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RESUMO

A Prednisona € um dos medicamentos mais procurados para uso por conta de seu facil acesso
e baixo custo. Entretanto, em condic¢des especiais como a gestacao, o uso deste glicocorticoide
pode afetar negativamente o perfil glicémico e perfil imunoldgico um individuo. Desta forma,
0 objetivo foi avaliar os efeitos do tratamento com Prednisona no perfil glicémico e leucograma
em ratas prenhes, administrada antes e durante a prenhez. Foram utilizadas ratas Wistar
distribuidas em trés grupos, com numero amostral minimo de 12 animais/grupo: CONT - ratas
tratadas com veiculo (SyrSpend SF®) antes e durante a prenhez; PRED1 - tratadas com
Prednisona 5 mg/mL antes e veiculo durante a prenhez e PRED? - tratadas com Prednisona 5
mg/kg antes e durante a prenhez. O tratamento foi realizado via gavage, diariamente. Na etapa
prévia a prenhez (15 dias), foram mensurados o leucograma e o teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG), sequidos dos valores da area sob a curva glicémica (ASC). Em seguida, todas as ratas
foram postas para acasalar e, com diagndstico positivo de prenhez, iniciou-se a etapa de prenhez
(21 dias), onde os mesmos parametros anteriores foram analisados. No dia 21 de prenhez, todas
as ratas foram mortas e dessangradas para mensuragdo de imunoglobulinas IgG e IgM. O TOTG
nao mostrou diferengas entre os grupos, exceto uma queda aos 60’ no grupo PRED?2, além de
uma queda de IgG sérico, ambos no periodo de prenhez. Para o leucograma antes da prenhez,
o0 grupo PRED mostrou diminuicao de leucdcitos totais e linfdcitos, e durante a prenhez, o grupo
PRED?2 apresentou aumento nos segmentados, bastonetes e eosinéfilos; além de diminuicao de
leucdcitos, linfécitos e mondcitos. Na avaliagdo fetal foram encontradas alta porcentagem de
células indiferenciadas. A partir dos resultados observados, a utilizacdo da Prednisona com dose
de 5 mg/Kg antes e durante a prenhez alterou o perfil imunolégico, com queda leucocitaria e
de imunoglobulinas 1gG. Indicando imunossupressdo. I1sso sugere cautela em seu uso durante o

periodo gestacional.

Palavras-chaves: hiperglicemia; imunossupresséo; glicocorticoide; gravidez.
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1. INTRODUCAO

Os corticosteroides s&o hormonios esteroides circulantes naturais, produzidos a partir
do colesterol. Sdo secretados conforme a necessidade do organismo em resposta ao estresse,
pelo cortex da glandula adrenal, mais especificamente na regido da zona fasciculada, controlada
pelo eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal sob influéncia do hormdnio adrenocorticotrofico
(ACTH) (COSTA, 2018). Estas substancias podem ser classificadas em: glicocorticoides
(cortisol), mineralocorticoides (aldosterona) e os hormonios sexuais (androgénios), sendo que
o cortisol é o glicocorticoide enddgeno mais comumente secretado pelo homem, sendo
observadas altas concentracdes em situacGes de estresse fisioldgico (HEMING, 2018).

A primeira sintetizagdo de um esteroide adrenocortical (cortisol) aconteceu em 1937
pelo grupo de estudos do quimico polonés Tadeusz Reichstein, o qual foi utilizado para
tratamento da doenca de Addison (insuficiéncia adrenal primaria). No ano de 1948, um médico
reumatologista, Philip Hench aplicou esta substancia em um paciente com artrite reumatoide.
A partir de entdo iniciaram-se as pesquisas com o objetivo de observar os beneficios e efeitos
indesejaveis do medicamento, bem como ajuste da dosagem ideal, de acordo com a necessidade
e sintoma do paciente (KATER, et al., 2007). Na década de 1950, estas adequac6es que foram
realizadas na molécula do cortisol resultaram em uma nova classe de farmacos, o0s
glicocorticoides sintéticos, podendo citar entdo, a Prednisona, Prednisolona, Dexametasona e a
Metilprednisona (LONGUI, 2007). Estes glicocorticoides sintéticos possuem baixa afinidade
do horménio com as proteinas plasmaticas, resultando em uma maior fracdo livre e
consequentemente uma maior atividade bioldgica. Estes farmacos sdo aplicados no tratamento
de pacientes portadores de doencas inflamatérias, alérgicas, imunolégicas e reumatoldgicas
(ROMANHOLI & SALGADO, 2007; ALMEIDA et al., 2020).

Dentre os glicocorticoides de acdo intermediaria mais utilizados na pratica clinica
encontra-se a Prednisona, sendo uma molécula inativa a qual sofre biotransformacéo hepatica,
convertendo-se entdo em prednisolona, sua forma terapéutica ativa. As quantidades da
prednisolona no organismo humano podem ser verificados depois de 30 minutos de sua
administracdo oral, sendo que os picos de concentra¢do plasmatica podem ser observados de 1
a 3 horas e sua meia vida plasmatica é de aproximadamente 3 horas. Ao ser utilizado via oral,
este medicamento é farmacologicamente inerte e requer metaboliza¢do hepatica para produzir
sua forma terapeuticamente ativa, em prednisolona (Figura 1), pela acdo da enzima 11-beta-
hidroxiesteroide-desidrogenase, hidroxilando a prépria molécula (CAIN & CIDLWOSKI,
2017; ANVISA, 2019).
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Figura 1. Estrutura quimica da Prednisona e Prednisolona e a conversdo entre ambas.
Fonte: Xu et al., 2007.

A principio, a Prednisona foi muito empregada em terapias contra artrite reumatoide;
posteriormente aplicada a tratamentos dermatoldgicos, enddcrinos, oncoldgicos, oftalmicos,
doencas autoimunes, maturacdo pulmonar fetal, podendo exemplificar também sua utilizacdo
em pacientes transplantados por conta de sua acao imunossupressora (FINAMOR, 2002).

Uma vez que sdo numerosas as aplicagdes deste farmaco, seus regimes de tratamento
também s&o muito diversificados. A dose, tempo de tratamento e modo de administragdo devem
ser adequados conforme as condicdes clinicas (sexo, idade, doenca especifica, dieta, etc.) de
cada paciente, tornando a escolha do regime de tratamento individual, o que exige
acompanhamento clinico rigoroso, principalmente, quando € necessario seu uso durante a
gestacdo (ARAUJO et al., 2015).

Sabendo destes inumeros beneficios para tais condicdes patoldgicas, 0 consumo de
medicamentos em muitas situacdes ainda ocorre de forma indiscriminada, um tépico importante
no setor de saude publica. Esta situacdo pode ser observada inclusive no Brasil, por ser um pais
em desenvolvimento e apresentar dificuldade de acesso a sade e informacao, fazendo com que
o0 paciente fique exposto a rea¢cdes adversas pelo uso inadequado e indiscriminado de farmacos
(ROCHA et al., 2013).

A utilizacdo indiscriminada de medicamentos no periodo gestacional sdo situagdes
muito comuns que trazem uma enorme preocupacdo. Existem medicamentos que sdo
considerados teratogénicos, por causarem danos ao feto; sejam eles: malformaces estruturais,
alterac6es funcionais como déficit do crescimento ou distirbios comportamentais com retardo
mental (MONTES, 2017). Mesmo sendo apresentadas evidéncias a respeito da toxicidade da
automedicacéo na gravidez, esta € uma pratica comum, podendo trazer um risco maior em casos

de uso ndo intencional, quando a gravidez ainda ndo é conhecida. Portanto, 0 uso de
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medicamentos neste periodo deve ser feito com muito conhecimento e cautela (CAMPOS et
al., 2007), desta forma desperta um grande interesse nesta area de estudo cientifico.

O consumo de medicamentos por gestantes pds-se em pauta apés o periodo entre 1950
e 1960, onde em torno de 10 mil criangas nascidas neste intervalo de tempo, apresentaram
focomelia, dentre outras malformacgfes congénitas, devido a prescricdo inadequada de
talidomida a gestantes que se queixavam de enjoo a seus médicos (CASTRO, et al., 2004).
Apbs o ocorrido a agéncia norte-americana Food and Drug Administration (FDA) em 1979,
estabeleceu um protocolo, onde mostra que é necessario haver um cuidado especial com as
gestantes, as quais séo consideradas um grupo de risco.

Desta forma, foram estabelecidos protocolos a serem seguidos para a liberagéo e
comercializacdo de medicamentos em geral. Desde entdo, a realizacdo de pesquisas envolvendo
a fase gestacional associada a farmacos, tém sido constantes, a fim de aperfeicoar ainda mais
esta pratica, buscando novas estratégias que proporcionem o bem-estar da mée e do filho
(RAMOS et al., 2008). Além disso, os medicamentos foram classificados de acordo com seus
efeitos indesejaveis em gestantes; caracterizados entdo por classe A, B, C, D e X, sendo que a
Prednisona entra no grupo de classe C, enquadrando-se como ac¢édo intermediaria ao organismo
(PEREIRA et al., 2007; RIBEIRO, et al., 2013).

Um fato preocupante é o de que as mulheres tém cada vez mais engravidado
tardiamente, aos 30 e/ou aos 40 anos. Nesta fase da vida, € comum o desenvolvimento de
hipertensdo, Diabetes mellitus e até mesmo doencas imunoldgicas as quais levam a necessidade
do uso regular de medicamentos, sendo que, nessas situacdes o uso destes € dificilmente
dispensado (KORENA et al., 2018).

O estudo de Areia (2018) mostra que a corticoterapia, associada ao periodo pré-natal,
pode diminuir o risco de mortes neonatas, na hemorragia intraventricular e diminui a incidéncia
de enterocolite necrotizante, além de ser muito utilizada para maturacdo pulmonar fetal, porém
a utilizacdo recorrente da corticoterapia pode trazer riscos. Além disso, h& casos em que a mae
faz 0 uso da medicagdo no primeiro trimestre da gravidez, periodo em que geralmente a
gestacéo ainda ndo foi descoberta, o que pode trazer um risco maior para a mae e o feto, pois
este é considerado um periodo critico da gestacdo. E nesta fase que ocorre a formagéo de
estruturas essenciais para o desenvolvimento fetal, e caso a medicacdo seja ingerida neste
periodo pode provocar malformacdes (LUNARDI-MAIA, 2014).

A utilizac&o da corticoterapia durante o periodo pré-natal € comum em gestantes com
risco de partos prematuros, entretanto podem diminuir o risco de morte no periodo neonato,

apresentar menor indice da sindrome do desconforto respiratorio, menores taxas de hemorragia
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intracraniana e auxiliar na maturacdo pulmonar fetal. Todavia, seu uso ndo é isento de riscos.
Caso sejam utilizados a longo prazo, ja foi evidenciado que o uso destes glicocorticoides podem
acentuar ainda mais os efeitos adversos maternos e neonatos (CAl, 2019), destacando-se por
exemplo na interferéncia do metabolismo geral do individuo (principalmente no de
carboidratos), podendo levar ao desenvolvimento de quadros de hiperglicemia temporéria, ou
ainda, casos mais graves, como resisténcia a insulina (BAVARESCO, 2005). Desta forma, a
monitoracdo glicémica de um paciente que faz uso desta classe de medicamentos torna-se
necessaria (ANTONOW, 2016). Por exemplo, em um estado diabético, os efeitos colaterais
destas drogas podem ser agravados, sobretudo no metabolismo da glicose, visto que estas
drogas podem antagonizar vérias acGes periféricas da insulina (DAMIANI et al., 2001).

Além disso, Solano (2019) mostrou que a fungdo do sistema imunoldgico € atuar na
defesa contra agentes externos infecciosos ao organismo, podendo ser microrganismos e até
mesmo contra substancias toxicas. Desta forma, o sistema imunoldgico na gestacdo apresenta
caracteristicas complexas que de certa forma podem dificultar a compreenséo do fato do enxerto
placentario ocorrer com sucesso; uma vez que, este poderia ser visto como um “corpo estranho”
pelo sistema imunoldgico, mais especificamente um enxerto semi-alogénico, pelo fato de haver
também uma heranca paterna (PEREIRA et al., 2005). A principio, esta caracteristica foi
atribuida pelo fato de haver uma separacdo, ou uma barreira placentéria que impediria o contato
entre compartimentos maternos e fetais.

Diante disso, buscando melhor compreender os mecanismos envolvidos no tratamento
com glicocorticoides na gestacdo, torna-se de grande interesse investigar um modelo
experimental com ratas tratadas com Prednisona antes e/ou durante a gestacao, a fim de estudar
seus efeitos bioldgicos positivos e/ou negativos na prenhez, levando-se em conta o perfil da
glicemia materna e a resposta imunoldgica tanto materna quanto fetal. Desta forma, a hipétese
deste estudo é que ocorram alteracdes biologicas maternas e fetais em ambos os tipos de
tratamento da Prednisona em ratas, uma vez que a acdo deste medicamento pode levar as

alteracOes na sensibilidade insulinica em tecidos periféricos e no perfil imunolégico celular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da Prednisona, administrada antes e/ou durante a prenhez, no perfil

glicémico e imunolégico de ratas prenhes.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do tratamento com Prednisona antes e/ou durante a prenhez quanto

aos:

e Parametros imunolégicos — contagem total e diferencial de leucdcitos, e

imunoglobulinas séricas (IgM e IgG) maternos e fetais.

e Parametros glicémicos — teste oral de tolerancia a glicose materno e &rea sob a curva

glicémica;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Araguaia (CEUA-Araguaia), sob o protocolo n® 23108.021399/2019-88, da Universidade
Federal de Mato Grosso (Anexo 1) e realizado de acordo com as resolugdes especificas da
Bioética em Experimentos com Animais (Resolu¢do Normativa do CONCEA n° 23, de
23/07/2015).

3.2 Medicamento e veiculo

Foi utilizado medicamento manipulado por profissional farmacéutico, obtido de uma
farmécia local, na formula de 5,0 mg de Prednisona para 1,0 mL de Syrspend® para as ratas
tratadas com o farmaco e apenas Syrspend® puro para as ratas tratadas com veiculo, todos na
forma liquida. Em todo o periodo experimental de tratamento, o0 medicamento utilizado foi
sempre obtido do mesmo local e dentro do prazo de validade vigente.

3.3 Animais e critério de inclusao

Foram utilizados ratos e ratas adultos da linhagem Wistar, em idade reprodutiva (90 dias
de vida), do Laboratério de Fisiologia de Sistemas e Toxicologia Reprodutiva (FisioTox) —
Campus Universitario de Araguaia— UFMT. Permaneceram em gaiolas coletivas de polietileno
com capacidade maxima de cinco animais, em temperatura ambiente regulada em 25°C+2,
fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa entre 45% a 55% e receberam agua filtrada e racédo
ad libitum.

Inicialmente, foram utilizadas apenas ratas Wistar (n=45). Como este estudo esta
relacionado ao tratamento de medicamento a base de glicocorticoides, € importante que estas
ratas apresentem uma tolerancia a glicose normal, ou seja, que inicialmente seu organismo
responda adequadamente a secrecdo e acdo da insulina enddgena. Para isso, foi realizado o teste
oral de tolerancia a glicose (TOTG) em todas as ratas, com a metodologia adaptada de Moura
etal. (2002), inicialmente realizada no inicio da manha. Todas as ratas foram deixadas em jejum
de 6 horas e foi coletada uma gota de sangue periférico para determinacdo glicémica em
glicosimetro convencional (tempo 0). Em seguida, as ratas receberam solucéo de glicose (200
g/L) por via oral na dose de 2,0 g/Kg de peso corporeo. Apos 30, 60 e 120 minutos de
administracdo desta solugéo, outras glicemias também foram determinadas (NOGUEIRA et al.,

1990). As ratas que apresentaram trés ou quatro valores glicémicos abaixo de 140 mg/dL foram
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consideradas inclusas no estudo, sendo consideradas com tolerancia a glicose normal
(DALLAQUA et al., 2012). Por outro lado, ratas que contrariaram 0 proposto anteriormente,

foram consideradas excluidas do estudo.

3.4 Sequéncia experimental

A sequéncia experimental segue com as etapas de tratamento (pré-prenhez,
acasalamento e prenhez), coletas de dados e materiais bioldgicos para posteriores analises

(Figura 2).

Tratamento Tratamento
pre-prenhez prenhez

Edias

[ Grupo Tratado )
h (PREDI) n=14
Gl'l]p'D Tratado (S}:rpgnd@)
(PRED) n=27 ~
-adni Grupo Tratado
Ratas Wisiar (Prednisona) {PREDZ) n=13
n=45 i (Prednisona) )
Grupo Controle Grupo Controle
(CONT) n=13 (CONT) n=12
(Syrpend®) (Syrpend® )

Figura 2. Estrutura experimental.

3.4.1 Periodo de tratamento pré-prenhez

Neste periodo, todas as ratas foram distribuidas de forma randomizada formando
inicialmente (mas nédo totalmente definitivo) dois grupos experimentais.

« Grupo controle (CONT), n= 13: ratas tratadas oralmente com o veiculo Syrpend®
por 15 dias.

» Grupo tratado (PRED), n= 27: ratas tradas oralmente com Prednisona dissolvida no
Syrpend® (5 mg/Kg/dia) por 15 dias.

O Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) (com metodologia descrita no item 3.3)

foi avaliado no 15° dia de tratamento, além da avaliagdo do leucograma. Na coleta dos valores
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glicémicos durante o TOTG, foi construida uma curva glicmica que mostra todo o transcorrer
deste monossacarideo durante o tempo de teste, obtendo desta forma a area sob a curva (ASC)
de cada grupo experimental, utilizando-se 0 método trapezoidal (TAI, 1994).

As amostras de sangue para os leucogramas das ratas foram obtidas por acesso
periférico, através de puncédo da veia caudal. A técnica usada foi adaptada da metodologia de
Leandro et al. (2006), utilizando cdmara de Neubauer, sendo as amostras de sangue diluidas na
proporcdo de 1:20 em liquido de Turk. O material obtido foi homogeneizado em agitador
magnético por 45 segundos e assim foi realizada a contagem total de leucdcitos em
microscopios de luz. A contagem diferencial das células leucocitérias foi obtida em esfregacos
sanguineos fixados e corados com Pandtico (Laborclin®), que permite a diferenciacdo celular.
Apds secagem da lamina foi realizada a contagem diferencial dos leucdcitos em microscopio

de luz utilizando-se objetiva de imersdo em 0leo.

3.4.2 Periodo de acasalamento

Todas as ratas foram postas para acasalamento, onde foram distribuidas quatro a quatro
em gaiolas coletivas de polietileno, na presenca de um rato macho durante o periodo noturno.
Na manha subsequente, 0os machos foram retirados e os esfregacos vaginais foram coletados.
Os critérios indicativos de prenhez foram a presenca de espermatozoides e o diagnostico da fase
estro do ciclo estral, sendo este considerado o dia zero de prenhez. As ratas que ainda néo
apresentarem o diagndstico de prenhez continuaram recebendo o tratamento do seu respectivo
grupo, CONT e PRED, por até no maximo seis dias. As fémeas que ndo acasalaram neste

periodo foram consideradas inférteis e excluidas do estudo (DALLAQUA et al., 2012).

3.4.3 Periodo de prenhez

A partir do dia 0 de prenhez, as ratas do grupo PRED foram aleatoriamente subdivididas
em 2 grupos, enquanto o grupo CONT se manteve 0 mesmo. Ao total, trés grupos experimentais
foram utilizados neste estudo, com um ndmero amostral minimo de 12 ratas:

« Grupo controle (CONT): ratas CONT ainda tratadas oralmente com o veiculo
Syrpend® durante a prenhez (21 dias).

» Grupo tratado 1 (PRED1): ratas PRED agora tratadas oralmente com veiculo
Syrpend® durante a prenhez (21 dias).

» Grupo tratado 2 (PRED?2): ratas PRED ainda tratadas oralmente com Prednisona

dissolvida no Syrpend® (5 mg/Kg/dia) durante a prenhez (21 dias).
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Decorrendo o tratamento em todas as ratas, 0 TOTG com a obtencdo de seu ASC; e
leitura do leucograma foram novamente aplicados neste experimento no 17° e 21° dias da
prenhez, respectivamente, com suas descri¢cdes metodologicas encontradas nos itens 3.3 e 3.4.1,
respectivamente.

Na manha do 21° dia de prenhez, todas as ratas foram anestesiadas com acepromazina
(ACEPRAN®) a 1% e em seguida submetidas a dessangramento. A maior parte do sangue foi
coletada em tubos de ensaio livre de anticoagulantes, mantidas em repouso por 30 minutos e
depois centrifugada a 1300 x g por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
recolhido como soro e armazenado a -80°C para posterior determinagdo de imunoglobulinas
séricas. A menor fracdo do sangue foi separada para leitura do leucograma.

Em seguida, foi realizada a laparotomia com exposi¢cdo dos cornos uterinos, com
retirada imediata dos fetos para coleta do sangue total (decapitacdo imediata) para posterior
andlise do leucograma e imunoglobulinas séricas fetais, utilizando-se o pool do sangue de dois
fetos aleatorios por mée dentro de cada grupo.

As concentracGes das imunoglobulinas IgM e 1gG maternas e fetais foram mensuradas
utilizando soro sanguineo, obtido do sangue total, através do método de imunoturbidimetria
utilizando-se kits bioquimicos Wiener® e as amostras também foram lidas no espectrofotdmetro
de luz Bioplus-2000. Esta metodologia segue na diminui¢do da luz ao passar por um complexo
antigeno-anticorpo, ou seja, 0 quanto a solugcdo antigeno-anticorpo absorve da luz e o quanto
ela deixa passar (YOUNG, 2000).

3.5 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio-padrdo. Para os parametros analisados
no periodo pré-prenhez, foi utilizado o teste t de Student (CONT x PRD). Para os valores
obtidos no periodo de prenhez, foi utilizada analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Tukey (CONT x PRD1 x PRD2) (VIEIRA, 1997). As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

Para este estudo experimental foram utilizadas um total de 40 ratas, onde inicialmente
13 representaram o grupo CONT e 27 o grupo PRED. Apo6s o acasalamento, o grupo PRED foi
subdividido, em PRED-1 e PRED-2, contendo 14 e 13 ratas, respectivamente, desta forma este
estudo cumpre o nimero minimo de animais exigidos. As 6 ratas que ndo participaram deste
experimento foram excluidas por ndo apresentarem diagnostico positivo de prenhez no tempo
maximo proposto (item 3.4.2).

A Figura 3 mostra as curvas glicémicas do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)
realizados no dia 15 no tratamento do periodo pré-prenhez (gréafico A) e no dia 17 do periodo
de prenhez (gréafico B), bem como suas respectivas areas sob a curva glicémica (ASC). Nao
houve diferengas entre as glicemias entre os tempos 120’ e 0’ de todos os grupos estudados,
mas foi observado aumento glicémico no tempo 30 minutos em relacdo ao jejum (tempo 0) de
todos os respectivos grupos, em ambos os periodos experimentais. Além disso, no tempo 60’
houve também um aumento glicémico comparado ao jejum para os grupos CONT e PRED
(periodo pré-prenhez, grafico A) e CONT e PRED1 (periodo prenhez, grafico B). Quando se
comparam as glicemias entre 0s grupos experimentais, aos 60’ ¢ visto que 0s grupos de prenhez
CONT e PRED1 possuem maiores glicemias em relagdo ao grupo PRED2 (gréfico B). Os
valores da ASC ndo mostraram diferencas entre quaisquer grupos, em ambos 0s periodos

experimentais.
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Figura 3: Teste oral de tolerancia a glicose e sua respectiva area sob a curva (ASC) nos periodos pré-
prenhez (A) e prenhez (B) de ratas tratadas apenas com veiculo (CONT), com Prednisona e em seguida
Prednisona e veiculo (PRED e PREDL, respectivamente) ou apenas Prednisona (PRED e PRED?2).

*p<0,05, diferente do tempo 0, mesmo grupo; #p<0,05, diferente do grupo CONT e PRED1, mesmo tempo

glicémico (ANOVA, seguido do teste de comparacGes multiplas de Tukey)
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A Tabela 1 mostra o leucograma das ratas antes do acasalamento. O grupo PRED
apresentou aumento da contagem diferencial de segmentados, bastonetes, eosinodfilos e

monacitos, além de uma reducéo de leucdcitos totais e linfocitos.

Tabela 1. Média e desvios-padrdo do leucograma de ratas tratadas com o veiculo (CONT) ou
com Prednisona (PRED), por 15 dias, antes da prenhez.

CONT PRED
Leucdécitos (103/mm?3) 11,65 +2,50 8,23+0,99 *
segmentados (10%/mm3) 1,15+ 0,25 2,40+0,21*
(8-14%) (21-27%)
bastonetes (103/mm3) 0,50 + 0,07 0,90+0,13*
(4-7%) (7-11%)
eosindfilos (103/mm3) 0,19 £ 0,07 0,39+0,16 *
(1-3%) (2-5%)
linfcitos (103/mm?3) 7,22 £0,26 490+0,45*
(69-75%) (44-54%)
mondcitos (103/mm?) 0,91 +0,09 1,40 +£0,28 *
(8-11%) (11-17%)
baséfilos (103/mm?) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
(0%) (0%)

* p<0,05 — Diferente do grupo CONT (teste t de Student).

As contagens celulares ao final da prenhez do leucograma materno e fetal estdo na
Tabela 2. Embora as contagens de baséfilos ainda ser resultado nulo nos grupos, as contagens
de bastonetes e mondcitos foram aumentados no grupo PRED1, comparado ao CONT. Além
disso, as ratas PRED2 mostraram um aumento nos segmentados, bastonetes e eosinofilos, além
de uma diminuicdo de leucdcitos, linfocitos e mondcitos, quando comparadas as ratas PREDL.
Em comparacéo ao grupo CONT, o grupo PRED2 mostra apenas aumento nos bastonetes e
eosindfilos, mas ainda persiste a diminuigéo de linfdcitos.

Para as contagens celulares fetais, os fetos PRED1 e PRED2 diminuiram a contagem de
segmentados e PRED2 nos linfécitos, ambos comparados aos fetos CONT. Além disso, ndo
foram encontradas leituras de leucdcitos, bastonetes, eosindfilos, mondcitos e basofilos;
entretanto foram encontradas alta porcentagem de células indiferenciadas (Cl) (Figura 4), o que

n&do ocorre nos resultados maternos, mesmo assim néo possuem diferenga entre 0s grupos.
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Tabela 2. Média e desvios-padrdo do leucograma de ratas tratadas com veiculo (CONT), com

Prednisona e veiculo (PRED1) ou apenas Prednisona (PRED?2) por 21 dias, durante a prenhez.

CONT PRED1 PRED2
Leucdécitos (103/mm?3)
materno dia 21 prenhez 7,37 £ 2,45 6,75+ 2,19 5,32 +1,64*
Fetal 19,85 + 8,18 13,73 +5,15 19,08 £ 5,07
segmentados (10%/mm3)
materno dia 21 prenhez 2,20+0,41 2,06 £0,34 251+0,35#
(18-27%) (16-24%) (21-29%)
Fetal 0,22+0,11 0,01+ 0,03 * 0,0*
(0-4%) (0-2%) (0%)
bastonetes (103/mm3)
materno dia 21 prenhez 0,61+0,17 0,85+0,20 * 1,40 £ 0,26 *#
(4-8%) (6-11%) (11-17%)
Fetal 0,0 0,0 0,0
(0%) (0%) (0%)
eosinofilos (103/mm?)
materno dia 21 prenhez 0,13+£0,09 0,18 +0,11 0,40 £ 0,11 *#
(0-3%) (0-3%) (2-6%)
Fetal 0,0 0,0 0,0
(0%) (0%) (0%)
linfocitos (103/mm?)
materno dia 21 prenhez 6,11+ 0,74 6,04 £ 0,74 4,51 £ 0,55 *#
(53 — 69%) (52-68%) (39-51%)
Fetal 1,68 £ 0,15 157+0,18 1,01+£0,14 *#
(14-18%) (13-14%) (8-12%)
mondcitos (103/mm3)
materno dia 21 prenhez 0,96 £ 0,25 1,47 +0,37 * 1,16 £ 0,23 #
(6-12%) (10-18%) (9-14%)
Fetal 0,0 0,0 0,0
(0%) (0%) (0%)
basofilos (103/mm3)
materno dia 21 prenhez 0,0 0,0 0,0
(0%) (0%) (0%)
Fetal 0,0 0,0 0,0
(0%) (0%) (0%)
Células indiferenciadas fetais (103/mm?3) 8,10+0,18 8,39 +0,17 9,0+0,12
(79-83%) (81-85%) (88-92%)

* p<0,05, diferente do grupo CONT; # p<0,05, diferente do Grupo PRED1 (ANOVA seguido de teste de

comparacdes multiplas de Tukey).
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Figura 4: Fotomicroscopia de ldmina para o leucograma fetal (grupo CONT).

Linf: Linfocito; Neut: Neutrdéfilo; Cl: Células indiferenciadas.

As avaliagdes séricas de imunoglobulinas ao final da prenhez das ratas estdo
mostradas na Tabela 3. Embora ndo houve diferengas dos valores no grupo PREDL, as ratas
PRED2 mostraram uma queda das taxas de 1gG materno, comparadas com 0s outros dois
grupos. Além disso, ndo houve diferencas das imunoglobulinas avaliadas nos fetos de todos os

grupos experimentais.

Tabela 3. Média e desvios-padréo de imunoglobulinas G (IgG) e M (IgM) materno e fetal de
ratas tratadas apenas com veiculo (CONT), com Prednisona e veiculo (PRED1) ou apenas
Prednisona (PRED?2), por 21 dias durante a prenhez.

CONT PRED1 PRED2
Sangue materno
IgG (g/L x 10°%) 38105 34+0,7 1,9+0,7 *#
IgM (g/L x 10°3) 140+2,5 13,5+3,3 12,8+3,1
Sangue fetal
1gG (g/L x 107%) 03+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
IgM (g/L x 10°%) 51+0,9 52+1,0 6,0+17

* p<0,05, Diferente do grupo CONT; # p<0,05, Diferente do Grupo PRED1 (ANOVA seguido de teste de
comparacdes multiplas de Tukey).
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5. DISCUSSAO

Os glicocorticoides sdo usados mundialmente pelo facil acesso e ao baixo custo, além
de que possuem uma extensa lista de aplicacdes clinicas (MORAIS, 2018). Por serem potentes
agentes anti-inflamatdrios e imunossupressores, torna-se a primeira escolha no tratamento de
diversas desordens metabdlicas (MAGALHAES et al., 2012; THO et al., 2019). O tratamento
com glicocorticoides pode ser muito benéfico a curto prazo, porém, a longo prazo, sdo
identificados como agentes hiperglicemiantes, uma vez que atuam estimulando a
gliconeogénese hepatica e a glicogendlise (CASTRO, 2003).

A realizacdo do TOTG é importante para determinar a resposta fisioldgica da insulina
enddgena a partir de uma sobrecarga de glicose (SILVA, 2020), podendo desta forma observar
a capacidade que o organismo possui de captar e metabolizar a glicose (DIRETRIZES, 2017),
onde sera determinada sua resisténcia a insulina. O paciente em jejum recebe sobrecarga de
glicose, e com isso os valores da glicemia circulante alcancardo niveis elevados, cerca de 30
minutos. No tempo 60°, caso as células-beta pancreéaticas, responsaveis pela producdo de
insulina, estiverem trabalhando corretamente, irdo metabolizar a glicose, fazendo com que a
substancia ndo esteja em concentracdo elevada no plasma sanguineo (REZENDE, 2016).

O grupo PRED (pré-prenhez), e PRED1 (prenhez) apresentaram valores glicémicos do
TOTG e area sob a curva semelhantes ao grupo CONT, mantendo-se entdo dentro dos valores
normais, indicando que neste caso ndo houve alteragdes nos perfis glicémicos em ratas tratadas
com Syrpend® e Prednisona. Em contrapartida, o TOTG de ratas que foram tratadas somente
com a Prednisona (PRED2), manifestaram uma queda glicémica aos 60 minutos, apresentando
entdo uma resposta diferente do esperado. Essa alteragdo pode estar associada a fase gestacional
em que as ratas estavam, pois 0 TOTG foi executado no 17° de prenhez, sendo este periodo
considerado de maior fase catabdlica da gestacdo, e este estado fisioldgico provoca um aumento
nos processos de glicogendlise com o objetivo de ofertar um maior aporte glicémico para o
organismo fetal (KNOPP et al., 1981). A fim de diferenciar a resposta deste biomarcador com
0S outros grupos, a acao mais prolongada da Prednisona diéria, na dose administrada, néo foi
suficiente para piorar a dindmica glicémica no TOTG, refor¢ando ainda que a AUC também
néo foi alterada. Um estudo de Tucci et al. (2019) mostrou que pacientes com Diabetes mellitus
tipo 2 com céncer de proéstata tratados com Prednisona apresentaram quadros hipoglicémicos.
Zhou et al. (2018) mostraram que 35% de jovens adultos com doengas autoimunes tratados com
Prednisona também apresentaram hipoglicemia, sugerindo também uma resposta da queda

glicémica breve aos 60’ nas ratas PRED2.
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Os glicocorticoides afetam as vias imunoldgicas de forma notdria, uma vez que agem
blogueando a transcri¢do dos genes que sdo responsaveis pela codificacdo de citocinas, células
estas que influenciam o crescimento e diferenciacdo de linfécitos, desta forma diminuindo o
numero destes (DUSSAUNE, 2007). Este fato corrobora os resultados deste estudo, que
apresentou queda nos linfdcitos e leucdcitos totais, com isso reduzindo a resposta inflamatoria,
indicando uma maior suscetibilidade a infeccgdes virais (RAMOS., et al. 2008), mostrando que
a dose de 5 mg/kg pode ser considerada uma dose imunossupressora, com apenas 15 dias de
tratamento.

O periodo gestacional é a fase em que o organismo sofre mais adaptaces fisioldgicas
e alterages hormonais, a fim de suprir as necessidades da mée e do feto. De acordo com Souza
(2002), a producéo de todas as citocinas do organismo € diminuida durante a gestacdo, uma vez
que o organismo materno precisa abrigar um “corpo estranho”. Sabe-se que a biotransformagéo
hepética da Prednisona ocorre no organismo materno, deixando entdo subentendido que a droga
afetaré diretamente a mée, e secundariamente, o concepto. A quantidade da droga que chega ao
feto varia de acordo com alguns fatores, podendo ser maternos ou fetais (metabolismo
placentario, farmacocinética materna, taxa de passagem placentéaria) (SCHULER-FACCINI,
2002). O grupo PRED2, que sempre foi tratado com a Prednisona, apresentou respostas neste
estudo que reafirmaram a capacidade imunossupressora do medicamento, ndo sé sob a mae,
mas também ao feto, com algumas alteracdes de contagem celular no leucograma, favorecendo
esta resposta bioldgica. Em contrapartida, o grupo PRED1, que recebeu a Prednisona somente
no periodo de pré-prenhez e no periodo gestacional a administracdo da droga foi interrompida,
foi observado uma volta dos valores normais do leucograma.

Um estudo de Kabat (2016) mostra que a utilizagdo de medicamentos
imunossupressores no periodo gestacional compromete o sistema imunoldgico, tanto da mée
quanto do filho. No presente estudo foi observada uma queda consideravel nas imunoglobulinas
séricas IlgG maternas. Neste periodo, as células do sistema imune materno sofrem modificacdes,
fazendo com que a resposta mude de celular para humoral, além de que a liberacdo de
glicocorticoides enddgenos esta ligada a reducéo de linfocitos (VILACA JUNIOR, 2012). A
quantificacdo de IgG € indicada em casos em que ha suspeita de imunodeficiéncias em pacientes
com historico de infeccdes bacterianas (DELGADO, 1993). As concentracdes séricas de IgG e
IgM, tanto maternas quanto fetais, sdo importantes critérios de avaliagdes imunologicas em
ratos (SALAUZE et al., 1994). Além disso, a utilizacéo de glicocorticoides em doses elevadas,

podem inibir os niveis de imunoglobulinas circulantes (ANTI, 2008) por conta do rompimento
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de células B (BAZIN et al., 1974), visto parcialmente no grupo PRED2 deste estudo, em que
houve diminuicdo da eficiéncia imunoldgica pelos baixos niveis de IgG.

Este estudo permitiu uma melhor compreensdo materna e fetal ao uso deste
medicamento antes e/ou durante a gestacdo, contribuindo que as alteragcdes encontradas possam
ser fatores iniciais ou tardios de outras respostas fisioldgicas que podem estar ocorrendo nestas
ratas. Este estudo pode abrir futuras investigacGes para outras &reas bioldgicas, como no
metabolismo intermediario materno, performance reprodutiva materna e desenvolvimento fetal,
permitindo assim um importante alerta quanto ao uso de Prednisona proxima ou durante a

gestacéo.
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6. CONCLUSAO

Como observado nos resultados obtidos, a utilizacdo da Prednisona com dose de 5
mg/Kg antes e durante a prenhez tem a capacidade de antecipar o retorno glicémico. Entretanto,
causou alteracbes imunoldgicas maternas e fetais, provocando imunossupresséao, reduzindo as
células leucocitarias e imunoglobulinas IgG, e a interrupcao deste medicamento néo leva a esses
efeitos. Desta forma, a utilizacdo deste medicamento deve ser realizada com cautela em

periodos gestacionais.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 - Aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais do Araguaia (CEUA-
Araguaia), processo no. 23108.021399/2019-88

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO COMITE DE ETICA NO US0
DE AMIMAIS DO ARAGUALA [CEUA-Araguaia)

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N* 23108.02139972019-88, do projeto  intitulado
“REPERCUSSOES IMUNOBIOQUIMICAS, REPRODUTIVAS E FETAIS DO TRATAMENTO
COM PREDNISONA NA PRENHEZ DE RATAS DA LINHAGEM WISTAR", =cb a
rezponsabilidade de Danielli Gomes Alves, Daniel Ramos Carvalho, Isabella Rodrigues de
Lara Souza, Julia de Carvalho Guimaries, Marina Gaspar Botelho Funari, Gustavo Tadeu
Volpato & Kleber Eduardo de Campos, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Macional de Controle de Experimentagio
Animal (COMNCEA), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Araguaia
(Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT f Campus do Araguaia), em reunids ordinaria

de 10/05/2019.

CERTIFICATE

We cerify that the Protocol MN° 23108.021399%2019-88, related to the Project entitled
‘IMMUNOBIOCHEMICAL, REPRODUCTIVE AND FETAL REPERCUSSIONS IN PREGNANT
WISTAR RATS TREATED WITH PREDNISON", i= in agreement with the Ethical Principles for
Animal Research established by the National Councdil for Control of Animal Experimentation
(COMCEA). This Project was approved by the Committee on Ethics in the Use of Animals of
Araguaia (Federal University of Mato Grosso — UFMT / Campus of Araguaia) in reunion at
051072019,

Barra do Gargas, 13 de maio de 2019.

3 fL

Praf. Dr. Garlos Alexandre Habitante
Vice-Presidente do CEUA-Araguaia

Portaria CONSEPE no.01VPROPeq/2018

Uriversidade Federal de Mato Grosso — UFMT E-mall: ceug.cug wimbomall com
Campus Universitario do Araguala — Uinidade 1l
Avenida Valoon Varjdo, n® 6.390. Bama do Gargas - Mato Grosso. CEP: TAE00-000
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