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RESUMO

Introducéo: A obesidade hipotalamica induzida pela administragcdo neonatal de
glutamato monossédico (MSG) em roedores resulta em hipercorticosteronemia que
contribui para a resisténcia a insulina e esteatose hepatica. Assim, investigamos se o
uso de mifepristona (MIFE), classico antagonista do receptor de glicocorticéide (GR),
poderia melhorar a homeostase da glicose e esteatose hepatica em camundongos
obesos MSG. Metodologia: Camundongos neonatos Swiss machos receberam MSG
[4 g/kg de peso corporal (PC)] ou solucdo hipertbnica de salina (CTL) por via
subcutanea durante os primeiros cinco dias de vida. Apés completar 30 dias de vida
foram realizados testes de tolerancia a glicose (IPGTT) e ao glucagon (IPGIuTT) entre
camundongos MSG e CTL. Em seguida, parte dos camundongos MSG foram
subdivididos em dois grupos, o grupo MIFE30, nos quais foi administrado o
antagonista GR (80 mg/kg PC), e o grupo MSG30, que receberam administracéo de
veiculo (5% DMSO em 0leo de milho). A outra parte dos camundongos MSG, ao
completar 60 dias de vida foram submetidos a um IPGTT e IPGIUTT em comparativo
a camundongos CTL com 60 dias de vida. Em seguida os camundongos MSG foram
subdivididos nos grupos MIFE60 e MSG60, nos quais foi administrado MIFE ou
veiculo, respectivamente. Para os grupos MIFE30, MSG30, MIFE60 e MSG60 foi
administrado MIFE ou veiculo durante 30 dias. Apoés o tratamento foram realizados
IPGTT e IPGIUTT. Por fim, os estoques de gorduras e o figado foram coletados para
avaliacdo da adiposidade e esteatose, respectivamente. Nesse trabalho foi observado
gue camundongos MSG apresentam intolerancia a glicose a partir dos 60 dias de vida.
Ao término dos tratamentos com MIFE ou veiculo, camundongos MIFE6G0 exibiram
menor glicemia aos 60 min, 120 min e total da glicemiano IPGTT, quando comparados
aos MSG60. A glicemia de camundongos MIFE30 e MSG30 nao diferiu durante
IPGTT. O tratamento com MIFE ndo modificou a producdo hepética de glicose em
resposta ao glucagon em camundongos MIFE30 ou MIFE60, em comparacdo a
camundongos MSG30 e MSG60, respectivamente. O peso dos estoques de gordura
permaneceu similar entre os camundongos do grupo MIFE30 e MEG30, assim como
entre os camundongos dos grupos MIFE60 e MSG60. Ainda, a analise histoldgica
hepética indicou uma prevaléncia de esteatose leve em 84% dos camundongos
MIFE60, com 16% apresentando esteatose moderada. No grupo MSG60 foi
observado que 50% dos camundongos apresentaram esteatose moderada e 50%



esteatose leve. Sem discrepéancias no grau de esteatose hepatica entre camundongos
MIFE30 e MSG30. Como conclusao observamos que a intolerancia a glicose ocorreu
em camundongos MSG a partir dos 60 dias de vida. A administracdo de MIFE n&o
preveniu o estabelecimento da intolerancia a glicose em camundongos MIFE30,
porém melhorou a tolerancia a glicose quando introduzida aos 60 dias de vida nos
camundongos MSG. Além disso, apesar de uma menor prevaléncia de esteatose
moderada em camundongos MIFE60, em comparacdo ao MSG60, sdo necessarios
adicionais estudos para avaliar e elucidar os efeitos do antagonismo GR na esteatose
hepéatica em camundongos MSG.

Palavras-chaves: obesidade, MSG, Mifepristona, corticosterona, esteatose

hepatica, insulina.
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1. INTRODUGCAO
1.1 Obesidade e a adiposidade induzida por glutamato monossodico em
modelo experimental

A obesidade é uma doenca caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura
corporal, que pode acarretar prejuizos a saude do individuo e predispor ao
desenvolvimento de outras doencas cronicas ndo transmissiveis, como Diabetes
Mellitus (DM) do tipo 2, doengas cardiovasculares, alguns tipos de cancer e doenca
hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA; OMS, 2020; KANG et al.,, 2010). A
obesidade tem etiologia multifatorial, sendo decorrente de agentes genéticos,
psicossociais, socioecondmicos e/ou ambientais (ZUKIEWICZ-SOBCZAK et al., 2014,
KANG et al., 2017; KLAN et al., 2018).

A incidéncia da obesidade no Brasil e no mundo é crescente. Dados da OMS
(2020) demonstram que a prevaléncia de obesidade quase triplicou entre 1975 e 2016,
chegando a acometer cerca de 13% da populacéo adulta mundial. No Brasil, 20% dos
individuos adultos estavam obesos em 2019 (VIGITEL, 2020). Devido a alta
prevaléncia na populacao, a obesidade é considerada um problema de saude publica,
visto que essa junto com suas comorbidades associadas, onera o sistema de saude
e reduz a produtividade da populagcéo. Dados de 2014 indicam um gasto de 2,8% do
PIB para a economia global com problemas associados a obesidade e comorbidades
associadas (Instituto Global McKinsey, 2015). Assim, estudos Sdo necessarios para a
melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na etiologia da
obesidade.

Para isso, diferentes modelos experimentais com a finalidade de estudo da
obesidade ja foram descritos na literatura, dentre eles: a obesidade induzida por
mutacbes genéticas autossOmicas recessivas (COLEMAN, 1973); a obesidade
induzida por lesdes eletroliticas em ndcleos hipotalamicos (KIZER et al., 1977;
HETHERINGTON et al.,1939); inducdo da obesidade por ingestdao de dieta
hiperlipidica (HFD, WHITE, 2012) e a obesidade induzida pela administracédo
subcutanea de glutamato monossédico (MSG; SCALLET E ONNEY, 1986).

No modelo de obesidade induzida por MSG, a administracdo dessa substancia
em camundongos no periodo neonatal causa lesdes quimicas no hipotalamo e

eminéncia mediana, com consequentes alteragdes neuroenddcrinas que
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desencadeiam a obesidade (SCALLET E ONNEY, 1986; HIRATA, 1997). Como
caracteristica, estes camundongos MSG apresentam massiva adiposidade corporal
(BUNYAN et al.,, 1976) e menor comprimento linear (GASPAR et al., 2016). A
administracdo de MSG em camundongos no periodo neonatal também induz a
intolerancia a glicose (ARAUJO TR et al., 2019), hiperinsulinemia (MACHO et al.,
2000), hipergluconemia (ARAUJO et al., 2019), hipercorticosterolemia (GUIMARAES
et al., 2017) e resisténcia a insulina (PASTORE et al., 2010). Assim, este modelo tem
demonstrado desenvolver modificacdes organicas similares as que ocorrem em
individuos com obesidade (THALER et al., 2012).

1.2 Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) e sua contribuicdo para
obesidade e suas comorbidades

O hipotalamo é um importante mediador entre o controle neural e as repostas
periféricas. Uma das suas acdes se da pela secrecdo do hormdnio
adrenocorticotropico (ACTH). Apds estimulo pelo hormonio liberador de corticotrofina
(CRH), as células corticotropicas hipofisarias sintetizam a proopimelanocotina
(POMC), que ao ser clivada produz, entre outros derivados, o ACTH (MALIK et al.,
2015). Por sua vez, o ACTH ao interagir com os receptores de melanocortina do tipo
2 (MCR2), expressos na zona fasciculada da adrenal, estimula a sintese de
glicocorticoides (GCs; MARGIORES et al., 2016). Os GCs, dentre suas varias acoes,
regulam o metabolismo intermediario (KUO et al., 2015), a resposta imune e a
resposta inflamatéria (COUTINHO & CHARPAMAN, 2010).

Fisiologicamente, todas as respostas desencadeadas pelos GCs em humanos
ocorrem via sintese e secrecdo do hormdnio cortisol pela adrenal, enquanto, em
roedores, o GC predominante é a corticosterona (JOELS et al., 2018). O cortisol ou
corticosterona apos atravessar a membrana dos tecidos-alvo, interage com o receptor
para glicocorticoides (GR; BOSSCHER e DESMET, 2017) que se localiza no
citoplasma. Apés a interacdo, o GR associado ao ligante transloca-se ao ndcleo, onde
atua regulando a transcricdo génica por meio da interagdo com elementos de resposta
aos GCs (RATMAN et al.,2013) ou através da associacao a cofatores (KATHLEEN et
al., 2004). Ainda, a fim de regular sua propria secrecao, os GCs interagem com GR
presentes no eixo HHA, realizando a retroalimentacao negativa, por meio da inibicao
da secrecdo do ACTH e do CRH (JURUENA et al., 2004).
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Apesar da fina comunicacao e regulacdo do eixo HHA, dados disponiveis na
literatura demonstram que a obesidade desempenha importante papel sobre a
desregulacdo deste eixo. Estudos de supressdo farmacologica do HHA, com
dexametasona (um GC sintético) sugerem que individuos com obesidade abdominal
apresentam menor inibicdo da secrecao de cortisol, possivelmente devido a prejuizos
na retroalimentacdo negativa, o que pode refletir na hiperatividade do eixo HHA
(LJUNG et al., 1996; PASQUALI et al., 2002). Ainda, evidéncias apontam que a
obesidade leva a altera¢des no padréao de secrecao diurna de cortisol e elevagao dos
niveis desse hormoénio (JACKSON et al., 2017; PAPAFOTIOU et al., 2017; JACKSON
E STEPTOE, 2018), condi¢cdes caracteristicas do quadro de hipercortisolismo
funcional (TIRABASSI et al., 2013).

O excesso de GCs gera alteracbes metabdlicas em diferentes tecidos
importantes na metabolizacdo da glicose, como o tecido adiposo, musculo e figado,
que irdo culminar em um quadro de resisténcia a insulina (FERRAU E KORBONITS,
2018). Adipocitos e midcitos tratados com dexametasona apresentam reducdo na
expresséo do substrato do receptor de insulina 1 (IR-1; SAKODA et al., 2000; BUREN
et al., 2008; BROWN et al., 2017). Além disso, a exposicao do tecido adiposo aos GCs
eleva a presenca de macroéfagos pro-inflamatoérios (THI THU HUONG DO et al., 2018),
com consequente producdo de citocinas que prejudicam a sinalizacdo da insulina
(LUMENG et al., 2007).

Com a descoberta das isoformas a e B do GR, foi possivel esclarecer a
dualidade das acdes dos GCs, com atividade lipolitica e anti-inflamatoria em
condicdes fisiolégicas, se contrapondo a respostas lipogénicas e pré-inflamatorias
mediante a exposi¢des suprafisioldgicas (LEWIS-TUFFIN et al. 2006; SCHAAF et al.,
2008; HINDS et al., 2010). A GRa é descrita como a isoforma responsiva aos GCs,
enquanto o GRp é descrito como um regulador negativo da GRa, e nesse caso, por
se tratar de um transcrito ativo, a presenca da GR no meio a levaria a interagdo com
a GRa resultando na formag&o de um complexo inativo (LEWIS-TUFFIN et al. 2007).
Posteriormente, foi evidenciado que o GRp, apesar de ndo possuir sitio de ligacdo aos
GCs, interage com co-fatores (MIN et al., 2018), podendo exercer atividade
transcricional de forma independente da GRa (LEWIS-TUFFIN et al. 2007; MIN et al.,
2018). Em camundongos C57BL/6 obesos HFD, observa-se um predominio da
isoforma GRp, cuja superexpressao esta associada a reducao da expressao de mRNA
de proliferadores do peroxissoma alfa (PPARa) e glicogénio sintase 2 (GSK2),
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proteinas associadas a lipolise e glicogénese, em contraposicdo ao aumento da
expressao de marcadores pro-inflamatorios, como fator de necrose tumoral (TNF-q;
MARINO et al., 2016). Essas alteracdes transcricionais favorecem o acumulo de
gordura ectopica e o estabelecimento do quadro de inflamacgdo crbénica, ambas
condi¢cdes comumente associadas a obesidade.

1.3 Doenca hepatica gordurosa nao-alcéolica (DHGNA)

O termo DHGNA é usado para designar uma condi¢cdo clinico-patolégica
caracterizada pelo acumulo de gordura nos hepatécitos na auséncia de causas
secundarias, como 0 consumo excessivo de alcool (BESSONE et al., 2018). A doenca
pode se apresentar como esteatose hepética simples, podendo evoluir para esteato-
hepatite ndo alcoodlica (KOEK, 2011). A partir desse ponto, existe maior potencial de
progressao para cirrose (SHARMA & JOHN, 2019) com graves alteracbes
hemodinamicas hepéticas (KIM et al., 2010) que, por fim, pode progredir para sua
forma mais grave, o carcinoma hepatocelular (ISSA & ALKHOURI, 2017). A DHGNA
se desenvolve a partir de modificacdes no metabolismo hepéatico de lipideos podendo
ser decorrente do aumento da taxa de captagdo de glicose para a lipogénese de novo
de acidos graxos (AG), sobressaindo o catabolismo de acidos graxos através da -
oxidacdo e a exportacdo de colesterol (COL) e triglicerideos (TG) do figado para
tecidos periféricos (FABBRINI et al., 2010). Com elevada prevaléncia, a DHGNA é
considerada a doenca hepética crénica mais comum do mundo. Em 2018, acometeu
cerca de 25% da populagédo adulta mundial (ARAUJO A. R. et al., 2018), com maior
incidéncia na América do Sul e Oriente Médio e estando fortemente associada a
obesidade (YOUNOSSI et al., 2016).

A DHGNA esta correlacionada a hiperatividade do HHA e mudancas na
resposta aos GCs. Foi demostrado que individuos obesos e com esteatose hepatica,
guando desafiados com dexametasona (a fim de mimetizar a retroalimentacéo
negativa promovida pelo cortisol), apresentaram menor supressao deste eixo, estando
esse efeito diretamente associado a gravidade histopatologica da esteatose (ZOPPINI
etal., 2004; TARGHER et al., 2006). Sabe-se também que a exposicao de hepatdcitos
de camundongos obesos aos GCs leva ao aumento da expressdo de enzimas que
participam da lipogénese de novo, como a acetil-CoA carboxilase-1 (ACC1), estearoil-
CoA dessaturase (SCD1), &cido graxo sintase (FASN), e do fator de transcricdo de
ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-1; YANG et al., 2018). De forma
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conjunta, a exposicao aos GCs leva a supresséo da expressao do receptor ativado por
proliferadores do peroxissoma-alfa (PPARa), reduzindo assim a transcricdo de
enzimas envolvidas com a [(-oxidacdo. Além de reduzir a transcricdo da enzima
glicogénio sintase 2 (MARINO et al, 2016), aumentando a disponibilidade de
polissacarideo no meio para ser utilizado como substrato para a lipogénese de novo,
resultando no aumento da sintese de TG e, consequentemente, favorecendo o
estabelecimento da esteatose hepatica.

Ja é estabelecido que a obesidade e a DHGNA estao intimamente associados
aresisténcia a acao da insulina (SAMUEL et al., 2004; PIRGON et al., 2013). E alguns
mecanismos ja foram descritos para elucidar a relacédo entre o acumulo de gordura no
figado e a resisténcia a insulina, séo eles:

(1) através da ativacao de células de Kupffer M1, que sdo macréfagos residentes do
tecido hepéatico de fendtipo pro-inflamatério, com consequente liberacdo de TNF-a,
interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6) (LANTHIER et al., 2010; MARINO et al.,
2016). Essas citocinas atuariam aumentando a expressdo dos supressores de
sinalizacao de citocina (SOCS), os quais inibem a sinalizag&o do receptor de insulina
(IR; MOONEY et al., 2001 e HOTAMISLIGIL et al., 1993);

(2) o stress oxidativo, devido ao aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), principalmente no complexo 1 da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial (CTEM; ARONIS et al., 2005). Dessa forma, os EROS atuariam inibindo
a fosforilagdo do IR e do substrato 1 do IR (IR-1; HANSEN et al., 1999) prejudicando
a sinalizacao desencadeada a partir da ligacdo com esse receptor;

(3) o processo incompleto de B-oxidacdo culmina na producdo de metabdlitos
lipotéxicos (PATTERSON et al., 2016) que também prejudicam a sinalizacdo da
insulina, com mecanismo que envolve ativacdo de uma isoforma da proteina quinase
C (PKC), resultando na inibicdo das enzimas fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e da
Akt/PKB (POWELL et al., 2003; JORNAYVAZ et al., 2012).

Ainda, estudos com humanos e roedores confirmam a correlacdo da resisténcia
ainsulina e DHGNA. Analises apontam que cerca de 55% dos pacientes com DM tipo
2 possuem DHGNA (ZOBAIR, 2019). Franko e colaboradores (2017) observaram
melhoras na resisténcia a insulina de camundongos Tally Ho diabéticos e com
esteatose mediante o0 tratamento com bezafibrato, um agonista PARR-a.

Adicionalmente, foi observado que camundongos com lipotoxicidade hepéatica
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induzida por dieta, quando submetidos ao tratamento com agentes que reduzem a
atividade pro-inflamatoria apresentam melhora na resisténcia a insulina e a esteato-
hepatite (NI et al., 2015; CHEN et al., 2019). Esses achados sugerem uma intima
associacao entre DHGNA e prejuizos na resposta a insulina e, consequentemente, na

homeostase da glicose.
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1.4  Mifepristona

Figura 1: Estrutura molecular da mifepristona. Imagem representativa retirada do Pubchen.

Classicamente, a mifepristona (MIFE) é definida como um antagonista
competitivo do GR e do receptor de progesterona (RP; GALLAGHER E TOUNG,
2006). Entretanto, uma analise mais profundada do seu mecanismo de acao
demostrou que apods a interacdo da MIFE ao receptor ocorre a translocacédo desse
complexo-ligante GR para o nucleo, no qual este se liga com alta afinidade a
promotores de genes e impede a interacdo dessas regifes a receptores ativos por
agonistas (WAGNER et al., 1999). Recentemente, MIN e colaboradores (2018)
evidenciaram que a MIFE pode interagir com a isoforma GRf, levando a sua interagao
preferencialmente com co-repressores, reduzindo a atividade transcricional intrinseca
desse receptor. Na clinica, devido sua acao antiprogesterona, a MIFE é utilizada como
abortivo em associac¢éo a prostaglandinas (HEIKINHEIMO, 1997). Por essa atuacéao,
sua comercializacao é proibida no Brasil. Ainda, devido sua acdo antiglicocorticoide a
MIFE possui elevada efetividade no tratamento da sindrome de Cushing (MORGAN E
LAUFGRABEN, 2013), melhorando as condicbes caracteristicas da
hipercorticosterolemia, como a reducédo da resisténcia a insulina (FLASERIU et al.,
2012; TAKESHITA et al., 2015).

Além da sindrome de Cushing, a reducéo da resisténcia a insulina frente ao
tratamento com MIFE ja foi evidenciado em diferentes modelos animais de obesidade,
como na obesidade induzida por HFD (HASHIMOTO et al., 2013; BEAUDRY et al.,
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2014), na obesidade induzida por dieta rica em frutose (PRIYADARSHINI &
ANURADHA, 2017) e em camundongos de linhagem ob/ob (GETTYS et al., 1997) e
db/db (LIU et al., 2005).

Recentemente, andlises farmacolégicas da MIFE em células musculares
apontaram para o aumento da fosforilacdo da proteina quinase B (PKB) e da
translocacao do transportador de glicose (GLUT) tipo 4 para a membrana de miocitos
(BERNAL-SORE et al., 2018), aumentando o aporte de glicose para célula. Em
adipdcitos, o tratamento com insulina e MIFE demonstrou aumento na captacéo de
glicose, em comparacéo a adipdcitos tratados apenas com insulina (HASHIMOTO et
al., 2013). Tais evidencias sugerem que a MIFE contribui para a melhora da resposta
a insulina e consequentemente do controle glicémico.

Além disso, estudos apontam que adipdécitos 3T3-L1 (de camundongo) quando
expostas a CG e MIFE apresentam menores niveis de ACC e fatores de transcricao
relacionados a adipogénese, quando comparado a exposi¢cdo apenas ao CG (YAN et
al.,, 2016). Em hepatdcitos, o tratamento com GC e MIFE reduziu a expressao do
MRNA da ACC, estearoil-CoA desaturase — 1 (SDI) e SREBP-1, em contrapartida,
observou-se o aumento dos niveis de mMRNA da carnitina palmitoiltransferase-1 (CPT-
1), o que sugere que o tratamento com MIFE tenha ag&o na reducao da lipogénese e
no favorecimento da B-oxidacao (YANG et al., 2018).

2. JUSTIFICATIVA

Estudos tem demostrado a intima associacdo entre danos no nucleo arqueado
hipotalamico e o aumento da adiposidade corporal (OBICI et al., 2002; BALTHASAR
et al., 2004; THALER et al., 2012). Paralelamente, foi evidenciado que a marcacao
cerebral associada a gliose no hipotdlamo de humanos esté correlacionada de forma
positiva a maiores valores de IMC (THALER et al., 2012; PUIG et al., 2015), resultando
em hiperatividade do eixo HHA, e consequente hipercortisolemia (ROSMOND et al.,
1998; RODRIGUEZ et al., 2015). A hipercortisolemia, por sua vez, leva a alteracdes
fisiologicas que contribuem para o aumento da adiposidade (YU et al., 2014),
resisténcia a insulina (BURKE et al., 2019; BUREN et al., 2002) e aumento da
deposicdo de gordura ectopica no figado, o que propicia ao desenvolvimento da
DHGNA (HU et al., 2020; CHRIST-CRAIN et al., 2008).

Dados disponiveis na literatura demonstram que o tratamento com MIFE

atenua a resisténcia a insulina e a lesdo hepatica em humanos com sindrome de
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Cushing (WALLIA et al., 2013; FLESERIU et al., 2012; RAQUCCI et al., 2017) e em
roedores com obesidade induzida por HFD (HASHIMOTO et al., 2013). Entretanto,
pouco se sabe sobre os efeitos da MIFE no modelo de obesidade MSG, que possui
hiperatividade do eixo HHA e hipercorticosterolemia (GUIMARAES et al., 2017;
TORREZAN et al., 2019). Assim, este trabalho visou avaliar se o tratamento crénico
com MIFE atenua o desenvolvimento e progressdo da resisténcia a insulina e da
DHGNA em camundongos obesos MSG.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se camundongos tratados no periodo neonatal com MSG apresentam
prejuizos na homeostase de glicose aos 30 ou 60 dias de vida.

Avaliar se a administracdo de MIFE em camundongos MSG pode ser uma
ferramenta farmacolédgica para modificacdo de parédmetros da obesidade como a
adiposidade, prejuizos na homeostase da glicose e esteatose hepética.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a homeostase de glicose em camundongos MSG tratados ou hdo com
MIFE;

- Avaliar parametros bioquimicos séricos associados ao perfil nutricional em
camundongos MSG tratados ou ndo com MIFE;

- Avaliar o peso corporal final e deposicédo de gordura nos estoques de tecido
adiposo branco em camundongos MSG tratados ou ndo com MIFE;

- Avaliar a deposicdo de lipideos no tecido hepatico e estadiar o grau de
esteatose de camundongos MSG tratados ou ndo com MIFE.

4. METODOLOGIA

4.1 Grupos Experimentais

Camundongos fémeas Swiss prenhas foram mantidas no Biotério de
Experimentacdo de Roedores (Divisdo de Pesquisa em Produtos Bioativos e
Biociéncias — DPBio) do Centro Multidisciplinar UFRJ-Macaé, sob condicbes
controladas de luminosidade (8-20h claro/20-8h escuro), umidade e temperatura (21
+ 2°C) durante toda a gestacdo (Certificado de aprovacdo para utilizacdo dos
camundongos emitida pela CEUA UFRJ-Macaé sob n°: 054 — ANEXO 1).

Para avaliar se camundongos MSG comecam a apresentar prejuizos na

homeostase de glicose aos 30 ou 60 dias de vida, a partir do primeiro dia de vida pés-
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natal a prole de machos foi distribuida nos seguintes grupos experimentais
(CANTELLI et al., 2017; Fig. 1):

- Controle (CTL): Machos que do primeiro ao quinto dia de vida pos-natal foram

submetidos diariamente & uma inje¢do subcutanea (SC) de salina (1,25 g/kg de peso
corporal/dia; n=16; Fig. 1)

- MSG: Machos que do primeiro ao quinto dia de vida pds-natal foram
submetidos diariamente & uma injecdo SC de MSG solubilizado em agua destilada (4
g/kg de peso corporal/dia; n= 25).

Aos 21 dias de idade os camundongos foram desmamados. Aos 30 e 60 dias
de vida os camundongos foram submetidos aos testes de tolerancia a glicose (IPGTT)
e glucagon (IPGIUTT), e posteriormente, o0s camundongos que compunham o grupo
MSG foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais (Fig. 2):

- MSG30: Machos MSG que a partir dos 30 dias de vida passaram a receber
diariamente, durante 30 dias, via SC de solucéo de 5% de DMSO dissolvido em 6leo
de milho (veiculo; n=10).

- MSG60: Machos MSG que a partir dos 60 dias de vida passaram a receber
diariamente, durante 30 dias, veiculo via SC (n=14).

- MIFE30: Machos MSG que a partir dos 30 dias de vida passaram a receber
diariamente, durante 30 dias, via SC 80 mg/kg de peso corporal de MIFE dissolvida
em veiculo (n=10).

- MIFEG0: Machos MSG que a partir dos 60 dias de vida passaram a receber
diariamente, durante 30 dias, via SC 80 mg/kg de peso corporal de MIFE dissolvida
em veiculo (n=14).

O volume méaximo administrado em cada animal foi de 115 pL.

Durante todo o tratamento, os camundongos receberam rag&o padréo (Nuvital,
Colombo, PR, BRA) e agua filtrada ad libitum. Apds os 30 dias de tratamento,
prosseguiu-se com 0s experimentos. A representacédo dos grupos experimentais esta

disposta na Figura 2.
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Figura 2: Representacdo dos grupos experimentais CTL (n= 16) e MSG (n=25). Machos Swiss
neonatos foram tratados com salina (1,25 g/kg de peso corporal/dia; grupo CTL) ou MSG (4 g/kg de
peso corporal/dia; grupo MSG) do primeiro ao quinto dia de vida. Aos 30 e aos 60 dias de vida foram
realizados os testes ipGTT e ipGLUTT. # indica a realizacdo dos testes de tolerancia a glicose (IPGTT)
e glucagon (IPGIUTT).
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Figura 3: Representacdo dos grupos experimentais MSG30 (n=6), MIFE30 (n=10), MSG60 (n=14) e
MIFEGO0 (n=14). Aos 30 dias de vida metade dos camundongos que compunham o grupo MSG
passaram a receber diariamente via SC veiculo (solu¢éo de 5% de DMSO dissolvido em 6leo de milho;
grupo MSG30) ou MIFE (80mg/Kg de peso corporal; grupo MIFE30) durante 30 dias. Aos 60 dias de
vida, a outra metade dos camundongos que compunham o grupo MSG passaram a receber diariamente
via sc veiculo (grupo MSG60) ou MIFE (grupo MIFE60), durante 30 dias. # indica a realizacdo dos
testes de tolerancia a glicose (IPGTT) e glucagon (IPGIUTT).

4.2 Teste de toleréncia a glicose (IPGTT) e ao glucagon (IPGIuTT)

4.2.1. Avaliacdo da homeostase da glicose em camundongos CTL e MSG

Para avaliacdo da homeostase da glicose, os camundongos que compunham
0s grupos CTL e MSG foram submetidos aos testes IPGTT e IPGIUTT aos 30 e 60
dias de vida. Para o IPGTT, camundongos, em jejum de 12 horas, foram pesados e a
glicemia foi aferida (tempo 0). Apds, a glicose foi administrada IP na concentragéo de
2g/kg de peso corporal e a glicemia foi verificada nos tempos 15, 30, 60, 120 e 180
minutos pos aplicacdo (ARAUJO, T. R. et al., 2016). Para o IPGIUTT, camundongos,
em jejum de 8 horas, foram pesados e a glicemia foi aferida (tempo 0). Apds, 0
glucagon (GlucaGen® HypoKit, Novo Nordisk) foi administrado via ip na concentracao
de 100pg/kg de peso corporal e a glicemia foi verificada com uso de do glicosimetro
(Accu Chek® Performa, Roche, Brasil) nos tempos 10, 15, 30, 45 e 60 minutos pos
aplicacado (MERINO et al., 2015).
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4.2 Avaliacdo da homeostase da glicose em camundongos MSG30,
MSG60, MIFE30 e MIFEG0

Para avaliacdo da homeostase da glicose, os camundongos que compunham
0s grupos MSG30, MSG60, MIFE30 e MIFEG0 foram submetidos ao IPGTT e IPGIUTT
apos 30 dias de tratamento com veiculo ou MIFE, conforme metodologia descrita
acima.

4.3 Parametros bioquimicos séricos nutricionais

Apos os 30 dias de tratamento, com veiculo ou MIFE, foi realizada a coleta do
sangue caudal dos camundongos dos grupos MSG30, MSG60, MIFE30 e MIFEGO no
estado de jejum. Apoés a coleta, o sangue foi centrifugado a 1500 x g a 4°C, por 10
minutos, para obtencao do plasma. O plasma foi coletado e armazenado a -20°C para
posterior dosagem de glicose, triglicerideos (TG), colesterol (COL), proteinas totais e
albumina com o uso de kits colorimétricos (cat. n K117, cat. n. K083, K040, Bioclin,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil; cdd. 742181, Laborclin, Pinhais, PR, Brasil).

4.4 Avaliacéo do peso corporal e adiposidade

Apods 30 dias de administracdo de veiculo ou MIFE, os camundongos que
compunham os grupos MSG30, MSG60, MIFE30 e MIFEG0 foram pesados e foi obtida
a medida do comprimento nasoanal (CNA), para posterior calculo do indice de Lee,

conforme férmula previamente descrita por Bernardis e Petterson (1968):

P l . .
(Peso corporal em gramas) ,.1 0. Posteriormente, os camundongos foram eutanasiados
(CNA em centimetros)

por decapitagdo e os estoques de gorduras retroperitoneal e periepididimal foram
dissecados e pesados.

4.5 Avaliacéo da deposicédo de gordura hepatica

Apoés a eutanasia, o figado dos camundongos que compunham 0s grupos
MSG30, MSG60, MIFE30 e MIFEGO foi dissecado e pesado, e um fragmento do figado
de cada animal foi direcionado para analise histopatoldgica. Os fragmentos de figado
foram fixados em formol de Carson (solucdo contento 10% de formaldeido e 1,5% de
metanol em 88,5% de PBS) por 48h, e em sequéncia desidratados em etanol,
diafanizados em xilol e incluidos parafina (Biotec®, Adria laboratorios, Londrina, PR).
Seccdes de 5 um de espessura com espacamento de 100 um, foram obtidas do tecido
em microtomo manual (Lupetec MRP 2015, Sdo Paulo, BR) e ap0s coradas com
hematoxilina e eosina (HE).
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Para obtencao das imagens histoldgicas, foram selecionadas duas secc¢des do
figado de cada camundongo dos grupos MSG30 (n=3), MIFE30 (n=4), MSG60 (n=4)
e MIFE60 (n=7). As secc¢bes foram fotografadas em microscopio optico (Novel BM
2100, China) acoplado a camera digital (Tucsen USB 2.0 H series, China). Em cada
seccao foram registrados, com o aumento de 400x, 8 campos aleatérios, totalizando
16 campos. Para avaliacdo do estadiamento da esteatose hepatica, primeiramente foi
realizada a contagem do namero total de hepatdcitos por campo, e em seguida, foram
contabilizados o niumero de hepatdcitos com incluséo lipidica para posterior calculo
do percentual de hepatécitos com inclusdo lipidica. Dessa forma, foi possivel
classificar o grau de esteatose hepatica conforme classificacdo previamente descrita
por Liang et al. (2014), onde: esteatose grau 0 ou sem esteatose (<5% dos hepatécitos
com incluséo lipidica), esteatose grau 1 (entre 5 — 33% dos hepatécitos com inclusao
lipidica), esteatose grau 2 (entre 33% - 66% dos hepatdcitos com inclusao lipidica) e
esteatose grau 3 (>66% dos hepatdcitos com inclusédo lipidica). Também foram
avaliados o quantitativo de ndo-hepatocitos (células de Kupffer, de Ito e ductais) por
campo presentes no parénquima hepatico, para obtencdo da razdo hepatdécito/néo
hepatdcito. Para obtencdo do nimero de nao hepatécitos também foram avaliados 16
campos.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média (EPM).
As analises estatisticas foram realizadas com o programa Prism versdo 5.0
(GraphPad Software, USA). Os resultados foram submetidos ao teste de distribuicdo
de normalidade Shapiro-Wilk e entdo comparados por teste paramétrico (teste t de
Student) ou ndo paramétrico (teste U de Mann-Whitney). O p < 0,05 foi adotado como

critério de significancia.
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5. RESULTADOS
51 Avaliacdo da homeostase da glicose em camundongos CTL e MSG

Para investigar em qual periodo da vida dos camundongos MSG se manifesta
a intolerancia a glicose e o aumento da producao hepética de glicose em resposta ao
glucagon, os testes IPGTT e IPGIUTT foram realizados aos 30 e 60 dias de vida em
camundongos MSG e CTL. Aos 30 dias de vida, camundongos MSG néo
apresentaram diferencas nos valores de glicemia registrados durante o IPGTT (Fig.
4A) ou IPGIUTT (Fig. 4C), quando comparados aos camundongos CTL. O total da
glicemia durante os testes nao diferiu entre os grupos MSG e CTL (Fig. 4B e 4D).
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Figura 4: Curva glicémica durante a realizagdo do IPGTT (A) e IPGIUTT (B) de camundongos CTL
(n=7) e MSG (n=9) aos 30 dias de vida. Média £+ EPM da area abaixo de curva (AUC) durante IPGTT
(C) e IPGIUTT (D) de camundongos CTL (n=7) e MSG (n=9) aos 30 dias de vida. Dados analisados por
Shapiro-Wilk seguido de teste t de Student ou teste U de Mann Whitney, p <0,05.

Porém, aos 60 dias de vida, durante o IPGTT, os camundongos do grupo MSG
apresentaram hiperglicemia nos tempos 60, 120 e 180 min, quando comparados aos
CTL (p < 0,01; p < 0,03 e p < 0,02, respectivamente; Fig. 5A). Ainda, o total da
glicemia, expresso como AUC (mg/dL.mint), foi 75% maior no grupo MSG, em relacédo
ao CTL (p <0,03; Fig. 5B). Na avaliagéo do IPGIUTT, ao longo do teste a glicemia de

camundongos MSG foi superior guando comparado a camundongos CTL. A glicemia
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geral de camundongos MSG foi 77% superior guando comparados aos CTL (P <0,02;
Fig. 5D).
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Figura 5: Curva glicémica durante a realizacdo do IPGTT (A) e IPGIUTT (B) de camundongos CTL
(n=7) e MSG (n=9) aos 60 dias de vida. Média + EPM da area abaixo de curva (AUC) durante IPGTT
(C) e IPGIUTT (D) de camundongos CTL (n=7) e MSG (n=9) aos 60 dias de vida. Dados analisados por
Shapiro-Wilk seguido de teste t de Student ou teste U de Mann Whitney, p <0,05. * representa diferenca
estatistica.

Os resultados dos testes de tolerancia realizados entre camundongos MSG e
CTL sugerem que o estabelecimento da intolerancia a glicose e a maior producéo de
glicose resposta ao glucagon ocorrem no intervalo de tempo entre os 30 e 60 dias de
vida de camundongos MSG. Sendo possivel observar tais prejuizos na homeostase

da glicose bem estabelecidos aos 60 dias de vida dos camundongos MSG.
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5.2 Efeitos do tratamento com MIFE em camundongos MSG a partir dos
30 dias de vida

Mediante os resultados acima descritos, decidimos realizar o tratamento com
MIFE no periodo de 30 a 60 dias de vida dos camundongos MSG, a fim de verificar
se o tratamento com MIFE poderia ter acdo preventiva contra o estabelecimento dos
prejuizos na homeostase da glicose. Como resultados obtivemos que apos 30 dias de
administracéo diaria do MIFE, a tolerancia a glicose ou producao hepética de glicose
em resposta ao glucagon de camundongos MIFE30 foi semelhante ao observado para

esses parametros em camundongos MSG30.
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Figura 6: Curva glicémica durante a realizagdo do IPGTT (A; n=10) e IPGIUTT (B; n=6) de
camundongos MSG apds 30 dias de tratamento com veiculo ou MIFE, com inicio do tratamento aos 30
dias de vida. Média + EPM da AUC durante IPGTT (C) e IPGIUTT (D) de camundongos apés 30 dias
de tratamento com MIFE ou veiculo. Dados analisados por Shapiro-Wilk seguido de teste t de Student
ou teste U de Mann Whitney, P <0,05.

Quanto aos parametros bioquimicos, a concentragdes plasmaticas de TG (Fig.
7A), COL (Fig. 7B), proteinas totais (Fig. 7C) e albumina (Fig. 7D) foi semelhante entre
0s grupos MIFE30 e MSG30.
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Figura 7: Média £+ EPM da concentracdo plasmatica de triglicerideos (A), colesterol (B), albumina (C)
e proteinas totais (D) de camundongos MSG30 (n= 6) e MIFE30 (n= 8). Dados analisados por Shapiro-
Wilk seguido de teste t de Student ou teste U de Mann Whitney, p <0,05.

Com relacéo aos parametros de avaliacdo da obesidade, a administracao de
MIFE nado modificou o peso corporal final (Fig. 8A), indice de Lee (Fig. 8B) e estoques
de tecido adiposo branco retroperitoneal (Fig. 8C) e periepididimal (Fig. 8D) de
camundongos dos grupos MIFE30 em comparacao a camundongos MSG30.
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Figura 8: Média + EPM do peso corporal total (A), indice de Lee (B) e peso dos estoques de gorduras
retroperitoneal (C) e periepididimal (D) de camundongos MSG30 (n=8) e MIFE30 (n=9). Dados
analisados por Shapiro-Wilk seguido de teste t de Student ou teste U de Mann Whitney, p <0,05.

O peso do tecido hepatico de camundongos MIFE30 e MSG30 foi similar (Fig.
9A). Na andlise histopatolégica foi possivel observar hepatécitos de tamanho

uniforme, em formato poliédrico, com nudcleo centralizado e bordas citoplasmaticas



34

bem definidas em ambos os grupos (Fig. 9C). Todos os camundongos do grupo
MIFE30 e MSG30 apresentaram grau 1 de esteatose (Fig. 9B).

Figura 9: Média = EPM do peso do figado (A), classificacdo da esteatose hepéatica (B) de camundongos
MSG30 (n=3) e MIFE30 (n=4). Imagens representativas de sec¢des do figado de camundongos MSG30
e MIFE30 coradas com HE (C). Dados analisados por Shapiro-Wilk seguido de Teste U de Mann
Whitney, p <0,05.

5.3 Efeitos do tratamento com MIFE em camundongos MSG a partir dos
60 dias de vida

Como descrito acima, os testes de tolerancia preliminares indicaram que aos
60 dias de vida os camundongos obesos MSG apresentavam intolerancia a glicose e
maior producdo hepatica de glicose em resposta ao glucagon. Frente a esses
resultados avaliamos se o tratamento por 30 dias com MIFE poderia levar reversao
dos prejuizos na homeostase da glicose nos camundongos MSG.

Foi observado que apés 30 dias de tratamento com MIFE, o grupo MIFE 60
apresentou menor glicemia aos 60 e 120 min durante o IPGTT (p < 0,04 e p < 0,02;
Fig. 10A). O total da glicemia durante o IPGTT foi 31% menor nos camundongos
MIFE60 em relagdo aos camundongos MSG60 (p < 0,04; Fig. 10C). A producéo de
glicose em resposta ao glucagon durante IPGIUTT foi similar entre camundongos
MIFE60 e MSG60 (Fig. 10B e 10D).
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Figura 10: Curva glicémica durante a realizacdo do ipGTT (A; n=13) e ipGIuTT (B; n=5) apés 30dias
de tratamento de camundongos MSG com veiculo ou MIFE, com inicio do tratamento aos 60 dias de
vida. Média + EPM da AUC durante ipGTT (C) e ipGIuTT (D) de camundongos aos 60 dias de vida.
Dados analisados por Shapiro-Wilk seguido de teste t de Student ou teste U de Mann Whitney, p <0,05.

* representa diferenca estatistica.

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos plasmaticos, foi evidenciado
hipertrigliceridemia (p < 0,01; Fig. 11A), hiperalbouminemia (p < 0,04; Fig. 11C) e
aumento na concentracdo de proteinas totais (p < 0,02; Fig. 11D), porém sem
diferencas na colesterolemia (Fig. 11B) em camundongos MIFE60, quando

comparados aos MSG60.
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Figura 11: Média + EPM da concentragdo plasmatica de triglicerideos (A), proteinas totais (B),
albumina (C) e colesterol (D) de camundongos MSG60 (n=14) e MIFE60 (n=15) apés a administracao
de veiculo ou MIFE durante 30 dias. Dados analisados por Shapiro-Wilk seguido de teste t de Student

ou teste U de Mann Whitney, p <0,05. * representa diferenca estatistica.

Na avaliacdo da obesidade, o peso corporal final (Fig. 12A), indice de Lee (Fig.
12B) e peso dos estoques de gorduras retroperitoneal e periepididimal (Fig. 12C e D)
de camundongos MIFE60 apresentaram valores préoximos a de camundongos
MSG60.
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Figura 12: Média = EPM peso corporal final (A), indice de Lee (B) e peso dos estoques de gordura
retroperitoneal (C) e gordura epididimal (D) de camundongos MSG60 (n=14) e MIFE60 (n=14). Dados
analisados por Shapiro-Wilk seguido de teste t de Student ou teste U de Mann Whitney, p <0,05.
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O peso do figado foi maior no grupo MIFE60 quando comparados aos MSG60
(p < 0,01 Fig. 13A). Na analise histopatoldgica foi possivel observar hepatdcitos com
formato poliédrico, tamanho uniforme, ndcleo centralizado e bordas citoplasmaticas
bem definidas em ambos os grupos. Na analise do grau se esteatose, 50% dos
camundongos do grupo MSG60 apresentavam esteatose hepatica grau 2,
evidenciada pela presenca de inclusdes lipidicas do tipo microvesicular no citoplasma
dos hepatécitos (setas pretas na Fig. 13C) e a outra metade esteatose grau 1. Nos
camundongos do grupo MIFEGO foi observada atenuacéo da prevaléncia de esteatose
hepatica, visto que apenas 16% dos camundongos apresentavam esteatose grau 2
(Fig. 13C) frente a 86% apresentando grau 1.
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Figura 13: Média + EPM do peso normalizado do figado (A), classificacdo da esteatose hepatica (B)
em camundongos MSG60 (n=4) e MIFE6O0 (n=7). Imagem representativa de cortes histolégicos de
figado de camundongos MSG60 e MIFE60 coradas com HE (C). Dados analisados por Shapiro-Wilk
seguido de teste U de Mann Whitney. ** Indica diferenca estatistica p <0,006.
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo demonstramos que o estabelecimento da intoleréncia a glicose
e maior producdo hepatica de glicose em resposta ao glucagon em camundongos
obesos MSG ocorre entre os 30 e 60 dias de vida. Ainda, evidenciamos que o
tratamento com MIFE em camundongos obesos MSG, a partir dos 60 dias de vida,
leva a melhora da intolerancia a glicose e atenua a deposi¢céao de gordura no figado,
apesar de aumentar o peso do figado e os valores plasmaticos de triglicerideos,
albumina e proteinas totais.

A intolerancia a glicose em roedores obesos MSG com 20 semanas de vida foi
relatada nos anos 90 (HIRATA et al., 1997), porém nao esta claro na literatura o
periodo da vida em que as alteragfes glicémicas se estabelecem nesses animais. Em
nosso estudo observamos que 0s prejuizos na homeostase da glicose em
camundongos MSG se manifestam entre os 30 e 60 dias de vida.

As alteracdes na homeostase da glicose na obesidade MSG podem ser
decorrentes da hiperatividade do HHA e da hipercorticosteronemia (MIRANDA et al.,
2016), portanto, o antagonismo do GR poderia ser uma estratégia terapéutica para
reestabelecimento da homeostase glicémica neste tipo de obesidade. Em nosso
estudo, camundongos MSG tratados com MIFE a partir dos 60 dias de vida,
apresentaram melhora a tolerancia a glicose. Esses achados corroboram com
evidéncias anteriores que demonstraram que o tratamento com MIFE melhora a
homeostase da glicose na obesidade. HASHIMOTO e colaboradores (2013)
demonstraram que o tratamento com 30 mg/Kg de peso corporal de MIFE por 3 meses
em camundongos C57BI/6NCr alimentados com HFD reduziu a glicemia. Efeitos
semelhantes foram observados em camundongos ob/ob apos 21 dias de tratamento
com 30 mg/Kg de peso corporal de MIFE (GETTYS et al., 1997). Em ratos Sprague
Dawley alimentados com HFD, BEAUDRY e colaboradores (2014) observaram que o
tratamento com 80 mg/Kg de peso corporal de MIFE ou antagonistas seletivos do GR
preveniu a intolerancia a glicose em ratos que foram tratados com corticosterona.
Portanto, a melhora na tolerancia a glicose no grupo MIFE60 deve ser decorrente da
amenizacao da hipercorticosterolemia nesses animais, visto que ja foi demonstrado
na literatura que roedores MSG s&o hipercortisolémicos aos 60 dias de idade
(TOKUIAMA & HIMMS-HAGEN, 1989).
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Sabe-se que aumento da corticosteronemia em roedores MSG pode modificar
a secrecdao da insulina e do glucagon, o que contribui para a intolerancia a glicose e
maior producao hepatica de glicose. Foi observado que camundongos tratados com
dexametasona apresentam hipersecre¢ao de insulina e glucagon (RAFACHO et al.,
2014). A adrenalectomia em camundongos MSG na quinta semana de vida previne a
hiperinsulinemia (TOKUIAMA E HIMMS-HAGEN, 1989). Portanto, a menor acdo da
corticosterona em camundongos MSG tratados com MIFE pode ter melhorado a
secrecao de hormonios que regulam e contrarregulam a glicemia, contribuindo para a
melhora na tolerancia a glicose no grupo MIFEG0.

Surpreendentemente, o tratamento de camundongos MSG com MIFE aos 30
dias de vida ndo modificou a tolerancia a glicose. Foi demostrado que a exposi¢cao
aos GC estd associada a prejuizos na supressdo da secrecado de glucagon em
resposta ao aumento na concentracao plasmatica de glicose (RAFACHO et al., 2014).
O quantitativo de células a pancreaticas aumenta consideravelmente no periodo pés
administragao pré-natal de MSG até os 30 dias de vida dos camundongos, enquanto
o0 aumento no numero de células B nesse periodo é menor (NAKAYAMA et al., 2012).
Além disso, foi visto que o tratamento de camundongos Swiss com dexametasona
aumenta a desgranulacao das células a e 3, sem afetar os niveis transcricionais do
glucagon e da insulina (RAFACHO et al., 2014). Dessa forma € possivel que o efeito
da supressdao da hipercorticosterolemia reflita inicialmente na reducdo da
concentracdo plasmatica de insulina, enquanto os efeitos na hiperglucagonemia seja
observado apés os 60 dias de vida de camundongos MSG, quando o numero de
células a pancreaticas diminui acentuadamente. A reducdo na concentracao
plasmatica de glucagon reduziria a producéo hepatica de glicose, o que resultaria no
melhor controle dos niveis plasmaticos de glicose. Dessa forma, mais estudos séo
necessarios para melhor compreensdo das modificacdes nos niveis da insulina e
glucagon em camundongos MSG tratados com MIFE.

A resisténcia a insulina € um importante fator de risco para o desenvolvimento
da DHGNA (UTZSCHNEIDER & KAHN, 2006). Como demonstrado anteriormente na
literatura (COELHO et al., 2018), também observamos que camundongos MSG a
partir de 60 dias de vida apresentam esteatose hepatica. Foi demostrado que
camundongos HFD tratados com MIFE apresentam menor deposicdo hepatica de
gordura (BREAUDRY et al., 2014).
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Além disso, evidenciamos que camundongos MSG tratados com MIFE a partir
dos 60 dias de vida apresentaram maiores concentracdes plasmaticas de TG quando
comparados a camundongos MSG tratados com veiculo (FIGURA 9). KROON e
colaboradores (2018) evidenciaram que camundongos C57BIl/6J alimentados com
HFD e frutose e que foram tratados com 60 mg/Kg de MIFE por 5 dias ndo apresentam
modificacdes na trigliceridemia. No entanto, o tratamento com antagonistas seletivos
do GR resultou em menores niveis de TG plasmaticos. Essas evidéncias sugerem que
a atividade farmacolégica da MIFE no metabolismo lipidico pode ndo se basear
apenas no simples antagonismo competitivo GR. Estudos tem demostrado que a
MIFE interage com proteinas da familia PPAR, fatores de transcricdo que participam
da regulacéo da expressao de apoliproteinas - estruturas lipoprotéicas responsaveis
pelo transporte de COL e TG (LIN et al., 2012; MILLAR et al., 2008). Dessa forma a
maior concentracao de TG plasmatico em camundongos MIFE60 pode ser resultado
de interacdes da MIFE para além do GR.

Nesse estudo observamos que camundongos MSG tratados com MIFE a partir
dos 60 dias de vida apresentaram maior peso do figado. YAO e colaboradores (2021)
também observaram similar efeito que camundongos C57BI/6J tratados com 100
mg/kg de MIFE por 5 dias, sendo associado tal efeito devido ao aumento da
proliferacdo de hepatocitos. Esses autores também relataram que o tratamento com
MIFE em camundongos knockout para o receptor pregnano X (PXR) impediu a
hepatomegalia. Assim, apesar de ndo ser observadas modificacdes no numero de
hepatdcitos no parénquima hepatico do grupo MIFEG0, é possivel a MIFE também
esteja agindo via PXR e modificando o peso do figado. Este efeito poderia contribuir
para a maior producao hepatica de proteinas, o que justificaria a maior albuminemia
e proteinas totais plasméticas no grupo MIFEG0.

Por fim, o tratamento com MIFE ndo modificou os parametros de obesidade de
camundongos MSG. Curiosamente, a adrenalectomia de camundongos MSG aos 30
dias de vida resulta e menor peso dos estoques de gordura (TOKUYAMA et al., 1989).
O tratamento de camundongos HFD com CORT e antagonistas seletivos GR
apresentou menor peso corporal em relagcdo a camundongos HFD tratados apenas
com CORT (BREAUDRY et al., 2014). Nesse trabalho observamos que camundongos
MSG tratados com MIFE n&o apresentaram alteragdo no peso corporal ou nos

estoques de gordura. Esse resultado também foi observado em outros modelos de
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camundongos obesos tratados com MIFE (GETTYS et al., 1997; TAYLOR et al., 2009;
HASHIMOTO et al., 2013; BREAUDRY et al., 2014). Sabe-se que a isoforma GRaq,
gue possui dominio de ligacédo aos GC (LEWIS-TUFFIN et al. 2007), atua reduzindo a
expressdo das proteinas desacopladoras no tecido adiposo marrom
(VIENGCHAREUN et al.,, 2001), assim o antagonismo dessa isoforma poderia
favorecer o aumento do gasto energético por propagacao de calor. No entanto, apesar
da MIFE ser descrita como classico antagonista competitivo, estudos sugerem que na
obesidade esse farmaco pode atuar como um agonista inverso da isoforma GRpB e
agonista parcial da isoforma GRa (MIN et al., 2018). Nesse caso o efeito do
desacoplamento da cadeia fosforilativa seria menos significativo. Dessa forma
considerando a capacidade da MIFE de reduzir a atividade das isoformas GRa e GR,
além de interagir com proteinas para além do GR torna-se necessarios mais estudos
a fim de compreender os mecanismos farmacolégicos da MIFE no contexto da
obesidade.

Nesse estudo foi evidenciado que o estabelecimento dos prejuizos na
homeostase da glicose em camundongos MSG ocorre no periodo dos 30 aos 60 dias
de vida. A administragcdo de MIFE em camundongos MSG aos 60 dias de vida de,
guando a intolerancia a glicose ja esta estabelecida, reverte tais prejuizos na
homeostase da glicose. Quanto a esteatose hepatica, o estabelecimento da DHGNA
€ progressivo no tecido hepatico de camundongos MSG a partir dos 60 dias de vida,
dessa forma observamos um menor percentual de camundongos MIFEG60 com
esteatose moderada em comparagédo aos camundongos MSG60.

7. CONCLUSAO

Os prejuizos na homeostase da glicose ocorrem no periodo entre os 30 a 60
dias de vida de camundongos MSG. A MIFE é uma ferramenta farmacoldgica capaz
de melhorar a homeostase da glicose de camundongos MSG com prévia intolerancia

a glicose, com potencial beneficio para melhora da esteatose hepatica.
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