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RESUMO

O ambiente em que o individuo se encontra esta diretamente relacionado a qualidade de vida.
Um ambiente ndo adequado pode levar ao estresse, nessa situacdo ha a liberacdo do cortisol
provocando diversos efeitos no organismo. A prednisona € um glicocorticoide sintético, muito
utilizado na prética clinica por possui acdo anti-inflamatéria e imusossupressora, mas
dependendo do tempo do tratamento e dose utilizados, pode causar alteracdes no metabolismo
lipidico e hiperglicemia. Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do
ambiente estressor (gaiola metabdlica) no perfil lipidico e glicémico de ratos Wistar tratados
com prednisona. Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos divididos em grupos: Caixa
com Prednisona (CP, n=7) e Gaiola com Prednisona (GP, n=7), tratados diariamente com
prednisona dissolvida no veiculo SyrSpend®, na dose de 5mg/Kg/dia por 28 dias. Foi avaliado
o Leucograma antes do inicio do tratamento (dia 0) e ultimo dia (28). No 23° dia foi realizado
o Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG), bem como a Area sob a curva (ASC) e a Taxa
de glicose por minuto (TGM). No 26° dia realizou-se o Teste De Tolerancia a Insulina (TTI),
assim como & area sob a curva do TTI e o indice de Captacdo Glicémica (ICG). Ao final do
tratamento os ratos foram anestesiados e mortos para andlise dos parametros bioquimicos
séricos. Os dados foram analisados estatisticamente, com significancia em p<0,05. Comparados
ao inicio do tratamento, no 28° dia os neutrofilos segmentados do grupo GP aumentaram e 0s
eosinofilos do grupo CP reduziram. No TOTG, o valor glicémico do grupo GP aos 30’ foi maior
do que o grupo CP. Assim como na ASC do TOTG e seu TGM, foi verificado que a glicemia
dos ratos GP foi maior no intervalo 30-60°. Em relacdo aos lipidios séricos, ndo houve
diferencas entre 0s grupos; entretanto, os valores de colesterol total e triglicerideos de ambos
0S grupos se encontraram elevados aos valores de referéncia. Conclui-se que o tratamento com
a prednisona associada ao estresse interferiu no metabolismo da glicose e dos lipideos, assim
como no perfil leucocitéario.

Palavras-chave: Estresse; glicocorticoides; metabolismo; ratos.



ABSTRACT

The environment in which the individual is is directly related to quality of life. An inappropriate
environment can lead to stress, in this situation there is the release of cortisol causing several
effects in the body. Prednisone is a synthetic glucocorticoid, widely used in clinical practice
once it has anti-inflammatory and immunosuppressive action, but depending on the time of
treatment and dose used, it can cause changes in lipid metabolism and hyperglycemia. Thus,
the objective of this study was to evaluate the influence of the stressful environment (metabolic
cage) on the lipid and glycemic profile of Wistar rats treated with prednisone. For this, male
Wistar rats were divided into groups: Cage with Prednisone (CP, n=7) and Metabolic Cage with
Prednisone (MCP, n=7), treated daily with prednisone dissolved in the SyrSpend® vehicle, at a
dose of 5mg/Kg /day for 28 days. The leukogram was evaluated before the beginning of
treatment (day 0) and last day (28). On the 23rd day, the Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)
was performed, as well as the Area Under the Curve (AUC) and the Glucose Rate per Minute
(GRM). On the 26th day, the Insulin Tolerance Test (ITT) was performed, as well as the area
under the TTI curve and the Glycemic Uptake Index (GUI). At the end of the treatment, the rats
were anesthetized and killed for analysis of serum biochemical parameters. Data were analyzed
statistically, with significance at p<0.05. Comparing to the beginning of treatment, on the 28th
day the segmented neutrophils of the GP group was increased and the eosinophils of the CP
group decreased. In OGTT, the glycemic value of the GP group at 30" was higher than the CP
group. As in the AUC of the OGTT and its TGM, it was verified that the glycemia of the GP
rats was higher in the 30-60' time interval. Regarding serum lipids, there were no differences
between groups; however, the total cholesterol and triglycerides values of both groups were
found to be elevated to the reference values. It is concluded that the treatment with prednisone
associated with stress interfered in the metabolism of glucose and lipids, as well as in the
leukocyte profile.

Keywords: Stress; glucocorticoids; metabolism; mouse.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de animais para fins cientificos ocorre desde a antiguidade. A principio era
realizada de forma observacional, e Hipdcrates em seus estudos comparava 6rgdos de animais
e de humanos doentes. Ja Aristoteles constatou semelhancas e diferencas de conformacéo e
funcionamento entre 6rgdos humanos e de animais. Com o passar dos anos estes estudos
comecaram a ser realizados de forma experimental. Galeno foi um dos precursores, realizava
vivissecgOes e testava varidveis atraves de alteracdes provocadas nos animais (SHIMADA et
al., 2017; GUIMARAES et al., 2006).

Os conhecimentos promovidos pela experimentacdo animal nos permitiram a
descoberta da circulacdo sanguinea, da insulina, dos mecanismos do impulso nervoso,
anestésicos e da compreensdo do desenvolvimento embrionario, assim como diversas outras.
Atualmente, o modelo animal é utilizado em varios campos da pesquisa biomédica,
aprimorando os conhecimentos acerca dos mecanismos fisiopatoldgicos de doencas, novos
farmacos e suas influéncias em marcadores biolégicos bem como na avaliacdo de novas
técnicas com aplicabilidade em humanos (DE PONTES REGIS, 2012). Dentre os animas
utilizados, destacam-se primatas, cdes, suinos, coelhos, ratos e camundongos. O rato como
modelo animal é mais utilizado devido ao seu tamanho reduzido, ciclo reprodutivo curto, baixo
custo e facil manuseio, além de apresentar vantagens quando comparado a outros modelos
experimentais e, determinantemente, por possuir semelhancas clinicas e laboratoriais com o
metabolismo humano (FAGUNDES & TAHA, 2004; LERCO et al., 2003; ANDRADE et al.,
2002). Assim, séo aplicados em diversos estudos, como na reumatologia, endocrinologia e
ortopedia (SHIMADA et al, 2017).

O bem-estar é o estado de um individuo em relacdo as suas tentativas de se adaptar ao
ambiente (BROOM & MOLENTO, 2004). Ambientes inadequados com pouco espago e sem
estimulos sensoriais podem afetar a satide, comprometendo desta forma a qualidade de vida
(MCMILLAN, 2005). As gaiolas metabdlicas de estudos experimentais sdo geralmente
utilizadas para coletar amostras de fezes e urina, mas devido a seu 0 piso ser de arame e irregular
para se deslocar com as patas, pode proporcionar ao animal uma fonte de estresse, visto que
impossibilita o comportamento natural dos animais devido a uma certa limitacdo de
movimentos fisicos (NEVES et al., 2013).

Segundo o conceito classico de Selye (1956), o estresse € o estado do organismo, em
que ocorre uma serie de reacdes ndo-especificas em resposta a acdo de agentes de qualquer

natureza. Ja para Broom & Johson (1993) é o conjunto de rea¢Ges do organismo a agressoes de
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qualquer natureza (fisica, psiquica, infecciosa e outras) que sdo capazes de perturbar a
homeostase do organismo. No século XXI, Boere (2002) o define como um mecanismo de
defesa do organismo para os desafios cotidianos ou extraordinarios envolvendo primariamente
vias neuroenddcrinas que sustentam o comportamento adaptativo. Portanto, as alteracdes
causadas pelo estresse podem envolver diversos sistemas, como 0 sistema nervoso,
imunolégico e enddécrino. Em resposta, ha a liberacdo dos glicocorticoides (GCs),
especificamente o cortisol no homem, e corticosterona nos roedores. Além disso, 0 estresse
pode ser classificado em agudo e cronico, com sua liberacdo em situacdes traumaticas, mas
passageiras ou quando é liberado constantemente, desencadeando diversos efeitos ao
organismo. Os GCs sdo hormonios esteroides circulantes naturais produzidos a partir do
colesterol, e sdo secretados pela zona fasciculada do cortex adrenal e regulados pelo eixo
hipotdlamo-hipofise-Adrenal (HHA) sob influéncia do horménio Adrenocorticotrofico
(ACTH) (FACCINI et al., 2020; COSTA, 2018).

Em 1948, Hench utilizou a cortisona em pacientes portadores de artrite reumatdide,
marcando assim o inicio da corticoterapia, recebendo o prémio Nobel de medicina, juntamente
com Kendall e Reishstein, responsaveis pela maior parte das pesquisas basicas que levaram &
sintese da cortisona (SILVA, 2010). Este horménio possui efeitos anti-inflamatdrios, atenua a
febre por reduzir a liberacéo de interleucina-1 a partir dos leucdcitos, suprime o sistema imune,
diminui a proliferacdo de linfocitos, inibe a producdo de anticorpos e reduz a producdo de
citocinas em niveis elevados no organismo. Além disso, possui capacidade hiperglicemiante
podendo ocosionar resisténcia & insulina (BUENO & GOUVEA, 2011)

Os GCs sintéticos (exdgenos) sdo semelhantes aos enddgenos. Apesar de alteragdes na
estrutura quimica, permanecem as atividades anti-inflamatorias e imunossupressoras, e sao
classificados quanto ao seu tempo de meia vida, poténcia e duracdo da agdo. Dentre eles
destacam-se a cortisona, hidrocortisona, metilprednisolona, dexametasona, betametasona,
prednisolona e a mais receitada na rotina meédica: prednisona (TAVARES et al., 2021,
BAVARESCO et al., 2005).

A prednisona, por ser um pro-farmaco, necessita ser ativado pela enzima 11-B-
hidroxiesterdide desidrogenase do tipo 1, essa biotransformacao hepética gera a prednisolona,
sua forma biologicamente ativa (Figura 1). Possui meia vida plasmatica de 3 horas e meia vida
biologica de 12 a 36 horas, sendo classificada como um medicamento de agéo intermediério.
(ANVISA, 2022; SCHAFRANSKI et al., 2014).
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Figura 1- Estruturas da prednisona e prednisolona e a conversao entre as duas.
Fonte: Xu et al., 2007

Devido as suas propriedades anti-inflamatorias e imunossupressoras, a prednisona tem
sido utilizada para o tratamento de diversas doengas como as dermatites, asma, artrite
reumatoide, doengas autoimunes e em alguns casos de neoplasias. (ANVISA, 2022; DE
BOSSHER et al., 2010)

Os efeitos adversos gerados pelo uso da prednisona dependem da dose e tempo de
tratamento, podendo ser destacadas as alteracdes no metabolismo de carboidratos, produgéo
hepética de glicose e reducdo do uso da glicose periférica, fato este devido ao seu efeito
antagonista a insulina, resultando num quadro de hiperglicemia, intolerancia a glicose e
aumento da resisténcia insulinica em tecidos periféricos. Além disso, podem também levar ao
aumento do colesterol total e com o passar do tempo ha a redistribuicdo do tecido adiposo,
como consequéncia o ganho de peso (ANTONOW et al., 2007, DAMIANI et al., 2001).

Mesmo com todos os efeitos adversos conhecidos em seu uso, este medicamento foi um
dos medicamentos mais prescritos e utilizados durante a pandemia mundial causado pelo
coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19), periodo em que houve precarizacéo do trabalho e da
qualidade de vida, adaptacdo ao home-office, exposicdo a situacbes adversas que levaram a
disturbios relacionados as mudancas psiquicas negativas e ao estresse (COLPANI et al., 2020;
SILVA et al., 2020). Diante do exposto, torna-se de interesse avaliar a influéncia do estresse
ambiental no metabolismo associado ao uso da prednisona, visto que estudos que os relacionam

séo limitados na literatura, utilizando-se animais de laboratorio como modelo experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do ambiente estressor no perfil lipidico e glicémico de ratos Wistar

tratados com prednisona.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia do ambiente no perfil lipidico e glicémico de ratos Wistar tratados

com prednisona com base nos seguintes parametros:

=

=

Contagem total e diferencial de leucocitos (mm?).

Teste Oral de Tolerancia a glicose (TOTG), seguida pela Area sob a Curva (ASC)
do TOTG e Taxa de glicose por minuto (TGM)

Teste de Tolerancia & insulina (TTI), seguida da Area sob a curva do TTI e indice
de captacdo glicémica (ICG)

Pardmetros bioquimicos séricos de Colesterol total (CT), Triglicérides (TG),
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-c), Colesterol ndo-HDL (n-HDL-c), todos
em mg/dL.
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3. METODOLOGIA

3.1 Modelo Animal

Este estudo foi realizado de acordo com a aprovacio do Comité de Etica no Uso de
Animais do Araguaia (CEUA-Araguaia) sob protocolo N° 23108.087994/2020-10 da
Universidade Federal de Mato Grosso (Anexo I) conforme os principios éticos que regem a
experimentacdo com animais (Resolu¢do Normativa do CONCEA no 23 de julho de 2015.).
Foram utilizados 14 ratos machos adultos da linhagem Wistar, oriundos do Laboratério de
Fisiologia de Sistemas e Toxicologia Reprodutiva (FisioTox) da Universidade Federal de Mato
Grosso, Campus Universitario do Araguaia (CUA). Os animais foram colocados coletivamente
em caixas de polipropileno (Figura 3) ou individualmente em gaiolas metabdlicas (Figura 4),
conforme o grupo experimental, e condicionados a 12/12 horas em ciclo claro/escuro, com
temperatura de 22 + 3°C e umidade controlada entre 60 = 5%, com &gua e racdo ad libitum ao

longo do experimento.

Figura 2 - Rato Wistar
( Fonte: http://visualsonline.cancer.gov)
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3.2 Sequéncia experimental
Os ratos foram divididos em dois grupos experimentais:

e Grupo Caixa com Prednisona (CP) (n=7), Figura 3

e Grupo Gaiola Metabdlica com Prednisona (GP) (n=7), Figura 4

Diariamente, os animais foram tratados através da gavage, por via intragéstrica, com
prednisona dissolvida no veiculo (SyrSpend®) na dose de 5mg/kg. O tratamento foi realizado

por 28 dias, com medidas de peso corporeo semanal para ajuste da dose administrada da droga.

\ e Ve #
Figura 3 - Caixa de polipropileno Figura 4 — Gaiola metabdlica
(Fonte: https://www.bonther.com.br) (Fonte: https://www.bonther.com.br)

3.2.1 Contagem total e diferencial de leucécitos

Nos dias 0 e dia 28, realizou-se coleta de duas amostras sanguineas periféricas oriundas
da cauda de cada animal, sendo uma diluida na proporc¢do 1:20 em liquido de Turk, e pipetada
na camara de Neubauer para contagem total dos leucdcitos no microscopio, enquanto da outra

amostra foi confeccionada uma lamina de esfregaco sanguineao, fixada e corada com o kit

Pandtico (Laborclin®). Depois de secas, com o auxilio do microscopio e uso do Oleo de
imersdo, foi realizada a contagem diferencial dos leucdcitos. Os valores foram convertidos para
estimativa dos valores absolutos e relativos de leucdcitos (OCHOA-AMAYA et al., 2016).
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3.2.2 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

No 23° dia de tratamento, ap0ds 6 horas de jejum, foi realizado o Teste Oral de Tolerancia
a Glicose (TOTG), em que foi coletada uma gota de sangue periférico de cada rato (veia da
cauda) para mensuracdo da glicemia através do glicosimetro Accu-Check® (tempo 0). Em
sequida, foi administrada solucéo de glicose (200g/L) via oral, na dose de 2,09/Kg de peso
corporeo. Decorridos 30, 60 e 120 min de teste, a glicemia foi novamente mensurada (FARIDA
et al., 2020).

A resposta da glicose durante o TOTG, foi avaliada pela estimativa total da area sob a
curva (ASC), utilizando o método trapezoidal (TAI et al., 1994), a fim de compreender a
dindmica do estimulo da secrecdo pancredtica de insulina enddgena (0-30 min), o
comportamento do organismo na elevacdo glicémica (30-60 minutos) e o perfil de retorno
glicémico (60-120 min). A Taxa De Glicose Por Minuto (TGM) foi expressa dividindo os dados
da ASC pelo intervalo de tempo correspondente (GHELLER, 2015).

3.2.3 Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)

Apbs dois dias de repouso de testes nos ratos (26° dia de tratamento), os mesmos foram
novamente deixados em jejum de 6 horas para o Teste de Tolerancia a insulina (TTI). A
Glicemia foi mensurada no jejum para determinar o tempo 0. Em sequéncia, foi administrada
solucdo de insulina regular NPH por via subcutanea, na dose de 30 mU/100g de peso corpéreo,
e assim determinada novamente as glicemias, nos tempos 15, 30 e 60 minutos decorridos do
teste (NOGUEIRA et al.,1990). Com os dados obtidos, também foi estimada a Area Sob a
Curva pelo método trapezoidal (TAI et al., 1994). Para estimar o indice de Captac&o Glicémica
(ICG), foi gerada uma equagdo da reta a cada intervalo glicémico mensurado do TTI, e

convertida para diminuigéo da glicemia por minuto (glicemia/min).

3.2.4 Coleta de sangue e Parametros Bioquimicos

No ultimo dia de tratamento, os ratos foram anestesiados com Acepran® 1% e
decapitados para obtenc¢édo do sangue total. O sangue foi coletado em tubos de ensaio livres de
anticoagulantes e condicionados em temperatura ambiente para obtenc¢éo do soro. Em seguida,



21

tais amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos. O soro foi coletado e estocado
em refrigeracdo a -80°C para futuras determinagdes dos parametros bioquimicos.

Os parametros bioquimicos foram analisados por kits de determinacdo bioquimica,
através da espectrofotometria de luz, utilizando o analisador bioquimico semiautomético Bio
Plus - 2000® (Figura 5). Foi utilizado o método enzimatico (YOUNG et al.,2000) para
determinar os niveis séricos de colesterol total (CT), triglicerideos (TG), lipoproteinas de alta

densidade (HDL) e os resultados expressos em mg/dL.

Figura 5 — Analisador Bioguimico semiautomatico Bio Plus - 2000®
(Fonte:Laboratdrio FISIOTOX — UFMT/CUA)

Quanto ao colesterol ndo HDL (ndo HDL-c), os dados foram obtidos através da
subtracdo do valor da lipoproteina HDL (HDL-c) do colesterol total (CT) para cada valor de
amostra: ndo HDL-c = CT — HDL-c (FALUDI et al., 2017).

3.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram expressos com média + desvio padrdo. Para comparacao dos valores
médios entre todos os grupos foi empregado o teste t de Student. Para comparacOes de valores
ao longo do tempo do TOTG e TTI, foi realizada anélise de variancia (ANOVA) seguidas do
teste de comparagGes multiplas de Tukey. O limite de significancia estatistico considerado foi
de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

Os dados coletados nesse estudo estdo apresentados em tabelas e figuras, sendo
importante destacar que ndao houve mortes espontaneas de animais durante o transcorrer do
experimento. O Leucograma (Tabela 1) mostrou que no dia 0, o numero de leucdcitos totais do
grupo GP foi menor comparado ao grupo CP no mesmo dia (p<0,05). Além disso, em relagdo
a contagem diferencial, os neutréfilos segmentados do grupo GP apresentaram-se aumentados
no dia 28 em comparacdo ao o dia 0. Entretanto, comparando entre 0s grupos no dia 0, e 0s
segmentados do grupo GP estavam reduzidos em relacdo ao CP. Ja para os eosinofilos, houve
diminuicdo do grupo CP no dia 28 comparado ao dia 0 (p<0,05). Para linfdcitos, mondcitos e
basofilos, ndo houve alteragdes significativas (p>0,05).

Tabela 1 - Leucograma inicial (Dia 0) e final (Dia 28) dos ratos tratados com prednisona

condicionados em caixa (CP) e em gaiola metabdlica (GP).

CP CP GP GP
Dia0 Dia 28 Dia0 Dia 28
Leucdcitos 11,4+19 11,0+0,5 92+14%* 104+25
totais (103/mm?)
Linfocitos 6,8+15 6,6 +0,4 59+10 6,5+1,7
(103/mm3) (53-68%) (56-64%) (57-68%) (58-67%)
Segmentados 3,4%+0,6 3,0+0,8 25+05* 33+0,9°
(103/mm3) (26-35%) (24-33%) (23-32%) (26-40%)
Mondcitos 0,8+0,2 09+04 0,6+0,2 0,6+0,3
(103/mm3) (6-10%) (5-16%) (5-8%) (2-9%)
Eosindfilos 0,1+0,2 0,1+0,1° 0,1+0,1 0,0+0,1
(10%3/mm3) (0-3%) (0-2%) (0-3%) (0-1%)
Basofilos 0,2+0,2 0,0+0,0 0,1+0,1 0,0+0,0
(10%3/mm3) (0-7%) (0%) (1-4%) (0%)

Valores expressos como média + desvio padrdo. * Comparado ao grupo CP (mesmo dia); ® Comparado
com o dia 0 (mesmo grupo) —teste t de Student. p>0,05.

A Figura 6 mostra a glicemia do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG). Os dados
foram comparados entre 0s grupos, no mesmo tempo da curva e entre 0s tempos N0 mesmo
grupo. Houve um aumento no tempo 30’ em comparagdo ao tempo 0, em ambos 0S grupos.

Além disso, o grupo GP possui valores aumentados quando comparado ao CP no mesmo tempo
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(30”). Em relacdo aos 60° ambos os grupos foram maiores quando comparados ao tempo Omin.
Por fim, quando analisado os dados do tempo 120°, houve uma diminui¢cdo em ambos os grupos
quando comparados ao tempo 60 min e 30 min.
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Figura 6 — Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) de ratos tratados com prednisona condicionados
em caixa (CP) e em gaiola (GP). Valores expressos em média + desvio padrdo. * Comparado ao grupo
CP (mesmo tempo); © Comparado ao tempo 0 min (mesmo grupo); € Comparado ao tempo 30 min
(mesmo grupo); o Comparado ao tempo 60 min (mesmo grupo) — ANOVA seguida do teste tukey.

p<0,05.

A Figura 7 mostra as glicemias da Area Sob a Curva (ASC) do TOTG. E verificado um
aumento dos valores do grupo GP no intervalo de tempo de teste 30-60 min quando comparado
ao grupo CP (p<0,05). Para os demais tempos ndo foram encontradas diferencas entre os
grupos. (p>0,05).

A Taxa de Glicose por Minuto (TGM) mostra a carga glicémica média presente por
minuto no sangue dos ratos, em cada intervalo de tempo do TOTG, e seus valores s&o mostrados
na Figura 8. Houve um aumento do grupo GP no tempo 30-60 min comparado ao jejum.
Contudo, no tempo 60-120 min ambos os grupos tiveram a glicemia reduzida em relacdo ao
tempo 30-60 min (p<0,05).
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Figura 7 — Area sob a curva (ASC) do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) de ratos tratados
com prednisona condicionados em caixa (CP) e em gaiola (GP). Valores expressos em média + desvio
padrdo. * Comparado ao grupo CP (mesmo dia);— Teste t de Student. p<0,05.
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Figura 8 — Taxa de Glicose por minuto (TGM) de ratos tratados com prednisona condicionados em
caixa (CP) e em gaiola (GP). Valores expressos em média+ desvio padrdo. * Comparado ao grupo CP
(mesmo dia); © Comparado ao tempo 0-30 min (mesmo grupo); € Comparado ao tempo 30-60min
(mesmo grupo) — ANOVA seguida do teste de Tukey. p<0,05.
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A Figura 9 mostra as glicemias do Teste de Tolerancia a Insulina (TTI), mostrando uma
diminuicdo glicémica em ambos os grupos experimentais no tempo 15’ comparado ao jejum,
no tempo 30’ em relagdo ao tempo 15’ e finalmente no tempo 60’ comparado ao tempo 30’
(p<0,05).
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Figura 9 — Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) de ratos tratados com prednisona condicionados em
caixa (CP) e em gaiola (GP). Valores expressos em média+ desvio padrdo. * Comparado ao grupo CP
(mesmo dia); © Comparado ao tempo 0 min (mesmo grupo); € Comparado ao tempo 15 min (mesmo
grupo); o Comparado ao tempo 30 min (mesmo grupo) — ANOVA seguida do teste de Tukey. p<0,05.

Em sequéncia, a Figura 10 mostra as glicemias da Area Sob a Curva (ASC) do TTI,
onde as glicemias em todos os intervalos de tempo ndo foram diferentes entre os grupos
experimentais (p>0,05). Além disso, os valores obtidos no Indice de Captagio Glicémica (ICG)
da Figura 11 também né&o tiveram alteracdes entre os grupos CP e GP (p>0,05).

A Tabela 2 mostra os valores bioquimicos séricos de Colesterol Total (CT),
Triglicérides (TG), Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-c), Colesterol ndo-HDL (ndo HDL-

c) e Glicose, onde ndo foram encontrados diferencas entre os grupos de ratos (p>0,05).
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Figura 10 — Area Sob a Curva (ASC) do TTI de ratos tratados com prednisona condicionados em caixa
(CP) e em gaiola (GP). Valores expressos em média + desvio padrao.
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Figura 11 - indice de captacéo glicémica de ratos tratados com prednisona condicionados em caixa (CP)
e em gaiola (GP). Valores expressos em média + desvio padréo.

Tabela 2 — Parametros bioquimicos séricos de Colesterol total (CT), Triglicérides (TG),
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-c) e Colesterol ndo-HDL (n-HDL-c) em ratos tratados
com prednisona condicionados em caixa (CP) e em gaiola metabdlica (GP).

CP GP
CT (mg/dL) 88,0 £ 23,0 84,0+9,3
TG (mg/dL) 259,0 77,6 228,3+42,8
HDL-c (mg/dL) 27,1+9,2 285+55
N&o HDL-c (mg/dL) 59,2+8,6 51,6 + 15,6

Valores expressos como média * desvio padrao.
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5. DISCUSSAO

Assim como o0s humanos, 0s animais também respondem a situacdes de estresse,
principalmente quando ha a troca das caixas para limpeza na rotina de laboratorio, transporte,
ruidos, mudancas na temperatura, alojamento individual, odores, além da contencdo fisica
provocada pelo ambiente da gaiola metabdlica (NEVES et al., 2013; ANDRADE et al., 2002).

O mecanismo classico de resposta ao estresse € indispensavel para a sobrevivéncia do
organismo, ja que se trata de uma resposta do mesmo na tentativa de se adaptar as situagdes de
alarme. Nos casos de estresse agudo, 0 nimero de leucdcitos pode aumentar para se proteger
contra invasores em resposta a estimulos pontuais. Entretanto, quando é uma situacédo cronica,
a liberacdo de GCs enddgenos é aumentada, e estes se ligam aos leucdcitos, alterando o estado
imunolégico (PAGLIARONE & SFORCIN, 2009; BAUER., 2002; OPPERMANN et al.,
2002). Apesar disso, os resultados desse estudo mostraram que, nos ratos GP, a contagem inicial
de leucdcitos totais era reduzida, todavia ainda ndo havia influéncia do tratamento ou do
ambiente estressor, sugerindo divergéncias bioldgicas entre os animais. Ap6s o tratamento ndo
houve reducdo no nimero de leucocitos em nenhum dos grupos, 0 que ndo corrobora com
estudos de Oliveira (2018).

Sabe-se que um dos efeitos dos glicocorticoides ¢ a alteracdo das células imunologicas,
principalmente a reducdo do niumero de linfocitos (PEREIRA et al, 2007). Isto ocorre porque
0s GCs possuem a capacidade de modular a expressao de citocinas, as moléculas de adeséo,
além do trafego, maturacdo e a diferenciacdo de células imunoldgicas bem como a migracao
das células (DONATTI et al., 2011). Entretanto, ndo houve alteracdes para linfécitos e
monocitos, o que ndo corrobora com os estudos de Kauh et al. (2012), que apresentou
diminuicdo destas células apds o tratamento. O numero de basoéfilos também ndo foi alterado
nos dois grupos experimentais, corroborando desta forma com os achados de Oliveira (2018)
em tratamento com a mesma dose de prednisona.

No processo de resisténcia aos momentos estressantes e aos efeitos anti- inflamatorios,
o cortisol tem a capacidade de inibir a resposta imunologica mediada pelos linfocitos T, além
dentre outros fatores causarem o aumento de neutrofilos, diminuigdo de eosindfilos e a
diminuigao de linfocitos (RODRIGUES, 2016). Em relacdo ao neutréfilos, os GCs tendem a
aumentar sua quantidade na circulagcdo sanguinea, sendo isso observado no grupo GP que
também foram expostos ao ambiente estressor, um achado também verificado por Pereira e

colaboradores (2007). Os eosinofilos do grupo acondicionado na caixa (CP) diminuiram no
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final do tratamento, e tal reducdo também foi encontrada no estudo realizado por Kauh et al.
(2012).

As alteracOes glicémicas foram avaliadas através de curvas glicémicas TOTG, que
reflete a eficiéncia do organismo na metabolizacdo de glicose em busca de manter a homeostase
sanguinea. Além disso, este teste é utilizado para avaliacdo de um possivel quadro de
intolerancia a glicose. O uso da prednisona torna-se semelhante ao cortisol no metabolismo de
carboidratos, sendo que, assim como o do estresse fisiologico, possuem capacidade
hiperglicemiante com potencial desenvolvimento de resisténcia insulinica em tecidos
periféricos. A Sociedade Brasileira de Diabetes, SBD (2021) determina que niveis de glicemia
em jejum acima de 125 mg/dL é um critério para diagnostico da DM, e que em niveis superiores
a 199 mg/dL apds as 2 horas do TOTG caracteriza o quadro de diabetes. (BRITO, 2018;
BUENO & GOUVEA, 2011; LONGUI, 2007;)

O aumento da glicemia detectado em ambos 0s grupos experimentais no tempo 30’ de
teste é a sensibilizagdo da insulina ap6s a administracdo da dose oral de solucéo de glicose;
porém ¢é verificado também que que os valores dos ratos GP foram elevados do que os ratos
CP, sugerindo influéncia do ambiente estressor (gaiola metabolica). Além disso, a permanéncia
em ambiente estressor fez com que o valor glicémico final se tornasse menor do que o inicial.
A intensidade da hiperglicemia depende de diversos fatores, como a reserva pancreatica
individual, que sofre efeito do aumento da gliconeogénese hepatica resultante de uma maior
atividade enzimatica, além de um maior acesso a substratos periféricos como tecido adiposo e
muscular e da influéncia de outros horménios no processo, como o glucagon e catecolaminas.
Acrescentado ao fato de que cada organismo possui mecanismos proprios para tentar normalizar
os niveis de glicose no sangue, como alteracdo no metabolismo de insulina, inibicdo da
reabsorcdo de glicose pelos rins, bem como estimular a captacdo de glicose pelos tecidos
(ROSELINO et al.,2012; FAICAL & UEHARA, 1998).

As alteracOes das curvas glicémicas do TOTG podem ser mais bem compreendidas
qguando estudadas em conjunto com suas areas sob as curvas e o fato de que, no intervalo de
tempo 30-60’, a glicemia do grupo GP foi maior do que o do grupo CP. Isso sugere que tanto
as mobilizacBes energéticas desempenhas pelo cortisol, liberado pela exposicdo as gaiolas
metabolicas, quanto pelos efeitos adversos da prednisona, foram responsaveis juntos a esta
resposta fisioldgica (LONGUI, 2007).

Através dos valores obtidos da ASC, foram também obtidas as glicemias da TGM,
permitindo uma analise complementar da quantidade de glicose que é controlada pela ag¢&o da

insulina secretada pelas células B-pancreéticas, por minuto. A glicemia de ambos o0s grupos
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aumentou no intervalo de tempo 0-30’ 0 que era esperado apos a ingestdo da solucéo de glicose,
porém apenas GP mostrou aumento glicémico no intervalo 30-60°, comparado ao tempo 0-30°
e ao grupo CP no mesmo tempo, mostrando assim o efeito hiperglicemiante provocado pelo
ambiente estressor, corroborando com Reis e colaboradores (1998).

O TTI permite avaliar a resisténcia a insulina, acompanhando a taxa de queda glicémica
apos a administracdo de insulina, realizado pelo estimulo da captacéo de glicose pelos tecidos
insulino-dependentes. Quanto mais rapida a queda, mais sensivel a insulina é o individuo
(GELONEZE & TAMPASCIA, 2006). Os resultados deste estudo mostram que houve
diminuicdo glicémica em ambos os grupos, sugerindo ainda um quadro fisioldgico de
sensibilidade a insulina.

A sensibilizacdo dos tecidos periféricos também pode ser evidenciada na avaliacdo do
ICG, onde mostra a capacidade de um tecido em captar a glicose sérica por minuto durante o
TTI. Valores negativos indicam que a célula esta sensivel a insulina, valores nulos e positivos
demonstram um quadro de resisténcia insulinica (MIRANDA, 2016). Apesar do tratamento
com a prednisona e a exposi¢do ao ambiente estressor, ndo houve altera¢Ges visto que ambos
0S grupos se apresentaram sensiveis a insulina, acompanhando desta forma o resultado anterior.
Os GCs sintéticos e enddgenos estimulam a secrecdo pancredtica de insulina, causando
hiperinsulinemia, de maneira dependente tanto do tempo de uso quanto da dose. Esta acéo
resulta da regulacdo positiva da funcdo das células B, oriunda dos mecanismos adaptativos
compensatérios, devido a uma consideravel resisténcia periférica a insulina causada pelo GC.
Entretanto, uma reposta insuficiente destas células podem levar a toleréncia a glicose diminuida
e a hiperglicemia, podendo até mesmo evoluir para um quadro clinico de Diabetes mellitus tipo
2 (RAFACHO et al., 2014), o que néo foi verificado neste estudo.

O uso prolongado do GC eleva os niveis de acidos graxos livres na circulacao, fazendo
com que aumente sua taxa de captacdo hepatica, acrescentando desta forma tambeém a um
quadro de resisténcia insulinica hepatica e a lipogénese, pois promovem a secre¢do das
particulas de lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL), resultando em
hipertrigliceridemia (ARLT & STEWART, 2005; PECKETT et al., 2011; RAFACHO et al.,
2014). Tal efeito hipertriglicemiante foi notado nesse estudo que, embora ndo foram mostradas
diferengas entre os valores de triglicerideos entre 0s grupos experimentais, ambos apresentaram
os niveis de triglicerideos acima dos valores de referéncia padronizados em ratos Wistar de
diferentes laboratdrios que variam de 46,87 a 89,9 mg/dL (LIMA et al, 2018). Os valores de
colesterol total dos grupo GP e CP se encontram acima dos valores de 62,20 a 66,63 mg/dL

encontrados por Branco et al. (2011) e Barril et al. (2019), respectivamente, como valores de
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referéncia. Os valores de HDL corroboram com os de referéncia que variam de 23,1 a 89,9
md/dL para esse mesmo pardmetro em padronizac¢des de ratos Wistar em diferentes laboratorios
(LIMA et al, 2018; DANTAS et al., 2006), sugerindo que 0 uso da prednisona promove tais
diferencas lipidicas séricas.

Com isso, este estudo permitiu uma melhor compreensdo da influéncia do ambiente
estressor em que o individuo se encontra, para o perfil lipidico e glicémico sob tratamento com
a prednisona a longo prazo. Isso faz com estes pardmetros citados sejam sensiveis a fatores de
estresse associados ao uso de glicocorticoides, e devem ser futuramente mais estudados para
gue nao ocorram disruptores metabolicos graves, influenciando assim modificacdes de
mecanismos fisioldgicos e metabdlicos, desenvolvendo por exemplo as Doengas Cronicas Nao-

Transmissiveis.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados neste estudo, pode-se concluir que o
ambiente em que o individuo se encontra influencia na resposta frente ao uso da prednisona,
sobretudo no metabolismo a glicose e dos lipideos, visto que o estresse libera o0s
glicocorticoides enddgenos (cortisol) e aliado ao uso do glicocorticoide sintético (prednisona),
e considerando que ambos possuem acdo semelhante no organismo, esse efeito é
potencializado. Contudo, a resposta ¢ dependente de mecanismos individuais, que tem por

objetivo a tentativa de normalizar os niveis da glicose e dos lipideos frente ao estimulo estressor.
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ANEXO

8.1 Aprovacao do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO COMITE DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS DO ARAGUAIA (CEUA-Araguaia)
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N° 23108.087994/2020-10, do Projeto intitulado “Influéncia do
enriquecimento ambiental em biomarcadores imunometabdlicos de ratos tratados com
prednisona e submetidos a um modelo de estresse.”, sob a responsabilidade de Larissa
Daiane Lima Bisinoto, André Cantarelli Vilela, Paula Procopio Domenis, Camila Silva
Bertacci, Luanna Gomes Ferreira Fasanello e Kleber Eduardo de Campos esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do Araguaia (Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT / Campus do

Araguaia), em reuniao ordinaria de 05/02/2021.
CERTIFICATE

We certify that the Protocol N° 23108.087994/2020-10, related to the Project entitled “Influence
of environmental enrichment on immunometabolic biomarkers of rats treated with
prednisone and subjected to a stress model.”, is in agreement with the Ethical Principles for
Animal Research established by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA). 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

02/05/2021.
Barra do Gargas, 12 de fevereiro de 2021.
grof. Dr. Victor Vitorino Lima
Vice-Presidente do CEUA-Araguaia
Portaria CONSEPE no. 07/PROPEQq/2020
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