ensaio
contendo KOH a 30% e fervida durante 1 hora para homogeneizagao. Em seguida, foi
adicionado Na2SO4 e etanol para a precipitacdo do glicogénio. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos, seguido do descarte do sobrenadante, e o precipitado
contendo glicogénio foi dissolvido com agua destilada quente. Por fim, o conteudo de
glicogénio foi adicionado ao reagente fenol e H2SO4, e quantificado em
espectrofotdbmetro com absorbancia a 490 nm. Os resultados estao representados por

mg/g de tecido.

3.7.7 Morfologia hepatica e massa de ilhotas pancreaticas

Fragmentos do figado e da por¢cdo esplénica do péancreas foram
cuidadosamente coletados e destinadas a cassetes histolégicos. Os tecidos foram
fixados em formalina tamponada a 10%, pH 7,4 por 48 horas, desidratados com
concentragbes crescentes de etanol, diafanizados com xilol e impregnados em
parafina. Secgdes de 3 um (figado) e 5 ym (pancreas) foram obtidas com o auxilio de
um micrétomo rotativo (Leica, IL, EUA) e adicionadas em Iaminas de vidro. Apos a
montagem das laminas, foi realizada a coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE) para
avaliacdo morfolégica. Para o pancreas, porcao esplénica do pancreas foi

cuidadosamente coletada, seguindo os passos de processamento das amostras
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descritos anteriormente. As secgdes foram fotografadas em microscépio Olympus
BX41 (Olympus, Japao) para analise quantitativa das ilhotas pancreaticas, que depois
foram complementadas com as quantificacbes realizadas por imunofluorescéncia
(Item 3.8.8). Ja para o tecido hepatico, apos as secgdes foram fotografadas em
microscoépio Olympus BX41 (Olympus, Japao), verificou-se qualitativamente acumulo

de lipideos e glicogénio hepaticos (Rafacho et al., 2009).

3.7.8 Imunofluorescéncia

As amostras de pancreas foram coletadas como descritas no item anterior e
seccionadas em 5 um em micrétomo rotativo Leica. Foram coletados dois cortes
sequéncias, em seguida foi avangado 150 pym do tecido, seguido da coleta de mais
dois cortes sequenciais. Com isso, conseguimos obter dois planos para melhor
avaliacao das ilhotas pancreaticas. Todos os cortes foram aderidos em laminas
sinalizadas. Em seguida, as laminas passaram pelo processo de desparafinagéo,
seguida de recuperagao antigénica com tampéo citrato. Em seguida, as amostras
foram bloqueadas por 1 hora em PBST 0,2% contendo 3% de albumina, a temperatura
de 25°C, dentro de uma camara umida. Apds essa etapa, realizou-se lavagem em
PBS. Os anticorpos primarios para insulina e glucagon (Dako cédigo A0564 e Santa
Cruz cédigo sc-7779R, respectivamente) foram incubados por 4 horas a temperatura
de 25°C, diluidos em PBST com 3% de albumina (insulina 1:500 e glucagon 1:750).
Em seguida, uma nova lavagem em PBS foi realizada antes da incubagcao com o
anticorpo secundario por 1 hora, também em PBST com 3% de albumina, utilizando
os fluoréforos Alexa Fluor 488 Anti-Guinea Pig (Jackson ImmunoResearch, cédigo:
106-545-003) e Cy-3 Anti-Rabbit (Jackson ImmunoResearch, cédigo: 11-165-003)
diluidos em 1:250 e 1:500, respectivamente. Apdés mais uma lavagem em PBS, foi
aplicado o DAPI (1:1000) em solugédo PBST com 3% de albumina por 5 minutos na
camara umida. Por fim, realizou-se uma ultima lavagem em PBS, seguida da aplicagao
do meio de montagem ‘antifading’ armazenamento das laminas. As laminas foram
escaneadas manualmente utilizando filtros especificos de emissao de fluorescéncia,
com a aquisicdo de imagens realizada separadamente para cada fluoréforo de
interesse, a fim de garantir a distingdo espectral e permitir a analise subsequente das
marcacoes. Para quantificacao da area total do pancreas foi somado o valor total das
areas das secgdes imunomarcadas com o nucleo celular, em seguida foi feita a média

das duas secc¢des de cada animal. Para quantificagdo da massa de células 3 e a foi
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feito a somatdria das areas imunomarcadas para insulina ou glucagon, dividido pela
area total do pancreas e multiplicado por 100 (massa relativa de células ). A partir
desses resultados, foi multiplicado a massa relativa de células 3 (%) pela massa total

do pancreas em miligramas (Natividade da Silva et al., 2019).

3.7.9 Anadlise estatistica

As anadlises estatisticas foram feitam no software GraphPad Prism versao
10.0.0 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, Estados unidos). Para avaliar a simetria dos
dados foram utilizados os testes de normalidade Anderson-Darling, Kolmogorov-
Smirnov, Shapiro-Wilk e D’Agostino e Pearson. Os dados foram considerados
simétricos quando aprovados em ao menos dois testes. Para verificar se as variancias
sdo homogéneas, foram utilizados os testes de Brown-Forsythe e teste de Bartlett. Os
dados foram considerados paramétricos quando apresentaram distribuicdo normal e
variancia homogénea, e ndo paramétricos quando nao apresentaram distribuicdo
normal e/ou caracterizados como heterocedasteos. Em dados paramétricos foi
utilizado a analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido de pds teste de Tukey,
enquanto para dados nao paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Walis e pos
teste de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de 95% (p<0,05). A apresentagéo
dos dados paramétricos foi estipulada como média + desvio padrdo, enquanto
resultados ndo paramétricos foram expressos como mediana e intervalo interquartil
(1nQ).
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4RESULTADOS

4.1 ACOMPANHAMENTO MURINOMETRICO DURANTE OS CICLOS DE 30 DIAS
A partir do segundo dia de tratamento, os grupos tratados com DEX (30+90 e
30+60+90) tiveram o ganho de peso interrompido em relagdo aos grupos nao tratados
(CTL, 90 e 60+90), efeito que se estendeu durante todo o tratamento (Figura 4A). Ao
final do tratamento, os grupos tratados com DEX ndo acumularam ganho de massa
corporal (Figura 4B, p < 0,0001), enquanto os grupos que receberam salina
apresentaram ganho de massa corpérea, conforme esperado para o estagio de
desenvolvimento dos animais. Quanto a ingesta alimentar, o consumo alimentar
relativo dos animais tratados com DEX n&o diferiu dos animais tratados com salina
durante o tratamento (Figura 4C). Contundo, o consumo alimentar total durante o
tratamento com DEX (grupos 30+90 e 30+60+90) foi menor comparado aos demais

grupos tratados com salina (Figura 4D, p < 0,0001).
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Figura 4: Avaliagdo murinométrica durante o primeiro ciclo de tratamento com DEX ou salina
aos 30 dias de idade. Evolugdo da massa corpoérea durante o tratamento (A); ganho total de massa
corpodrea (B); consumo alimentar relativo a massa corporal (C); consumo alimentar total (D). Analise
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por ANOVA de uma via com medidas repetidas (A, C) e Kruskal-Walllis seguido de pés teste de Dunn
(B, D). Os dados estao expressos como média £ DP (A, C) e mediana £ 11Q (B, D). ****p < 0,0001.

4.2 ACOMPANHAMENTO MURINOMETRICO NO CICLO DE TRATAMENTO AOS
60 DIAS
A analise do ganho de massa corporea aos 60 dias de vida indicou um efeito

persistente do tratamento com DEX sobre o crescimento ponderal dos animais (Figura
5, p = 0,0005).
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Figura 5: Ganho de massa corpérea total durante o intervalo entre 30 e 60 dias de idade. Andlise
realizada por ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Tukey. Os dados estdo expressos como
média + DP. *p < 0,05

Aos 60 dias de vida, os grupos que passaram pelo tratamento com DEX no
ciclo de 30 dias apresentaram menor peso corporeo quando comparados aos grupos
tratados com salina (Figura 6A). A partir do 3° dia de tratamento, os grupos tratados
com DEX, 60+90 e 30+60+90, apresentaram redu¢cao da massa corporea comparados
aos demais grupos, incluindo o grupo 30+90, que recebeu tratamento com DEX aos
30 dias e tratado com salina nesse ciclo. Os grupos tratados com DEX mantiveram a
reducao de peso corpoéreo até o fim do segundo ciclo de tratamento, dado corroborado
pela perda de massa corporea total (Figura 6B, p < 0,0001). O consumo alimentar foi
similar antes do inicio do tratamento e reduziu a partir do 3° dia de tratamento com
DEX nos grupos 60+90 e 30+60+90 em relagdo aos grupos que receberam salina
neste ciclo (Figura 6C), dado corroborado pelo consumo alimentar total (Figura 6D, p
< 0,0001).
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Figura 6: Avaliagdo murinométrica durante o segundo ciclo de tratamento com DEX ou salina
aos 60 dias de idade. Evolugdo da massa corpoérea durante o tratamento (A); ganho total de massa
corporea (B); consumo alimentar relativo a massa corporal (C); consumo alimentar total (D). Analise
por ANOVA de uma via com medidas repetidas (A, C), ANOVA de uma via seguido de pos teste de
Tukey (B) e Kruskal-Walllis seguido de pés teste de Dunn (D). Os dados estdo expressos como média
+ DP (A, B, C) e mediana % 11Q (D). ** p < 0,01; ****p < 0,0001.

4.3 IMPACTO DO HISTORICO DE EXPOSICOES PREVIAS COM DEX AO
REALIZAR O TRATAMENTO AOS 90 DIAS
4.3.1 Resposta murinométrica no ciclo de tratamento aos 90 dias

Apenas o grupo 30+60+90 apresentou menor peso corpéreo no estagio
equivalente a vida adulta como pode ser depreendido pelo dado de variagao corporal
entre os dias 30 e 90 (Figura 7, p < 0,0001). Os demais grupos experimentais

apresentaram ganho de massa corporal similar ao controle.
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Figura 7: Avaliagdo do desenvolvimento murinométrico pela analise de ganho de massa
corporea total durante o intervalo de 30 a 90 dias de idade. Andlise realizada por ANOVA de uma
via seguida de pos-teste de Tukey. Os dados estdo expressos como média + DP. ****p < 0,05

Aos 87 dias de vida, antes do inicio do ultimo ciclo de tratamento, o grupo
30+60+90 apresentou massa corpérea menor comparado aos grupos CTL, 90 e
60+90, e apenas uma tendéncia comparada ao grupo 30+90 (Figura 8A, p=0.08). Este
peso menor em relagdo aos demais grupos persistiu nos dias que antecederam ao
inicio do tratamento. Nos primeiros dias de tratamento, os grupos 30+90 e 30+60+90
apresentaram massa corporea menor comparado ao grupo controle. A partir do 3° dia
de tratamento, todos os grupos tratados com DEX apresentaram massa corpérea
menor que o grupo controle, que se estendeu até o final do tratamento.

Os grupos tiveram com consumo alimentar similar antes do inicio do tratamento
(Figura 8C). A partir da 32 aplicagdo de DEX, todos os grupos tratados com DEX
apresentaram consumo alimentar menor quando comparado ao grupo controle, efeito
que persistiu até o fim do tratamento. Nao foram encontradas diferengas no consumo
alimentar entre os demais grupos durante o tratamento. O consumo alimentar total
dos grupos tratados foi menor comparado ao grupo controle, e o grupo 30+60+90
apresentou menor consumo alimentar total comparado ao grupo 90 (Figura 8D, p <
0,0001).
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Figura 8: Avaliagdao murinométrica durante o terceiro ciclo de tratamento com DEX ou salina
aos 90 dias de idade. Evolugao da massa corpérea durante o tratamento (A); ganho total de massa
corpodrea (B); consumo alimentar relativo @ massa corporal (C); consumo alimentar total (D). Anélise
por ANOVA de uma via com medidas repetidas (A, C) e ANOVA de uma via seguido de pés teste de
Tukey (B, D). Os dados estdo expressos como média + DP (A-D). ****p < 0,0001.

4.3.2 Resposta a insulina aos 90 dias

Os grupos 90, 30+90 e 60+90 apresentaram valores elevados de glicemia
basal comparados ao grupo controle (Figura 9A). Apds a sobrecarga de insulina, todos
0s grupos tratados com DEX, incluindo o grupo 30+60+90, mantiveram valores glicose
sanguinea maiores na fase de decaimento quando comparados ao grupo controle. A
area-abaixo-da-curva (AUC) da glicose sanguinea apontou intolerancia a insulina
apenas nos grupos que passaram por um (90) ou dois ciclos de tratamento com DEX
(30490 e 60+90) (Figura 9B, p = 0,0001).
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Figura 9: Resposta a insulina em ratos com exposigao repetida a DEX. Glicemia durante o teste
de tolerancia intraperitoneal a insulina (ipITT, A); area sob a curva (AUC) calculada a partir dos valores
corrigidos em relagdo a glicemia basal durante o ipITT (B). Analise por ANOVA de uma via com
medidas repetidas (A) e ANOVA de uma via seguido de pos teste de Tukey (B). Os dados estdo
expressos como média + DP (A, B). *p < 0,05; ***p < 0,001.

4.3.3 Tolerancia a glicose aos 90 dias

Os valores de glicemia basal foram similares entre todos os grupos
experimentais (Figura 10A). Contudo, nos minutos 15 e 30, os grupos 30+90 e 60+90
apresentaram glicemia maior em resposta a sobrecarga de glicose comparado aos
demais grupos. Aos 60 minutos, o grupo 60+90 persistiu com valores glicémicos maior
comparado ao grupo controle, o que foi observado também no grupo 90. Aos 120
minutos, os valores de glicose sanguinea se equipararam entre todos os grupos. Pela
andlise da AUC obtida no ipGTT, encontramos efeito em todos os grupos que
receberam o tratamento com o corticoide neste terceiro ciclo (Figura 10B, p < 0,0001).
A analise da razao de variagdo da AUC em relagdo ao grupo controle indicou menor
incremento glicémico nos grupos 30+90 e 30+60+90 em relagdo aos demais grupos
expostos a DEX (Figura 10C, p < 0,0001).
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Figura 10: Avaliagcao da tolerancia a glicose em ratos com exposigao repetida de dexametasona.
Glicemia durante o teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (ipGTT, A); area sob a curva (AUC)
corrigida pela glicemia basal (B); razdo de variagdo da AUC dos grupos experimentais em relagcado ao
grupo controle (C). Analise por ANOVA de uma via com medidas repetidas (A) e ANOVA de uma via
seguido de pos teste de Tukey (B, C). Os dados estdo expressos como média £ DP (A-C). *p < 0,05;
***p < 0,001; ****p < 0,0001.



40

4.4 AVALIACOES POST-MORTEM
ApOs a eutanasia e coleta dos 6rgaos, encontramos menores valores para as

massas adrenal e esplénica em todos os grupos tratados com DEX comparados ao
grupo controle (Figura 11A e B, respectivamente, p < 0,0001). Exceto pelo grupo
30+60+90, todos os grupos tratados com a DEX apresentaram maior massa hepatica
em relagdo ao grupo controle (Figura 11D, p = 0,0002). As massas de pancreas
(Figura 11C), tecido adiposo retroperitoneal, perigonadal e omental (Figura 12A-C)

mantiveram-se inalteradas nos grupos tratados com o corticoide.
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Figura 11: Massa de 6rgaos periféricos ao término do ultimo ciclo de tratamento com DEX.
Massa das glandulas adrenais (A); bago (B); pancreas (C); figado (D) corrigida pelo peso dos animais.
Analise por ANOVA de uma via seguido de pés teste de Tukey (A-D). Os dados estdo expressos como
média £ DP (A-D). ****p < 0,0001.
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Figura 12: Massa do tecido adiposo visceral ao término do ultimo ciclo de tratamento com DEX.
Massa do tecido adiposo retroperitoneal (A); perigonadal (B) e omental (C) corrigidas pelo peso dos
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animais. Analise estatistica por ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey (A-C). Os dados estédo
expressos como média £ DP (A-C).

Ao analisar o perfil bioquimico dos animais, identificamos que o tratamento
com DEX, independentemente do numero de ciclos a que foi exposto, resultou em
aumento das concentragdes de triglicerideos plasmaticos em todos os grupos em
relagéo ao controle (Figura 13A, p = 0,0009). O colesterol plasmatico total foi similar
em todos os grupos (Figura 13B). Em relagao ao perfil hormonal, apenas o grupo 90
apresentou valores menores de corticosterona plasmatica em relagdo ao grupo
controle (Figura 13C), enquanto o grupo 30+60+90 alcangou uma tendéncia ao
aumento de valores de corticosteronemia em relagdo ao grupo 90 (Figura 13C, p =
0,0540) e similares ao grupo controle. Exceto pelo grupo 30+60+90, os demais grupos
tratados com DEX apresentaram hiperinsulinemia em relagdo ao grupo controle
(Figura 13D).
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Figura 13: Avaliagdo de parametros bioquimicos plasmaticos ao término do ultimo ciclo de
tratamento com DEX. Triglicerideos plasméticos (A), colesterol total (B), corticosterona (C), insulina
(D). Analise estatistica por ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey (A). Kruskal-Walllis seguido
de pos teste de Dunn (B, C, D), Teste T de Student ndo pareado (C, CTL vs 90) e Teste de Mann-
Whitney (D, CTL vs 60+90). Os dados estdo expressos como média £ DP (A) e mediana + 11Q (B, C,
D). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

O tratamento com DEX também influenciou a morfologia e parametros

bioquimicos hepaticos. A analise qualitativa da morfologia hepatica revelou que os
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grupos submetidos a até dois ciclos de DEX acumularam lipideo e glicogénio neste
0rgao, enquanto a exposi¢ao ao corticoide por trés ciclos resultou em um fenétipo
mais brando, com aspecto equivalente ao grupo controle (Figura 14A).

A quantificagdo bioquimica dos triglicerideos hepaticos indicou aumento do
conteudo deste lipideo nos grupos que receberam até dois ciclos de tratamento com

DEX em relagao ao grupo controle e ao grupo 30+60+90 (Figura 14B, p = 0,0001).

Padrao equivalente de resultados foi observado para a quantificagdo de glicogénio
hepatico (Figura 14C, p < 0,0001).
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Figura 14: Avaliagao histologica e bioquimica do figado ao término do ultimo ciclo de tratamento
com DEX. Imagens representativas de sec¢des hepaticas coradas com hematoxilina e eosina, com
ampliagao final de 100x e 400x, barra de escala: 100 um (A); conteudo de triglicerideos hepaticos (B)
conteudo de glicogénio hepatico (C). Andlise estatistica por ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey
(B) e teste de Brown-Forsythe and Welch ANOVA seguido de pés teste de Dunn (C). Os dados estédo
expressos como média + DP (B) e Os dados estdo expressos como mediana  11Q (C). * p < 0,05; **p
<0,01.

Também foram avaliadas a morfologia e a fragdo enddécrina do pancreas
(Figura 15). A analise histoldgica revela ilhotas hipertrofiadas nos grupos tratados com
DEX, com algumas perdendo o formato circular/ovoide tipico, especialmente nos
grupos 90 e 60+90 (Figura 15A). A quantificacdo da fracdo enddcrina (obtida pelas
somatorias das massas de células a + ) confirmou aumento significativo da massa
de ilhotas nos grupos 90, 60+90 e 30+60+90 em comparagdo ao grupo controle
(Figura 15B; p = 0,0019).
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Figura 15: Avaliagao histolégica do pancreas total ao término do ultimo ciclo de tratamento
com DEX. Imagens representativas de sec¢bes pancreaticas coradas com hematoxilina e eosina,
com ampliagcdes de 40x (primeira coluna) e 100x (segunda coluna), barra de escala: 500 uym (A).
Fragdo de pancreas enddcrino (B). Andlise estatistica por Kruskal-Walllis seguido de pos teste de
Dunn (B). Os dados estao expressos como mediana + 11Q (B). *p < 0,05; **p < 0,01.

Imagens representativas de pancreas imunomarcados para insulina e
glucagon (Figura 16). O tratamento com DEX na vida adulta (grupo 90), e o tratamento
nos ciclos de 60 e 90 dias (grupo 60+90) resultaram em maiores valores de massa de
células [, indicado nas imagens pelo aumento da area imunomarcadas para insulina
(verde) (Figura 16B, p = 0,0140). Nos grupos 30+90 e 30+60+90, a massa de células
B permaneceu inalterada. A massa de células a n&o foi afetada pelo tratamento com
DEX em nenhum grupo avaliado (Figura 16C). Entretanto, todos os grupos tratados

com DEX apresentaram valores maiores de razao B/a (Figura 16D; p < 0,0001).
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Figura 16: Avaliag¢ao da distribuicdao de células a e B pancreaticas ao término do ultimo ciclo
de tratamento com DEX. Imagens representativas de secgdes pancreaticas com imunomarcagao
para insulina (verde, primeira coluna) e glucagon (vermelho, segunda coluna), com sobreposi¢ao das
imagens na terceira coluna e ampliacdo de 200X barra de escala: 100 um (A), massa de células 3
pancreaticas (B), células a (C) e razéo B/a (D). Analise estatistica por Kruskal-Waliis e pds teste de
Dunn (B, D) e ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey (C). Os dados estao expressos como media

+ DP (C) e mediana = 11Q (B, D). *p < 0,05.
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5DISCUSSAO

Os GCs possuem relevancia indiscutivel na pratica clinica para o tratamento
de diversas doencgas autoimunes, infecgdes e processos inflamatérios. Sao altamente
eficazes e, dentro da classe terapéutica, a DEX se destaca pela poténcia elevada em
comparagao as demais GCs clinicamente disponiveis. Contudo, como qualquer
medicamento ha efeitos adversos e estes incluem os efeitos diabetogénicos. Neste
estudo, demonstramos que a administracdo de DEX em periodos criticos do
desenvolvimento, como infancia e adolescéncia, impacta negativamente o
crescimento corporal, de forma proporcional a precocidade e a frequéncia dos
tratamentos ao longo da vida. Observamos que todos os regimes, independentemente
do histérico prévio, levaram a efeitos agudos na fase adulta, como redugéo de peso,
menor ingestdo alimentar, supressao adrenal e esplénica, hipertrigliceridemia e
intolerancia a glicose. Os grupos com até dois ciclos de exposi¢ao (90, 30+90 e 60+90)
apresentaram recuperagcdo do crescimento e desenvolveram um perfil metabdlico
caracterizado por hiperinsulinemia, menor sensibilidade a insulina, acumulo hepatico
de glicogénio e lipideos, e expansdo da massa de ilhotas e de células B — exceto no
grupo 30+90, que n&o apresentou este ultimo achado. Por outro lado, o regime com
exposicoes sucessivas e continuas (30+60+90) resultou em comprometimento
persistente até os 95 dias no crescimento corporal e sem desenvolvimento dos
desfechos metabdlicos tipicos dos demais grupos. Especificamente, este grupo ndo
apresentou alteracdes nos niveis plasmaticos de insulina, na massa de células  nem
acumulo de glicogénio ou triglicerideos hepaticos.

Ja é sabido que o tratamento de curta duragdo com DEX (5 dias), na dose de
1,0 mg/kg, reduz tanto a ingestéo alimentar quanto a massa corporal em ratos machos
adultos (com 90 dias) e idosos (com 120 dias) (Rafacho, 2008; dos Santos, 2014).
Nosso estudo revelou que esta resposta € distinta quando o tratamento é realizado
em fases iniciais da vida, onde observamos que nao ha alteragdo na massa corporea
dos animais, diferente da classica perda absoluta de massa corporal. O tratamento no
primeiro ciclo, aos 30 dias de vida, foi conduzido uma semana apds o desmame dos
animais, correspondente ao periodo pré-puberal (Sengupta, 2013), o qual é
caracterizado por niveis elevados de secrecdo do horménio do crescimento (GH).
Considerando que os GCs atenuam a secreg¢ao de GH, é plausivel que o tratamento

com DEX tenha interferido nesse eixo, suprimindo temporariamente o crescimento
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corporal por meio da redugédo da biodisponibilidade de GH. De fato, a redugao das
concentragdes de GH circulante foi apontado como um dos mecanismos responsaveis
pelos efeitos deletérios dos GCs sobre o crescimento corporal na primeira infancia
(Wehrenberg et al. 1990). Neste estudo os autores demonstraram que a administragéo
de DEX (40 pg/kg) em ratos de 21 dias de vida, por 28 dias continuos, resultou em
menor ganho de peso. Este efeito foi parcialmente revertido pela administragao de um
inibidor farmacolégico de somatostatina, haja vista que associaram menor secregéo
de GH com aumento do tonus inibitério da somatostatina (que estava elevada no
modelo animal). A interrupcdo no crescimento observada no primeiro ciclo de
tratamento com DEX nao esteve associada a reducdo da ingestao alimentar dos
animais. De forma similar, ratos tratados com 40 ug/kg de DEX por trés 21 dias
continuos também apresentaram menor ganho de peso corporal que pbde ser
parcialmente revertido por meio da administragdo concomitante de um analogo de
grelina, hormonio orexigeno e que também atua como estimulador da liberagao de GH
(Tulipano, 2007).

O comprometimento do ganho de massa corpérea nos animais tratados com
DEX no primeiro ciclo também pode estar associado aos efeitos diretos dos GCs sobre
o crescimento 6sseo. Evidéncias provenientes de observagdes clinicas (Hua, 2023) e
pré-clinicas (Jia et al., 2006; Malkawi, 2018; Baek, 2024) indicam que os GCs sao
capazes de limitar o crescimento 6sseo e atuam diretamente sobre os osteoclastos,
prolongando sua vida util, o que contribui para a redugdo da densidade éssea e
favorece o desenvolvimento de osteoporose secundaria. Além disso, ao suprimirem o
eixo GH/ fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), os GCs atenuam o
crescimento ésseo longitudinal pds-natal, uma vez que o eixo regula a proliferacao,
diferenciacdo e hipertrofia dos condrocitos na placa de crescimento (Wong et al.,
2016; Wood et al., 2018). Mesmo a administracdo exégena de GH e IGF-1 nao é capaz
de reverter completamente os efeitos deletérios dos GCs sobre o osso cortical (Jia et
al., 2006), evidenciando a poténcia dessa inibigdo. Dados experimentais mostram que
o tratamento com DEX por apenas sete dias em camundongos pré-puberes € capaz
de reduzir a expressao génica de IGF-1 nos condrdcitos em todas as fases da placa
de crescimento (Smink et al., 2003).

Os efeitos negativos da DEX sobre o crescimento também incluem acgdes
catabdlicas dos GCs, que inclui a inducao de protedlise e a lipdlise de forma tecido-

especifica (Hochberg, 2015). De fato, as consequéncias deste atraso no crescimento
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sao duradouras e perceptiveis ainda aos 60 dias de idade, uma vez que 0s animais
tratados aos 30 dias de vida apresentam massa corporal inferior aos controles e menor
ganho de peso no intervalo entre os 30 e 60 dias. Posteriormente, aqueles animais
que nao foram submetidos ao tratamento com DEX no segundo ciclo (grupo 30+90)
demonstraram recuperacgao ponderal na fase adulta, equivalente ao do grupo 60+90
que recebeu o tratamento em um periodo mais tardio de desenvolvimento, equivalente
ao periodo pos-puberal em transigao para inicio da vida adulta em humanos. Vale
destacar que o grupo exposto aos dois ciclos consecutivos ao tratamento com DEX
Nao conseguiu recuperar sua massa corporea ao atingir idade de 90 dias.

Nos animais que passaram pelo tratamento com DEX a partir do segundo ciclo
ocorreu reducdo do peso corpéreo associado a hipofagia, evento corroborado por
estudos prévios (Jahng et al., 2008; Nunes et al., 2013). Os mecanismos envolvidos
na hipofagia em animais tratados com DEX envolve os sinais anorexigenos da insulina
(Rafacho et al., 2011). Adicionalmente, a exposicao ao excesso de GCs também
resulta em aumento da leptina, que assim como a insulina, tem uma agao orexigena
robusta sobre o nucleo arqueado hipotalamico. Tais achados foram confirmados tanto
in vitro, quanto in vivo (Jahng et al., 2008; Tomabechi et al., 2018). Vale destacar que
ratos submetidos ao tratamento subcrénico com 15 mg/kg de hidrocortisona resultou
em reducgao da expressao de mRNA de neuropeptideos hipotalamicos anorexigenos
- Npy e Agrp (Liu et al., 2011).

E importante destacar que ndo foram observadas diferencas significativas na
massa adiposa visceral entre os grupos experimentais. Com isso, tal achado sugere
uma agao catabdlica seletiva da DEX, refletida predominantemente na perda de
massa muscular e 6ssea. A perda de tecido muscular e 6sseo € demonstrada em
contextos de uso cronico de GCs, especialmente com compostos de menor poténcia,
como a prednisolona. Por exemplo, o tratamento com prednisolona (2,1 mg/kg, s.c.)
ou metilprednisolona (10 mg/kg, s.c.) por quatro semanas em diferentes linhagens de
camundongos resultou em redugdo da massa magra, associada a atrofia muscular e
O0ssea, bem como a diminuicdo da densidade mineral 6ssea. Esses efeitos foram
atribuidos a ativacdo de vias moleculares envolvidas na transcricdo de genes
relacionados a degradagao muscular e 6ssea (Sato et al., 2017; Adhikary et al., 2019).
Ainda que de forma aguda, o tratamento com DEX por apenas cinco dias, nas doses
de 600 e 1.200 ug/kg, também promoveu perda de massa muscular, por meio da

inibicdo da expressao de miostatina — um efeito que pdde ser revertido pela
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coadministracdo do RU-486, um antagonista dos receptores de GCs (Ma et al., 2003).
Adicionalmente, € plausivel que o balango hidrico negativo induzido pelo tratamento
com a DEX contribua para a redu¢cédo da massa corporal. Estudos demonstram que a
administracado de DEX resulta em pronunciada diurese, acompanhada do aumento da
excrecao de sodio, porém sem o0 aumento na ingestdo de agua, resultando em
deplecédo de volume extracelular e perda de peso corporal (Thunhorst et al., 2007).
Esse efeito € potencializado pela agdo da DEX na inibicdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, promovendo excrecéo de soédio e agua (Liu et al., 2016).
Considerando que o grupo exposto aos 3 ciclos (grupo 30+60+90) ndo recuperou sua
massa corporea, € possivel afirmar que a exposi¢cao precoce seguida de eventos
futuros pode repercutir permanentemente no crescimento corpéreo.

A confirmacgéo de hipotrofia adrenal e esplancnica confirmaram a efetividade
do protocolo, uma vez que o excesso de GCs suprime HPA e promove potente agao
imunossupressora. Contudo, a analise da corticosteronemia revelou supressao do
eixo apenas no grupo tratado aos 90 dias. A exposigéo aos trés ciclos de tratamento
com a DEX resultou em valores de corticosterona comparaveis aos do grupo controle
e superiores aos do grupo 90. Tal resultado sugere o desenvolvimento de uma
aparente resisténcia aos GCs na medida em que foram sendo reexpostos.
Acreditamos que tal achado ¢é particularmente relevante, pois aponta para um possivel
processo adaptativo a exposigéo intermitente e prolongada a DEX neste grupo. Vale
observar que o grupo 30+90, embora tenha sido exposto ao primeiro ciclo durante sua
vida precoce, parece ter sido suficiente para escapar desse desfecho.

Diversos mecanismos tém sido associados ao desenvolvimento de resisténcia
aos GCs. A resisténcia pode estar relacionada a estabilidade do GR, a expressao do
gene do receptor e a mecanismos pos-transducionais alterando a via de sinalizagéo.
(Yang; Ray; Mattews, 2012; Donner et al.,, 2013). Alteragdes na expressao e/ou
mutacdes associadas a isoforma GR- sdo apontadas como candidatas moleculares
para a resisténcia aos GCs tanto em humanos quanto em camundongos (MGRp)
(Longui et al., 2000; Sousa et al., 2000; Hinds et al., 2010). A mutacdo e consequente
perda de funcdo da isoforma GR-f3, assim como a superexpressao desta subunidade
contribuem para uma hiper- e hiporresponsividade aos GCs, respectivamente (Hinds
et al., 2010; Sepulveda-Quifienao et al., 2022). Dessa forma, especulamos que 0s

animais submetidos aos trés ciclos possam ter adquirido algum tipo de resisténcia aos
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GCs que explique menor magnitude das respostas metabdlicas adversas, ou até
mesma a inexisténcia de alguma delas ao serem tratados no terceiro ciclo.

Nossos dados corroboram as evidéncias existentes, que descrevem os efeitos
diabetogénicos da DEX quando administrada nessa fase da vida adulta. Durante o
ipGTT, observamos que o tratamento com DEX foi capaz de provocar intolerancia a
glicose em todos os grupos, a despeito da quantidade de reexposi¢gdes. Entretanto,
uma analise mais cuidadosa, baseada na razdo de variacdo da AUC em relagao ao
grupo controle, revelou que os grupos expostos ao primeiro ciclo (grupos 30+90 e
30+60+90) tiveram menores incrementos. Isto nos sugere que a exposicdo pode
guardar alguma influéncia sobre esta resposta futura. Esses achados s&o consistentes
com a hipétese de algum grau, exposi¢cao-dependente, de resisténcia aos GCs, que
explicariam consequéncias metabdlicas menos pronunciadas. Em conformidade,
estudo realizado em zebrafish por Chatzopoulou e colaboladores (2015) demonstrou
que a isoforma GRP atua como inibidor funcional do GRa, reduzindo os efeitos
metabdlicos tipicos da ativacdo dos GCs. A superexpressao de GR[ resultou em
menor aumento nas concentragdes de metabdlitos, como glicose, lactato, colesterol e
acidos graxos livres, apos incubagdo com 100 uM de DEX por 24 horas.

A intolerancia a glicose induzida pelo tratamento com GCs resulta de uma
combinagao classica de varios fatores. O aumento da glicose sanguinea induzida pelo
tratamento com DEX decorre do aumento da gliconeogénese hepatica (Vegiopoulos;
Herzig, 2007; Nunes et al., 2013), hiperglucagonemia (Rafacho et al., 2014) e menor
capacidade secretdria de insulina in vivo (Angelini et al., 2010; Nunes et al., 2013;
Rafacho et al., 2014; Dos Santos et al., 2014). Os dados glicémicos obtidos no ipITT
complementam as evidéncias dos efeitos diabetogénicos da DEX. Tais efeitos ja
foram demonstrados em modelos pré-clinicos. No musculo esquelético, o tratamento
com DEX esta associado a reducao da captacéo de glicose, a sintese de glicogénio e
a diminuicdo da fosforilagdo nos residuos de serina 473 e treonina 308, ambos
estimulados pela insulina, além da redugao de IRS-1 e PI3K (Weinstein et al., 1998;
Ruzzin; Wagman; Jensen, 2005; Burén et al., 2008). No tecido adiposo, reduz a
fosforilagao de fatores como IRS-1, PI3K e PKB, e diminuindo a captagao de glicose
(Burén et al., 2008; Motta et al., 2015).

Contudo, destaca-se que o grupo exposto aos trés ciclos de tratamento com
DEX exibiram valores glicémicos intermediarios, entre o grupo controle e os demais

grupos corroborando para nossa hipétese de uma resisténcia parcial aos GCs.
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Achados recentes com células HepG2 demonstraram que uma expressao maior da
isoforma GRB promoveria um efeito positivo sobre a sinalizagdo insulinica, com
aumento da fosforilagdo de Akt e P70S6K independentemente do estimulo ou ndo
com insulina. Os autores também revelaram que a exposicdo a insulina nessas
condigcbes elevou a expressao de mRNA dos transportadores de glicose GLUT1 e
GLUTZ2 e aumentou a captacao de glicose (Sepulveda-Quifienao et al., 2022).

Além disso, € possivel que essa resisténcia parcial aos GCs esteja
relacionada a menor expressao da isoforma GRa. Estudos mostram que a exposi¢cao
prolongada aos GCs leva a redugdo desse receptor, tanto por degradagao
proteossomal quanto por supressao na sintese de mRNA (Mifsud et al., 2016; Spies
et al., 2021). Adicionalmente, altera¢cées na SUMOilagdo do GR comprometem sua
funcao de transrepresséo, contribuindo para menor sensibilidade aos GCs (Hua et al.,
2016). Ainda, a participacdo de mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do
promotor do gene NR3C1, também podem reduzir a expressao do GRa em tecidos
periféricos (Mifsud et al., 2012).

Considerando seu papel essencial na regulagdo da homeostase glicémica, o
pancreas endoécrino pode representar um fator relevante para a homeostase glicémica
e comprometimento de sua massa ou funcado poderia apoiar a hiperglicemia
observada no ipGTT. O grupo exposto aos trés ciclos de tratamento com DEX foi o
unico normoinsulinémico, sendo os demais hiperinsulinémicos de maneira
reexposicdo dependente, neste caso maior o numero de exposicdo, menor a
hiperinsulinemia. A hiperinsulinemia induzida pela DEX decorre de um efeito
compensatorio a resisténcia a insulina, que exige ajustes celulares para suprir maior
resposta secretoéria (Rafacho et al., 2008; 2010; 2011), menor depuragéo hepatica de
insulina (Protzek et al., 2016) e aumento da massa de células 3 (Rafacho et al., 2009).

Embora tenhamos encontrado hiperinsulinemia em trés dos quatro grupos
tratados, os mecanismos compensatorios envolvidos parecem divergir. Nos grupos
expostos ao ultimo ciclo (grupo 90) ou dois ultimos ciclos (grupo 60+90), encontramos
um aumento na massa de células B, sugerindo uma adaptagdo morfofuncional,
conforme ja descrito em estudos com protocolos semelhantes (Da Silva et al., 2019;
Zimath et al., 2023). Por outro lado, no grupo 30+90 nao foi detectada expanséo da
massa de células 3, sugerindo que, neste grupo, a hiperinsulinemia decorre apenas
do aumento da capacidade secretdria das células 3, bem como, nos trés grupos, pelo

aumento da razao de células B/a. Os dados morfolégicos condisseram com os dados



51

bioquimicos, haja vista que a inalteragao da insulinemia se deu em concomitancia com
a inalteragdo da massa de células B nesse grupo. Ainda, apesar do aumento da fragao
endocrina no grupo 30+60+90, n&o houve incremento na massa de células a ou f3
isoladamente, indicando uma expansao proporcional de ambas, preservando a
proporg¢ao fisioldgica entre os tipos celulares

A exposicdo a doses elevadas de DEX esta associada com o acumulo de
glicogénio e triglicerideos hepaticos (Da Silva et al., 2019; Dos Santos et al., 2021;
Zimath et al., 2023). Mesmo em cenarios de resisténcia hepatica a insulina, a via da
lipogénese de novo permanece funcional e, diante da hiperinsulinemia, tende a ser
superativada, favorecendo o desenvolvimento de esteatose hepatica (Titchenell,
Lazar e Birnbaum, 2017; Rahimi, RajPal e Ismail-Beigi, 2020). Tais caracteristicas
morfologicas e bioquimicas foram encontradas nos grupos expostos a um ou dois
ciclos de tratamentos com DEX (90, 30+90 e 60+90) e corroboram estudos prévios do
laboratério usando o mesmo regime de tratamento (Da Silva et al., 2019; Zimath et
al., 2023).

Novamente, observamos que os animais expostos aos trés ciclos nao
desenvolveram agravamento dos desfechos hepaticos avaliados no estudo. Ha
evidéncia indicando que a predominancia da isoforma  na sinalizagcao do GC exerce
um efeito dominante-negativo sobre a isoforma aq, inibindo a sinalizagdo DEX-GR e,
consequentemente, reduzindo a transcricdo de genes classicos-alvo dos GCs, como
PEPCK e G6Pase (Vegiopoulos e Herzig, 2007; Nunes et al., 2013). De fato,
camundongos que foram transfrectados com a isoforma 3 apresentaram reducao da
expressao génica de G6Pase, PEPCK, PTEN e AKT2 (Marino et al., 2016).

Como ja discutido anterioremente, a isoforma  do GR pode exercer efeitos
independentes da presengca de GCs, com agdes insulinomiméticas em linhagens
celulares de hepatocarcinoma HepG2 (Sepulveda -Quifienao et al., 2022). Assim, o
fenodtipo observado no grupo 30+60+90 — com morfologia hepatica semelhante ao
grupo controle, apesar do tratamento com DEX — pode ser atribuido ndo apenas a
uma possivel menor acdo dos GCs, mas também ao potencial aumento da atividade
metabdlica positiva da isoforma . Isso forma um circulo vicioso em que auséncia de
hiperinsulinemia, enfraqueceria o tbnus para a lipogénese de novo e acumulo hepatico
de triglicerideos nesses animais.

Outro ponto que devemos considerar para a menor incidéncia de efeitos

metabdlicos adversos no grupo 30+60+90 seria inexisténcia de supressao do eixo
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HPA. Nos animais do grupo 30+60+90 ha elementos para supor que os receptores
mineralocorticoides estejam susceptiveis a corticosterona enddgena (maior neste
grupo do que nos demais expostos a DEX). A adicdo de corticosterona em um
tratamento com DEX em camundongos mitigou os efeitos da DEX, com reducgéo da
lipélise no tecido adiposo subcutaneo e atenuagao da hiperglicemia (Koorneef e
colaboradores (2022). Esses achados reforgam a hipétese de que a hipoativacéo de
MR — tipica do tratamento com DEX — pode contribuir para os desfechos metabdlicos
adversos, enquanto sua preservagédo, como observado no grupo 30+60+90, pode
atenuar tais efeitos.

Nossa hipotese de que a exposigao repetida a DEX ao longo da vida evocaria
desfechos mais deletérios foi refutada. O racional para uma possivel piora se baseava
em extensa literatura sobre “multiplos hits” e programag¢ao metabdlica, que aponta que
exposicdes repetidas a sobrecargas metabdlicas aumentam a suscetibilidade do
organismo a desfechos adversos subsequentes. Ainda, ja foi demonstrado, em
animais adultos, que alteracdes induzidas pela DEX podem ser revertidas apos sua
suspensao (Rafacho et al., 2010a; Zimath et al. 2023). Nossos achados abrem
caminho para o cenario de hormese, onde ocorre uma adaptacdo metabdlica
suficiente ao ponto de construir resiliéncia. Esse conceito foi anteriormente explorado
em células B sob condigdes de glicolipotoxicidade e estresse oxidativo e foi sugerido
que mecanismos de defesa celular evitariam a faléncia destas células e,
possivelmente protegeriam contra o desenvolvimento de DM2 (Li; Stojanovski;
Maechler, 2012; Kolb; Eizirik, 2012). Tais achados nao estdo descritos no contexto do
uso de GCs.

Guardadas limitagdes de extrapolagao, nossos dados sugerem um efeito néo
monotdnico relacionado ao uso repetido de DEX, efeitos nao relacionados a diferentes
concentragbes do farmaco, mas ao que parece, ha uma resposta diferencial em
funcao da frequéncia e momento da exposicdo a DEX. No momento hipotetizamos
que esta configuragéo se deve a uma resisténcia ao GC.

Embora nossos achados parecam benéfico sob a otica metabdlica, é
fundamental destacar que a resisténcia aos GCs representa, por si s6, uma condigcao
potencialmente preocupante. Esse desfecho pode representar riscos tao significativos
quanto os efeitos diabetogénicos da DEX per se. A resisténcia implicaria na
necessidade de doses progressivamente maiores para alcancar efeitos terapéuticos

(taquifilaxia), o que comprometeria a seguranga farmacolégica e aumentaria o risco
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de efeitos colaterais. Além disso, poderia comprometer a eficacia terapéutica da DEX
em tratamentos futuros, nos quais o uso desse farmaco seja imprescindivel para o
manejo de diversas condi¢des clinicas.

Dessa forma, nossos achados reforcam a importancia de se considerar ndo
apenas os efeitos imediatos da DEX, mas também o impacto cumulativo de
exposicoes prévias ao longo da vida. O uso recorrente e prolongado de GCs pode
gerar um cenario de dessensibilizacdo que, apesar de mitigar efeitos deletérios em
curto prazo, pode comprometer seriamente a resposta terapéutica futura — tornando

essencial uma abordagem cautelosa quanto a prescricao frequente desses farmacos.
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6 CONCLUSAO

Exposi¢cdes repetidas, desde que iniciadas na primeira infancia,
comprometem o crescimento dos animais, enquanto atenuam os desfechos
metabdlicos na vida adulta. A despeito de qual seja o mecanismo subjacente, &
importante considerar tais achados no contexto clinico, visando mitigar prejuizos no

crescimento bem como a necessidade de superdosagem futura.
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APENDICE A - LIMITAGOES

Inicialmente, o projeto também contou com avaliagées comportamentais nos
animais, que se estenderiam para avaliagdes morfologicas post-mortem. Contudo, por
questdes metodoldgicas esse eixo do trabalho nao foi continuado. Foram conduzidos
testes comportamentais de splash, campo aberto (CA) e labirinto em cruz elevado
(LCE) nos animais nos ciclos de 30, 60 e 90 dias, reexpondo os animais aos aparatos
ao longo dos trés ciclos. Contudo, ao realizar os testes de CA e LCE no ciclo de 60
dias, observamos que o grupo controle apresentou redugao significativa na locomogéao
total, na locomogao e tempo gasto no centro do campo aberto, bem como menor
tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto. Esses efeitos foram ainda
mais pronunciados quando os testes foram repetidos no ciclo de 90 dias.

Ambos os testes, em especial o LCE, envolvem um componente de novidade
que influencia o comportamento exploratério dos animais. A medida que os animais
sao expostos repetidamente ao mesmo aparato, ocorre um processo de aprendizado
que pode modificar suas respostas comportamentais. No caso do LCE, esse
fendmeno € denominado one-trial tolerance, no qual a reexposicdo em dois dias
consecutivos resulta em mudangas comportamentais devido ao aprendizado prévio
(Bertoglio; Carobrez, 2000). Em nosso protocolo, os animais foram reexpostos ao
mesmo aparato em trés momentos distintos, porém com intervalo de 30 dias entre as
sessoes. Optamos por esse desenho experimental baseando-nos em estudos prévios
que utilizaram metodologias semelhantes (Tucker; McCabe, 2017; Schrader et al.,
2018) com o objetivo de acompanhar longitudinalmente o comportamento dos animais
ao longo do tempo, ainda que o foco principal da analise estivesse na comparagao

transversal ao término dos 90 dias.

Foi possivel observar uma reducao progressiva na performance dos animais
ao longo dos testes, a qual pode, em parte, ser atribuida ao processo de familiarizagao
com os aparatos. No entanto, encontramos uma marcante diminuicdo na locomog¢ao
e auséncia quase completa de permanéncia nos bragos abertos no LCE, indicam que
outros fatores podem ter contribuido para esse resultado, exigindo uma analise mais

aprofundada.

Um fator ambiental relevante foi a ocorréncia de um periodo de frio intenso

durante a execucao dos testes. As instalagdes utilizadas ndo estavam equipadas
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adequadamente para controlar a temperatura, o que resultou na exposicao dos
animais a temperaturas proximas de 15 °C antes e durante os testes, mesmo com o
uso de aquecedores nos biotérios. E amplamente reconhecido que a zona de
termoneutralidade para roedores situa-se em torno de 26 °C e que exposi¢coes
prolongadas a 15 °C podem atuar como um estressor significativo, sendo inclusive
utilizadas como modelo experimental de estresse em estudos com roedores
(Romanosvsky; lvanov; Shimansky, 2002; Hu; Liu; Li, 2022; James, Olejniczak,
Repasky, 2023).

Dessa forma, é plausivel considerar que os animais estavam submetidos a um
estado de estresse térmico durante a realizagdo dos testes comportamentais, o que
comprometeu a validade dos dados obtidos. Consideramos que o grupo controle foi
impactado, o que inviabiliza sua utilizacdo como referencial confiavel. Além disso,
como todos os grupos experimentais foram igualmente expostos as baixas
temperaturas, esse fator constitui uma importante limitagdo metodolégica do presente

estudo.

Diante dos resultados observados e das limitagbes metodologicas
identificadas, optou-se por ndo dar continuidade a avaliagdo comportamental neste
estudo. A impossibilidade de validagao de testes fundamentais, como o CA e o LCE,
comprometeu significativamente a interpretacdo dos dados comportamentais.
Considerando a relevancia desses testes para a analise de parametros relacionados
ao comportamento do tipo ansioso, defensivo e exploratério, consideramos inviavel
prosseguir com esse eixo de avaliagdo. Assim, decidiu-se dar continuidade no
desenvolvimento e analise dos parametros metabdlicos do trabalho, os quais

permaneceram tecnicamente viaveis e consistentes ao longo do experimento.
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‘{ UNIVERSIDADE FEDERAL Universidade Federal de Santa Catarina
DE SANTA CATARINA

Comisséo de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da exposicdo repetida a dexametasona ao longo da vida sobre a
homeostase glicémica e lipidica de ratos ", protocolada sob o CEUA n2 8396201023 (b 002603), S0b a responsabilidade
de Alex Rafacho e equipe; Carolina Peixe - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta
de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na
reunido de 14/02/2024.

We certify that the proposal "Effects of repeated exposure to dexamethasone throughout life on glycemic and lipid
homeostasis in rats", utilizing 77 Heterogenics rats (77 males), protocol number CEUA 8396201023 (ip 002603), under
the responsibility of Alex Rafacho and team; Carolina Peixe - which involves the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as
with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED
by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of
02/14/2024.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 03/2024 a 02/2026  Area: Farmacologia

Origem:  Biotério Central
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 21 a 25 dias Quantidade: 77
Linhagem: Ratos Wistar (Rattus norvegicus) Peso: 60a100g

Florianépolis, 13 de junho de 2025
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Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 701 - Trindade - Florianépolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6094
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: ceua.propesg@contato.ufsc.br
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