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RESUMO

Glicocorticoides sdo utilizados em tratamentos pré-natais para acelerar o
desenvolvimento pulmonar em casos de risco de prematuridade. A administracéo de
glicocorticéides € comumente associada com alteragées na producao e distribuicao
de células sanguineas, elevacdo na glicemia e alteracdes na metabolizacdo de
carboidratos em tecidos-alvo como o figado. A presente pesquisa teve o objetivo de
avaliar o efeito da aplicacdo de dexametasona no inicio da gestacao de ratas, sobre
parametros hematoldgicos, bioquimicos e histoquimicos da prole. Foram utilizadas
12 ratas albinas divididas em: grupo | com ratas tratadas com dexametasona do 1°
ao 7° dia de gestacdo e com placebo a partir do 8° dia até o 14° dia de gestacéao;
grupo Il com ratas tratadas com placebo 1° ao 7° dia de gestacdo e com
dexametasona do 8° ao 14° dia de gestacédo; grupo lll com ratas tratadas com
dexametasona do 1° ao 14° dia de gestacdo com progressiva reducao de 15% da
concentracdo de dexametasona a cada 2 dias e grupo IV com ratas tratadas com
placebodo 1° até o 14° dia de gestacdo.Foi utilizada a formulacdo comercial
Decadron® administrada por via intraperitoneal, em uma aplicacéo diaria na dose de
0.8mg/kg/animal. Para a andlise dos parametros hematolégicos e niveis de
carboidratos totais foram coletadas amostras de sangue nas ratas no 7°, 14° e 21°
dia de gestacdo e na prole no 5° 10 ° e 15 ° dia pds-natal. Para a verificacdo das
reservas de glicogénio hepatico da prole, cortes histologicos foram corados pelo
Acido Periodico de Schiff. Os resultados da presente pesquisa apontam para um
efeito tempo-dependente da administracdo de dexametasona durante a prenhez,
levando a alteracbes temporais distintas na hematologia como linfopenia,
eosinopenia e neutrofilia nos momentos da administracdo, sendo reversiveis até o
fim da gestacdo quando realizadas no terco inicial da gestacao e alteracdo no nivel
plasmatico de carboidratos totais nas matrizes e na prole mais evidente no

tratamento mais duradouro.

PALAVRAS-CHAVE:figado, dexametasona, tratamento pré-natal, carboidratos,

ratos.
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ABSTRACT

Glucocorticoids are used in prenatal treatments to speed up the pulmonary
development in cases of prematurity risk. The administration of glucocorticoids is
commonly associated with change in the production and distribution of blood cells,
hyperglycemia and change in carbohydrates metabolization in target-tissue, as liver.
The present research has subjected to evaluate the effect of dexamethasone
application in early and mid- pregnancy of rats over hematologic, biochemist and
histochemistry parameters of the offspring. A Number of 12 albinic rats was divided
in: group | rats treated with dexametasona 1 to 7 pregnancy day and with placebo 8
to 14 pregnancy day; group Il rats treated with placebo 1 to 7 pregnancy day and
with dexametasona 8 to 14 pregnancy day; group lll rats treated with dexametasona
to 1 to 14 pregnancy day with dexamethasone concentration reduction of 15% to
each 2 days and group IV rats treated with placebo 1 to 14 pregnancy day.
Decadron® commercial formularization was managed for intraperitoneal injection
daily in the dose of 0.8mg/kg/animal. For analysis of the hematologic parameters and
level of full blood carbohydrates, blood samples was taken for rats in 7, 14 and 21
pregnancy day and for the offspring in 5, 10 and 15 post-birth day. For assessment of
offspring glycogen liver storage, histological sections were stained by Schiff's
Periodic Acid. The results of the present research point in respect to a time-
dependent effect of dexamethasone administration during the pregnancy, leading to
a distinct secular alterations in the hematology as lymphopenia, eosinopenia and
neutrophilia at the moments of the administration, being reversible until the end of the
pregnancy when performed in early third of pregnancy and changes in plasma levels
of full blood carbohydrates in the matrices and offspring are more evident in the

longest treatment.

KEYWORDS: liver, dexamethasone, prenatal treatment, carbohydrates, rats.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Os glicocorticéides sintéticos sao indicados para tratamentos em que uma acao
antiinflamatéria e imunossupressora seja necessaria, especialmente para tratamento
intensivo durante periodos mais curtos. Dentre esses glicocorticbides, a
dexametasona se destaca por apresentar atividade farmacoldgica de dez a vinte
vezes maiores que o cortisol e a corticosterona. A dexametasona €& largamente
utilizada, devido a caracteristicas como: grande afinidade por receptores, extensa
meia-vida da droga, elevado potencial antiinflamatério e a reduzida retencdo de
sédio (DAMIANI; SETIAN; DICHTCHEKENIAN 1984; BAVARESCO; BERNARDI;
BATTASTINI 2005).

A aplicacdo pré-natal de dexametasona tem sido utilizada em casos de
gestacdo com risco de prematuridade em funcéo dos efeitos benéficos atribuidos ao
tratamento. Estes consistem na aceleracdo do desenvolvimento de tecidos-alvos no
feto, possibilitando um aumento na probabilidade de sobrevivéncia do prematuro,
assim como, a reducdo de tempo de permanéncia na incubadora e a reducao
significativa das complicacdes decorrentes da prematuridade (AL-DAHAN et al.,
1987; OUE et al., 2000; OKAJIMA et al., 2001). Além disso, a presenca de
dexametasona associada ao estrogenio induz a expressao de receptores para esse
esteréide no figado, regulando processos fisildgicos ou patolégicos tais como:
coagulacao, arterosclerose e hipertensdo (FREYSCHUSS et al., 1993).

Estudos sobre o transporte transplacentario de glicocorticides mostram que
ele é regulado pela enzima 11B-hidroxisterdide desidrogenase tipo 2 (11B-HSD2).
Em humanos, a bioatividade dessa enzima na placenta aumenta com decorrer da
gestacdo, gerando uma barreira progressivamente eficaz (SCHOOF et al., 2001).
Contudo, estudos sobre o transporte de glicocorticéides através da placenta, usando
ratos como modelos experimentais divergem no que diz respeito a bioatividade
dessa enzima. Nesses roedores, a enzima 11B-HSD2 placentaria possui maior
bioatividade no inicio da gestacdo, tendendo a reduzir sua bioatividade com o

decorrer da gestacdo, enquanto a enzima 11p-HSD lapresenta uma dinamica
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inversa, possuindo uma menor bioatividade no inicio da gestacdo que aumentaria
com a aproximacao do parto (WADDELL et al., 1998).

A utilizacdo desse glicocorticoide no periodo pré-natal causa, frequentemente,
alteracdes no metabolismo da glicose na vida adulta devido, principalmente, ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina, comumente associada a reducdo da
sintese dos receptores de insulina, desencadeando hiperglicemia e hiperinsulinemia
(NYRIENDA et al., 1998). Pode ocorrer também a reducé@o da sintese de insulina
induzida pela redugdo da absorgdo da glicose circulante pelas células B do
pancreas. O pancreas sofre uma reducéo dos receptores para insulina mediada por
glicocorticoides e com a reducdo da sensibilidade dessas células a insulina ocorre
uma menor absor¢cdo da glicose circulante resultando no comprometimento da
sintese da insulina. Acompanhando essas alteragbes ocorrem mudangas no perfil
lipidico plasmatico, em decorréncia de uma hiperestimulacdo da maturacdo do
tecido adiposo que libera seu conteddo na corrente sanglinea, principalmente o
colesterol (HOLNESS; SUGDEN 2001; DIEDERICH et al., 2002).

As alteracbes causadas por glicocorticéides no sangue nao se restringem
apenas a composicdo quimica. Também se verificam alteragbes no nuamero e
proporcao de leucocitos em casos de infecgdes. Na circulagéo periférica ocorre uma
marcada reducdo de linfécitos e uma acentuada elevacdo dos neutrofilos
(DHABHAR et al., 1996). Dessa forma, os glicocorticoides sao utilizados no combate
de algumas infec¢des que ocorrem durante a gestacdo (BUHIMSCHI et al., 2008).
Estudos in vitro mostram ainda que a presenca de dexametasona no meio de cultura
esta associada com o sucesso do estabelecimento das colbnias de células tronco do
estroma da medula 6ssea, sendo este o sitio de localizacdo das células tronco
progenitoras da maioria das linhagens de células sanguineas (KREBSBACHL et al.,
1999).

Grande parte dos estudos, com a aplicacdo pré-natal de dexametasona em
ratos, sao realizados nos dois tercos finais da gestacéo, ou seja, a partir do 8° dia de
prenhez. Os resultados destes estudos mostram uma associacdo entre a aplicacéo
da dexametasona nesse periodo gestacional e o surgimento de uma série de efeitos
deletérios (NEVAGI; KALIWAL 2001; SECKL 2004). Ja estudos realizados com a

aplicacdo de dexametasona no inicio da gestacdo mostram alguns efeitos benéficos
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como supressdo das células Nk e promocdo do desenvolvimento e infiltracdo do
trofoblasto (CROCKER et al., 2001; MA et al., 2002; CROCKER et al., 2003).

Os estudos voltados para a analise da aplicacao pré-natal em periodos iniciais
da gestacdo ainda sdo incipientes, contudo apresentam respostas
consideravelmente menos danosas. Recentemente, levantou-se a importancia
clinica da realizacdo de mais estudos com o tratamento pré-natal de glicocorticéides
no inicio da gestagdo (MICHAEL; PAPAGEORGHIOU 2008). Assim, a presente
pesquisa teve o objetivo de caracterizar o efeito da administracdo pré-natal de
dexametasona sobre parametros sanguineos e histogénese hepatica na prole de

ratos

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Adrenal: esteroidogénese e producao de glicocorticdides

A glandula adrenal € o sitio de producdo de inUmeros horménios sintetizados
com base em moléculas de colesterol. Na regido cortical da glandula adrenal séo
sintetizadas trés classes de hormonios: glicocorticoides, horménios produzidos na
zona fasciculada do cértex da adrenal que atuam como 0s principais mediadores da
resposta ao estresse; mineralocorticoides, horménios produzidos na zona
glomerulosa do cértex da adrenal que séo responsaveis pelo equilibrio idnico dos
fluidos corporais e os esterdides sexuais, horménios produzidos na zona reticular e
responsaveis pelo desenvolvimento e funcionalidade do sistema reprodutor. A
biosintese de moléculas que toma como matéria prima a molécula de colesterol é
chamada de esteroidogénese (KRAEMER 2007). A principal fonte de colesterol para
a esteroidogénese séao lipoproteinas de baixa densidade (LDL) obtidas da corrente
sanguinea e endocitadas por receptores para LDL situados em uma superficie
especifica da membrana citoplasmatica (GWYNNE; STRAUSS 1982). A obtencéo de

colesterol da corrente sanguinea também pode ser realizada através de receptores
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especificos para lipoproteinas de alta densidade (HDL), SR-B1 (GWYNNE, J. T.;
HESS 1980; ACTON et al., 1996). As células envolvidas na producdo de hormdénios
esterdides sdo chamadas de células esteroidogénicas, essas células também
podem sintetizar colesterol de novo com base na molécula de acetil coenzima A
(BORKOWSKI et al., 1967).

2.2. Vias de biossintese esteroidogénica

O passo inicial a incorporacdo de colesterol a estrutura das membranas
celulares € o transporte do colesterol para os sitios de esteroidogénese. Na
mitocondria ocorre o0 transporte de moléculas de colesterol da membrana
mitocondrial interna para a externa, sitio de conversdao de colesterol em
pregnenolona realizada pelo citocromo P450scc. Estudos mostram que o mediador
desse passo € a proteina de 30-kd chamada de proteina regulatoria aguda da
esteroidogénese (StAR). A producado de StAR é induzida pela elevacdo do nivel de
AMP ciclico na célula, seguida da ligacdo da corticotrifina, ACTH, ao seu receptor
cognato, provendo o primeiro passo para a esteroidogénese da adrenal. Outros
transportadores que podem estar envolvidos incluem o receptor semelhante ao
benzodiazepina periférico (PAPADOPOULOS et al., 1997).

A partir dessa migracdo uma série de enzimas atua sobre a estrutura da
molécula de colesterol. As enzima CYP11B, que residem na mitocondria, requerem
um sistema de transporte de elétrons em associa¢cdo com as enzimas adrenodoxina
e adrenodoxina redutase que agem respectivamente, oxidando e hidrolisando
esteréides (PAYNE; HALES 2004). O colesterol também sofre uma clivagem por
acdo da enzima de clivagem da cadeia lateral de colesterol para formar
pregnenolona (JOHN et al., 1984). Segundo Frenking et al., 1990, no citoplasma a
pregnenolona é convertida em progesterona pela enzima 3B -hidroxisterdide
desidrogenase do tipo 2 (3B-HSD 2). As enzimas microssémicas P450cl7 e
P450c21 sédo sintetizadas no reticulo endoplasméatico (RE). Ambas exercem papéis

importantes nas modificacbes sofridas pela progesterona nas etapas seguintes. A
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primeira possui atividades de 17a —hidroxilase e 17,20 liase, enquanto a segunda
apresenta atividade de 21 —hidroxilase. Para seu funcionamento, todas as enzimas
microssomais precisam de elétrons removidos de moléculas de nicotinamida
adenosina dinucleotideo fosfato (NADH) através da enzima P450 oxidoredutase.
Além disso, a enzima P450cl17 depende de uma associacdo com a flavoproteina
citocromo b5 para exercer sua fungao 17,20 liase. O citocromo b5 atua como um
facilitador alostérico para a interacdo entre P450cl7 e a P450 oxidoredutase
(AKHTAR et al., 2005).

A progesterona é hidrolisada para formar 17-OH-progesterona através da
atividade de P450c17, codificada pelo gene CYP17A1. A 17-hidroxilacéo é essencial
para a sintese de glicocorticéides, e a zona glomerulosa ndo expressa a enzima
P450cl17. A enzima P450c17 também possui atividade de 17,20 liase que produz os
precursores de andrégenos da adrenal, desidroepiandrosterona e androstenediona.
Em humanos, existe alguma conversdo de 17-OH-progesterona em
androstenediona. Dessa forma, para a regulacdo desse processo, a producédo de
androstenediona em humanos é realizada pela enzima 3B-HSD 2 que converte
desidroepiandrostenediona em androstenediona, realizando também a conversao de
17-OH-progesterona sendo maior a afinidade por pregnenolona (CHUNG et al.,
1987; YAMAGUCHI et al., 1997).

A 21-hidroxilacdo sofrida pela molécula da progesterona, na zona
glomerulosa, assim como a sofrida pela molécula de 17-OH-progesterona, na zona
fasciculada, € realizada pelo produto do gene CYP21A2, P450c21, que exerce a
atividade de 21-hidroxilase para produzir desoxicorticosterona ou 11-desoxicortisol,
respectivamente (WHITE et al., 1984). O passo final na biossintese de cortisol tem
lugar na mitocondria e envolve a conversdo de 11-desoxicortisol em cortisol por
acao da enzima 11B-hidroxilase, codificada pelo gene CYP11B1 (CHUA et al.,
1987). Na zona glomerulosa, 11B-hidroxilase também pode converter
desoxicorticosterona em corticosterona. No entanto, as enzimas aldosterona sintase,
codificadas pelo gene CYP11B2 também podem conduzir esta reacdo. Além disso, é
requerida a conversao de corticosterona para aldosterona por meio do intermediario
18-OH-corticosterona (MORNET et al., 1989;KAWAMOTO et al., 1992).

14



2.3. Regulacao da esteroidogénese da adrenal

Glicocorticoides sdo secretados em quantidades relativamente altas, cortisol
10 — 20mg/d, pela zona fasciculada sob o controle do hormdnio adrenocorticotrofico
(ACTH) enquanto os mineralocorticdides sdo secretados em baixas quantidades,
aldosterona 100 - 150ug/d, pela zona glomerulosa sob controle, principalmente, da
angiotensina Il. Como classe, os andrégenos da adrenal desidroepiandrosterona
(DHEA); sulfato de desidroepiandrosterona, (DHEAS) e androstenediona s&o o0s
esteroides mais abundantes secretados pela glandula adrenal adulta, >20mg/d. Em
cada caso, a expressao € facilitada pela presenca de enzimas esteroidogénicas,
com especificidade zonal. A zona glomerulosa ndo pode sintetizar cortisol porque
nao expressa CYP17. Em contraste, a secrecao é confinada a por¢cao mais externa
da zona glomerulosa atraveés da expresséo restrita de CYP11B2. Embora CYP11B1
e CYP11B2 compartilhem 95% de homologia, as suas sequéncias promotoras 5’
diferem de forma a possibilitar a regulagcdo da etapa final na biossintese de
glicocorticéides e mineralocorticéides por ACTH e angiotensina Il, respectivamente.
Na zona reticular da adrenal a molécula de DHEA é produzida pela atividade 17,20
liase da enzima P450cl7, devido a ampla expressdo de citocromo b5, fator
requerido para a atividade 17,20 liase nessa zona do cortex da adrenal (SUZUKI et
al., 2000). O maior produto de secrecdo esteroidogénica da adrenal € a DHEAS,
produto da acdo da enzima DHEA sulfotransferase, SULT2A1, sobre a molécula de
DHEA. (STROTT, 2002).

Na adrenal fetal, a esteroidogénese ocorre primariamente dentro da zona
mais interna do cortex. Devido a relativa auséncia de 33-HSD 2 e elevada atividade
de DHEA sulfotransferase, os principais produtos esteroidogénicos sdo DHEA e
DHEAS que sdo aromatizados no trofoblasto e convertidos em estrégenos. Dessa
forma, a maioria dos estrégenos maternos, ao longo da gestacéo, sao indiretamente
produzidos pelo feto. Um modelo classico de feedback enddcrino controla a
secrecdo de glicocorticdides, onde o cortisol age sobre o hipotalamo e a pituitaria
inibindo a secrecao de fator de liberacéo de corticotropina e ACTH, respectivamente
(MACDONALD:; SIITERI 1965).
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2.4. Ritmo circadiano de liberacao de glicocorticoides

O controle da secrecdo de glicocorticoides na adrenal é composto por
oscilacdes geradas por genes relégios que compdem o sistema de manutencéo
temporal interagindo com curvas de feedback positivos e negativos. O ndcleo
supraquiasmatico hipotalamico é considerado o portador do relégio mestre que
mantém a sincronia com as areas periféricas (KO; TAKAHASHI, 2006; STRATMAN,;
SCHIBLE, 2006). Segundo Buijs e Kalsbeek 2001, o nucleo supraquiasmatico (SCN)
age modulando o eixo neuroenddcrino hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). Contudo,
existe uma desvinculacdo entre a funcdo de liberacdo de glicocorticéides pela
adrenal e a liberac&o de seus principais horménios reguladores: horménio liberador
de corticotropina e horménio adrenocorticotrofico, ACTH, porque o ritmo de liberacéo
de glicocorticoides ainda esta presente quando ocorre administracdo continua de
ACTH em ratos hipofisectomizados (MEIER, 1976). Dessa forma, a fonte do ritmo
circadiano inerente a sintese de glicocorticoides na adrenal ainda € uma questdo em
aberto. Alguns autores apontam para uma integracdo com nervos esplénicos
(ISHIDA et al., 2005; ULRICH-LAI, et al., 2006), ao invés da estimulacdo mediada
pela responsividade diferencial ao ACTH ou elevacéo da atividade do eixo HPA por
resposta a estresse moderado (DIJKSTRA et al., 1996). Existem também fortes
indicios de que exista um mecanismo intrinseco a adrenal ainda ndo descoberto,

controlando o ritmo de liberacéo de glicocorticéides (SON et al., 2008).

2.5. Receptores glicocorticoides

Os receptores glicocorticoides (GR) sao proteinas citoplasmaticas da
superfamilia dos receptores nucleares (WRIGHT et al., 1993; MANGELSDORF et
al., 1995). Essas proteinas apresentam trés niveis de funcionamento: recrutamento

de fatores da maquinaria celular em geral; modulacdo de fatores de transcricdo
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independente da ligagdo com o DNA e modulagdo da estrutura da cromatina,
permitindo a ligacdo de outras proteinas reguladoras da transcricdo de DNA. Assim,
0s receptores dessa superfamilia atuam alterando a expressdo dos genes em
resposta a um sinal hormonal especifico (ARLT; STEWART 2005).

Os receptores para glicocorticoides sdo proteinas multifuncionais que
traduzem o sinal determinado por seu hormonio ligante (ZHANG et al., 2004,
WEBSTER et al., 2002). Apresentam estruturalmente trés dominios: dominio de
ligagéo ao ligante terminal, localizado na extremidade carboxi-terminal, promovendo
a ligacédo ao hormonio, ao complexo hsp, para a translocacao, para a dimerizacéo e
para transativacdo dos genes-alvo e silenciamento do receptor; dominio central de
ligagdo ao DNA que compreende também o sitio de dimerizag&o e atua na mediagéo
da ligacdo entre o complexo horménio-receptor-GRE, devido a suas areas de
extrema similaridade com o DNA e a presenca de estruturas chamadas dedos de
zinco e o dominio de transativacéo, localizado na extremidade amino—terminal e
responsavel pela interagdo com os fatores de transcrigcdo basal e com outros fatores
de transcricdo (ARLT; STEWART 2005).

O gene codificador de GR esta localizado no braco longo do cromossomo
cinco, 5931, apresentando cerca de 140.000 pares de base (pb) e € composto por 9
exons (HOLLENBERG et al., 1985). O exon 1, com 981 pb, ndo contém sequéncias
codificadoras. O exon 2, com 1197 pb, codifica de todo o dominio Tau — 1. Os exons
3, com 167 pb, e 4, com 117pb, codificam o primeiro e segundo dedos de zinco no
dominio de ligacdo ao DNA,; enquanto os exons 5, com 280 pb, 6, com 145 pb, e 7,
com 131 pb, e 8, com 158 pb, codificam o dominio de ligacéo esteroidal e o dominio
de transativacdo Tau-2. O exon 9, com 4108 pb, codifica as duas extremidades
alternativas alfa e beta no dominio de ligacao esteroidal (OAKLEY et al., 1996). Esse
gene apresenta 11 diferentes isoformas baseado em estudos da regido 5 nao
traduzida (UTR) do exon 1. Essa variabilidade é associada a variabilidade da
sensibilidade tecido-especifica dos glicocorticéides (TURNER; MULLER, 2005).

Inicialmente ocorre o trafego de hormdnios lipofilicos através das membranas
citoplasmaticas da célula-alvo. Em seguida ocorre a formacdo do complexo
hormbnio — receptor — elemento de resposta hormonal. O complexo formado

promove a modulacdo da transcricdo dos genes-alvo dos glicocorticoides, positiva
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ou negativamente, dependendo do contexto do promotor e de proteinas co-
ativadoras ou co-repressoras. A ativacdo da transcricdo génica que € mediada por
um complexo de fatores reguladores da atividade da RNA polimerase, fatores de
transcricao basal e geral (OGAWA et al., 2004).

Normalmente os receptores citoplasmaticos sdo encontrados no citoplasma
por auséncia de um sinal de localizacao nuclear. A existéncia desse sinal proximo ao
dominio de ligacdo ao DNA, independente da ligacado do receptor com o hormdnio,
leva esses receptores a se localizarem no nucleo (YUDT; CIDLOWSKI, 2001). Os
receptores para glicocorticéides constituem uma excecdo. Esses receptores séo
estabilizados por um complexo protéico denominado de proteinas de choque térmico
(em inglés heat shock proteins — hsp) que o mantém inativo no citoplasma. O
complexo possui uma molécula do receptor, duas de hsp de 90Kd, hsp 90, e outra
proteina de 59 Kd, hsp 59. O hsp confere ao receptor a conformacéo tridimensional
adequada para a ligagdo ao hormonio (MENDEL; ORTI 1988; ORTI, et al., 1989;
BUTTGEREIT et al., 1998)

Os receptores ativados atuam como homodimeros que se ligam ao DNA
dupla-fita em wuma sequéncia especifica de 6 nucleotideos, hexameros,
denominados de half-sites (CHANDRASEKHAR et al., 1999; ADAMS et al., 2003).
As sequéncias dos hormdnios esterdides, com excecdo do receptor de estrogénio é
AGAACA de 5 para 3. Outra sequéncia comumente utilizada € a AGGTCA.
Homodimeros de receptores de esterdides se ligam a duas sequéncias de
hexameros em sentidos opostos (repeticdes invertidas) (ADAMS et al., 2003; LIU et
al., 2003).

Os GRs em camundongos desempenham interessante papel na ativacao pré-
natal dos genes especificos do figado que estdo relacionados com glicocorticéides.
Os estudos estdo concentrados sobre o gene de tirosina aminotransferase (TAT),
enzima envolvida na metabolizacdo de proteinas aromatizadas. Tem-se analisado a
natureza molecular da rota de traducdo do sinal induzido por hormbénio que ativa a
expressdo do gene TAT. A expressdo especifica do gene TAT no figado é
controlada por 3 regibes bem separadas que tem sido extensamente caracterizada
em experimentos de transfeccdes, através de mutagénese direcionada e por

estudos com proteinas de ligacéo, tanto in vivo como in vitro (NITSCH et al., 1990).A
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expressdo desse gene ocorre unicamente nas ceélulas do figado e apenas apds o
parto. A exposicao de tecidos fetais a glicocorticoides ativa a expressao desse gene
antes do nascimento e ocorrem alteracdes na estrutura da cromatina (JANTZEN et
al., 1987).

Os GRs também exercem efeitos sobre vias alternativas nédo-genémicas
como: a via da 1,25-vitamina D3, da progesterona e da aldosterona. Atuam sobre 0s
sistemas de segundo mensageiro incluindo proteina quinase C, niveis intracelulares
de calcio, 6xido nitrico e outras proteinas quinase. Considera-se a existéncia de um
receptor na membrana citoplasmatica, originado de uma transcricao alternativa de
gene do receptor para glicocorticéides que gera essas alteracdes sobre vias nao-
gendbmicas (LOSEL et al., 2003).

Varios fatores exercem influencia sobre a acdo dos receptores para
glicocorticéides. Os principais fatores sdo: concentracdo hormonal, mantida pelo
eixo HPA (TORPY et al., 2001), biodisponibilidade de glicocorticoides (FUNDER,
1997), afinidade do receptor para ligacdo hormonal (HURLEY et al.,, 1991),
densidade intracelular de GR (MILLER et al., 1990), translocacdo nuclear do
receptor ativado (PARIANTE et al., 1999), dissociacdo do complexo GR com o
complexo hps (PRATT et al., 1992), fosforilacdo do GR (KING; CIDLOWSKI, 1998),
interacdo com o0 elemento responsivo ao glicocorticdide, GRE, e fatores de
transcricdo (SMOAK; CIDLOWSKI, 2004). A expressao celular de GR também é
correlacionada positivamente com a magnitude da resposta mediada pelos
glicocorticéides e varia de modo tecido-especifico, tendo no timo um dos 6rgdos com
maior densidade de receptores por célula (MILLER et al., 1990). Dos fatores de
influencia sobre a acdo dos glicocorticoides citados, o mais importante durante a
gestacdo € a biodisponibilidade de glicocorticoides, sendo esta regulada pelas

enzimas 11B-hidroxilases e 11B-redutases.

A biodisponibilidade intracelular do horménio € modulada por duas isoformas
de enzimas 11 — hidroxisterdide desidrogenase (113 — HSD), codificadas por genes
distintos e que catalisam a conversdo da forma ativa para a forma inativa dos
glicocorticéides (FREY et al., 2004). Nos tecidos humanos, a 113 — HSD 1 é
amplamente distribuida, sendo especialmente abundante no figado e no tecido

adiposo. Atua principalmente como uma oxorredutase, converendo a cortisona em
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cortisol. De modo oposto, a enzima 113 — HSD 2 é encontrada predominantemente
nos tecidos-alvo de mineralocorticéides, como nos rins, no colon e nas glandulas
salivares, onde atuam protegendo o receptor para mineralocorticéide (MR) da acéo
dos glicocorticéides. O MR apresenta a mesma afinidade para com o cortisol e para
a aldosterona, sendo a inativagdo do cortisol em cortisona nesse sitio favorecedora
da ligacdo da aldosterona ao seu receptor. Mutagdes nos genes destas enzimas
alteram suas atividades e, consequentemente, a biodisponibilidade do cortisol
(PATERSON et al., 2004).

2.6. Papel das enzimas 118 — HSD na atividade dos glicocorticéides

As enzimas 11B3-HSDs séo responsaveis pela ativacdo e inativacdo de
glicocorticéides nos tecidos. Inicialmente, estudos que visavam a purificacdo e
caracterizacdo dessas enzimas no tecido hepatico por método de coluna de
afinidade de agarosw-NADP determinaram um peso molecular de 34.000 e a enzima
teve um Kd para cortisol de 17.3 uM e para corticosterona de 1,83 uM O figado é um
importante sitio de interconversdo de glicocorticéides em suas formas ativas e
inativas, de forma que essas enzimas ocorrem em concentracdo elevada nesse
tecido. Estudos usando ratos para a elaboracédo de bibliotecas de DNA foi possivel
encontrar o mesmo cDNA foi encontrado nos rins e testiculos. Essa enzima passou
a ser chamada de 11-HSD do tipol (AGARWAL et al., 1989). Com a purificacao de
processados enzimaticos de figado ficou aparente que outra enzima realizava o
papel de protecdo ndo especifica de glicocorticéides (SECKL, 1993). Estudos em
outros tecidos indicavam baixa imunolocalizacdo para 11B-HSD analoga a
encontrada no figado, 11B-HSD 1 (EDWARDS et al., 1988; RUNDLE et al., 1989). A
enzima 118 — HSD do tipo 2 foi entdo purificada de placentas humanas e foram
determinados diferentes pH oOtimo, solubilidade detergente, laténcia e
imunorreatividade em relacéo ao tipo que ja havia sido purificado no figado (BROWN
et al., 1993).

2.7. Regulagao das enzimas 118 — HSD da placenta
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A producdo de estrogénios, sintetizados na placenta a partir de andrégenos
oriundos da adrenal fetal, mantém a atividade de 113-HSD da placenta. O retardo no
crescimento intra-uterino em humanos é associado com reducdo da producdo de
andrégenos fetais, que pode reduzir a producdo de 11B-HSDs da placenta,
aumentando, por sua vez, a transferéncia de glicocorticoides da mée para o feto. O
estresse materno pode causar a elevacdo na producédo de horménios ligados a
corticotropina, essa elevacao na circulacao neonatal é associada com o retardo no
crescimento intra-uterino (LESAGE et al., 2004). Essa sucesséo de eventos estimula
0 eixo HPA e a liberacdo de glicocorticéides. Ocorre uma progressiva reducédo da
conversao de formas ativas em inativas de glicocorticoides pela enzima 113-HSD 2,
provavelmente devido a ligagéo dela com outros esteroides de maior afinidade que o
cortisol. Alteragbes da eficiéncia da enzima também séo atribuidas a alteragbes no
gene que a codifica (STEWART et al., 1996).

Esse excesso de glicocorticoides pode prover um beneficio de curto prazo,
talvez por elevar a disponibilidade de glicose e outros combustiveis metabdlicos.
Contudo, pode haver consequéncias de longo prazo como a programacao de niveis
elevados de glicocorticoides, pressao sanguinea elevada, hiperglicemia, todo tipo de
resposta gerada de maneira semelhante aquelas encontradas no estresse, no

entanto, atinge niveis patolégicos na vida adulta (SECKL 2004).

A exposicdo do tecido placentario a elevados niveis de glicocorticéides é
associada a uma reducao na sintese da enzima 113-HSD 2 (HENDERSON et al.,
2003). Com a reducdo dessa enzima € verificado o surgimento de indameras
alteracdes no concepto e na dindmica natural dos glicocorticbides na placenta,
baseada no sinergismo entre os mesmos e as enzimas 11B-HSD 1 e 2. Esse
sinergismo manteria um contingente de moléculas inativas de glicocorticéides na
circulacdo placentaria. Esses glicocorticéides inativos seriam reativados de forma
controlada pela agao da enzima 113-HSD 1. Com a redugao da enzima 113-HSD 2
ocorre maior passagem dos glicocorticoides para a circulacédo fetal e reducdo da
imunoprotecdo da placenta com o aumento do numero de células NK e um

consequente aumento de apoptoses no trofoblasto. Esse tipo de alteracdo é
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associado com desordens de implantacédo e abortos espontadneos (QUENBY et al.,
2005; QUENBY; FARQUHARSON 2006).

2.8. Efeitos do estresse sobre a interagado feto-placenta

O crescimento fetal adequado depende da nutricdo adequada da placenta. O
nutriente primario é a glicose, que cruza a barreira da placenta através de
transportadores facilitados por uma reducao do gradiente de concentracdo entre do
compartimento materno para o feto. As proteinas transportadoras que tém sido
identificadas, tanto em humanos como em roedores sdo: transportadores de glicose,
GLUT1, GLUT3 e GLUT4 (KORGUN 2001; LANGLEY-EVANS et al.,, 1996). O
GLUT1 media o transporte de glicose para a placenta e para o feto (KNIPP et al.,
1999), enquanto o GLUT 3 é restrita a células na superficie fetal da barreira
materno-fetal (BOILEAU et al., 1995). A expressédo de GLUT 4 é muito baixa nas
placentas de roedores e elevada nas placentas humanas (XING et al., 1998; ZHOU,
J.; BONDY, 1993).

A utilizacdo de glicocorticéides no periodo pré-natal causa, frequentemente,
alteracdes no metabolismo da glicose na vida adulta devido, principalmente, ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina, comumente associada a reducdo da
sintese dos receptores de insulina, desencadeando hiperglicemia e hiperinsulinemia
(NYRIENDA et al., 1998). Pode ocorrer também a reducédo da sintese de insulina
induzida pela reducdo da absorgdo da glicose circulante pelas células B do
pancreas. O pancreas sofre uma reducdo dos receptores para insulina mediada por
glicocorticéides e com a reducao da sensibilidade dessas células a insulina ocorre
uma menor absorcdo da glicose circulante resultando no comprometimento da
sintese da insulina. Acompanhando essas alteracées ocorrem mudancas no perfil
lipidico plasmatico, em decorréncia de uma hiperestimulacdo da maturacdo do
tecido adiposo que libera seu conteddo na corrente sanglinea, principalmente o
colesterol (HOLNESS; SUGDEN 2001; DIEDERICH et al., 2002).
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2.9. Efeito dos glicocorticoides sobre carboidratos, proteinas e lipideos

Os glicocorticoides elevam o nivel de glicose sanguinea e mecanismo pelo
qual promovem essa elevacdo envolve o metabolismo de proteinas, lipideos e
glicogénio. A deposi¢do de glicogénio no tecido hepatico depende das vias de
sintese, promovida pelas enzimas glicogénio sintetase, e por suas vias de
catabodlicas promovidas pelas enzimas de mobilizacdo de glicogénio. As enzimas
indicadas como enzimas chave para o processo de absor¢ao de carboidratos sao a
glicose-6-fosfatase e a fosfoenolpiruvato quinase (PEPCK). Em tecidos periféricos o
cortisol inibe a absorcdo e uso de glicose. No tecido adiposo ocorre lipdlise e uma
resultante liberacdo de &cidos graxos na circulagdo. Ocorre elevacdo de
colesterolemia e dos niveis de triglicerideos, mas o HDL sofre redugdo. Os
glicocorticbides também possuem efeitos permissivos sobre catecolaminas e
glucagon. O resultado é o surgimento de resisténcia a insulina e a elevagéo da
concentracdo de glicose sanguinea, com o0 custo do catabolismo de lipideos e
proteinas (BARTHEL; SCHMOLL 2003).

Os glicocorticéides influem sobre o metabolismo de lipideos através da
estimulacéo da sintese de lipoproteinas. Frequentemente o quadro é associado com
diabetes mellitus. Os glicocorticoides estimulam a diferenciacdo de adipocitos
através da ativacdo transcricional de genes chave da diferenciacdo de adipdcitos
promovendo a ativacao transcricional de genes relacionados a diferenciagdo como
aqueles relacionados a producédo de lipoproteina lipase, glicerol — 3 — fosfato
desidrogenase e leptina. Na maioria das pessoas essas alteracbes ocasionam
obesidade generalizada, no entanto, nos quadros de sindrome de Cushing observa-
se um acumulo de gordura abdominal, Correlacionada a elevacdo do numero de
receptores para glicocorticéides e da 113 — HSD 1 no omento, quando comparado
com o tecido adiposo de regides subcutaneas (HAUNER et al., 1989). No masculo e
tecido conjuntivo ocorre reducdo na sintese de proteinas que pode ser associada

com atrofia muscular e reducéo de colageno na pele (SUN et al., 2008).

2.10. Efeitos dos glicocorticéides sobre parametros sanguineos
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Os glicocorticéides agem sobre as regides do ndcleo paraventricular e nucleo
supraotico do hipotalamo e nas terminacfes da neurohipéfise induzindo a reducéo
da producao de proteinas responsaveis pela regulacdo da homeostase dos fluidos
corporais. E relatada uma reducio na producéo de oxitocina que é responsavel por
efeitos natriuréticos (RUGINSK, et al., 2009). Além disso, os glicocorticéides
ligam-se aos receptores mineralocorticoides, MR, na regido distal dos néfrons. A
regulacao da interacao entre esses receptores e os glicocorticoides é realizada pelas
enzimas 11 — HSD 2. A inativacdo de glicocorticbides nessa regido possibilita a
interacdo dos MR com os mineralocorticéide cuja interacdo resulta na retencdo de
sodio e perda de potassio e leva a indugcéo da sintese de angiotensinogénio. De
forma geral, os glicocorticéides agem reduzindo a razéo de filtracdo glomerular, o
transporte de sodio do epitélio tubular proximal e o clearence de agua livre, fatores
gue influem diretamente sobre o volume, pressdo e osmolalidade do sangue
(STANTON 1986).

Glicocorticoides suprimem a resposta imunologica. No sangue periférico, a
acao dos glicocorticoides reduz o numero de linfocitos de compartimentos
intravascular para o baco, linfonodos e medula éssea. Os neutréfilos sofrem
elevacdo do seu numero. Os eosinoéfilos caem rapidamente, isso tem sido usado
como bioensaio (YU, et al., 1974). A acao dos glicocorticéides envolve tanto a acéo
direta dos glicocorticbides sobre a producdo de imunoglobulina e apoptose de
linfocitos. A inibicdo da producdo de citocinas de linfécitos € mediada através da
inibicdo da acado de fator NF-kB, que desempenha um papel crucial e generalizado
na inducdo da transcricdo do gene de citocinas; glicocorticoides podem ligar-se
diretamente a NF-kB para prevenir a translocacao nuclear, e em adicao induz a NF-
kB, com sequestro de NF-kB do citoplasma, dessa forma, inativando seu efeito.
Outros efeitos antiinflamatérios envolvem a diferenciacdo em macrofagos e
fagocitose de macréfagos em atividade citotdxica. Glicocorticbides reduzem a
resposta inflamatéria local por prevenir a acdo de histaminas e ativadores de
plasminogénio. A sintese de prostaglandinas € reduzida pela inducdo de lipocortinas
e inibicdo da atividade da fosfolipase A2 (RHEN; CIDLOW SKI 2005).
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O bloqueio de vérias rotas inflamatérias reside nas interacbes entre
glicococorticoides e seus receptores. A inibicho da prostaglandina por
glicocorticéides, por exemplo é mediada pela indugédo da ativacdo de anexina 1 e
inducdo da fosfatase 1 MAPK, e a represséo da transcricdo de ciclooxigenase 2. A
anexina 1, também chamada de lipocortina-1, € uma proteina antiinflamatéria que
interage fisicamente e inibe a fosfolipase A.a citossolica, cPLA,a (SOLITO et al.,
1998; MIZUNO et al., 1997; ANTONICELLI et al.,, 2001; KIM et al., 2001). Essa
proteina ligada a célcio requer elevados niveis de célcio e fosforilacdo por proteinas
quinase MAPK, quinase Il dependente de calcio ou calmodulina e interagdo com o
MAPK para exercer sua atividade enzimética (HIRABAYASHI et al., 2004).

A atuacao de cPLAza por estimulo inflamatério comega com o movimento da
fosfolipase do citosol para a membrana perinuclear, onde ele hidrolisa fosfolipideos
contendo &cido aracdonico. Glicocorticéides induzem a sintese de anexina 1, que
por inibicdo da cPLA,a bloqueia a liberagdo de acido aracdénico e sua subsequente
conversdo em eicosanodides, por exemplo, prostaglandinas, tromboxanos,
prostaglandinas e leucotrienos. Camundongos com auséncia de anexina 1 tem
elevado nivel de cPLA,a, e exagerada resposta inflamatoria e resisténcia parcial a
acao antiinflamatoria de glicocorticoides. Uma forte correlacéo existe entre os niveis
de cortisol basais e estimulados por corticotropina e a expressdo de anexina 1 em
neutrofilos em humanos, mas a importancia da anexina 1 como antiinflamatoério é
desconhecida (LIM et al., 1998; YANG et al., 2004).

O complexo cortisol — receptor para glicocorticéides também interagem com
NF-KB para bloquear sua atividade transcricional. Nesse estado inativo, NF-KB é
sequestrado no citoplasma por uma proteina inibitéria chamada IkB. TNF-a,
interleucina-1, patogenos microbianos, infeccdes virais e outros gatilhos de sinais
inflamatorios, sinalizam cascatas que inativam a IkB quinases (RHEN; CIDLOWSKI,
2005). Fosforilacdo de IkB leva a sua ubiquitinacdo e degradacédo pro proteossomos,
desmamscarando a localizacdo nuclear de sinal de NF-kB. No nucleo, NF-kB liga-se
a sequencias de DNA chamadas elementos NF-kB e estimula a transcricdo de
citocinas, quimiocinas, moléculas de ades&o celular, fatores complemento e 0s

receptores dessas moléculas. Também induzem a transcricdo de ciclooxigenase 2,
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enzima essencial para a producdo de prostaglandina (CHANDRASEKHARAN,;
SIMMONS 2004).

Estudos recentes mostram que os glicocorticéides podem ter rapidos efeitos
sobre a inflamacéo que ndo sdo mediados por alteracdes na expressao génica. Para
Hafezi-Moghadam et al. 2002, o mecanismo nao-gendmico envolve a ativacao de
oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS). Os glicocorticoides estimulam a producéo
de fosfatidilinositol-3-hidroxiquinase  (PI3K) de maneira dependente de
glicocorticoides, porém independente de transcricdo, em células endoteliais
humanas. A ativacao de PI3K leva a fosforilagcdo de AtK. A fosforilagéo de AtK leva a
fosforilacdo de NOS que o ativa e resulta na produgéo de oxido nitrico. A producéo
de oxido nitrico e comumente associada a vasodilatagdo e inflamagdo (ORTIZ;
GARVIN, 2003).

2.11. Uso de glicocorticdides para tratamento pré-natal

A imaturidade do desenvolvimento pulmonar € um dos principais fatores
causador de mortalidade e morbidade neonatal de prematuros, contribuindo para a
elevacdo dos custos no tratamento neonatal intensivo (JOHNSON 1993).
Tratamentos pré-natais com administracéo Unica de glicocorticoides reduzem o risco
da sindrome da angustia respiratoria (RDS) de 26% para 17%. Além desse
beneficio, o tratamento pré-natal com glicocorticoides reduz o risco de hemorragia
intraventricular (GALARD et al., 1995). O tratamento pré-natal também aumenta os
beneficios da terapia pdés-natal com surfactante, de forma a reduzir a duracdo do
cuidado neonatal intensivo (MOISE 1995). Estudos de longa-duracdo com criancas
tratadas pré-natalmente com corticosteréides fracassaram em determinar seus
efeitos adversos (DALZIEL 2005a; DALZIEL 2005b). Atualmente, a administracédo de
glicocorticéides € a estratégia mais bem sucedida em reduzir os efeitos negativos da
prematuridade, no entanto, ainda existe consideravel morbidade para prematuros
(SOLL 2001).
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O uso de repetidas administracdes de corticosterdides praticado tem sido
associado a elevacao do risco de infeccdo e prejuizo do funcionamento do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (STUCK, et al.,1989). Estudos com animais mostram
efeitos benéficos como reducdo do risco da RDS associada com a reducdo de
hemorragias intraventriculares. Contudo, a administracdo de varias aplicacbes de
corticosterdéides leva a efeitos adversos que compreendem a inibicao do crescimento
fetal (IKEGAMI et al.,, 1997), reducdo do peso ao nascer e alteragbes na
funcionalidade do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (MOSS et al., 2001).

O tratamento com dexametasona pode afetar ainda a embriogénese. Sao
citados efeitos deletérios, como: reabsorcdes, implantacdes de embrides alterados e
implantagdes de embribes inviaveis. Também s&o relatadas algumas alteracdes
morfologicas, como: fenda labial, fenda palatal e tamanho reduzido do concepto
(LABORDE et al., 1992; HANSEN et al., 1999). Alguns 6rgdos como o pancreas, 0
figado e os rins podem apresentar alteragdes morfofuncionais atribuidas a
corticoterapia (HOLNESS; SUGDEN 2001; BRUDER; PING; RAFF 2004).
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Efeito da administracdo pré-natal da dexametasona em ratas no inicio e meio da
gestacdo sobre o nivel glicidico, perfil hematoldgico e funcionalidade hepatica na prole.
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Efeitos da administracdo pré-natal da dexametasona em ratas no inicio e meio da

gestacao sobre o nivel glicidico, perfil hematologico e funcionalidade hepética na prole.

Resumo

A administracdo de dexametasona € comumente associada com alteracbes na producdo e
distribuicdo de células sanguineas, hiperglicemia e alteragdes na metabolizacdo de
carboidratos no figado. A presente pesquisa teve o objetivo de avaliar o efeito da
administracdo no inicio e meio da gestacdo de ratas sobre os parametros relacionados na
prole. Os animais foram divididos nos seguintes tratamentos: dexametasona do 1° ao 7° dia e
placebo do 8° dia ao 14° dia; placebo do 1° ao 7° dia e dexametasona do 8° ao 14° dia;
dexametasona do 1° ao 14° dia com reducéo de 15% a cada 2 dias e tratamento com placebo
do 1° ao 14° dia de gestacdo. A dexametasona foi administrada por via intraperitoneal na dose
de 0.8mg/kg/animal. Foram coletadas amostras de sangue no 7°, 14° e 21° dia de gestacéo e de
sangue e tecido hepatico na prole no 5% 10 ° e 15 ° dia pos-natal. Para a verificacdo das
reservas de glicogénio foi realizada analise histoquimica. Os resultados estabelecem relacéo
tempo-dependente entre a administracdo de dexametasona para alteracdes como lifopenia,
eosinopenia, netrofilia e alteracdo dos niveis plasmaticos de carboidratos totais encontradas

nas matrizes, porém na prole, ocorrem apenas no tratamento mais duradouro.
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Effects of the prenatal dexamethasone treatment in early and mid- pregnancy of rats
over glycidic levels, hematologic profiles and liver function in the offspring.

Abstract

Glucocorticoids treatment is commonly associated with changes in blood cell production and
distribution, hyperglycemia and changes in liver carbohydrate metabolization. The present
research had subjected to evaluate the effect of dexamethasone administration in rats in early
and mid- pregnancy over the related parameters in the offspring. Animals were divided in the
following treatments: dexamethasone treatment 1 to 7 day and placebo treatment 8 to 14 day;
placebo treatment 1 to 7 day and dexamethasone treatment 8 to 14 day; dexamethasone
treatment 1 to 14 day with 2% reduction in each 2 days and placebo treatment 1 to 14 day of
pregnancy. Dexamethasone was administrated for intraperitoneal via in dosage of
0.8mg/kg/animal. Samples of blood were collected in 7, 14 and 21 day of pregnancy and
blood and tissue were collected in 5, 10 and 15 day afterbirth in the offspring. Carbohydrate
histochemistry was used for glycogen assessment. The results of the present research to point
to a time-dependent effect of the dexamethasone administration for alterations as
limphopenie, eosinopenie neutrophily and plasma full carbohydrate level changes found in

matrices and found only in the longest treatment for the offspring.

KEY-WORDS: dexamethasone, hematologic parameters, carbohydrates, liver, rats.

1. Introducéo

Os glicocorticoides sdo hormonios esterdides indispensaveis para o desenvolvimento
do tecido pulmonar do feto e clinicamente utilizados em gestacGes com riscos de
prematuridade para a aceleracdo o desenvolvimento pulmonar (Ward, 1994). A dexametasona
é um glicocorticoide sintético largamente utilizado por apresentar efeitos andlogos ao da

cortisona (Sloboda et al., 2005). O transporte transplacentario de glicocorticoides é regulado
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pelas enzimas 11f-hidroxisteréide desidrogenase (11B-HSD) tipo 1 e 2 que atuam na
reativacdo e inativacdo de glicocorticoides, respectivamente, regulando a exposi¢dao do feto
aos mesmos (Diederich et al., 2002). Devido a progressiva reducdo da bioatividade da enzima
11B-HSD2 ao longo da gestacdo (Waddell et al., 1998), o terco final é o periodo de gestacdo
em que ocorre uma maior permissibilidade do trafego de glicocorticdides, estudos que
exploram os efeitos da exposicdo a glicocorticoide durante esse periodo mostram alteracdes
fisioldégicas como a elevacdo do nivel glicEmico po6s-natal, a reducdo da sintese de receptores
para insulina e a mobilizacdo de glicogénio para a corrente sanguinea (Nyrienda et al., 1998).

Além das alteracdes relacionadas com a bioquimica do sangue, a dexametasona exerce
influéncia sobre a distribuicdo de células sanguineas através da inibicdo da expressdo de
citocinas (Haynesworth et al., 1996), supressdo de fatores de proliferacdo de linfécitos
(Almawi et al, 1991) e inducdo da apoptose (Mor e Cohen 1996). Dentre as alteracOes
verificadas na distribuicdo de leucocitos entre o sangue e 0s compartimentos do sistema
imune estdo a reducéo drastica do nimero linfocitos T e a elevagdo acentuada de neutrofilos,
além de uma reducdo acentuada dos linfécitos B, células NK e monocitos (Dhabhar, et al.,
1995; Dhabhar, et al., 1996). Estudos com animais mostram que glicocorticoides sdo
estimuladores da eritropoiese (Malgor et al., 1974). Em culturas de eritrocitos, a
dexametasona promove um aumento do potencial de formacdo de colbnias supridas com
eritropoetina, sugerindo o sinergismo com esse regulador humoral (Golde et al., 1976). O
figado fetal € uma fonte de eritropoetina, sendo tambem o sitio de localizacéo de celulas ovais
precursoras de eritrocitos (Cantor et al., 1972). Através da inibicdo de TNF e IL -6 a
dexametasona exerce influéncia sobre a proliferacdo das populacbes de células ovais no
figado (Nagy et al., 1998).

Em virtude da incipiéncia de estudos realizados nos dois primeiros tercos da gestacédo
e a inviabilidade da extrapolacdo dos dados obtidos in vitro para modelos in vivo, o presente
estudo teve o objetivo de verificar se os efeitos da administracdo da dexametasona nos dois
tercos iniciais da gestacdo interferem no desenvolvimento hepético, metabolismo de

carboidratos e parametros sanguineos.

2. Materiais e Métodos

2.1.Animais e desenho experimental
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Foram utilizadas 12 ratas albinas (Rattus norvergicus albinus) da linhagem Wistar,
procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, segundo aprovacdo pelo Comissdo de Etica no
Uso de Animais dessa instituicdo (protocolo n°. 23082.010750/2010). As fémeas, com 90 dias
de idade, virgens e pesando entre 200 e 250g, foram acondicionadas em caixas e mantidas
com alimenta¢do e agua “ad libitum”, em ambiente com a temperatura média de 22°C e
iluminacgdo artificial controlada com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro. As fémeas foram
divididas ao acaso, em quatro grupos, cada um deles constituido por trés animais: Gl, ratas
tratadas do 1° ao 7° dia de gestacdo com dexametasona e do 8° ao 14° dia com placebo; Gll,
ratas tratadas do 1° ao 7° dia de gestacdo com placebo e do 8° ao 14° dia com dexametasona;
GlII, ratas prenhas tratadas com dexametasona do 1° ao 14° dia de gestacdo com reducéo
progressiva da dose de dexametasona em 15% a cada dois dias e o GIV, ratas prenhas tratadas
com placebo do 1° ao 14° dia de gestacdo. Como placebo e para a diluicdo progressiva da
dexametasona foi utilizada solucédo salina em pH fisiologico. Os animais foram mantidos para
acasalamento das 18:00h as 06:00h do dia seguinte, foram realizados entdo exames
colpocitologicos para a confirmacdo do acasalamento, sendo este considerado o 1° dia da
gestacdo. Para o tratamento foi utilizada a formulacdo comercial Decadron® (fosfato
dissédico de dexametasona) que foi administrada por via intraperitoneal, na dose de
0.8mg/kg/animal (Vilaga-Janior et al., 2008).

2.2.Procedimentos para coleta de sangue, armazenamento e analise de parametros

hematoldgicos

O sangue foi coletado durante a gestacdo por meio de contencdo mecanica (Fluttert et
al., 2000). A coleta foi realizada através da puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter
(24G). O sangue foi armazenado em microtubo com EDTA a temperatura média de 4°C. Para
subsequente obtencdo do plasma as amostras foram submetidas a centrifugacdo a uma
temperatura de 4°C com a velocidade de 3000rpm por 10 minutos. O plasma obtido foi
acondicionado a temperatura de -20°C. O sangue dos filhotes foi coletado por punc¢éo cardiaca
no 5° 10° e 15° dia ap6s o nascimento dos distintos grupos. Para o procedimento os filhotes
foram anestesiados com pentobarbital na dosagem de 40mg/kg por via intraperitoneal
(Penicaud et al., 1987)e a puncdo foi realizada com seringa embebida com EDTA. Para as

analises de carboidratos totais foram utilizadas amostras dos trés momentos e para as analises
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hematoldgicas foram utilizadas apenas as amostras do 10° e 15° dia apds 0 nascimento. Para
cada intervalo de coleta foram escolhidos trés filhotes aleatoriamente por grupo experimental.
A separacdo e acondicionamento do plasma seguiram o procedimento ja descrito
anteriormente para o sangue das ratas progenitoras. Apos a coleta do material bioldgico foi
realizada a eutanasia utilizando-se camara de CO,. A contagem de eritrocitos e leucécitos foi
realizada com aliquotas de sangue total armazenadas em tubo heparinizado para as amostras
obtidas das fémeas e em tubos com EDTA para as amostras obtidas dos filhotes.

Para obtencdo dos valores de hematdcrito, foi utilizado o método de
microhematdcrito. Aliquotas de sangue total foram tomadas diretamente com capilares
heparinizados e centrifugadas por 5 minutos a velocidade de 7000 rpm.

Para a contagem total de eritrdcitos as aliquotas foram diluidas em solugdo de Hayem
na proporcdo de 1: 400. Os resultados foram submetidos a férmula: Hm X 10 X
400 X 5 = Hm/uL, onde: Hm é o numero total de heméacias contadas, 10 é o fator de
conservagdo para o volume de 1mm?® (profundidade da lamina da camara de Neubauer), 400 é
o fator do conservacéo da diluicdo utilizada e 5 é o fator de conservacéo para area de 1 mm?
(5 de 25 quadrados médios), sendo o resultado expressado como o nimero de hemacias/ uL.

Para a contagem total de leucdcitos as aliquotas foram diluidas em solucdo de Turk na
propor¢cdo de 1: 20. Os resultados foram submetidos a formula: Lc x 20 x10/4 = Lc/ulL,
onde: Lc é o nimero total de leucécitos contados, 10 é o fator de conservagédo para o volume
de 1mm? (profundidade da lamina da camara de Neubauer), 20 é o fator de conservacéo da
diluicdo utilizada e 4 é o fator de conservacdo para a area de 1 mm?, (nimero de quadrados),
sendo o resultado expressado como o nimero de leucdcitos/uL.

Para contagem diferencial de leucocitos foram confeccionados esfregacos de sangue

total corados pelo método de pandtico rapido.

2.3.Procedimentos para preparacdo de amostras, preparacdo de padrdes e analise de

carboidratos totais plasmaticos

Para analise de carboidratos totais as amostras de plasma foram submetidas a
desproteinizacao, realizada com é&cido tricloroacético a 5% (TCA 5%) numa proporcdo de
1:10, com posterior acréscimo de 10 partes de agua destilada para uma diluicdo 1:20. A
solucdo foi entdo centrifugada a velocidade de 3000rpm por 3 min e o sobrenadante foi

armazenado a temperatura de 4°C. Para a preparacao da curva de calibracdo foi utilizada uma
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solugdo estoque de glicose em agua destilada na concentracdo 1g/L. Foram realizadas
sucessivas diluicdes dessa solugcdo estoque e as concentragdes utilizadas foram: 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.03125 e 0.01562¢g/L. Como branco utilizou-se &gua destilada. Para a
dosagem de carboidratos totais do sangue foi utilizado o protocolo adaptado de Laurentini e
Edwards (2003). As amostras e padrdes foram submetidos a leitura do comprimento de onda
de 620nm em leitora de microplaca (Anthos 2010 Microplate Absorbance Reader, Biochrom
Ltd, Cambridge, UK).

2.4.Procedimentos para obtencdo, processamento e anélise de amostras de tecido

hepético

Na ocasido da puncdo cardiaca foi realiza a abertura da cavidade abdominal para
coleta de amostras de figado para andlise histoldgica. As amostras de tecido hepatico
coletadas foram fixadas em liquido de Botin por 48 horas. Apos esse periodo, fragmentos
foram desidratados em concentracdes crescentes de alcool (alcool etilico), diafanizados em
xilol e impregnados para inclusdo em parafina. Os cortes foram submetidos a coloracéo por
Hematoxilina e Eosina (HE) para analise morfoldgica e pelo Acido Periédico de Schiff (PAS)
para andlise histoquimica de glicogénio. Imagens dos cortes histoldgicos foram capturadas

por meio de cAmera de video Sony®, acoplada ao microscépio Olympus® Bx50 para analise.

2.5.Anélise estatistica
As amostras para analises hematologicas e dosagem de carboidratos totais foram
tomadas em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos ao teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis, onde as médias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(p<0,05).

3. Resultados

3.1.Parametros hematoldgicos das matrizes e prole
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Nas tabelas 1, 2 e 3 estdo sumarizadas as médias e desvio-padrdo do hematocrito,
namero total de hemacias, nimero total de leuccitos e contagem diferencial dos leucdcitos
nos periodos de 7, 14 e 21 dias de gestacdo, respectivamente. De acordo com as analises
estatisticas verificou-se que no 7° dia de gestagcdo houve reducdo significativa do volume de
hematdcrito e do numero total de leucocitos nas fémeas dos grupos | e Ill. Na contagem
diferencial evidenciou-se uma neutrofilia associada com linfopenia e eosinopenia (Tabela 1).
Aos 14 dias de gestacdo houve uma reducéo significativa do volume de hematdcrito apenas
no grupo Ill. Com relacdo ao nimero de leucdcitos e contagem diferencial os resultados
foram semelhantes aos observados aos das fémeas com 7 dias de gestacdo para os grupos Il e
I11. No entanto, verificou-se nesse periodo reducéao significativa no nimero total de hemacias
nos grupos I, Il e 111 em relagdo ao grupo 1V (Tabela 2). No tergo final da gestacéo as fémeas
apresentaram reducdo dos valores de hematocrito, neutrofilia, linfopenia e eosinopenia apenas
no grupo Ill. O ndmero total de heméacias e leucdcitos permaneceu reduzido apenas nos
grupos Il e 111 (Tabela 3). Os dados dos parametros sanguineos dos filhotes com 10 e 15 dias
de nascidos constam nas tabelas 4 e 5, respectivamente. Com 10 dias de idade os filhotes néo
apresentaram alteracdo nos valores de hematdcrito, porém um aumento significativo foi
observado no numero total de heméacias no grupo Ill. Nos parametros contagem total e
diferencial dos leucocitos esses filhotes mostraram o mesmo perfil evidenciados nas suas
matrizes durante toda a prenhez (Tabela 4). Ndo houve variacdo significativa nos parametros

analisados para os filhotes com 15 dias de nascido (Tabela 5).

3.2.Niveis plasmaticos de carboidratos totais

Os niveis séricos de glicose nas matrizes aos 7 dias de prenhez variaram bastante nos
grupos experimentais independente do tratamento, porém houve aumento significativo no
grupo 11 em relacdo aos grupos | e IV. Com 14 dias de gestacdo houve reducdo significativa
dos niveis de glicose nas matrizes do grupo Il em relacdo as do grupo V. J& aos 21 dias de
gestacdo os niveis de glicose foram similares entre os grupos (Figura 1). Nos filhotes com
cinco dias de vida os niveis séricos de glicose foram menores nos grupos tratados com
dexametasona em relacdo ao grupo tratado com placebo, o qual diferiu estatisticamente dos

grupos | e 111. No décimo dia de vida sé foram observadas diferencas significativas entre os
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grupos Il e 1V. N&o foram verificadas variacfes significativas nos niveis séricos de glicose

para os filhotes com 15 dias de vida (Figura 2).

3.3.Verificacdo de reservas de carboidratos em tecido hepatico

A andlise histoquimica do figado pelo acido periddico de Schiff apresentou reacdo de
intensidade variada, sendo mais intensa nos filhotes dos grupos | e IV e menos intensa nos
grupos Il e 111 (Figura 3). O contetdo de glicogénio é nitidamente evidenciado pela presenca
de granulos de cor magenta depositados no citoplasma dos hepatdcitos. As areas em que se
evidencia a maior deplecdo das reservas sdo as areas intralobulares. Dentre os tratamentos o
grupo | apresenta a maior intensidade de coloragdo, enquanto o grupo Il apresenta uma
coloracdo de intensidade inferior e o grupo 11l apresenta a coloracdo de intensidade mais

reduzida em comparagédo ao grupo IV.

4. Discussao

Os glicocorticoides exercem efeitos sobre o mecanismo de homeostase dos fluidos
corporais por meio da reducdo da sintese de proteinas reguladoras do processo como, por
exemplo, a oxitocina (Ruginsk et al., 2007), e também por impedir as ligacbes entre
mineralocorticoides e seus receptores, interferindo nos mecanismos de reabsorcdo de ions (
Seckl 2004). Dessa forma, provocam alteracdes como reducdo da volemia e aumento da
osmolalidade do sangue. Os valores de hematdcrito estdo relacionados a capacidade de
transporte de oxigénio, a viscosidade do sangue e a eficiéncia de fluxo microcirculatério nos
tecidos (Isbister, 1997). A reducdo significativa desse parametro pode acarretar possivel
prejuizo dessas funcdes desencadeando alteragdes no transporte de oxigénio transplacentario e
no suprimento de nutrientes ao feto, o que comprometeriam o desenvolvimento fetal (Jansson
e Powell, 2006). AlteracOes nesse parametro foram verificadas no 7° dia de gestacdo nos
grupos | e I11, e no 14° dia de gestacdo no grupo 11 em relagdo ao grupo IV pode representar
possivel prejuizo para o feto. No entanto, nenhuma alteracdo significativa para esse parametro
foi encontrada nos filhotes no 10° e 15° dia pds-natal. Esse resultado sugere que administracdo
de glicocorticoides ndo significou a programacdo de um estado alterado desses parametros

para 0s dias mais iniciais da vida pos-natal.
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A administragdo de dexametasona induz uma redugdo caracteristica da sintese de
eritropoetina (Giglio et al., 1981), além de reduzir também a eritropoese (Giglio et al., 1980).
Em nosso experimento houve reducdo do nimero de heméacias nas ratas progenitoras, em
relagdo ao grupo 1V, nos grupos I, 11 e 111, no 14° dia de gestacéo, e nos grupos Il e 111 no 21°
dia de gestacdo, indicando acdo similar da dexametasona sobre a eritropoese independente do
periodo de aplicacdo. Por outro lado, o restabelecimento no nimero de hemacias do grupo |
para valores similares aos encontrados no grupo IV, aos 21 dias de gestagdo, mostra que a
reducdo ndo perdura até o fim da gestacdo quando administrada apenas no terco inicial da
gestacdo. Com relacdo a prole, sabe-se que a eritropoese fetal nos dois tercos iniciais da
gestacdo é realizada pelo tecido hepatico (Isern, et al., 2008) e a regulacdo dessa funcdo é
realizada pelo nivel de glicocorticdides circulantes (Nagel e Jacquot, 1969; Bauer, et al.,
1999). A elevacdo significativa de eritrocitos verificada nos filhotes do grupo 111 no 10° dia
poOs-natal sugere o estabelecimento de uma relacdo tempo-dependente devido a administracéo
prolongada da dexametasona, mesmo tendo sido realizado o desmame.

Glicocorticdides sdo conhecidos por seu efeito imunossupressor (Faas et al., 2000).
Esta caracteristica € responsavel pela reducdo do numero de leucocitos observado na ratas
progenitoras no 7° dia de gestacdo nos grupos | e Ill, e no 14° e 21° dia de gestagdo nos
grupos Il e I1l. Esses dados revelam que tanto a administragcdo continua, como a partir da
segunda semana de gestacdo manteve um efeito imunossupressor até o final da gestacdo.
Durante a gestacdo ocorre uma alteracdo na composicdo prioritaria de células do sistema
imunoldgico no sangue periférico, mudando-a de resposta de celular para humoral (Veenstra
Van Nieuwenhoven et al., 2002). A liberacdo de glicocorticéides enddgenos na corrente
sanguinea esta associada a reducéo do namero de linfocitos e eosinéfilos, além do aumento no
namero de neutrofilos (Dhabhar et al., 1995), sendo a intensidade e duracdo da estimulacdo do
agente estressor determinantes para a configuracao das alteraces nessas populacoes celulares
(Dhabhar e Mcewen, 1997). Dessa forma, justificam-se as alteracBes encontradas, como a
neutrofilia, linfopenia e a eosinopenia em decorréncia da acdo dos glicocorticdides, sendo 0s
efeitos encontrados relacionados de forma tempo-dependente, mostrando maior significancia
para o grupo Il em que a exposicdo a dexametasona foi maior que nos outros grupos.

Os niveis séricos de carboidratos nas ratas progenitoras no 7° dia de gestacdo
mostraram uma variacdo independente do tratamento ou ndo com a dexametasona. Essa
variacdo pode esta relacionada ao fato de que durante a gestacdo ocorrem adaptacdes no

metabolismo de carboidratos, culminando com um progressivo estado de resisténcia a
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insulina, que impedem a metabolizagdo da glicose materna (Holness e Sugden, 1997). O
desenvolvimento da resisténcia a insulina materna promove o aumento de glicose no inicio da
gestacdo (Ericsson et al., 2007), por outro lado, a administracdo de dexametasona durante o
terco final da gestacdo (14° ao 19° dia) estimula a secrecdo de insulina (hiperinsulemia)
suprimindo a producdo enddgena de glicose levando a reducdo dos seus niveis séricos, sendo
esse mecanismo ainda desconhecido (Holness e Sugden, 2001). Esse efeito foi observado nas
fémeas tratadas com dexametasona até o 14° dia de gestacdo, mostrando uma relagdo tempo-
dependente para o estabelecimento de um quadro de hiperglicemia associada a corticoterapia.
Como parte do mecanismo normal, o restabelecimento e manutengdo das concentracGes
normais de glicose no sangue ocorre no final da gestacdo, o que provavelmente ocorreu no
21° dia de gestacdo (Kahn et al., 2001).

A analise dos niveis carboidratos totais nos filhotes mostrou que aos cinco dias de vida
houve uma reducdo nos grupos tratados com dexametasona em relacdo aqueles nascidos das
fémeas sem tratamento. Porém, aos dez dias de idade os filhotes nascidos das fémeas tradadas
por 14 dias apresentaram um aumento significativo dos niveis séricos de glicose em relacdo
aos nascidos do grupo controle. Nos primeios dias de vida a glicemia de ratos sofre grandes
variacdes, que sdo, em parte, atribuidas a alteracdes abruptas no nivel de enzimas glicose-6-
fosfatase hepatica e PEPCK, essas enzimas sdo responsaveis pela disponibilizacdo da glicose
contida no tecido hepatico para o sangue. Um fator que é apontado como intensificador desse
efeito € a resisténcia a insulina (Steiner et al., 1961). Estudos mostram o potencial para
induzir o desenvolvimento da resisténcia a insulina em ratos jovens da dexametasona
(Nyirienda et al., 1998).

Estudos com ovelhas mostram que o tratamento com dexametasona causa alteracfes
na regulacdo do uso das reservas de glicogénio causando a elevacdo da atividade das enzimas
glicose-6-fosfatases, relacionadas a utilizacdo de glicogénio, verificada na prole, mas nao nas
genitoras (Franko et al., 2007). A administracdo de dexametasona também promove a
reducdo da expressao de receptores para insulina no figado, levando a uma incapacidade desse
tecido-alvo de importar glicose, principalmente nas areas intralobulares (Severino et al.,
2002). Dessa forma, a analise histoquimica do figado da prole no 10° dia ap6s 0 nascimento
aponta para a uma alteracdo do estado de nivel das reservas de glicogénio hepatico nos grupos
I, Il e Il em relacdo ao grupo 1V, reforcando a interferéncia da dexametasona quando
aplicada no terco medio do periodo gestacional, uma vez que o grupo I, aparentemente, sofreu

menor deplecdo de suas reservas, suscitando uma provavel programacgéo para esse estado. Nas
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amostras de figado dos diferentes grupos no 5° e para as amostras do 15° dia ap6s o
nascimento ndo foram encontradas alteracGes caracteristicas, levando a crer que o
estimulacdo, assim como o verificado para os pardmetros sanguineos, foram suficientes

apenas para causar essas alteracdes transitdrias.

5. Conclusao

Os resultados da presente pesquisa apontam para um efeito tempo-dependente da
administracdo preé-natal da dexametasona durante o inicio e meio da gestagdo, levando a
alteracdes temporais distintas no hemograma das fémeas e alteragdes semelhantes para a prole
do grupo submetido ao tratamento mais longo, somado a alteracdes dos niveis plasmaticos de
carboidratos totais. Porém, a estimulacdo foi suficiente apenas para provocar alteracGes
transitorias o que reforca a idéia de que tratamentos realizados no inicio da gestacdo
apresentariam efeitos menos danosos que aqueles realizados no meio e fim da gestacdo.
Estudos complementares s&o necessarios para inferir a influéncia desses efeitos na vida adulta

da prole.
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8. Anexos

Tabela 1. *Médias de hematdcrito, contagem total e diferencial das células sanguineas

das ratas com 7 dias de gestacgéo.

Grupos | 1 1 v P

Ht (%) 44,66 + 3,51a 51,00 + 1,00b 42,66 + 2,08a 52,66 + 3,78b 0,0066
RBC (10%/uL) 7,20+0,14a 7,08+0,08a 7,15+0,10a 6,87+0,17a 0,8229
WBC (10°/uL) 5,05+0,20a 10,00+0,19b 4,660,252 10,38+0,20b 0,0042
Linfécitos (%) 30,22 + 3,08a 45,77 £2,15b 27,66 +5,81a 45,55 + 3,37b 0,0335
Neutrdéfilos (%) 73,66 + 2,36a 47,33 +4,84b 75,00 £ 1,62a 50,35 £ 5,27b 0,0176
Eosinofilos (%) 1,44 +0,18a 2,77 £0,50b 1,11 +0,67a 2,78 £0,38b 0,0084
Mondcitos (%) 3,44 £1,59a 3,11 £0,88a 3,00 £1,90a 4,01 £ 2,05a 0,1679
Basofilos (%) 0,85 +071a 1,00 £0,91a 1,22 £0,76a 1,55 +1,00a 0,0609

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).
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Tabela 2. *Médias de hematécrito, contagem total e diferencial das células sanguineas

das ratas com 14 dias de gestacao.

Grupos | 1 1 v P
Ht (%) 47,67 +2,88a 44,34 + 2,08a 40,33 +152b  48,33+1,38a 0,0055
RBC (10%/uL) 7,10+0,13a 6,98+0,08a 7,02+0,11a 8,03+0,07b 0,0472
WBC (10%uL)  11,93+0,27a 4,88+0,24b 4,68+1,53b 12,00£0,34a  0,0037
Linfdcitos (%) 48,11 + 6,16a 15,11 + 8,04b 25,77 £ 5,55b 56,22 + 8,79 0,0004
Neutréfilos (%) 46,55 +4,91a 79,11 +7,41b 66,66 + 5,20b 53,11 + 3,65a 0,0033
Eosindfilos (%) 2.40+ 0,35a 0,66 +0,33b 0,77 £0,83b 2,22 £0,19 0,0037
Mondcitos (%) 3,11 £2,08a 1,44 +0,76a 2,86 +£1,87a 3,88 £2,72a 0,1372
Basofilos (%) 1,11 £ 0,29a 1,77 +£0,91a 2,88 £1,03a 1,33 +0,57a 0,4012

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).
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Tabela 3. *Médias do hematécrito, contagem total e diferencial das células sanguineas das

ratas com 21 dias de gestacéo.

Grupos | 1 1 v P
Ht (%) 42,34 +2,18a 40,67 +1,05a 39,00 £0,59b 46,00 +5,21a 0,0299
RBC (10%uL)  8,02+0,09ac 7,95+0,04bc 7,68+0,11bc 8,14£0,10a 0,0472
WBC (10%/uL) 13,15+0,12a 8,21+0,05b 7,972,390 13,3240,15a 0,01930
Linfdcitos (%) 34,88 + 4,35a 29,66 + 5,22a 20,57 £3,21b 35,11 +3,35a 0,0301
Neutrofilos (%) 40,22 +5,65a 53,11 + 5,24a 66,22 £5,16b 51,88 +4,99a 0,0351
Eosindfilos (%) 2,33 £0,89% 2,11 £ 0,50a 0,97 £0,16b 2,44 +1,10a 0,0211
Mondcitos (%) 2,88 £2,01a 1,77 +1,21a 3,33 £1,46a 2,67 £1,68a 0,5127
Basofilos (%6) 0,77 £0,52a 0,88 £0,22a 1,14 +0,71a 1,44 +0,74a 0,0632

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).
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Tabela 4. *Médias do hematdcrito, contagem total e diferencial das células sanguineas dos

filhotes com 10 dias de nascidos.

Grupos | I 1l v P

Ht (%) 27,77+4,62a  2699+233a  3021+050a 2633+360a  0,4987
RBC (10%/uL) 3,41+0,17a 3,53+0,14a 3,87+0,08b 3,39+0,12a 0,8620
WBC (10%/uL) 1,91+0,10a 1,73+0,24a 1,31+0,11b 2,02+0,20a 0,0101

Linfdcitos (%) 64,77 + 5,96a 60,00 + 5,48a 49,22 +6,62b 62,33 +5,13a 0,0142

Neutrdfilos (%) 23,55 +6,17a 22,55 +5,82a 36,77 = 4,02b 21,66 +3,11a  0,0,0087

Eosindfilos (%) 0,44 +0,08a 0,51 +0,19a 0,21+£0,11b 1,44 +1,03a 0,0245

Mondcitos (%0) 6,77 £5,96a 8,46 £2,93a 7,88 £1,26a 8,07 £ 1,84a 0,1098

Basofilos (%) 4,44 +2,10a 3,78 £0,78a 2,97 £0,85a 3,56 £ 0,62a 0,2011

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).
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Tabela 5. *Médias de hematécrito, contagem total e diferencial das células sanguineas dos

filhotes com 15 dias de nascidos.

Grupos | 1 1 v P
Ht (%) 34,00 + 7,93a 35,66 + 2,51a 32,78+4,29a 37,06 +3,51a 0,3543
RBC (10°/uL) 4,54+0,18a 4,38+0,12a 4,64+0,17a 4,6+0,12a 0,6324
WBC (10°/uL) 2,330,352 2,40+0,25a 2,03+0,34a 2,11+0,22a 0,3108
Linfdcitos (%) 65,22 + 4,84a 67,32 +5,90a 63,66 +2,54a 62,44 +3,17a 0,4111
Neutrdéfilos (%0) 25,66 £ 1,52a 24,19 £ 2,01a 22,67 £ 3,20a 23,78 £ 3,11a 0,2493
Eosindfilos (%) 1,00 +0,88a 0,98 +0,38a 0,72 £ 0,54a 1,21 +0,33a 0,0733
Mondcitos (%) 7,44 £1,84a 6,09 £ 1,56a 7,23 £1,22a 8,77 £ 2,06a 0,0509
Basdfilos (%0) 2,88 + 0,96a 2,15 +0,65a 1,79 £0,32a 2,63 £0,72a 0,0635

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

59



300

o 250 A
E? . G
= . all
S 200 - abe mm Gl
® GV
83 ab
S 150 - b b
S
K] b a
T 100+ c L
-— a
w C a a
S a
1]
5 504
(@]
0
©
O 0 - | | | |
7d 14d 21d

Dia gestacional

Figura 1: Glicose séria nas fémeas no 7%, 14° e 21° dia de gestacdo. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(P>0
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Figura 2: Glicose sérica na prole, aos 5, 10 e 15 dias de idade. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).
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Figura 3: Figado dos filhotes com 10 dias de idade. Observar variagdo na intensidade de
coloracéo pelo P.A.S. nos grupos experimentais. Ae B —Grupo I;BeCeD—-Grupo Il;EeF
— Grupo Il e Ge H - Grupo IV. Figuras A, C, E e G Barra= 100um. FigurasB, D, F e H,

Barra= 25um.
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