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RESUMO

A diabetes mellitus (DM) é um dos principais disturbios metabdlicos que afeta, 415 milhdes
de pessoas no mundo, com perspectiva deste nimero atingir cerca de 700 milhdes em 2040. E
uma doenca complexa causada por diferentes mecanismos, dentre eles a resisténcia a insulina
(RI), relacionada ao sedentarismo, dietas ricas em gorduras e uso prolongado de
glicocorticoides (GC) sintéticos. Infelizmente, a farmacoterapia empregada é limitada pelos
efeitos adversos, o que motiva o desenvolvimento de novos agentes hipoglicemiantes. Neste
contexto, o desenvolvimento de novos tratamentos adjuvantes, como o uso de suplementos
alimentares pode representar uma alternativa na prevencdo e/ou no combate a DM2. Dentre
estes, os efeitos benéficos de metais como vanadio sdo demonstrados no controle glicémico.
Avaliar os possiveis efeitos do novo composto a base de vanadio (VO-dt) na resisténcia a
insulina induzida pela dexametasona em camundongos. Foram utilizados camundongos
fémeas tratados durante 14° dias com dexametasona (Dexa, 1mg/kg, i.p.) e por 7 dias com o
composto a base de vanadio (IV)(VO-dt) (DexaV, 50mg/Kg, v.0.) para avaliacdo dos
seguintes parametros: (a) glicemia e trigliciridiemia de jejum; (b) ganho de massa ponderal;
(c) ingestdo hidrica e alimentar; (d) perfil bioquimico plasmatico; (d) resisténcia a insulina;
(e) marcadores do estresse oxidativo. No 7° dia de tratamento com a dexametasona induziu a
intolerancia oral a glicose (50%, p<0,05) resisténcia a insulina (TyG, 30%, p<0,05), com
elevacédo da glicemia (86%, p<0,05) e trigliciridemia (~2,6 X, p<0,05) de jejum. Todos estes
pardmetros se mantiveram elevados até o 14° dia de tratamento. Além disso, a dexametasona
aumentou nos niveis séricos de colesterol total (CT, ~80%, p<0,05), triglicérides (TG, ~2,6X,
p<0,05), VLDL (2X%, p<0,05), glicerol (85%, p<0,05), glicogénio muscular (~10X, p<0,05)
e hepético (~16X, p<0,05) no jejum, com reducdo do HDL (50%, p<0,05). Assim como
também induziu o aumento dos niveis séricos das transaminases hepéaticas ALT (80%,
p<0,05) e AST (90%, p<0,05), lipidios hepaticos totais (100%, p<0,05), malondialdeido
(65%, p<0,05), nitrito (40%, p<0,05), superdxido dismutase (40%, p<0,05) e catalase (45%,
p<0,05). O tratamento com o VO-dt atenuou a intoler&ncia oral a glicose (22%, p<0,05), a RI
(~10%, p<0,05), além de normalizou a glicemia (52%, p<0,05), reduziu a hipertrigliciridemia
(~51%, p<0,05), indice aterogénico (~4,5X, p<0,05) e o glicogénio muscular e hepatico em 3
e 10 vezes respectivamente de jejum. Além disso, 0 VO-dt atenuou a disfuncéo e a esteatose
hepética, assim como o estresse oxidativo. Os dados sugerem que a resisténcia a insulina
induzida pela dexametasona tem parametros metabdlicos semelhantes ao DM2, assim como o0
VO-dt atenua alteracbes metabdlicas importantes deste quadro, 0 que o torna promissor para 0
tratamento adjuvante para 0 DM2 ou condicdes em que seja necessario o uso clinico de GC.

Palavras-chave: diabetes mellitus; vanadio; dexametasona; glicocorticoides.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is one of the main metabolic disorders affecting.415 milion people
worldwide,with the prospect of this number reaching about 700 milion by 2040.1t is a
complex disease caused by different mechanisms, including insulin resistance (IR), related to
sedentary lifestyle, high-fat diets and prolonged use of synthetic glucocorticoids (GC).
Unfortunately, the pharmacotherapy used is limited by adverse effects, which motivates the
development of new hypoglycemic agents. In this context, the development of new adjuvant
treatments, such as the use of dietary supplements may represent an alternative in the
prevention and/or combating of DM2. Among these, the beneficial effects of metals such as
vanadium are demonstrated in glycemic control. Evaluate the possible effects of the new
vanadium-based compound (VO-dt) on dithasone-induced insulin resistance in mice. Female
mice treated for 14 th days with dithasone (Dexa, 1mg/kg, i.p.) and for 7 days with the
vanadium-based compound (1V)(VO-dt) (DexaV, 50mg/Kg, v.0.) were used to evaluate the
following parameters: (a) glycemia and fasting triglyceridemia of fasting; (b) weight mass
gain; (c) water and food intake; (d) plasma biochemical profile; (d) insulin resistance; (e)
markers of oxidative stress. On the 7th day of dhasthasone treatment induced oral glucose
intolerance (50%, p<0.05) insulin resistance (TyG, 30%, p<0.05), with increased blood
glucose (86%, p<0.05) and triglyceridemia (~2.6 X, p<0.05) fasting. All these parameters
remained elevated until the 14th day of treatment. In addition, dmemethasone increased in
serum levels of total cholesterol (TC, ~80%, p<0.05), triglycerides (TG, ~2.6X, p<0.05),
VLDL (2X %, p<0.05), glycerol (85%, p<0.05), muscle glycogen (~10X, p<0.05) and hepatic
(~16X, p<0.05) atfasting, with reduction of HDL (50%, p<0.05). As well as induced the
increase in serum levels of liver transaminases ALT (80%, p<0.05) and AST (90%, p<0.05),
total hepatic lipids (100%, p<0.05), malondialdehyde (65%, p<0.05), nitrite (40%, p<0.05),
superoxide dismutase (40%, p<0.05) and catalase (45%, p<0.05). Treatment with VO-dt
attenuated oral glucose intolerance (22%, p<0.05), IR (~10%, p<0.05), and normalized blood
glucose (52%, p<0.05), reduced hypertriglyciridemia (~51%, p<0.05), atherogenic index
(~4.5X, p<0.05) and muscle and hepatic glycogen in 3 and 10 times respectively of fasting. In
addition, VO-dt attenuated dysfunction and hepatic steatosis, as well as oxidative stress. The
data suggest that dandhasone-induced insulin resistance has metabolic parameters similar to
DM2, as well as VO-dt attenuates important metabolic changes in this condition, which
makes it promising for adjuvant treatment for DM2 or conditions where clinical use of CG is
necessary.

Keywords: diabetes mellitus; vanadium; dexamethasone; glucocorticoids.
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1 DELIMITACAO DO PROBLEMA

O diabetes mellitus (DM) representa um dos maiores desafios a medicina no século 21
por representar um grave problema de saude pablica com grande impacto social e econdémico.
Com gastos de mais de 670 bilhdes de dolares no Gltimo ano para o a prevencdo e 0
tratamento do DM e suas comorbidades refletidas na alta mortalidade da populagéo
economicamente ativa (GUARIGUATA et al., 2014; IDF, 2019). No inicio da década de
1980, 108 milhdes de pessoas viviam com diabetes; em 2014 este nimero alcancava 422
milhdes e em 2019 séo 463 milhdes de pessoas no mundo vivendo com DM (IDF, 2019). As
projecdes para as proximas décadas mostram, claramente, uma pandemia de DM no mundo,
com 700 milhdes de pacientes em 2045, o que se torna uma preocupacdo importante,
sobretudo em paises em desenvolvimento, em relacdo ao impacto socioecondémico desta
doenca.

O Brasil esta entre os paises com maior prevaléncia de DM, com cerca de 16,8
milhGes de pessoas portadoras da doenca, 0 que corresponde a aproximadamente 8,0% da
populacdo entre 20 e 79 anos de idade. A expectativa € que se alcance a marca de 26 milhdes
de diabético no Brasil em 2045 (IDF, 2019). Diante disso, os esforcos na prevencdo e no
tratamento do DM sdo globais, sobretudo no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que previnam as comorbidades diabéticas, melhore a expectativa e a qualidade de
vida do paciente diabético.

E bem compreendido que a resisténcia a insulina (RI) esta diretamente envolvida no
desenvolvimento de diferentes doencas metabdlicas, sobretudo no DM tipo 2. E definida pela
reducdo na resposta de tecidos sensiveis a acdo da insulina nas concentracGes fisiologicas
deste horménio, 0 que compromete a homeostase energética corporal e a atividade de tecidos
metabolicamente importantes como musculo esquelético, tecido adiposo branco e figado
(CARDOSO et al., 2018; INACIO et al., 2018). A hiperglicemia decorrente da RI representa
alteracdes tecido-especificas importantes, como a reducdo na captacédo e utilizacdo de glicose
pelo tecido adiposo branco e muscular, maior producdo hepética de glicose, além da maior
producdo de insulina pelas células B-pancreaticas e dislipidemia (ZHOU et al., 2016).

A RI embora ndo tenha seus mecanismos completamente esclarecidos, tem relagao
direta com o envelhecimento, dietas ricas em gorduras e carboidratos, assim como habitos de
vida como o sedentarismo. Além destes fatores, o uso de medicamentos pode gerar quadros
transitorios de RI (JAIN et al., 2017). A RI induzida por medicamentos é uma questdo

clinicamente relevante que tem correlagdo com o tipo e o tempo de uso do medicamento,
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aspectos genéticos do paciente, fatores de riscos para DM2 e idade. Deste modo, o uso clinico
de glicocorticoides, andlogos da somatostatina, anti-andrdgenos e anti-psicéticos, inibidores
de mTOR e retrovirais deve ser cuidadoso e monitorado, sobretudo pela IR e o surgimento do
DM2 nestes pacientes (FATHALLAH et al., 2015; JAIN et al., 2017).

Os efeitos anti-insulinicos dos glicocorticoides (GC) sdo amplamente conhecidos,
especialmente na reducdo da utilizacdo de glicose por tecidos periféricos como musculo
esquelético, figado e adiposo branco (PROTZEK et al., 2014), aumento na sintese e secre¢do
de hormonios catabdlicos como o glucagon, aumento da mobilizacdo de lipidios e proteinas
(GHAISAS et al., 2009; CARDOSO et al., 2018). E indiscutivelmente necessario o uso
clinico dos GC no tratamento de doengas cronicas inflamatorias (artrite reumatoide, doenca
inflamatdria intestinal entre outras), alergias e na imunossupressdo em pacientes submetidos a
transplantes de 6rgdos (LANKATILLAKE; HUYNH; DIAS, 2019; INACIO et al., 2018
BOSE; HUTSON; HARRIS, 2016; PROTZEK et al., 2016). Entretanto, a redugéo dos efeitos
colaterais induzidos pelos GC é fundamental. Neste sentido, a investigacdo de terapias
adjuvantes que possam bloquear os efeitos hiperglicemiantes e preservar os efeitos
terapéuticos dos GC é essencial.

Neste sentido, o uso de compostos inorganicos (metais) com atividade biologica
reconhecida parece representar uma possibilidade positiva na terapia de diversas doencas,
incluindo DM, obesidade e cancer (MJOS et al., 2014). O vanadio, um metal de transicdo
amplamente distribuido na natureza, apresenta efeitos insulinomiméticos, como a reducédo da
hiperglicemia, assim como da atividade antioxidante em diferentes tecidos (GRUZEWSKA et
al., 2014; NIELSEN, 1995; FRENCH; JONES, 1993). Além disso, os compostos a base
de vanadio sdo inibidores das proteinas tirosina fosfatases (PTP), o que os torna uma
alternativa viavel para o desenvolvimento de novos farmacos com acdo antihiperglicémica
(DOMINGO; GOMEZ, 2016).

Neste sentido, foi desenvolvido e sintetizado um protétipo a base de vanadio, que se
mostrou anti-hiperglicemiante em ensaios pré-clinicos utilizado modelo de DM tipo 1 em
ratos (deposito de patente no BR 10 2020 010025-4). Naturalmente, a avaliacdo deste
prototipo em outros modelos de DM se torna bastante atraente. Ainda mais porque 0S

possiveis efeitos na resisténcia a insulina induzida por GC sdo completamente desconhecidos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Diabetes Mellitus (DM)

A diabetes mellitus (DM) é uma das mais antigas doencas conhecidas pela
humanidade. Algumas descrigdes, pouco precisas dos sintomas que hoje sdo caracteristicos
como do paciente diabético surgem na historia da antiguidade. Por exemplo, a descri¢do da
doenca politrica (urina excessiva) surge a mais de 3.500 a.C (RAMIREZ-DOMINGUEZ,
2016). Por volta de 1.500 a.C., no papiro de Ebers, é descrita a associacdo entre a sede
constante (polidipsia) e a politria uma condi¢do de “esvaziamento excessivo da urina” que
poderiam ser tratadas com extrato de plantas (KARAMANOU et al., 2016).

Embora, sabia-se que esses registros ndo demonstravam a compreensdo exata da
diabetes no antigo Egito, é no século V a.C. que Sushruta, um famoso cirurgido indiano,
descreveu a diabetes, denominada de madhumeha (urina de mel). Na obra de Sushruta, relata-
se que a urina dos portadores da doenca atraia formigas e moscas, por apresentar sabor doce e
textura pegajosa semelhante ao mel (KARAMANOU et al., 2016; SAPRA et al., 2020).

Ha registros de médicos gregos como Rufos de Efésios e Galeno descreveram essa
condicdo associada a poliuria, polidipsia e emagrecimento era grave e potencialmente mortal
(KARAMANOU et al., 2016). Entretanto, foi Arataeus Capadocian, um dos mais famosos
médicos greco-romanos, depois de Hipdcrates, quem cunhou o termo diabetes, palavra
derivada do verbo diabainein, cujo significado ¢é “passar através” e era associado a um sifdo, o
que descrevia a polidria intensa do paciente (LEADER, 2019).

Embora ja houvesse relatos do sabor doce da urina de diabéticos desde o século V, foi
apenas em 1675, que o anatomista e médico inglés Thomas Willis (LEADER, 2019)
incorporou o termo mellitus, vocabulo latino que significa doce como mel, a diabetes. Um
século depois, 1775, que o médico inglés Matthew Dobson identificou o que o excesso de
glicose no sangue (hiperglicemia) estava diretamente associado ao excesso glicose na urina
(glicosuria) e, portanto, a urina doce, do paciente diabético (LEADER, 2019; RAMIREZ-
DOMINGUEZ, 2016).

Ainda que seja uma das mais antigas doencas conhecidas pela humanidade, a DM
representa um dos maiores desafios a medicina no século XXI. De acordo com a Organizagdo
Mundial de Satde (OMS), na década de 1980, 108 milhdes de pessoas vivam com diabetes;
20 anos apos, eram 150 milhdes de diabéticos no mundo. Estimou-se que em 2030 os
nimeros de diabéticos chegariam a 366 milhGes (GUARIGUATA et al., 2014; WILD et al.,
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2004), entretanto esta previsdo foi morbidamente alcancada ja em 2011. As novas projecdes
mostram que serdo 578 milhGes de diabéticos em 2030, o que pode chegar a 700 milhdes em
2045, ou seja 10,9% da populacdo mundial vivendo com diabetes (IDF, 2019).

O Brasil esta entre os paises com maior prevaléncia de diabetes, com cerca de 16,8
milhdes (figura 01) de pessoas portadoras da doenga, 0 que corresponde a aproximadamente
8,0% da populacdo entre 20 e 79 anos de idade (IDF, 2019). O DM j& representa a 3% causa de
morte e a 82 causa de incapacidade produtiva no pais (SBD, 2017). Diante disso, os esfor¢cos
na prevencdo e no tratamento do DM sdo globais, sobretudo no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas que previnam as comorbidades diabéticas, a melhora da expectativa e
da qualidade de vida do paciente diabético.

Figura 1- Estimativa do namero total de diabéticos diagnosticados entre 20 e 79 anos de idade
em 2019 no mundo
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Fonte: Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, 2019).

2.1.2 Principais Subtipo da Diabetes Mellitus

A DM ¢é definida como uma doenca enddcrina, congénita ou adquirida, caracterizada
pela hiperglicemia cronica decorrente de distirbios no metabolismo de lipidios, carboidratos e

proteinas decorrente de prejuizos na secre¢do e/ou na ac¢ao da insulina produzida pelas células
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B-pancreéticas em tecidos periféricos (SAPRA et al., 2020; GUARIGUATA et al., 2014; IDF,
2019). A DM é dividido em diferentes subtipos, incluindo o tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2),
gestacional (DMG), neonatal (DMN) e diabetes secundéario a diferentes endocrinopatias como
a sindrome de Cushing e ao uso de drogas, como retrovirais, quimioterapicos e corticoides
sintéticos (SAPRA et al., 2020). Além da hiperglicemia, sdo sinais e sintomas classicos da
DM a polidria, polidipsia, polifagia, perda de peso, visdo turva e suscetibilidade a infeccdes
(SAPRA et al., 2020; FERREIRA; SAVIOLLI; ABREU, 2010).

As comorbidades associadas ao DM comprometem ndo somente a expectativa, mas
também a qualidade de vida do paciente. A duracdo e a severidade da hiperglicemia estdo
diretamente associada as doengas microvasculares (retinopatia, neuropatia, nefropatia), assim
como doengas macrovasculares (infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral e
sistémico), dislipidemia (hipertrigliciridemia, reducdo dos niveis de colesterol carreado por
lipoproteina de alta densidade, HDL), obesidade central e doenca hepéatica ndo alcoodlica
(LANKATILLAKE; HUYNH; DIAS, 2019;DE FRONZO et al., 2015).

2.1.2.1 Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

O DM1 ¢ uma doenga autoimune, poligénica, decorrente de destruicao das células 3
pancredticas, resultando na auséncia da producdo de insulina (SAPRA et al., 2020;
OLIVEIRA; JUNIOR; VENCIO, 2018). De 5 a 10% dos casos de DM s&o do subtipo DM1,
destes, a maior parte é associada a atividade imunomediada de células T citotdxicas (figura
02) que causam a completa destruicdo das células B pancreaticas, enquanto 10% ocorre de
forma idiopéatica (MAAHS et al., 2010). Normalmente, o DM1 ocorre em individuos antes da
terceira década de vida e com fatores de riscos como dieta, massa corporal, sazonalidade do
nascimento, virus, condi¢fes geograficas, autoimunidade e predisposices genéticas (VEHIK
et al., 2011). Sabe-se que os polimorfismos influenciam o surgimento do DM1, especialmente
do complexo de imunohistocompatibilidade maior (MHC) e o antigeno leucocitario humano
(HLA) (RAJAEI et al., 2019).
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Figura 2 - Patogénese do DM1
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Fonte: Adaptado de KATSAROU et al. (2017).

A estimativa global indica que cerca 1,1 milh&@o de criancas e adolescentes com menos
de 20 anos vivem com DM 1. O Brasil ocupa o terceiro lugar em prevaléncia de DM1 no
mundo, segundo o IDF, estima-se que mais de 95 mil brasileiros sdo portadores de DM1.
(OLIVEIRA; JUNIOR; VENCIO, 2018; IDF, 2019). Os sintomas mais comuns so a polidria,
polidipsia, polifagia, emagrecimento rapido, sudorese e cansaco (IDF, 2019). A cetoacidose é
um dos eventos mais comuns nestes pacientes e, normalmente, coincide com o diagnostico
(MAAHS et al., 2010). Embora, as doengas cardiovasculares estejam entre as comorbidades
mais frequentes do DML, os episodios de hipoglicemia decorrente do uso de insulina exdgena

regularmente é um fator preocupante no manejo destes pacientes (SAPRA et al., 2020).

2.1.2.2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é caracterizada pela alteragdo do metabolismo de

lipidios, proteinas e carboidratos em funcdo da resisténcia periférica a acdo da insulina em
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tecidos metabolicamente importantes, como musculo esquelético, tecido adiposo branco e
hepético associado & disfuncdo das células p-pancreéticas (OLIVEIRA; JUNIOR; VENCIO,
2018; DEFRONZO et al., 2015). E uma desordem poligénica que corresponde a 90% dos
casos de DM e envolve interacBes entre fatores genéticos e ambientais (figura 03) que
determinam a resisténcia a insulina (RI) responsavel pelo aumento da producdo hepatica de
glicose (PHG), menor captacdo e utilizacdo de glicose pelo musculo e tecido adiposo branco,
assim como a disfuncao progressiva das células [ pancreaticas, o que naturalmente resulta em
elevacdo gradual da glicemia (LANKATILLAKE; HUYNH; DIAS, 2019; PEARSON, 2019;
WARS, 2016;PEARSON, 2019).

Embora ndo sejam completamente elucidados os mecanismos envolvidos na DM2,
diferentes mecanismos sdo diretamente relacionados, como a resisténcia a insulina, disfuncéo
das células B-pancreaticas, inflamacdo, intenso estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial
(PROTZEK et al., 2016; PLOWS et al., 2018; YARIBEYGI et al., 2019).A hiperglicemia
precede 0 DM2 no estadgio conhecido como pré-diabetes, definido como intolerancia a
glicose, glicemia de jejum alterada ou elevacdo dos niveis de hemoglobina glicada 1C
(HbA1C), o que em conjunto representa um fator de risco elevado para o desenvolvimento do
DM2 (DE FORNZO et al., 2015; KAO et al., 2016).

A manifestacdo clinica da DM2 é diversa e depende de fatores individuais, tais como
idade, etnia, fatores genéticos, habitos de vida, sedentarismo, dietas ricas em gorduras
saturadas e carboidratos, dentre outros (Figura 03) (TAYLOR, 2013; DEFRONZO et al.,
2015; IDF, 2019). A RI se inicia 1 ou 2 décadas antes do diagnostico, o que naturalmente

reflete uma doenca silenciosa de progressdo lenta (DEFRONZO et al., 2015).
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Figura 3 — Fisiopatologia do DM2
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Fonte: Adaptado de Zheng, Ley e Hu (2018).

De todo modo, uma vez confirmado o diagndstico de DM2, torna-se fundamental o
uso de estratégias de terapia que envolvem desde a modificacdo de habitos de vida, inclusive
alimentares e atividade fisica, até o uso de farmacos em monoterapia ou combinados, como
estratégia de controle glicémico e prevencao das comorbidades diabéticas, como a hipertensao
arterial, intenso estresse oxidativo, doencas micro e macrovasculares e dislipidemias
(DEFRONZO et al., 2015; KHAZAI & HAMDY, 2016; CHESTER et al., 2019).

2.1.2.3. Diabetes gestacional (DMG)

O diabetes mellitus gestacional (DMG) é definido como a intolerancia a glicose em

qualquer grau detectada durante a gestacdo em mulheres sem histéria prévia de DM
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(OLIVEIRA et al., 2015; MACK et al., 2017; PLOWS et al., 2018). Em 2017, 14% das
gestantes foram diagnosticadas com DMG (JONHS et al., 2018), isto é, 1 a cada 7 nascidos
eram afetados pela hiperglicemia gestacional (IDF, 2019). Em 2019, a prevaléncia foi de
15.8%, juntamente com a elevacdo da relacdo direta com o sobrepeso e a obesidade,
sedentarismo e aumento da idade materna (KHAZAI et al., 2016; JONHS et al., 2018).
Embora, ainda existam sérias controvérsias a respeito da triagem, limites de diagnosticos,
manejo adequado e acompanhamento pés-parto, 0 DMG € o distirbio metabdlico mais
comum durante a gestacdo, com impactos na vida da mée e da vida perinatal e p6s-natal do
feto.

O DMG predispde a mae a riscos severos como a hipertensdo arterial, pré - eclampsia,
depressdo anterior ao parto e o desenvolvimento de DM2, obesidade e doencas
cardiovasculares posterior ao parto na mae (JOHNS et al., 2018; PLOWS et al., 2018). Os
efeitos sobre o feto também sdo importantes como a macrossomia, distorcia de ombro ao
nascimento, hipoglicemia por dependéncia da hiperglicemia materna (hiperinsulinémia fetal),
maior risco de ocorréncia de natimortos. E, ndo menos importantes, efeitos sobre a vida pds-
natal como maior incidéncia de obesidade, DM e doencas cardiovasculares na vida adulta
(ZHU et al., 2016; SPAIGHT et al., 2016; MACK et al., 2017; PLOWS et al., 2018).

Na gestacdo normal, hd uma reducdo de 30 a 40% na sensibilidade a insulina e um
consequente aumento (200 a 250%) na secre¢do de insulina pelas célulasp pancreaticas
(figura 04) (CATALANO et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2015; FOROUHI; WAREHAM,
2014). Horménios como o lactogénio placentario (HPL) e a prolactina (PRL) estimulam a
hiperplasia das células B-pancreaticas, o que naturalmente eleva os niveis de insulina
circulante na mde (MACK et al.,, 2017). Além do HPL, outros horménios de origem
placentaria como o estrdgeno, progesterona, cortisol e leptina contribuem para a resisténcia a
insulina materna, o que favorece o transporte de glicose através da placenta, garantindo o
desenvolvimento fetal adequado (JOHNS et al., 2018).



Figura 4 - Relagdo entre a disfungdo das células B, resisténcia a insulina e DMG
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Entretanto, o surgimento da inabilidade das células pancreaticas de responderem
adequadamente ao aumento da necessidade de secrecdo de insulina durante a gravidez é o que
determina, em graus variados, a hiperglicemia no DMG (figura 04) (CATALANO et al.,
2014; JOHNS et al., 2018; PLOWS et al., 2018). A participacdo do HPL no desenvolvimento
do DMG ¢ conhecida, sobretudo porgue atua sobre o receptor e a sinalizacdo intracelular de
insulina por mecanismos tais como: modificagdes na subunidade  do receptor para insulina
(RIns); reducdo da fosforilagdo nos dominios tirosina quinase do RIns o primeiro substrato
para o receptor de insulina (IRS1).

Além do ambiente enddcrino envolvido na instalagdo do DMG, outros fatores tem
sido implicados como a participacdo de citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) pelo tecido adiposo branco (RADAELLI et at., 2003; FRIEDMAN et
al., 2008), menor producdo de adiponectina (WILLIAMS et al., 2014) e mecanismos de
transporte de macronutrientes placentarios (PLOWS et al., 2018).Felizmente, a resisténcia a
insulina (RI) induzida pela DMG ¢ reversivel apos a gravidez, porem aproximadamente 30%

a 50% dessas mulheres desenvolvem DM2 em um periodo de 5 a 10 anos, principalmente as
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que apresentam alguma comorbidade como por exemplo obesidade (OLIVEIRA et al., 2015).
As complicacbes do DM constituem as principais causas de mortalidade precoce na maioria
dos paises multiplas vezes associada a hiperglicemia e ao intenso estresse oxidativo
(OLIVEIRA; JUNIOR; VENCIO, 2018).

2.1.3 Diagnostico de Diabetes Mellitus

Os critérios diagndsticos para 0 DM séo essenciais, pois permitem avaliar alteracoes
metabolicas importantes que precedem a instalacdo do DM, como o pré-diabetes (tabela 1).
De modo geral, o DM pode ser dividido em 4 categorias gerais ja conhecidas: DM1, DM2,
DMG e DM de causas secundarias ao uso de medicamentos, (corticoides, retrovirais
utilizados no tratamento do HIV/AIDS), endocrinopatias (sindrome de Cushing,
hipertireoidismo, hiperaldosteronismo, glucagoma e somatostatinoma) e doencas do pancreas
exocrino (fibrose cistica e a pancreatite aguda) (ADA, 2018; IDF, 2019; SAPRA et al.,2020).

De modo geral, o diagnostico do DM estd baseada na verificagdo da glicemia de
jejum, no teste de tolerancia oral a glicose (OGTT), hemoglobina glicada 1C (HbALc) e na
dosagem aleatdria da glicemia sem jejum (Tabela 01) (FOROUHI; WAREHAM, 2014; IDF,
2019). Para 0 DM1, a presenca dos sinais e sintomas classicos como polidria, polidipsia,
polifagia e emagrecimento ndo explicado dispensa o uso do OGTT, desde que estejam
associados a glicemia com dosagem randomizada acima de 200mg/dl (11.1 mmol/l), glicemia
de jejum superior a 126mg/dl (7.0mg/dl) e HbAlc maior que 6.5% (IDF, 2019).

Os critérios diagnosticos para DMG sdo controversos, mas de modo geral resultados
de glicemia de jejum acima de 95mg/dl (5.5 mmol/ml), ou ap6s 1h, 2h e 3h da sobrecarga de
glicose (OGTT) na ordem de 180mg/dl (10mmol/l), 155mg/dl (8.6mmol/l) e 140mg/dl
(7.8mmol/l), respectivamente, sdo aceitos para o diagnostico (IDF, 2019).Embora, a dosagem
de HbAlc seja realizada de forma limitada pela dificuldade no processamento do exame e o
alto custo para muitos paises em desenvolvimento, é um excelente indicador, pois permiti a
avaliacdo temporal dos niveis glicémicos dos ultimos 2 a 3 meses. Apresentando diversas
vantagens em relagdo aos demais teste devido sua maior estabilidade pré-analitica e menor
risco de sofrer influéncia de fatores externos como por exemplo, varia¢Bes nutricionais e 0
estresse socioecondémico a que é submetido o paciente. (CARE; SUPPL, 2018; FOROUHI,;
WAREHAM, 2014).
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Tabela 1 — Critérios diagnosticos para o diabetes mellitus

DIABETES INTOLERANCIAA  INTOLERANCIA A
(Um ou mais GLICOSE GLICOSE DE JEJUM
AMOSTRA critérios (Todos os critérios (Primeiro ou ambos os
presentes) presentes) critérios presentes)
Glicemia de jejum > 126mg/dl <126mg/dl (éllo_—GlS?anng/SII)
(7.0mmol/l) (< 7.0mmol/l) ' '
N > 200mg/dl 140 - 200mg/dl 140mg/di
Glicemiano OGTT 14 1 mmoln) (7.8 — 11.1mmol/l) <7.8mmol/|
HbAlc >48
> 6.5%
Valor de glicemia
> 200mg/dl
em amostragens (12.1mmol/l)

aleatorias

OGTT - Teste de tolerancia oral a glicose; HbA1C — hemoglobina glicada 1C.
Fonte: Adaptado de IDF (2019).

2.2 Hormoénio Insulina

A insulina humana é um horménio peptidico formado por duas cadeias: o (21
aminoacidos) e (30 aminoé&cidos), na qual a cadeia o possui pontes dissulfeto em residuos
de cisteina intracadeia produzida pelas células B pancreaticas com peso molecular de 5,808
Kda (GUTIERREZ-RODELO et al., 2017). O ser humano apresenta um Unico gene para
insulina localizado no brago curto do cromossomo 11. Inicialmente, a sintese se da como pré-
pro-insulina, formada pelas cadeias a, P, peptideo de conexdo e um peptideo sinal de 23
aminoacidos que é clivada no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) pela peptidase sinal,
dando origem a pro-insulina com 86 aminoacidos (Figura 03). No RER, a pro-insulina adquiri
sua conformacéo tridimensional com as cadeias a. semi helicoidal e  helicoidal ligadas entre
si por pontes dissulfeto (TOKARZ; MACDONALD; KLIP, 2018).

Sendo direcionadas para o aparelho de Golgi, onde a pro-insulina é empacotada em
granulos secretorio imaturos nos quais por acdo das enzimas convertases 1, 2 e 3, a pro-
insulina é convertida a insulina por clivagem do peptideo de conexdo ou peptideo C
(TOKARZ; MACDONALD; KLIP, 2018). Em seguida, por acdo da carboxipeptidase E, 0s

aminoéacidos basicos da extremidade carboxi-terminal das cadeias peptidicas produzidas déo
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origem a insulina madura, ou seja, as cadeias o e [ ligadas entre si por pontes dissulfeto (DU
et al., 2016; KEBEDE et al., 2014).0 transito da insulina nas vesiculas imaturas do aparelho
de Golgi é complexo e depende da funcdo de diferentes proteinas, tais como a SORCS1 e
HID-1 (DU et al., 2016; KEBEDE et al., 2014).

De modo geral, a biossintese da insulina, além de répida (dura menos de ~2 h) é
bastante eficiente, uma vez que menos de 2% de pro-insulina € mantida nos granulos
secretorios maduros, onde a insulina forma complexos com o zinco em estruturas hexaméricas
cristalinas (TOKARZ; MACDONALD; KLIP, 2018). A secrecéo deste hormoénio € complexa
e dependente de enzimas intracelulares como a proteina cinase dependente do AMP (AMPK)
e cinesina 1 (MCDONALD et al., 2009). E fundamental para o processo secretorio
reorganizacdo do citoesqueleto, mecanismo controlado por pequenas proteinas G
monomeéricas e as concentracdes intracelulares de calcio (TOKARZ; MACDONALD; KLIP,
2018).

Figura 5 — Sintese da insulina nas células B-pancreaticas
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Fonte: Adaptado de Tokarz, Macdonald e Klip (2018).

A insulina € um horménio essencialmente anabolico que regula diretamente o
metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos (Figura 6), assim apresenta acdo
fundamental para regulacdo da produgdo hepatica de glicose através da glicogeniogénese e
neoglicogénese (LEE et al., 2017; TITCHENELL et al., 2017).Como também regula a sintese
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e 0 armazenamento de lipidios no figado, pelo menos em parte, por meio da sintese de um
novo lipidio, supressdo da [B-oxidacdo de acidos graxos e esterificacdo e secrecdo de
triglicérides sob a forma de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) para
armazenamento em tecidos extra-hepético, especialmente tecido adiposo abdominal (TAB)
(RUI, 2014; TITCHENELL et al., 2017).

A via de sinalizacdo da insulina é complexa e altamente integrada que envolve a
ativacdo por autofosforilagdo do receptor de insulina (IR), fosforilagdo de proteinas
adaptadoras como o substrato do receptor de insulina (IRS) que est4 conectada a duas vias
classicas (Figura 06): (a) a ativacdo proteina fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e proteina
quinase B ou AKT, via PDK1, que responde pelas acdes metabdlicas deste horménio e; (b) a
via da Ras-proteinas mitdgenas quinase (MAPK) que estimula crescimento e diferenciacdo
celular em todos os tecidos bioldgicos (LEE et al.,, 1994; TANIGUCHI et al., 2006;
HAEUSLER et al., 2018; PETERSEN et al., 2018)

Figura 6 - Sinalizagdo de insulina e seus principais efeitos nos tecidos-alvo

Transportador Misculo Figado
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AKT- proteina quinase; PTP1p- proteina tirosina fosfatase 1B;PI3K- fosfoinositideo 3-quinase; IRS-
receptor de insulina.
Fonte: Adaptado de Capurso e Capurso (2012).
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Classicamente, a insulina, através da via PISBK/AKT estimula a captacdo de glicose
(figura 06) atraves da translocacdo do transportador de glicose isoforma 4 (GLUT4) expresso
no tecido adiposo branco (TAB) e muscular esquelético (GUTIERREZ-RODELO et al.,
2017; PLOWS et al., 2018).

2.3 Resistencia a Insulina (RI)

Neste sentido, a resisténcia a insulina (RI), foi reconhecida desde a década de 1930, é
caracterizada pela reducdo da resposta celular & acdo da insulina em concentracGes
fisioldgicas, sobretudo em tecidos sensiveis a insulina como o tecido muscular esquelético,
adiposo branco e hepatico (SHAODONG, 2014; VAN RAALTE et al., 2013; BODEN,
2011). Além disso, a RI determina a reducdo na captacdo de glicose por tecidos horménio
dependentes, auséncia da supressdo da producdo hepatica de glicose, hiperinsulinemia
compensatéria e dislipidemia, um quadro tipico de sindrome metabdlica que é associado ao
desenvolvimento das principais comorbidades como a obesidade, esteatose hepéatica ndo
alcodlica, doenca aterosclerdtica e DM2 (SAMUEL et al., 2012; YARIBEYGI et al., 2018).

Do ponto de vista molecular, a Rl pode ser causada, dentre outros fatores, por reducao
da expressdo dos receptores de insulina (IRS) e/ou de sua atividade autocatalitica
(BOUCHER et al., 2011), modificacBes pos-transducionais do receptor de insulina e de
moléculas efetoras que compdem a via de transducdo do sinal hormonal, tais como
fosforilacdo em residuos de aminoacido serina e treonina do préprio IRS ou da proteina
primeiro substrato do IRS (RIS-1) (ZICK, 2005), aumento da atividade de fosfatases de
residuos de tirosina fosfatadas (LU et al., 2003), menor atividade das proteinas PI3K e Akt
(BIJUR et al., 2003) assim como altera¢fes na expressao e na funcdo do GLUT4 o que pode
gerar a reducdo da responsividade celular (GUTIERREZ-RODELO et al., 2017; PLOWS et
al., 2018).

De modo geral, processos inflamatdrios, estresse oxidativo, disfun¢do mitocondrial e o
estresse de reticulo endoplasmatico (RE) tem relacdo negativa com a sinalizacdo de insulina,
0 que pode ocasionar o desenvolvimento da Rl (IZQUIERDO et al., 2019). E bem descrito
que o acumulo de lipidios ndo somente no TAB, mas em outros 6rgdos, contribuem para o
desenvolvimento da RI. O excesso de &cidos graxos no TAB modifica o perfil de secrecdo de
adipocinas e citocinas pré-inflamatorias as quais geram Rl no musculo esquelético e no figado
(XU et al., 2003; REHMAN et al., 2016). Dentre as citocinas produzidas no TAB que
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prejudicam a sinalizacdo de insulina estd o TNF-a que induz a fosforilagdo dos IRS-1 em
residuos de serina, inativando-o, e compromete a translocacdo de GLUT4 no mdusculo
(PERALDI et al., 1998). A reducdo na producdo da adiponectina, citocina produzida pelo
TAB, também tem sido relacionada a R1, sobretudo pela reducdo dos seus niveis na obesidade
(YARIBEYGI et al., 2018).

Outro fator é a disfuncdo mitocondrial, que também contribui para a instalacdo da RI,
pois o funcionamento apropriado das mitocondrias em tecidos insulinodependentes tem
relacdo direta com a sensibilidade a acdo da insulina (CHENG, TESENG et al., 2010). A
reducdo da oxidacdo de lipidios e carboidratos nas mitocondrias ocasiona o acimulo ectopico
de lipidios em tecidos como musculo e figado, especialmente ceramidas e diacilglicerol
(DAG) que inibem a sinalizagdo de insulina (TURNER et al., 20013, GONZALEZ-
FRANQUESA, 2017). Além disso, com a reducdo na oxidacdo de nutrientes, a proporcéo
entre a producdo de adenosina trifosfato (ATP) e o consumo de oxigénio é reduzida, o que
eleva a producdo de anions superoxidos, o que naturalmente gera estresse oxidativo
responsavel por danos mitocondriais importantes e suficientes para estimular processos
inflamatorios que podem comprometer a sinalizagdo da insulina (LANDAR et al., 2006).

Mais recentemente, tem sido atribuida a participacdo do estresse de reticulo
endoplasmatico (RE) na resisténcia a insulina. Estimulos como hiperglicemia e o estresse
oxidativo causam alteracdes no funcionamento normal do RE (BANHEGY!I et al., 2007). Nas
ceélulas B-pancreatica, o estresse de RE aumenta a inflamacéo e o acimulo de lipidios, que
além de comprometer a funcdo celular, dificulta a sintese da insulina, o que contribui para a
instalacdo da Rl em tecidos como musculo, TAB e figado (YARIBEYG et al., 2018).

2.3.1 Resisténcia a insulina induzida por glicocorticoide (GC)

Os glicocorticoides (GC) foram descoberto na década de 1940 pelos Dr. Edward C.
Kendall, Dr. Tadeus Reichstein e Phillip S. Hench, laureados pelo Nobel em Fisiologia e
Medicina em 1950 (WANDELVALLEY et al., 2018). Sdo hormdnios de natureza esteroides
sintetizados na regido fasciculada do cortex adrenal sob o controle neuroenddcrino do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (Figura 7) e que exercem amplas fun¢es para manutengdo da
regulacdo do metabolismo glicidico, crescimento e diferenciagéo celular, reproducao, funcéo

cardiovascular, comportamento e cognicdo, imunidade, além do metabolismo lipidico e
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protéico (RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016; ZHOU et al., 2016; GJERSTAD et al.,

2018; GUPTA et al., 2019).

Figura 7 — Regulacao da sintese e secrecdo dos glicocorticoides pelo eixo hipotalamo-

hipofise-adrenal
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ACTH- hormonio adrenocorticotréfico;CRH- hormonio liberador de corticotrofina.

Fonte:Adaptado de Ramamoorthy e Cidlowski (2016).

Os GC (corticoides em humanos e corticosterona em roedores) sdo sintetizados e

secretados pela glandula adrenal sob controle circadiano e neuroenddcrino em resposta
estimulos fisioldgicos e estressores (RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016). Os estimulos

circadianos oriundos do supraquiasmatico sdo enviados ao nucleo paraventricular

hipotaldmico que estimula a liberacdo do hormdnio liberador de corticotrofina (CRH) e

arginina vasopressina (AVP). Estes neuropeptideos sdo secretados na eminéncia mediana

(EM) no plexo vascular porta hipotalamo-hipofisario de onde é drenado para hipofise anterior

onde estimula a producdo da pro-opiomelanocortina (POMC) e subsequente liberagad de

horménio adrenocorticotréfico (ACTH) pelos corticotrofos hipofisarios (Figura 7) (ANTONI,

1986; HERMAN et al., 2016; ZHAO et al., 2016).
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Deste modo, 0 ACTH estimula a regido fasciculada da glandula adrenal a sintese dos
glicocortidoides, espcialmente, o cortisol em humanos (DALLMAN et al., 1987). O eixo
hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA) (figura 08) é regulado por mecanismos classicos de
retroalimentacao negativa, no qual os niveis circulantes de cortisol inibem a expressdo e
atividade do CRH e ACTH (VITELLIUS et al., 2018;BIDDIE; CONWAY-CAMPBELL,
LIGHTMAN, 2012). Uma vez secretados pelas glandulas adrenais, 80 a 90% dos CG séo
transportados pela globulina ligadora de corticoides (CBG), 10 a 15% pela albumina, de modo
que apenas 5% fica na fracdo livre e biologicamente ativa (RAMAMOORTHY;
CIDLOWSKI, 2016). A expressdo de CBG regula a biodisponibilidade hormonal. Em nivel
celular, a disponibilidade dos GC para exercerem suas fungdes depende da expresséo da 11p3-
desidrogenase isoforma 1 (113-HSD1) e 2 (113-HSD2), que podem ativar e inativa-los, nesta
mesma ordem (SLOMINSKI et al., 2020).

Figura 8 — Eixo hipotalamo-hipoifse-adrenal (HHA)
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ACTH- hormonio adrenocorticotréfico;CRH- hormonio liberador de corticotrofina.
Fonte: Adaptado de EI-Maouche, Arlt e Merke (2017).

Os GC sdo produzidos a partir do colesterol através de um complexo e

multienzimatico processo denominado esteroidogénese. O ACTH, via receptor ligado a
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proteina Ga estimulatério de membrana (GPCRaS) estimula a sintese de adenosima
monofosfato ciclico (AMPc) e aumento da atividade da proteina cinase A (PKA) (EL-
MAOUCHE, DIALA; ARLT, WIEBKE; MERKE, DEBORAH P.,2017). A PKA estimula a
atividade da lipase hormonio sensivel (LHS) que aumenta a disponiblidade de colesterol
intracelular e também a ativacdo por fosforilagdo da enzima reguladora aguda da
esteroidogénese (StAR)(EL-MAOUCHE, DIALA; ARLT, WIEBKE; MERKE, DEBORAH
P.,2017; RAMAMOORTHY S, CIDLOWSKI, GJERSTAD et al., 2018).

Esta enzima transporta o colesterol para mitocéndria onde, através da clivagem da
cadeia lateral pela enzima P450scc (CYP11A), é convertido a pregenenolona.A partir da
pregnenolona e, por reacfes enzimaticas sucessivas na mitocondria e no reticulo
endoplasmatico liso, o cortisol é produzido pela zona fasciculada da glandula adrenal (Figura
09) (EL-MAOUCHE, DIALA; ARLT, WIEBKE; MERKE, DEBORAH P.,2017;
RAMAMOORTHY S, CIDLOWSKI, GJERSTAD et al., 2018). Classicamente, os GC atuam
em receptores intracelulares que pertecem a superfamilia dos receptores nucleares, mas que se
mantém inativos no citoplasma e associados a um complexo multienziméatico que envolve
proteinas de choque térmico (HSP, heat shock protein 70, 90 e p23) e imunofilinas (FKBP51
e 52) (EL-MAOUCHE, DIALA; ARLT, WIEBKE; MERKE, DEBORAH P.,2017).

Figura 9 - Biossintese dos horménios esteroides adrenais.
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Fonte: Adaptado de EI-Maouche, Arlt e Merke (2017).

Uma vez ativados pelo ligante, os receptores se modificam conformacionalmente e se
desligam dos complexos proteicos para migrarem para nucleo onde modulam a atividade
transcricional por transativacdo ou transrepressdo (SLOMINSKE et al., 2020). Na
transativacdo, o complexo hormdnio-recepo (H-R) foram dimeros que se ligam aos elementos

reponsivos ao  glicocorticoides (GRE), que sdo sequencias palindrbmica de DNA
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(GGAACANNNTGTTCT), recrutando co-ativadores da expressao génica. Na transrepresséo, o
complexo H-R se liga a outros fatores transcricionais como o fator transcrional kaapa B
(NFkB) atraves de interacGes proteina-proteina, o que reduz a expressdo dos genes-alvo
(Figura 10) (SLOMINSKE et al., 2020; GJERSTAD; LIGHTMAN; SPIGA, 2018;
RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016; HE et al., 2014). A transrepressdo € o principal
mecanismo através do qual os GC exercem seus efeitos anti-inflamatorios e imunosupressores
(SLOMINSKE et al., 2020; GJERSTAD; LIGHTMAN; SPIGA, 2018; RAMAMOORTHY;
CIDLOWSKI, 2016).

Figura 10 — Esquema dos mecanismos génicos dos glicocorticoides
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Fonte: Adaptado de Gjerstad, Lightman e Spiga (2018).

Além das agdes clédssica, os GC produzem agBes ndo gendbmicas rapidas
(RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016; SLOMINSKE et al., 2020), as quais
provavelmente acontecem através de interacdes fisioquimicas com receptores citosolicos ou

de membrana (SLOMINSKE et al., 2020). Essas ac¢Oes rapidas podem envolver modulacGes
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na atividade de diferentes cinases como a AKT/PKB e mitégenas (MAPK),
independentemente de suas vias classicas (SAMARASHINGHE et al., 2012; KADMIEL;
CIDLOWSKI, 2013). Essas acdes rapidas dos GC tem sido descritas em difernetes sistemas,
como cardiovascular (AYROLDI et al.,, 2021), imunologico (LEE et al., 2012) e
neuroendocrino (Figura 11) (BELLAVANCE; RIVEST, 2012).

Figura 11 — Ac¢Bes ndo gendmicas dos GC
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Fonte: Adaptado de Kadmiel e Cidlowski (2013).

Sendo testado em 1948 pelo reumatologista Philip Hench em portadores de artrite
reumatoide com sucesso, tornando-se umas das drogas mais usados no seculo XX (GOSSYE
et al., 2010;HILLIER, 2007). O amplo uso clinico dos GC se deve as a¢des anti-inflamatorias
e imunomodulatérias destes hormdnios, o0 que os toram uma opc¢do terapéutica de primeira
escolha para diferentes situacfes clinicamente importantes como asma, artrite reumatoide,
alergias, doenca intestinal inflamatdria (ORAY et al., 2016; HE et al., 2014; GOSSYE et al.,
2010). Além da imunossupressdo induzida por GC para minimizar a rejeicdo em pacientes
submetidos ao transplante de 6rgdos (HE et al., 2014; ORAY et al., 2016).

Embora os GC modernos como a predinisolona, fluticasona, budesonida e
dexametasona, derivados do cortisol (hidrocortisona), mas estruturalmente modificados para
aumentar a poténcia terapéutica (Figura 12) (ADCOCK; MUMBY, 2016). Devem ser

empregados na clinica médica cuidadosamente, sobretudo pelos efeitos adversos importantes
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que apresentam, dentre eles: hipertensdo, intolerancia a glicose, adiposidade central,
dislipidemia, RIl, DM2, catabolismo proteico muscular e, em algum situagdes a sindrome de
Cushing farmacologicamente induzida (ROSE et al., 2013; FLEURENEt al., 2013; HERZIG,
2013; ZHOU et al., 2016).

Figura 12 - Estrutura quimica de glicocorticoides sintéticos (prednisona, metilprednisona e
betametasona) mais prescritos na pratica clinica.
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Fonte: Adaptado de Adcock e Mumbys (2016).

Os GC séo assim denominados porque regulam o metabolismo da glicose, com agdes
muito importantes em situacGes de estresse metabdlico, como o jejum prolongado, durante a
qual é necessario manter a glicemia para utilizacdo como fonte primaria de energia pelo
sistema nervoso central (KUO et al., 2015). Sdo bem conhecidas as a¢des metabolicas dos GC
como a reducdo da captacdo de glicose no tecido muscular esquelético e tecido adiposo
branco (TAB), aumento da producdo hepatica de glicose (neoglicogénese), inibicdo da
secrecdo de insulina e aumento da secrecdo de glucagon pelo pancreas, além das acbes
catabolicas como o aumento da protedlise muscular e da lipolise no TAB (Figura 13) (ZHUO
et al., 2016).
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Figura 13 - Efeitos dos glicocorticoides na homeostase da glicose.
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Fonte: A autora (2021).

Embora, sejam ac¢des fisiologicamente essenciais a manutengdo da vida em situacdes de
demanda energética, o excesso de GC, enddgenos e/ou exdgenos, produz um quadro de
hiperglicemia por diferentes mecanismos: (a) Rl no musculo esquelético e no TAB (figuras 14
e 15) com reducdo na captacao de glicose; (b) embora no figado os GC estimulem a sintese do
glicogénio hepatico, produzem um efeito permissivo para as catecolaminas no musculo
esquelético produzindo glicogendlise muscular, assim como blogueia a glicogeniogénese
muscular estimulada pela insulina; (c) estimula a secre¢do de glucagon pelas células o-
pancreaticas e maior sensibilidade hepética a este hormdnio; (d) produz hiperplasia das
células B-pancreaticas, o que resulta em hiperinsulinemia (ZHUO et al., 2016; PIVONELLO,
ROSARIO et al. ,2010).Um outro mecanismo envolvido na RI induzida por glicocorticoide é
0 estresse oxidativo (COSTANTINI, MARASCO, M@LLER, 2011). De modo conjunto, sdo
acOes que determinam a instalacdo da RI, hiperinsulinemia e hiperglicemia, condicdes
associadas ao desenvolvimento de doencas cardiometabolicas importantes (KUO et al., 2015;
ZHUO et al., 2016).



Figura 14 — Resisténcia a insulina induzida por GC no musculo esquelético.
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Fonte: Adaptado de Pivonello et al. (2010).

Figura 15 — Efeito dos glicocorticoides na gliceroneogénese no tecido adiposo e no figado.
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GR-receptor glicocorticoide; PEPCK- fosfoenolpiruvato carboxiquinase ;G-3-P- gliceraldeido-3-

fosfato.
Fonte: Adaptado de Bose, Hutson e Harris (2016).
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2.4 RI por GC e estresse oxidativo

O metabolismo celular sob condicGes aerdbicas, invariavelmente, produz espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) como o anion superdxido (O"), radical
hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H202), 6xido nitrico (NOe), peroxido nitrito
(ONOO") (Figura 16) (SPENCER et al., 2014; MOAL et al., 2017). As principais fontes
celulares das ERO/ERN séo a fosforilacdo oxidativa mitocondrial (na cadeia transportadora
de elétrons mitocondrial, principalmente, complexos | e Il e a atividade enziméatica das
NADPH oxidase transmembrana (NOX) e a (SIES; JONES, 2020). Além destas, a enzima
xantina oxidase e o reticulo endoplasmatico também sédo fontes geradoras de EROS/RNS na
célula (MOAL et al., 2017).

Figura 16 — Geracdo das espécies reativas de oxigénio (ERO)

Superoxido
Oxidante Fraco;
Interacio com metal; 02" A
Interagio NO;
. 016V,
Fonte de H203. 1 elétron
E —
4 elétron HEO
1 elétron
1 elétron +2, 33V
+0.94Y ’

H202 1 elétron OH'-

Peroxido de hidrogénio Radical Hidroxila
Ox:dan:e Fraco; +0, 4BV Altamente reativo;
Interagdo com metal; Dano lipidico proteico e DNA.
[nteracdio NO;

Fonte de H20:2.

02 - oxigénio; O2 e« -: anion superoxido reativo; HO e: radical hidroxila; H202: peroxido de
hidrogénio; NO ¢ :6xido nitrico.
Fonte: Adaptado de Le Moal et al. (2017).

A célula também apresenta sistemas antioxidantes enziméaticos como a superoxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPX) e ndo enzimaticos como as
vitaminas, glutationa e outros tidis, os quais sdo capazes de prevenir e reparar danos oxidativo
e manter a homeostasia redox celular (BONETTO et al., 2009; GROTII; JACOB, 2014,

MOAL et al., 2017). O estado redox é finamente regulado pelo balango entre producdo de

espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e as defesas antioxidantes durante o
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metabolismo celular, de modo que o desequilibrio destes gera producdo excessiva de radicais
livres (BONETTO et al., 2009; MATHEUS et al., 2013).

Embora, a homeostasia redox seja importante para diferentes celulares como a
sinalizacdo celular (figura 17), crescimento e diferenciacdo além de mecanismos de defesa
imunolégica (SIES; JONES, 2020; SPENCER et al., 2014;). O estresse oxidativo (EO)
compromete, irreversivelmente, macromoléculas como DNA, lipidios e proteinas e,
consequentemente, a homeostasia celular (BONETTO et al., 2009; MOAL et al., 2017).
Assim a manutencdo das variacdes do estado redox, é fundamental para homeostasia celular,
tendo o EO um papel central no desenvolvimento da Rl e do DM2 (NEWSHOLME et al.,
2016). A producéo excessiva de ERO/RNS decorrente da hiperglicemia cronica é responsavel
pelo surgimento das comorbidades microvasculares importantes do DM, como a vasculopatia,
neuropatia, retinopatia e nefropatia diabética (TIWARI et al. ,2013).

Diferentes mecanismos tém sido demonstrados no desenvolvimento da RI induzida
pelo EO, tais como: (a) fosforilagdo em residuo de serina do primeiro substrato do receptor de
insulina (IRS1) por diferentes proteinas como proteina cinase C (PKC), p38 MAP cinase e
janus cinase (KNK), o que resulta em inativacdo e degradacdo do IRS pelo proteassoma
(EVANS et al., 2005), (b) ativagéo do fator nuclear kappa b (NFkB) envolvido diretamente na
expressdo de citocinas pré-inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucinas 1B e 6 (116) (GIACCO; BROWNLEE, 2010) e consequentemente reduzindo a
expressdao de transportador de glicose isoforma 4 (GLUT4) na membrana celular de
adipdcitos e midcitos (HURRLE et al.,, 2017). Desta forma reduz a captacdo de glicose
induzida por insulina. Além disso, o intenso EO esta relacionado a disfungdo da célula B-

pancreatica e reducao na producdo de insulina (NEWSHOLME et al., 2016).
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Figura 17 — Efeito das ERO/ERN nas fungdes celulares e no desenvolvimento das doencas.
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Fonte: Adaptado de Newsholme et al. (2016).

Embora sejam clara a elevacdo dos marcadores de EO como malondialdeido (MDA),
LDL oxidada, produtos de glicacdo avancada (AGE) tem relacdo com a severidade da doenca
e com a reducdo da sensibilidade a insulina em tecidos periféricos, o uso clinico ainda ndo €
inteiramente padronizado (MOAL et al, 2017; YARIBEYGI et al., 2018). Mas, a
modificacfes em proteinas como a glicacdo, carbonilacdo e nitrosilagdo induzida pelo EO é
melhor utilizado clinicamente, a exemplo da dosagem da hemoglobina glicada (HbA1C) para
acompanhar o controle glicémico do paciente (NEWSHOLME et al.,2016; IDF, 2019).

2.5. Terapia farmacolodgica no tratamento do DM/RI

Existem diversas formas de tratamento do DM com variados hipoglicemiantes,
classicamente esta baseada nas modificacdes no estilo de vida incluindo uma alimentagéo

saudavel, aumento da atividade fisica e manutenc&o do peso corporal (WINSKA et al., 2019;
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GOEDEKE; PERRY; SHULMAN, 2019).0 tratamento para 0 DM1 é principalmente por
terapia de reposicdo da insulina (LEBOVITZ, 2010).J4 a terapia farmacologica do DM2
metformina, é mais utilizada para DM2 funcionando na diminuicdo da gliconeogénese no
figado, outras medicacdes orais sdo: sulfoniluréias, meglitinidas, andlogos do peptideo-1
equivalente a glicose (GLP-1) e inibidores da dipeptidil peptidase-4 (DPP4) (TABELA 2)
(KLEINBERGER; POLLIN; MEDICINE, 2016).

Além inibidores de a-glicosidase que inibem a digestdo de carboidratos; secretagogos
que estimulam o pancreas liberando insulina e sensibilizadores que melhoram a resposta dos
tecidos alvo, assim como inibidores do cotransporte de sédio-glicose 2 (SGLT2) (figura 18 )
(WINSKA et al., 2019; BAILEY, 2016; ZHOU et al., 2016).Diante dos riscos associados a
RI, como o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e o0 DM2, diferentes classes de
drogas tém sido utilizadas no tratamento da RI, dentre elas, biguanida e as tiazolidinedionas
(TZD), sdo as mais comuns (BAILEY, 2016).

Figura 18 — Mecanismos de acao das principais classes de farmacos antidiabético e seus
respectivos 6rgaos e tecidos-alvo
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Tiazolidinedionas; GLP-1RA- receptor agonista do peptideo 1 semelhante ao glucagon; SGLT-2i-
Inibidores do cotransportador 2 de sédio-glicose.

Fonte: Adaptado de Zhou et al. (2016).

Embora existam terapias comportamentais e farmacoldgicas disponiveis ao controle
glicémico, sendo a grande dificuldade a adesdo aos programas de modificacdo de estilo de
vida e ao uso correto dos medicamentos (GOEDEKE; PERRY; SHULMAN, 2019;
KLEINBERGER; POLLIN; MEDICINE, 2016). Sobretudo pelos efeitos colaterais, assim
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compromete 0 sucesso terapéutico e o controle glicémico adequado (KLEINBERGER;
POLLIN; MEDICINE, 2016). Deste modo, a busca por agentes terapéuticos capazes de
prevenir e reduzir as comorbidades diabéticas de modo eficiente e com o menor efeito
colateral possivel ainda é uma necessidade dos sistemas de saude no mundo (ZHOU et al.,
2016).
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Quadro 1 - Principais classes agentes hipoglicemiantes orais, mecanismo de acéo e efeitos colaterais.

Classe

Agente

Mecanismo de Acéo

Efeito Colateral

Sulfonylureas

Primeira Geracéo:
Acetohexamida (Dymelor)
Clorpropamida (Diabinese)
Tolazamida (Tolinase)
Tolbutamida (Orinase)
Segunda Geragéo:
Glibenclamida (Micronase)
Glipizida (Glucotrol)
Glimepiride (Amaryl)

Atuam estimulando a liberacéo de insulina
das células beta do pancreas e podem
melhorar ligeiramente a resisténcia a insulina
em tecidos-alvo periféricos (musculos,
gordura).

A hipoglicemia é o efeito colateral mais preocupante das
sulfoniluréias. E uma preocupagéo particular com agentes que
sdo metabolizados em um metabdlito ativo com excregdo renal
significativa. Esses agentes incluem clorpropamida (Diabinese) e
gliburida, os quais devem ser evitados em caso de insuficiéncia
renal e usados com cautela em pacientes idosos. A glipizida e a
glimepirida estdo associadas a uma menor incidéncia de
hipoglicemia. Todas as sulfonilureias foram associadas ao ganho
de peso e, portanto, podem néo ser a primeira escolha ideal para
pacientes obesos.

Meglitinidas Repaglinida (Prandin) Estimulam a liberac@o de insulina das células | Causa menos efeitos gastrointestinais que a metformina, mas
Nateglinida (Starlix) B-pancredticas. No entanto, essa a¢do é causa ganho de peso, rinite/sinusite/faringite, mais episadios de
mediada por um sitio de ligacdo diferente no | hipoglicemia e dor de cabega
“receptor de sulfonilureia” da célula beta. Ao
contrario das sulfonilureias comumente
usadas, os meglitinideos tém um inicio de
acdo muito curto e uma meia-vida curta.
Biguanida Metformina (Glucophage) Atua reduzindo a producéo de glicose A maioria dos efeitos colaterais relacionados (incluindo gosto

hepética e, em menor grau, aumentando a
sensibilidade a insulina nos tecidos hepaticos
e periféricos. Outros efeitos incluem uma
reducdo nos niveis de triglicerideos no
plasma e nos niveis de colesterol de
lipoproteina de baixa densidade (LDL).

metalico, desconforto gastrointestinal e nauseas) sdo transitorios
e comumente relatados durante o inicio da terapia.

Thiazolidinediones

Pioglitazona (Actos)
Rosiglitazona (Avandia)

Atuam aumentando a sensibilidade & insulina
tanto no musculo quanto no tecido adiposo e,
em menor grau, inibindo a producéao hepatica
de glicose. Esses agentes tém um efeito
notavel na melhoria da resisténcia a insulina,
particularmente quando usados em
combinagdo com outros antidiabéticos, mas
ndo tém efeito na secrecdo de insulina.

Possui reacdo idiossincratica. Esta reacdo é inicialmente
caracterizada por niveis elevados de transaminases séricas, que
em alguns casos evoluiram para hepatite, insuficiéncia hepatica e
morte
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Inibidores de
Alpha-glucosidase

Acarbose (Precose)
Miglitol (Glycet)

Agem inibindo a enzima alfa-glicosidase
encontrada nas células da borda em escova
que revestem o intestino delgado, que divide

o0s carboidratos mais complexos em agUcares.

Como eles inibem a quebra e a subsequente
absorcdo de carboidratos (dextrinas, maltose,
sacarose e amido; nenhum efeito na glicose)
do intestino apds as refeicbes, 0 maior
impacto desses medicamentos é na
hiperglicemia pds-prandial.

A terapia com acarbose tem sido associada a elevacGes nos
niveis de transaminases séricas e 0 uso deste agente é contra-
indicado em pacientes com cirrose hepatica
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2.6 Vanadio

O vanadio (Z=23) é um oligoelemento amplamente distribuido na natureza e o
segundo elemento de transicdo mais abundante na dgua do mar (TREVINO et al., 2019;
COSTA, 2015). O composto foi descoberto em 1801 no México, pelo quimico e
mineralogista espanhol Don Andrés Manuel Del Rio (1764-1849), porém o metal foi isolado
pela primeira vez em 1867 pelo quimico Henry Enfield Roscoe (TREVINO et al., 2019).0
nome foi uma homenagem a deusa Vanadis, deusa da beleza e fertilidade na mitologia grega,
devido a variedades de cores e luminosidade do metal (THOMPSON; ORVIG, 2006).

O vanadio esta presente no solo, agua e no ar, como também na pimenta-do-reino,
endro (tipo de erva), salsa, cogumelos, espinafre, ostras, mexilhdes, cereais, peixes (aguas
profundas) e diversos tipos de ecossistemas (TREVINO et al., 2019; TREVINO et al., 2018).
Ainda é utilizado nas industrias de vidro, tintas, ceramica, fotografica, quimica, eletroquimica
e de refino, além da inddstria metaldrgica na producdo de aco e ligas ndo ferrosas (SCIBIOR
et al., 2020; TREVINO et al., 2019).

As propriedades fisico-quimica do vanadio dependem de dois fatores o estado de
oxidagdo os quais variam desde V (II), V (1l1), V (IV) e V (V), sendo a V (Ill) que mais
predomina e outro fator é o pH (DEL et al., 2018).0 vanadio apresenta atividades biologicas
na terapia antiviral, antibacteriana, antiparasitaria (doenca de chagas, leishmaniose e
amebiase), antifingica, antitumoral, antidiabética, antipercolesterolémica, cardioprotetora e
neuroprotetora (REHDER, 2020; SCIBIOR et al., 2020; COSTA, 2015).

Na década de 1990, foi realizado o primeiro ensaio clinico em pacientes diabéticos
utilizando o vanadio inorgéanico, o qual mostrou resultados animadores (GOLFINE et al.,
1995; COEHN et al., 1995). Estudos subsequentes demonstraram que o vanadio sob a forma
de fosfato exibiu resultados positivos em ratos diabéticos, além de compostos com potencial
mimético a insulina, apresentados na figura 19 (REHDER, 2020; HUSSAIN et al., 2018;
THOMPSON et al., 2003). Os compostos a base de vanadio possuem efeitos miméticos e / ou
intensificadores de insulina tanto in vitro como in vivo, elevando a absorcdo da glicose e
fosforilacdo da akt, estimulando a sintese de glicogénio e lipogénese, aumentando o transporte
de glicose e oxidacdo (LIU et al., 2015; COSTA, 2015).
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Figura 19 - Exemplo de compostos a base de VVanadio que demonstraram propriedades
miméticas de insulina
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Compostos a base de vanadio e seus ligantes: (1) etil-maltolato, 3-hidroxipicolinato (2a), 2,5-
dipicolinato (2b), monofosfato de adenosina (3), orotato (4) e aminotris (fenolato) (5).
Fonte: Adaptado de Rehder (2020).

Os compostos a base de vanadio estimulam a sintese do glicogénio, aumentando o
numero de transportadores de GLUT-4 na membrana celular, além de apresentar capacidade
de regeneragdo de células B (BARANOWSKA-BOSIACKA, 2016). As acles de regulagdo
sobre o estado redox celular ligados aos compostos de vanadio, contribuindo para preservacao
da sinalizag&o de insulina nos tecidos (WILLSKY et al., 2011).

2.6.1 Vanadio e suas aplicacdes clinicas

As pesquisas voltadas para as aplicacdes clinicas sdo realizadas, em geral, in vitro e in
vivo com animais experimentais, o VO(maltol)> € um complexo o qual chegou aos testes
clinicos | e 1l (REHDER, 2020). Em seres humanos o vanadio altera o metabolismo do
colesterol e dos triglicerideos, induzem a oxidacdo da glicose hepéatica e a sintese de
glicogénio (SCIBIOR et al.,2020; TREVINO et al., 2019). As investigacdes dos compostos a
base de vanaddio no tratamento de doencas como cancer, doengas tropicais epidémicas
(leishmaniose, doenca de Chagas e amebiase) ja s&o uma realidade (SCIBIOR et al., 2020).

Além de evidencias que especulam a protecdo cardiovascular e potencial antiviral
(HIV) sdo potenciais para futuras aplicagio clinica (SCIBIOR et al., 2020; DALTON, 2013).

Porém a toxidade de alguns compostos a base de vanadio limita sua utilizacdo, devido ao
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aumento de mais metais nas células ocasionando danos ou perda da eficiéncia (TREVINO et
al., 2018).Ainda que ensaios clinicos sugiram o vanadio como uma opcdo terapéutica
importante, o desenvolvimento de novos complexos quimicos utilizando o vanadio como VO-
dt, necessita de avaliacBes criteriosas que permitam avancar na consolidacdo deste

oligoelemento como opc¢do na terapia de prevencao e tratamento da Rl induzida por GC.
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3 HIPOTESE

O uso do VO-dt reduz a resisténcia a insulina induzida pela dexametasona em

camundongos.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Avaliar o efeito do VO-dt na resisténcia a insulina induzida por dexametasona em

camundongos.

4.2 Especificos

Quantificar os efeitos do tratamento com o VO-dt em camundongos tratados com

dexametasona nos seguintes parametros:

Ganho ponderal, ingestdo hidrica e alimentar de camundongos;
Massa de 6rgaos e tecidos;

Perfil bioquimico sérico;

Lipidios hepaticos totais;

Tolerancia oral a glicose;

Resisténcia periférica a insulina;

N o g s~ wDd e

Perfil oxidativo hepatico.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Preparo do VO-dt

O complexo foi preparado em um baldo de fundo redondo, adicionando 1 mmol do
ligante (modificado) e 1 mmol de sulfato de vanadila pentahidratado em meio aquoso (10
mL). O sistema foi acondicionado ao abrigo da luz e mantido sob agitacdo constante por 24
horas. Em seguida o complexo foi purificado com lavagens sucessivas com Etanol e éter
Dietilico, e liofilizado. A estrutura do composto proposto foi confirmada através de
espectroscopia de infravermelho, espectroscopia de absorcdo eletrdnica na regido do
ultravioleta-visivel, ressonancia magnética nuclear de 1H, 13C, 51V, espectrometria de
massas de alta resolucdo e Espectroscopia paramagnética eletrénica. O complexo ap6s
caracterizado foi submetido a testes de toxicidade aguda e atividade antidiabética. A estrutura
e detalhes do composto esta protegida sob a patente com numero de registro BR 10 2020
010025-4.

5.2 Modelo Experimental

5.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem Swiss (30- 35g),
entre 8 e 12 semanas de vida, proveniente do biotério do departamento de fisiologia e
farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram mantidos
em sala climatizada com temperatura controlada e ciclo claro-escuro de 12 horas, com acesso
livre a 4gua e alimentados com ragéo industrializada propria para roedores da marca Labina®
normocaldrica e normoproteica enriquecida com vitaminas e minerais.

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais de biotério foram
realizados de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPE (CEUA), com
0 numero 0027/2020.
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5.2.2 Resisténcia a insulina induzida por dexametasona em camundongos

Os animais foram inicialmente aclimatados ao ambiente do laboratério por 5 dias
anteriores ao inicio do experimento e, em seguida distribuidos randomicamente em trés
grupos com 5 animais cada: (a) tratado com salina (Controle, C); (b) tratado com
dexametasona (Dexa, Decadron®, Pfizer) e (c) tratado com dexametasona e 0 VO-dt (DexaV).
A RI foi induzida por doses diarias dexametasona (1mg/kg, i.p.) por 7 dias. A partir do 8° dia,
0 grupo DexaV recebeu o VO-dt (50mg/kg, v.0.) e 0 grupo Dexa recebeu salina 0,9% por via
oral até 14° dia (figura 20). O grupo controle recebeu salina 0,9% durante os 14 dias de
experimento.

A massa corporal, ingestao hidrica e alimentar foram determinadas diariamente. A Rl
foi confirmada apos 7 dias de tratamento diario com dexametasona nos animais com glicemia
de jejum acima de 126mg/dL através da relacdo entre glicemia e da trigliciridemia de jejum,
que foi calculado pela formula: Ln[(trigliciridemia de jejum (mg/dL) X glicemia de jejum
(mg/dL))/2 (indice TyG) (GUERRERO-ROMERO et al., 2010; NUNES et al., 2013).

Figura 20 — Desenho experimental para avaliar o efeito do VO-dt na resisténcia a insulina
induzida por GC em camundongos

: Ganhe de massa corporalingestio hidrica e alimentar
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Fonte: A autora, utilizando BioRender.com (2021).

5.3 Analises Bioquimicas

No 1° e 7° dias de experimento, os animais foram anestesiados com isoflurano

(BioChimico®) para coleta de sangue pelo plexo retro-orbital. No 15° dia de experimento, o
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sangue foi colhido pelo plexo retro-orbital e por puncdo cardiaca sob anestesia. O fluido
bioldgico foi centrifugado a 4.000 rpm, a temperatura ambiente, sem anticoagulante, por 20
minutos para obtencdo de soro, que foi transferido com auxilio de micropipeta automatica
para microtubos plasticos e aliquotados para quantificagdo dos niveis séricos de: alanina
(ALT) e aspartato (AST) aminotranferases, albumina (ALB), proteinas totais (PT), glicerol,
glicose, frutosamina, triglicerideos (TG), colesterol total (CT), colesterol HDL (HDL) e ureia
utilizando kits Labtest® (Lagoa Santa, MG, Brasil) seguindo o protocolo do fabricante. As
aliquotas ndo utilizadas no mesmo dia para quantificacdo dos parametros bioquimicos séricos

foram armazenas em freezer (-20°C) e descongeladas uma Unica vez.

5.4 Massa de 6rgaos e tecidos

No 15° dia, ap0s a eutanasias sob anestesia profunda com xilazina (50mg/kg) e
catamina (200mg/kg), coracdo, glandula adrenal, tecido adiposo branco (TAB) retroperitoneal
(Retro) e abdominal (TAb), musculos soleus, extensor digial longo dos dedos (EDL) e
mausculo tibial anterior (TA) foram coletados, rapidamente lavados com salina 0.9%, secos e

pesados em balanca de precisdo. A massa dos 6rgdos foi expressa em g/100g.

5.5 Analise de lipidios hepaticos totais

Para determinacdo dos lipidios hepéticos totais foi realizado o protocolo de Blign &
Dyer (1959). Foram retirados 500mg de tecido hepético e adicionado em tubos de ensaio
contendo 3ml a solucdo de metanol-clorofémio (2M:1C). Em seguida foi homogeneizado no
politron®, imediatamente o homogenato foi transferido para uma proveta (15 ou 20ml) e
completada com a solu¢do metanol-clorofomio (2M:1C), lavando o recipiente 3 vezes. Logo
apos realizou-se a filtracdo e para cada 5ml de filtrado foi adicionado 1ml de agua destilada,
depois sendo centrifugado por 5Sminutos em 1.000 rpm.

Posteriormente descartou-se a fase superior com auxilio de pipeta automatica,
cuidadosamente, sendo transferido a fase inferior cloroférmica para um Becker ou placa de
petri (previamente pesado) e colocada na estufa, com circulagdo de ar forgada, a 50°C para
evaporacdo do cloroférmio. Depois foi pesado novamente o Becker ou placa de petri € 0
conteudo de lipidios totais foi expresso em g/mg de tecido, em seguida foram armazenados a -

20°C.Posteriormente foram descongelados uma Unica vez para ressuspensao em 500 ul de
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alcool isopropilico para dosagem de triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e colesterol
HDL (HDL) utilizando kits Labtest® (Lagoa Santa, MG, Brasil) seguindo o protocolo do

fabricante.

5.6 Teste de Tolerancia oral a glicose (OGTT)

No 15°, os animais foram submetidos ao teste de toleréncia oral & glicose. Os
camundongos foram submetidos ao jejum noturno de 12 horas e quantificada a glicemia basal
em sangue capilar (tempo 0) por puncdo da cauda. Em seguida, realizada a sobrecarga de
glicose (2,5g/kg de massa corporal) e aferida a glicemia pela mesma através do glicosimetro
On call plus® ao longo dos 15°, 30°, 60°, 90’ e 120’ minutos seguintes para determinacio da

curva glicémica e calculo da area sob a curva.

5.7 Dosagem de Glicogénio Muscular e Hepatico

A quantificacdo do glicogénio hepatico e muscular foi feita pelo método da antrona de
acordo com Carrol et al (1956). 500mg de figado e a massa total do musculo gastrocnémio
foram colocados em tubos de vidro para extragdo com solucdo de 2 mL de KOH (30%) e
hidrolisados em banho fervente por uma hora. Os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm, por
12 minutos e o sobrenadante foi desprezado por inversdo dos tubos, em seguida foi
ressuspenso o precipitado com 2 mL de agua destilada (aquecida a 40°C) e os tubos levados
ao banho-maria fervente por 30 minutos ou até dissolver o precipitado. Foi adicionado o
reativo de antrona e agitando e resfriado de imediato em gelo. Em seguida, foi realizada a
leitura no espectrofotdmetro com comprimento de onda 620nm e o resultado expresso em %/g

de tecido.

5.8 Analise dos marcadores de estresse oxidativo

Foram retirados 250mg de tecido hepatico e homogeneizado com adi¢do de tampéo
tris-base 50 mM e antiproteases (PMSF e ortovanadato) de concentracdo 1 mM. Ap0s esse
processo, foram centrifugados a 4°C em 3.600 rpm durante 10 minutos. Do sobrenatante, 250
pl coletados para andlise da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT); 120 ul para os
niveis de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e nitrito (WU H, ZHANG G, HUANG
L, et al. 2017), 200 pl utilizados para andlise do acido tiobarbitdrico (TBARS). 20 pl foi
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utilizado para quantificagdo de proteinas totais no tecido foi realizada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976).

5.8.1 Determinacéo da Concentracéo de malonaldeido (MDA)

A peroxidacdo lipidica foi estimada a partir da quantificacdo dos niveis de
malondialdeido (MDA) através dos niveis das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) nos homogenatos de figado de acordo com Ohkawa et al. (1979). Em resumo, 0,1
mL dos homogenatos foi misturado com 0,08 mL de SDS a 8,1%, 0,6 mL de acido acético a
20% (pH 3,5), 0,6 mL de TBA a 0,8% e aquecida a 95 °C durante 60 min.

Apobs o resfriamento até temperatura ambiente, foram adicionados 0,6 mL de n-
butanol misturado e centrifugado a 3000 x g durante 10 min. 0,3 ml do sobrenadante foi
coletado e estimadas as absorbancias a 532 nm. Uma curva de calibracdo foi preparada com
padrdo de malondialdeido (MDA).

5.8.2 Determinacao da Atividade da Superoéxido Dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade total da enzima superéxido dismutase (SOD) foi
realizada de acordo com o método de Misra e Fridovich (1972). Os sobrenadantes (0,06 mL),
recolhidos a partir de figado homogeneizado ap6s centrifugacdo, foram incubados com 0,920
mL de carbonato de sédio 0,1M, EDTA 0,1mM (pH10,2) a 37 °C. Adicionados trinta
milimoles por litro de epinefrina (em &cido acético a 0,05%) e a atividade de SOD a 37°C,
medida pela cinética de inibicdo da auto-oxidacdo de epinefrina a 480 nm e o decaimento da
absorbancia foi acompanhada por 90 segundos (MISRA; FRIDOVICH, 1972). Uma unidade
de SOD, sendo definida como a quantidade de proteina necessaria para inibir a auto-oxidacao
de 1 umol de epinefrina por minuto. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

5.8.3 Determinacdo da Atividade da Catalase (CAT)

Para a atividade da catalase (CAT), foi retirado 0,06 ml do homogeneizado de acordo
com o0 meétodo descrito por Aebi (1984). O principio do ensaio baseia-se na determinacédo da
constante de velocidade (k) da decomposicdo de H202, que em nossas condicdes de
temperatura e pH foi definida como 4,6 x 107. A constante de velocidade da enzima foi

determinada medindo a varia¢do na absorvancia (a 240 nm) por minuto durante um periodo
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de 4 minutos a 30°C (Aebi, 1984), em um meio de reacdo, contendo tampdo fosfato 50mM
(pH=7,0) amostra e H20> (300mM). Uma unidade de CAT foi definida como a quantidade de
proteina necessaria para converter 1 pmol de H202 por minuto em H2O. Os resultados

expressos em U/mg de proteina.

5.8.4 Niveis de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e Razéo glutationa
reduzida (GSH)/ glutationa oxidada (GSSG)

Foi adicionado 0,05 ml do homogeneizado dos tecidos ao tampdo fosfato 0,1 M (pH
8,0) contendo EDTA 5 mM e incubado com oftaldialdeido (OPT, 1 mg / mL) & temperatura
ambiente durante 15 min. A intensidade de fluorescéncia medida com excitacdo de 350 nm e
comprimentos de onda de emissdo de 420 nm, para analise do GSSG utilizar a N-
etilmaleimida para evitar interferéncias da GSH na medi¢do (HISSIN E HILF, 1976). Os

resultados expressos em nmol/mg de proteina.

5.8.5 Determinacdo dos niveis de nitrito

Os niveis de oxido nitrico medidos com base na estimativa de nitrito total que foi
obtida pela reacdo de Greiss, adaptada do método de Tiwari et al. (2011). Foram adicionados
100 pL do homogenato dos tecidos a 100 pL de reagente de Greiss e medida em placas de 96
pocos a 570 nm utilizando um espectrofotometro. As concentragdes de nitrito, sendo
calculadas usando uma curva padrdo que variava de 100 a 1,56 uM de nitrito de sédio

(NaNO2). Os niveis de nitrito expressos como puM.
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6 PRATICAS DE REDUCAO E CONFORTO A DOR E AO ESTRESSE

Ao decorrer da pesquisa foi realizada praticas capazes de atender aos cuidados com 0s
camundongos, sendo fundamentada no conhecimento técnico, ético e cientifico objetivando a
promo¢do de intervencbes com o menor impacto fisico e psiquico, como também um
ambiente mais confortdvel. Neste sentido foi proporcionado um ambiente enriquecido,
estratégia que oferece condicbes para facilitar a estimulacdo sensorial, visual, cognitiva e
motora dos camundongos (DRUZIAN et al., 2015). Resultando em diminui¢do do estresse
decorrentes do tratamento diario com as doses intraperitoneais da dexametasona e gavagem
do tratamento com o VO-dt.

Outras estratégias utilizadas, principalmente, durante o0 OGTT foram: massagem na
regido dorsal dos camundongos, ambiente com reducédo de ruidos, diferentes locais de coleta
de sangue e acomodac&o ap0s coleta com distanciamento entre cada animal com o objetivo de
diminuir o odor de sangue para os camundongos. Como também a utilizacdo de salina
aquecida para ajudar na vasodilatacdo antes da coleta e ap6s salina resfriada para alivio a dor.
Durante o tratamento com as doses didrias de dexametosana para evitar lesbes as injecdes
foram aplicadas em regides distintas do peritonio do camundongo com objetivo de reduzir o

desconforto com as injecdes.
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7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo (M+EP). O teste de
normalidade foi de Shapiro-Wilk. Os resultados foram comparados através da analise de
variancia de uma via (one way ANOVA) seguido do teste de Newman Keuls. O nivel de
significancia foi considerado maior ou igual a 95% (p<0,05). Para andlise estatistica dos

dados utilizado o software GraphPad Prism 6°.
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8 RESULTADOS

8.1 Efeito do VO-dt nos niveis de glicemia e trigliciridemia de jejum e calculo do indice
TyG

A dexametasona, a partir do 7° dia de tratamento, o aumento da glicemia (86%,
p<0,05), dos triglicerideos (TG, 2,6X, p<0,05) de jejum e do indice TyG (30%, p<0,05)
(figura 21A,21B,21C). Todos estes pardmetros se mantiveram elevados até o 14° dia de
tratamento, inclusive com um aumento de 20% (p<0,05) e 30% (p<0,05) nos valores de
glicemia e TG de jejum, respectivamente. O tratamento com o VO-dt normaliza a glicemia,
melhora a trigliciridemia (~50%, p<0,05), assim como reduziu o0 TyG (~10%, p<0,05).

Figura 21 - Efeito do VO-dt nos niveis de glicemia e triglicerideos de jejum e indice TyG de
camundongos tratado com dexametasona durante 14 dias.
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Os valores expressos como média * erro padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** versus grupo Dexa, utilizando a analise de variancia de uma via (one way ANOVA). N =6 — 8
animais por grupo.

Fonte: A autora (2021).
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8.2 Efeito do VO-dt no ganho de massa corporal, e ingestdo alimentar e hidrica, massa
de 6rgéos e tecidos

O tratamento com dexametasona reduziu o ganho de massa corporal (~10%, p<0,05),
sem alteracBes na ingestdo alimentar e hidrica (figura 22A,22B,22C). O tratamento com 0
VVO-dt ndo melhorou o ganho ponderal, assim como ndo modulou a ingestdo hidrica e
alimentar. Como visto na tabela 03, o tratamento com dexametasona aumentou a massa do
tecido adiposo branco retroperitoneal (40%, p<0,05), sem alteracdes na massa do tecido
adiposo abdominal, assim como reduziu a massa muscular do soleo (~40%, p<0,05) e EDL
(35%, p<0,05) sem alteracdes na massa do masculo tibial anterior (tabela 2). O tratamento
com o VO-dt reduziu a deposi¢do de gordura retroperitoneal (15%, p<0,05), assim como
atenuou a proteodlise em musculos vermelhos (~20%, p<0,05). N&o houve alteracdo na massa

da glandula adrenal em nenhum dos grupos avaliados.

Figura 22 - Efeito do VO-dt no ganho de massa corporal, ingestdo alimentar e hidrica de
camundongos tratado com dexametasona durante 14 dias.
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Os valores expressos como média * erro padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** versus grupo Dexa, utilizando a analise de variancia de uma via (one way ANOVA). N =6 — 8
animais por grupo.

Fonte: A autora (2021).
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Tabela 2 — Efeito do VO-dt na massa relativa do coracéo, glandula adrenal, tecido adiposo
branco retroperitoneal e abdominal, musculo tibial anterior, extensor longo dos dedos (EDL) e
soleo de camundongos tratado com dexametasona durante 14 dias.

Orgaos C Dexa DexaV

280,2 + 12,6

Adrenal (9/100g) 263,5+ 32,9 277,34+ 39,5

925,3 + 119,5*

RETRO (g/100g)  646,6 +49,3 753,5 + 116,0%*

Tab (g/100g)  3303,6+214,1 2047,5+207,1 3195,44357,7
TA (g/100g) 127,6+7,0 125,5¢158 126,443,7
*x
EDL (g/100g) 38,4+3,2 25 241 8% 24,0£0,5
Soleo (g/100g) 21,9+1,9 13,3+0,9* 16,1+1,7

RETRO - tecido adiposo branco retroperitoneal; Tab — tecido adiposo branco visceral; TA — musculo
tibial anterior; EDL — extensor longo dos dedos.

Os valores expressos como média * erro padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** versus grupo Dexa, utilizando a analise de variancia de uma via (one way ANOVA). N =6 — 8
animais por grupo.

Fonte: A autora (2021).

8.3 Teste de tolerancia oral a glicose (OGTT)

O grupo tratado com dexametasona apresentou hiperglicemia basal de jejum (129,8 +
12,4 vs 98,7 + 5,0 mg/dL, p<0,05). Logo apos a sobrecarga de glicose, o pico glicémico foi
alcancado aos 15 minutos (342,0 + 64,9 vs 187,7 + 29,0 mg/dL, p<0,05) e se manteve alto
aos 30 minutos (326,0 + 26,1 vs 170,3 + 23,7 mg/dL, p<0,05). A glicemia foi reduzida aos
60 e 90 minutos e alcangcou o menor nivel aos 120 minutos apds a sobrecarga, mas nao
retornou aos niveis iniciais anteriores a sobrecarga (figura 23A). O célculo da area sob a curva
(AUC) mostrou que o tratamento com a dexametasona aumentou a intolerancia oral a glicose
(~45%). O tratamento com VO-dt reduziu o pico glicémico alcan¢ado aos 15 minutos (44%) e
30 minutos (40%). Os niveis glicémicos foram reduzidos até o Gltimo tempo avaliado (figura
23B). A analise da area sob a curva mostrou que o tratamento com o VO-dt melhorou a
tolerancia oral ao carboidrato (~22%; figura 23B).
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Figura 23 - Efeito do VO-dt no teste de tolerancia oral a glicose em camundongos tratados
com dexametasona durante 14 dias.
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Figura 23A-Area sob a curva (AUC) do OGTT (0 — 120min). Os valores expressos como média + erro
padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05 ** versus grupo Dexa, utilizando a
analise de uma via (one way ANOVA). N = 4 — 6 animais por grupo.

Fonte: A Autora (2021).

8.4 Efeito do VO-dt nos niveis de glicerol plasmatico e no contetdo de glicogénio
hepatico e muscular

O tratamento com dexametasona induziu o aumento do glicerol sérico (85%, p<0,05),
o0 que foi atenuado pelo VO-dt (~ 45%, p<0,05). O grupo Dexa elevou os niveis de glicogénio
muscular (~10X, p<0,05) e hepético (~16X, p<0,05) no jejum (tabela 3) o que foi reduzido

em 3 e 10 vezes pelo VVO-dt respectivamente.

Tabela 3 — Efeito do VO-dt nos niveis de glicerol, glicogénio hepatico e glicogénio muscular
em camundongos tratados com dexametasona durante 14 dias.

Analises C Dexa DexaV
Glicerol(mg/dl) 27,0 +2,4 498+ 2.8% 30,0 + 2,7%*
Glicogénio muscular 0,69 +0,05 663+ 1,32 1,72+ 0,05**

4,78 + 1,19*

Glicogénio hepético 0,30 + 0,01 0,90 + 0,04**

Os valores expressos como meédia * erro padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** versus grupo Dexa, utilizando a analise de variancia de uma via (one way ANOVA). N =3 - 4
animais por grupo.

Fonte: A Autora (2021).
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8.5 Perfil bioquimico sérico

O tratamento com a dexametasona induziu um aumento nos niveis séricos de CT
(~80%, p<0,05), TG (2,6X, p<0,05) e VLDL (2X%, p<0,05) acompanhado da redugéo do
HDL (50%, p<0,05), além do aumento do indice aterogénico (~4,5X, p<0,05). O tratamento
com o VO-dt reduziu a hipercolesterolemia (25%, p<0,05), hipertrigliciridemia (50%,
p<0,05), VLDL (50%, p<0,05), e indice arterogénico (~50, p<0,05), sem efeitos sobre os
niveis de HDL (tabela 05). A dexametasona aumentou os niveis de albumina (apesar de ndo
apresentar p<0,05), ALT (80%, p<0,05), AST (90%, p<0,05), frutosamina (30%, p<0,05). O
tratamento com o VO-dt reduziu a concentracdo seérica de ALT (~ 30%, p<0,05) e
frutosamina (~ 15%, p<0,05), sem alteragdes nos niveis de AST e albumina. Em nenhuma das
condicGes avaliadas houve alteracdo nos niveis de proteinas totais, globulinas e ureia (tabela
5).

Tabela 4 - Efeito do VO- dt nos niveis séricos de colesterol total, triglicerideos, colesterol
HDL, colesterol-VLDL, indice aterogénico e frutosamina de camundongos tratado com
dexametasona durante 14 dias.

Analises C Dexa DexaV
*
CT (mg/dl) 864+ 55 1535+ 13,1* 117,4 + 6,2**
TG (mg/dl) 83,5+ 8,0 217,2 +20,3* 1078+ 7,4
HDL (mg/dI) 789+ 9,9 485+ 52 45,1 + 6,2*

VLDL (mg/dl)

16,7 +1,6 434 + 4,1* 21,6 + 15**
*
1A 1,2+ 0,5 56+ 1,7* 3,0+ 0,7 sx
Frutosamina
65,6 + 10,1 1175+ 9,8* 82,9+ 4,2**

(mg/dl)

CT- Colesterol total; TG- triglicerideos; IA- indice iatrogénico.

Os valores expressos como média * erro padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** versus grupo Dexa, utilizando a analise de variancia de uma via (one way ANOVA). N =6 — 8
animais por grupo.

Fonte: A Autora (2021).
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Tabela 5 - Efeito do VO- dt nos niveis séricos de albumina, proteina total, globulina e ureia de
camundongos tratado com dexametasona durante 14 dias.

Analises C Dexa DexaV
ALT (U/L) 57,5+2,4 102,3+8,9 * 72,843,3 **
AST (U/L) 68,045,7 127,3+19,3* 1090 + 7,6 **
ALB (g/L) 1,240,1 20+ 0,5 19 + 0,3

PT (g/L) 40+ 01 4,6 +0,2 4,7+ 03

Globulina (g/L) 2,8 +£0,2 2,7+0,6 30+ 05
Ureia (mg/dL) 41,7+ 0,9 51,4+ 0,8* 45,9 + 3,8**

ALT - alanina aminotrasnferase; AST — aspartato aminotransferase. ALB — albumina; PT-proteina
total.

Os valores expressos como média * erro padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** versus grupo Dexa, utilizando a analise de uma via (one way ANOVA). N = 6 — 8 animais por
grupo.

Fonte: A Autora (2021).

8.6 Efeito do VO-dt no perfil lipidico hepético

O tratamento dexametasona induziu um aumento nos niveis de lipidios hepaticos
totais (100%, p<0,05), TG hepaticos (2,2X, p<0,05), CT hepatico (~136%, p<0,05) e
colesterol HDL (2,2X, p<0,05). O VO-dt reduziu o contetdo de lipidios totais (20%, p<0,05),
hipercolesterolemia (~26%), hipertrigliciridemia hepética (40%, p<0,05), sem alteracdes nos
niveis de HDL (tabela 6).
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Tabela 6 — Acdo do VO-dt nos niveis de lipidios hepaticos totais, triglicerideos, colesterol
total e colesterol HDL de camundongos tratado com dexametasona durante 14 dias.

Analises C Dexa DexaV
Lipideos Hepaticos 0,6 £0,1 1,7+ 0,5* 1,0+ 0,2**
totais
CT (mg/dl) 53,7+ 10,0 106,7+ 7,3 * 109,2+ 10,8 **
HDL (mg/dl) 19,1 +25 40,2+ 53~* 42,8 + 2,9%*
TG (mg/dl) 64,9 + 10,0 147,7 + 18,8* 78,1+ 17,1%*

Os valores expressos como média * erro padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** versus grupo Dexa, utilizando a analise de varidncia de uma via (one way ANOVA). N =6 — 8
animais por grupo.

Fonte: A Autora (2021).

8.7 Efeito do VO-dt no estresse oxidativo

O tratamento com dexametasona induziu o aumento nos niveis nitrito (40%, p<0,05) e
de malodialdeido, um indicador de peroxidacdo lipidica (~65%, p<0,05), assim como o
aumento na atividade das enzimas SOD (~40%, p<0,05) e CAT (~45%, p<0,05) (Figura-
24A,24B,24C,24D), sem alteragdes nos niveis de GSH, GSSG e na relacdo GSH/GSSG
(Figura- 25A,25B,25C). O VO-dt reduziu os niveis de nitrito (~30%, p<0,05), TBAR (~30%),
SOD (~30%) e CAT (~40%), sem modificagdes nos niveis de GSH, GSSG e na relacdo
GSH/GSSG.
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Figura 24 - Efeito do VO-dt nos niveis hepéaticos de TBAR, nitrito e na atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) de camundongos tratado com dexametasona
durante 14 dias.
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Os valores expressos como média + erro padrao da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** yersus grupo Dexa, utilizando a analise de variancia de uma via (one way ANOVA). N=6-8
animais por grupo.

Fonte: A Autora (2021).
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Figura 25 - Efeito do VO-dt na atividade da glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada
(GSSG) e relagdo GSH/GSSG de camundongos tratado com dexametasona durante 14 dias.
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Os valores expressos como média * erro padrdo da media com p<0,05, *versus grupo controle; p<0,05
** yersus grupo Dexa, utilizando a analise de variancia de uma via (one way ANOVA). N =6 -8
animais por grupo.

Fonte: A Autora (2021).
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9 DISCUSSAO

Neste estudo foi utilizado o modelo de resisténcia a insulina induzido por
dexametasona, um corticoide sintético, amplamente utilizado na clinica médica no tratamento
de doengas inflamatdrias, reuméticas, alérgicas e também na imunossupressdo para
transplantes de 6rgdos (VANDEWALLE et al., 2018; PHANSE et al., 2016). Porém o uso
terapéutico é limitado pelos efeitos colaterais como atrofia muscular esquelética, osteoporose
e diabetes (SCHACKE et al., 2002; RAFACHO et al., 2010; RAFACHO et al., 2014; KUO et
al., 2015). Os resultados mostraram que o VO-dt tem acgdes antihiperglicemiantes por
melhorar a resisténcia a insulina e o balanco redox celular, o que contribuiu para prevenir a
dislipidemia e o acumulo de lipidios no figado (esteatose) em roedores.

Os efeitos diabetogénicos dos GC sdo bem conhecidos, dentre eles a intolerdncia a
glicose, resisténcia periférica a insulina, hiperglicemia, hiperinsulinemia e disfuncdo das -
células pancreéticas e a esteatose hepatica (BUREN et al., 2008; VAN RAALTE et al., 2009;
RAFACHO et al., 2010; KUO et al., 2015). Além disso, os GC aumentam a producéo
hepatica de glicose e lipidios, o catabolismo proteico muscular e também lipidico no tecido
adiposo branco, assim como reduz a utilizacdo periférica de glicose pelos tecidos insulino-
dependentes (GEER et al. 2014; RAFACHO et al., 2010; RAFACHO et al., 2014).

Nossos resultados mostraram claramente que o tratamento com a dexametasona
induziu Rl em camundongos, o que foi constatado a partir dos niveis elevados de glicemia e
trigliceridemia de jejum, que corrobora com outras pesquisas (THI et al., 2018; MOHINI;
MANOHAR; KONDE, 2016; PROTZEK et al., 2015; PRASHANT et al.,2012) e calculada a
partir do indice TyG (GAMBOA-GAMEZ et al., 2017). A avaliagio da RI in vivo pode ser
feita por diferentes técnicas como o clamp euglicémico hiperinsulinémico e o calculo do
indice homeostatico de Rl (HOMA-IR), os quais pelo custo econémico ou a dificuldade
metodolégica nem sempre podem ser realizados (AHN et al., 2018).

O indice TyG tem sido utilizado e bem aceito por apresentar alta sensibilidade e
especificidade para identifica RI (GUERRERO-ROMERO et al., 2010).E bem estabelecido
que os GC reduzem a utilizagdo e a captacdo de glicose induzida pela insulina por reduzir a
translocacéo do transportador de glicose isoforma 4 (GLUT4) no tecido muscular esquelético
e tecido adiposo branco (TAB) (GEER et al. 2014; MO et al.,, 2019). Os efeitos
neoglicogénicos dos GC, através do aumento da atividade de enzimas limitantes desta via,

como a fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK) e a glicose 6 fosfatase (G6P), também séo
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bem conhecidos (KUO et al., 2018).Contribuindo diretamente para hiperglicemia observada
nos animais tratados com dexametasona,foi demonstrado que ratos tratados com
dexametasona durante 5 dias aumentaram a producdo de glucagon, o que corrobora os efeitos
hiperglicemiantes destes hormonios esteroides (RAFACHO et al., 2014).

Apesar de bem documentados por diferentes autores na literatura, estd longe de ser
consenso os efeitos antidiabetogénicos dos compostos a base de vanadio.A redugdo da
glicemia em ratos diabéticos tipo 1 (EL-SHAZLY et al., 2015; CONG et al., 2016;
TREVINO et al., 2016) e tipo 2 (KHANDELWAI et al., 1995; TREVINO et al.,2019) tem
sido descrita, assim como em modelos in vitro, os quais utilizam adipdcitos isolados,
mostraram que o decavanadato , por exemplo, foi capaz de inibir a¢gdes anti-insulinicas da
dexametasona na captacédo de glicose (PEREIRA et al., 2019). Entretanto, Barbera et al., 2009
demonstrou que embora o sulfato de vanadila (VOSO4) tenha a¢bes protetoras para as células
B-pancreaticas, ndo corrigiu as alteracbes no metabolismo glicidico e lipidico induzidas pela
dexametasona em ratos senis. Ja Pereira et al.,2009 evidenciou que os efeitos semelhantes a
insulina de compostos de vanadio depende da dose e da estrutura quimica envolvida,
salientando que quanto mais vanadio maior o efeito estimulante sobre a captacdo de glicose.

Nossos resultados mostram, claramente, que o VO-dt reduziu a RI induzida pelo
glicocorticoide in vivo em animais jovens. Embora ndo tenhamos avaliados 0s possiveis
mecanismos moleculares neste estudo, sabe-se que as acBes semelhantes a insulina dos
compostos de vanadio sdo associadas a inibicdo das proteinas fosfatases, enzimas
responsaveis por defosforilar e, portanto, inativar a transducdo do sinal hormonal da inulina
nos tecidos-alvo, o que contribui para melhor captacéo e utilizacdo da glicose assim menor
producio hepatica de glicose (PETERS et al., 2003; MEHDI et al., 2006).E bem estabelecido
que o uso de dexametasona promove uma hiperinsulinemia compensatéria, 0 que esta
associado ao aumento na sintese e secrecdo hormonal em fungdo do aumento da massa de
células B-pancreéaticas (VAN RAALTE et al., 2010). Embora ndo tenha sido quantificado os
niveis séricos de insulina neste trabalho, a tolerdncia oral a glicose (OGTT) mostra a
intolerancia ao carboidrato induzida pela dexametasona, o que foi atenuado com o tratamento
como VO-dt.

Algumas possibilidades podem ser, futuramente, investigadas para responder a essa
questdo: (a) o VO-dt preservou a massa e a funcéo das células B-pancreéaticas (PEREIRA et
al., 2009); (b) melhorou a sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos para captacdo de

glicose (CONG et al., 2016); (c) reduziu a secrecdo de glucagon pelas células a-pancreaticas
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(RAFACHO et al., 2014). Independente do mecanismo envolvido, a analise da &rea sob curva
do OGTT mostra que o VO-dt melhora a tolerancia oral a glicose in vivo, 0 que torna esse
composto promissor na prevenc¢ado dos efeitos clinicamente ndo desejados dos glicocorticoides
em situacbes que o uso prolongado seja indispensavel. J& a reducdo de massa corporal
observada nos animais tratados com dexametasona pode ser explicada, pelo menos em parte,
pela redugdo da ingestdo alimentar associada ao catabolismo proteico muscular. Resultados
semelhantes foram observados em ratos tratados com CG (NUNES et al., 2013).

Os efeitos proteoliticos induzidos pelos glicocorticoides, estdo bem descritos na
literatura inclusive por suas agfes anti-insulinicas (BODINE; FURLOW, 2015). O VO-dt,
ainda que tenha reduzido a protedlise muscular, ndo atenuou a reducdo de massa corporal e a
hipofagia observada nos animais tratados com dexametasona. Considerando a
hiperinsulinemia decorrente do tratamento com GC e a melhor sensibilidade a insulina
induzida pelo VO-dt é possivel explicar as a¢fes antiproteoliticas observadas em musculos
oxidativos como o soleo. Néo se pode excluir a possibilidade do aumento da sensibilidade
hepética a insulina promovida pelo VO-dt possa ter contribuido para menor producdo hepatica
de glicose, seja pela menor oferta de substratos neoglicogénicos como aminoacidos (musculo)
e glicerol (TAB), ou pela inibicdo da expressédo e atividade de enzimas neoglicogénicas
estimuladas pelo GC (CASSUTO et al., 2005; GEER et al., 2014).

As acdes dos GC sobre o tecido adiposo sdo amplas e, por vezes, antagdnicas, uma
vez que, a depender do tipo de TAB estudado, podem ser acdes lipoliticas e também
lipogénicas (RAFACHO et al., 2014). Em condicBes de excesso de GC como a sindrome de
Cushing é observado um acumulo de gordura visceral, assim como reducdo da massa adiposa
em outras regides do corpo, como bracos e pernas (REYNOLDS et al., 2012). Esse fenémeno
tem sido associado a expressdo dos receptores para glicocorticoides (GR), assim como no
grau de sensibilidade a insulina assimétrico nos tecidos adiposos (RAFACHO et al., 2014).
Efetivamente, ha um paradoxo criado pelos GC no fendmeno da RI, uma vez que estes
esteroides podem induzir Rl em tecidos especificos e de modo tempo e concentracdo
dependente (GEER et al., 2014). O aumento da massa ho TAB retroperitoneal foi constatado
sem alteragdes no TAB abdominal de camundongos tratados com dexametasona. O efeito
diferencial da dexametasona nos diferentes coxins de TAB observados neste trabalho séo
corroborados por dados de Ferreira et al. (2017).

Ferreira et al. (2017) mostraram que ratos tratados durante 5 dias com corticoide

sintético tiveram acumularam massa adiposa retroperitoneal. Além disso, a redugdo do



75

glicerol pelo VO-dt sugere uma menor lipo6lise e/ou maior lipogénse no TAB retroperitoneal
estimulada pelo composto a base de vanadio. Dados recentes em humanos mostraram que a
regulacdo da sintese de novo de lipidios no TAB em individuos saudaveis é prejudicada na
obesidade (ESISSING et al., 2013), o que reforca a melhor sensibilidade a insulina induzida e
o melhor controle da massa adiposa pelo VO-dt. Uma grande limitacdo do uso clinico de
sensibilizares da insulina, como tiazolidinedionas (TZD), é ganho de massa corporal,
sobretudo da massa adiposa (HE et al., 2015; SOHN et al., 2018). Logo, candidatos a
remédios que melhorem a sensibilidade a insulina de modo ndo dependente das vias que
estimulam a sintese de lipidios, como os receptores ativados por proliferadores e
peroxissomas gama (PPARY), podem ser uma estratégia terapeuticamente interessante.

Os GCs desempenham um papel essencial na resposta ao estresse, inclusive na
manutencdo dos niveis de glicose plasmatica para manutencdo metabdlica de érgdos e tecidos
como cérebro, eritrocitos e masculo (ZHENG et al., 2009). Os mecanismos envolvidos nessa
resposta aos GC sdo, basicamente, (a) maior sensibilidade dos hepatécitos a hormonios
catabdlicos como glucagon, hormdnio do crescimento e catecolaminas induzidas pelo CGs; e
(b) maior producdo hepatica de glicose a partir da neoglicogénese e glicogendlise, assim com
a reducdo da utilizacdo periférica de glicose. Semelhante ao observado neste trabalho, outros
autores demonstraram que os GCs preservam o conteido de glicogénio hepatico em animais
jejuados (MERSMANN; SEGAL, 1969; EXTON et al., 1976). Experimentos de perfusdo
hepatica em ratos jejuados mostraram que 0os GCs controlam o fluxo de piruvato para
neoglicogénese, e estimula a atividade da enzima glicogénio sintase, enzima responsavel pela
sintese do glicogénio (EXTON et al., 1976).

Esse controle parece ser tecido-especifico, uma vez que os efeitos dos GCs no
glicogénio muscular sdo opostos (KUO et al., 2015). O efeito glicogenolitico de horménios
como a adrenalina e glucagon dependente dos GCs (GREEN et al., 1980: TAVONI et al.,
2013). Entretanto, Ruzzin et al. (2005) demonstraram que o tratamento com dexametasona foi
capaz de aumentar os niveis de glicogénio em musculos soleus e epitroclear, além do figado,
em ratos tratados por 12 dias, o que sugere que os GCs sdo importantes para o efeito da
insulina na sintese do glicogénio (ZHENG et al., 2009). Esses resultados parecem depender
de tempo e da dose de exposic¢do ao GC.

Embora os mecanismos ndo sejam totalmente conhecidos, € consenso que os GCs
produzem resisténcia a insulina hepéatica e muscular, inclusive no controle de enzimas chaves

das vias de geracdo e degradagdo de glicogénio, como a glicogénio sintase a e b, e também a
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glicogénio sintase cinase 3 (GSK3). Além disso, a condi¢do nutricional parece modular este
controle, uma vez que ratos jejuados sdo mais sensiveis as agOes catabolicas de agentes
glicogenoliticos, como a adrenalina e glucagon (TAVONI et al., 2013). Neste sentido, o
vanadio parece contribuir na regulacdo do metabolismo do glicogénio hepatico e muscular de
camundongos tratados com dexametasona, no sentido de permitir a preservacdo dos niveis
desta reserva mesmo durante o jejum, o que pode sugerir uma maior sensibilidade a insulina.
Mas, ndo bloqueou a mobilizacdo controlada desta reserva para manutencéo da glicemia em
valores fisiologicamente aceitaveis.

O excesso de GC é conhecido por promover alteragdes importantes no metabolismo
lipidico em diferentes tecidos, o que contribuir diretamente para dislipidemia, quantificada
pela elevacdo nos niveis de triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e reducdo dos niveis de
HDL (ANAGNOSTIS et al., 2009; INACIO et al., 2018). Além disso, os GCs estimulam a
expressdo e a atividades de enzimas importantes na sintese hepatica de lipidios, como a &cido
graxo sintase e a acetil coenzia A (CoA) carboxilase, também aumentam a producdo de
ésteres de colesterol e a reducdo da secrecdo de lipoproteinas de baixissima densidade
(VLDL), o que contribui para o acumulo ectopico de lipidios no figado (HAWANG et al.,
2014; WOODS et al., 2015), um fator de risco importante para doencgas cardiovasculares
(WOODS et al., 2015; HARASIM-SYMBOR et al., 2016).As ac¢bGes do vanaddio no
metabolismo lipidico ndo sdo tdo claras quando comparadas aos efeitos antihiperglicémicos.
O tratamento com sulfato de vanadila, embora tenha melhorado o perfil glicémico, gerou
dislipidemia em ratos saudaveis, por exemplo (HUSSAIN SHAH et al., 2016).

Experimentos em pacientes diabéticos do tipo 1 tratados por 30 meses com o sulfato
de vanadila melhoraram somente os niveis de CT, sem alteracGes na trigliciridemia (SOVEID
et al., 2013). De modo oposto, um estudo com humanos saudaveis expostos profissionalmente
a inalacdo do vanadio mostrou uma melhora no perfil lipémico, com reducdo inclusive do
indice aterogénico (ZHANG et al., 2014). O tratamento com o VO-dt melhorou o perfil
lipidicos e o indice aterogénico de animais tratados com dexametasona. Neste mesmo sentido,
Mbatha et al. (2020) evidenciou a reducdo nos niveis de CT e TG e também melhora no perfil
aterogénico de animais diabéticos tratados com dioxido vanadio (V). Corroborando estes
achados, Bin-Jaliah et al. 2018 mostraram que o tratamento de ratos diabéticos com vanadio
também resultou em melhoras no perfil glicidico e lipémico. E preciso considerar que as

acOes do vanadio dependem da estrutura quimica utilizada, de modo que complexos organicos



77

parecem ser mais eficientes em relacdo a sais inorganicos, inclusive com efeitos adversos
reduzidos (FRANCIK et al., 2017).

Analisando de forma conjunta, os nossos dados sugerem que o VO-dt é benéfico para
o perfil lipidico plasmatico e hepatico em situacdes de demanda metabolica como o DM ou
excesso de GC, por agdes que podem ser explicadas, pelo menos em parte, pela melhora na
sensibilidade a insulina. Embora os dados sobre as acbes diretas do vanadio sobre o
metabolismo lipidico no figado e no TAB sejam escassos, a modulacdo da expressao e da
atividade de enzimas chaves de controle na sintese e oxidacdo de lipidios ndo pode ser
descartada. Neste cenério, ndo se pode deixar de considerar a clara relacdo funcional entre
figado e TAB (HAZLEHURST et al., 2014). Em outras palavras, a maior lipdlise promovida
pelos GC em alguns tipos de TAB contribui com a maior disponibilidade de substratos para
sintese hepatica de lipidios, igualmente estimulada pelos GC, o que favorece o acimulo de
lipidio no tecido hepatico. Naturalmente, considerando a reducdo da dislipidemia e do
acumulo hepético de lipidios pelo VO-dt, é possivel sugerir o efeito insulinomimético dos
compostos de vanadio no controle do metabolismo lipidico em diferentes tecidos, inclusive
figado e TAB.

Mas, também néo se pode ignorar possiveis acoes direta sobre 0 TAB deste composto
de vanadio, sobretudo o melhor controle da massa adiposa durante a RI. A esteatose hepatica
prépria do excesso de GC gera aumento dos niveis plasméticos das transaminases hepaticas,
alanina e aspatato aminotransferases (WOODS et al., 2015). O VO-dt atenuou essa disfuncéo
hepéatica. Curiosamente, o tratamento com dexametasona induziu aumento nos niveis de
albumina sérica, o que ndo foi reduzido pelo VO-dt. A albumina € a principal proteina
plasmatica produzida pelo figado que tem diferentes funcOes, tais como transporte de
moléculas enddgenas e exdgenos ao corpo (ions, farmacos, vitaminas e hormonios), além de
efeitos osmaticos importantes e anti-inflamatérios (WIEDERMANN, 2007; ARQUES,
STEPHANE, 2018). Esta alteracdo nos niveis séricos de albumina pode ter relagdo com as
acOes classicas anti-inflamatdrias dos glicocorticoides. Alem disso, a insulina estimula a
sintese hepatica de albumina (SAMUEL et al., 2012; YARIBEYGI et al., 2018). Neste
sentido, a dexametasona, além de causar a RI, também gera hiperinsulinemia (RAFACHO et
al., 2010; RAFACHO et al., 2014), o que poderia também explicar a albuminemia.

Tanto o uso de GC como a hiperglicemia decorrente deste uso perturbam o estado
redox celular, desviando-o para a intensa producgéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e

nitrogénio (ERN), com comprometimento concomitante das defesas antioxidantes do
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organismo (BUTKOWSKI; JELINEK, 2019; COSTANTINI et al., 2011). O dano oxidativo
observado pela dexametasona é bem documentado na literatura in vivo (YILMAZ-OZDEN et
al., 2014; EL-SONBATY et al., 2019) e in vitro (LUAN et al., 2019). As ac¢des do vanadio
sobre o estado redox s@o contraditorias. O vanadio pode atuar como um agente pré-oxidante,
0 que tem sido relacionado aos efeitos toxicos deste metal (SCIBIOR et al., 2019). Entretanto,
nossos resultados mostraram um efeito antioxidante claro do VO-dt em animais tratados com
dexametasona. De modo semelhante aos nossos resultados, o tratamento de ratos diabéticos
com sulfato de vanadila resultou em reducdo do estresse oxidativo atraves da reducdo da
peroxidacdo lipidica, atividade de enzimas antioxidantes e preservacdo nos niveis de GSH em
musculos da pata posterior (KURT et al., 2019) e do estébmago (YILMAZ-OZDEN et al.,
2011) de ratos.

Outro mecanismo envolvido no o desenvolvimento das complicacdes microvasculares
em funcdo do aumento da concentragcdo da glicose no plasma séo as reacOes de glico-
oxidagdo. Sao reacOes tempo e concentragdo dependentes, ou seja, ocorrem em funcdo da
hiperglicemia cronica (TAGHAVI et al., 2017). Ocorrem através da interacdo ndo enzimatica
entre grupo aminos de proteina com agUcares redutores como a glicose, a frutose e o sorbitol
(reacdo de Maillard). O VO-dt foi eficiente na redugdo nos niveis de frutosanima, um dos
produtos de Heyns (glico-oxidacdo), utilizados clinicamente para o rastreio do controle
glicémico. Outro produto de glicagdo avancada (AGE) utilizado para rastreio do controle
glicémico é a hemoblobina glicada A1C (Produto de Amadori) (KUHN et al., 1937;
TAGHAVI et al., 2017). Pacientes tratados com sulfato de vanadila por 6 semanas mostraram
reducdo nos niveis séricos de frutosamina e também hemoglobina (CUSI et al., 2000).
Embora, a estrutura quimica associada ao vanadio, dose utilizada e tempo de tratamento
devam ser considerados, 0s nossos resultados sugerem um efeito antioxidante in vivo do VO-
dt que pode sinalizar um dos possiveis mecanismos de acao deste composto na reducdo da RI

induzida por glicocorticoides.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

Os achados sugerem que o VO-dt reduziu a resisténcia a insulina e melhorou a
tolerancia oral a glicose em camundongos tratados com dexametasona. Além disso, o VO-dt
melhorou a dislipidemia, assim como atenuou a esteatose hepatica, provavelmente por
melhorar a sensibilidade periférica a insulina e acbes antioxidantes mediante as acdes
negativas dos GCs.

Assim os dados demonstram que o uso do VO-dt pode ser uma alternativa para
minimizar os efeitos colaterais dos GCs no metabolismo glicidico, lipidico e proteico de
pacientes portadores de hipercortisolismo ou que necessitem utilizar de terapia a base de

glicocorticoides exdgenos de forma prolongada ou em altas doses.
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“Rediscovering and Redesigning” Strategies for Obtaining Vanadium
Complexes with Antidiabetic Activity
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In the last few years, the interest in the development of vanadium-based compounds has been increased
due to therapeutic potential of Diabetes Mellitus (DM). This review summarnizes essential topics
about vanadium chemistry, classification, examples, activity timeline in animal models, mechanistic
proposals, bioavailability, and pharmacokinetics. Furthermore, the principal approaches for designing
new vanadium coordination compounds with antidiabetic activity has been discussed.

Keywords: Vanadium: diabetes: coordination compounds: antidiabetic.

1. Introducao

Na guimica bioinorginica. os compostos de vanddio sio amplamente estudados
devido as suas atividades biolGgicas, especialmente como agentes antidiabéticos e/ou anti-
hiperglicemiantes." Desde o primeiro relato das atividades biolGgicas desses compostos hd mais
de 100 anos, a partir da interacdio entre o vanddio e proteinas, o interesse no desenvolvimento
de novos candidatos a firmacos baseados neste metal tem aumentado, sobretudo quando se
trata de agentes antidiabéticos.>* Na Figura 1(b) sdio apresentados os dados estatisticos de
publicacdes indexadas no portal de periédicos “Web of Science™ entre 2001 e 2020. utilizando
como palavras-chave “vanddio e diabetes mellitus”, com um total de 620 artigos indexados.
O nimero de citagdes (Figura 1(a)) crescente ao longo dos anos evidencia o interesse sobre a
utilizacdo de compostos de vanidio para fins terapéuticos.

Os compostos de vanidio sio cateeorizados em sais (metavanadato. ortovanadato e sulfato
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ABSTRACT: Insulin resistance (IR) is related to prolonged use of synthetic glucocorticoids
(GC), thus researching new adjuvant therapies to reduce the diabetogenic effects of GC, such
as vanadium-based compounds. Objective: Evaluate the possible effects of the new
vanadium-based compound (VO-dt) on dithasone-induced insulin resistance in mice.
Material and Methods: Female mice treated for 14th days with dmethhasone (Dexa,
1mg/kg, i.p.) and for 7 days with VO-dt (DexaV, 50mg/Kg, v.0.) were used. Results: On
the[] day dexa induced insulin resistance (TyG, 30%, p<0.05), with increased blood glucose
(86%, p<0.05) and triglyciridemia (2.6X, p<0.05) fasting, these parameters remained high
until the[] day. Dexa increased liver levels of CT (136%, p<0.05), TG (2.2X, p<0.05), total
lipids (2.8X, p<0.05), serum liver transaminases levels (~2X, p<0.05). VO-dt attenuated RI
(~10%, p<0.05), reduced hyperglycemia (40%, p<0.05) and hypertriglyciridemia (~50%,
fasting p<0.05), without changing HDL. Dexa induced intense muscular and adipose protein
catabolism, which was not attenuated by VO-dt. The Dexa group increased indicators of
oxidative stress (VO-dt recovered) and reduced body mass gain (~20%), which was not
modified by VO-dt, as well as did not modulate water and food intake. Conclusion: The data
suggest that dtethanhasone-induced IR has metabolic parameters similar to DM2, as well as
VO-dt attenuates metabolic changes, making it promising for the adjuvant treatment of DM2
or in therapeutic use of GC.

KEYWORDS: Diabetes mellitus; Vanadium; Dexamethasone;  Glucocorticoids.
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus (DM) represents a serious public health problem with a great impact on
the social and economic sphere of the world >3, There were 463 million people in the world
living with DM in 2019, and projections show that this number will reach 700 million in 2045
in the "°"'9 5 Insulin resistance (IR) is present among the factors for diabetes mellitus 2
(DM2), which IR can be defined as a reduction in the response of insulin-sensitive tissues
compromising body energy homeotase and metabolically important tissue activity such as

skeletal muscle, white adipose tissue and liver. 25

IR is associated with lifestyle, sedentary lifestyle, high-fat diets and prolonged use of
synthetic glucocorticoids (GC) The anti-insulin effects of glucocorticoids (CG) are widely
known, mainly in reducing glucose utilization by peripheral tissues such as skeletal muscle,
liver and white adiposum 8°. CG are widely used in the clinic for the treatment of chronic
inflammatory diseases(rheumatodid rtrite, inflammatory bowel disease, among others),
allergies and immunosuppression in patients undergoing organ transplants %8 However, it
is extremely important to reduce side effects, including the diabetogenic effects of GCs. In
this sense, the investigation of adjuvant therapies that can block the hyperglycemic effects and

preserve the therapeutic effects of GCs. is essential.

Thus, adjuvant therapies are sought to reduce the diabetogenic effects of CG, alternatives
such as vanadium-based compounds. Vanadium-based compounds present the inibitoria
action of tyrosine phosphatases (PTP) proteins, making them a viable alternative for the
development of new drugs with hypoglycemic action and reduced side effects 101112 A
vanadium-based prtotype ws developed and isolated,which proved anti-hyperglycemic in pilot
experiments ( patent filing of the in BR10 2020 010025-4),thus the objective of this research
is to evalute the effects of the new VO-dt vanadium-based compound on dtethnone-induced

IR in mice.
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MATERIALS AND METHODS

Animals- Female Mus musculus mice of the Swiss lineage weighing 35 + 3g, between 8 and
12 weeks of life, from the bioterium of the department of physiology and pharmacology of the
Federal University of Pernambuco (UFPE) were used. They were kept in individual cages at
an ambient temperature of 22 ° C with a light-dark cycle of 12 hours, with free access to
water and fed with industrialized feed proper to rodents of the brand Labina® normocaloric
and normoprotein enriched with vitamins and minerals. All experimental procedures were
approved by the Ethics Committee on the Use of Animals of the Federal University of
Pernambuco, Recife, PE, Brazil (CEUA) of the center of biological sciences with no.
0027/2020.

Induction of IR by ditmethasone- The animals were randomly distributed in three groups
with 5 animals each: (a) treated with saline (Controle, C); (b) treated with ditmethasone
(Dexa, Decadron®, Pfizer) and (c) treated with dhedronethasone and with vanadium-based
compound (IV, DexaV). For 7 days ditthalhisten (Decadron®Pfizer, 1mg/kg, i.p.) was
administered daily, followed by fasting glucose and triglycerides to confirm IR by calculating
TyG. On the 8th day the DexaV group received VO-dt (DexaV, 50mg/Kg, v.0.) and the Dexa
group received 0.9% orally saline up to° day. The control group received 0.9% saline during
the 14 days of the experiment. The structure and details of vo-dt is protected under the patent
with registration number BR 10 2020 010025-4.

Biochemical analyses, body mass, water intake and food - Body mass, water intake and
food were determined daily until the last day of the experiment. On the® day of the
experiment, blood was collected by the retroorbital plexus and cardiac puncture under
anesthesia to quantify serum levels of: glucose, fructose, triglycerides (TG), total cholesterol
(TC), HDL cholesterol (HDL) and urea using Labtest® kits (Lagoa Santa, MG, Brazil)
following the manufacturer's protocol.

Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)- For the oral glucose tolerance test, the mice were
fasted (12-15hours) and the basal glycemia was quantified in capillary blood by tail puncture.
Then, basal blood glucose (time 0) was verified, glucose overload (2.5g/kg of body mass)
wasimmediately verified and blood glucose was measured by the on call plus ® glucometer®
15', 30", 60, 90" and 120" minutes after to determine the glycemic curve and calculate the area

under the curve.
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Analysis of oxidative stress markers - In the dosage of the markers of foam oxidative stress
made in the hepatic tissue, which was homogenized with the addition of 50 mM tris-base
buffer and antiproteases (PMSF and orthovanadato) of concentration 1 mM. The analyses
were: superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT); 120 ul for reduced glutathione (GSH)
and oxidized (GSSG) and nitrite (WU H, ZHANG G, HUANG L, et al. 2017), 200 pl used for
thiobarbituric acid (TBARS) analysis and 20 pl was used to quantify total proteins in the
tissue was performed by the Bradford method (Bradford, 1976).

Statistical Analysis - The results were expressed as mean + standard error (M+EP). The
normality test was Shapiro-Wilk. Multiple data analysis, two-way variance analysis (two-way
ANOVA) followed by Tukey's test was used for parameters that vary throughout the
experiment and the other parameters were the analysis of variance of a pathway (ANOVA-
one way). The significance level was considered greater than or equal to 95% (p<0.05). For

statistical analysis of the data used the software GraphPad Prism 6°.

FINDINGS

Hyperglycemia, fasting triglyciridemia and TyG - On the 7th day of treatment with
dmeshasone induced insulin resistance (TyG, 30%, p<0.05), with increased blood glucose
(86%, p<0.05) and fasting triglyceridemia. These parameters remained high until the 14th day
of day treatment with an increase of 20% (p<0.05) and 30% (p<0.05) in the values of fasting
glycemia and TG, respectively. Treatment with VO-dt reduced blood glucose (52%, p<0.05),
triglyciridemia (~50%, p<0.05), as well as reduced TyG (~10%, p<0.05) (figure 01).

Body mass, food intake, water and biochemical profile - The Dexa group reduced body
mass gain (~10%, p<0.05), with no changes in water and food intake (figure 02). Dexa
induced the increased serum levels of total cholesterol (TC, ~80%, p<0.05), triglycerides
(~2.6X, p<0.05), VLDL (2X, p<0.05), glycerol (85%, p<0.05), atherogenic index (~4.5X,
p<0.05), with hdl reduction (50%, p<0.05). Treatment as VO-dt reduced
hypercholesterolemia (25%, p<0.05), hypertriglyciridemia (50%, p<0.05), VLDL (50%,
p<0.05), with no effects on HDL levels (table 01).

Oral glucose tolerance test (OGTT) - The mice in the DEXA group presented basal fasting
hyperglycemia (129.8 +12.4 vs 98.7 + 5.0 mg/dL, p<0.05). After glucose overload,
glycemic peak was reached at 15 minutes (342.0 + 64.9 vs 187,7 £ 29.0 mg/dL, p<0.05) and
remained high at 30 minutes (326,0 + 26.1 vs 170,3 + 23.7 mg/dL, p<0.05). The calculation
of the area under the curve (AUC) showed that treatment with dtemethasone increased oral
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glucose intolerance (~45%). Treatment with VVO-dt reduced the glycemic peak reached at 15
minutes (44%) and 30 minutes (40%) compared to the DEXA group, VO-dt improved oral
carbohydrate tolerance (~22%) (Figure 03).

Markers of oxidative stress - The DEXA group showed an increase in nitrite (40%, p<0.05)
and malodialdehyde (~65%, p<0.05) levels, in addition to the increase in activity of enzymes
SOD (~40%, p<0.05) and CAT (~45%, p<0.05), with no changes in GSH levels, GSSG and
the GSH/GSSG interface. VO-dt reduced nitrite levels (~30%, p<0.05), TBAR (~30%), SOD
(~30%) and CAT (~40%), without modifications in GSH, GSSG and GSH/GSSG ratio (figure
04).

DISCUSSION

In this study, the model of insulin resistance induced by ditmethasone was used. Our
results showed that dithasone treatment induced IR in mice, evidenced by high levels of
fasting glucose and triglyceridemia, results that corroborate scans °. GCs have effects
mediated byglucocortide r eceptores (GR), which are capable of triggering actions in the
immune system and modulating the expression of the pattern of genes involved in glucose
metabolism!#®, They also activate genes related to gluconeogenesis, in particular the
enzymes PEPCK(phosphoenol pyruvate carboxykinase) and glucose-6-phosphatase
(G6PASE) "4 VO-dt reduced blood glucose and improved peripheral insulin sensitivity,
although serum insulin levels have not been quantified in this study, oral glucose tolerance
(OGTT) shows dithasone-induced carbohydrate intolerance, which was attenuated with
treatment as VO-dt.

Some research reports the hypoglycemic effects of vanadium-based compounds. This
action is linked to the mimetic properties to insulin and several metabolic effects in studies in
experimental models in animals and in vitro 3. In body mass gain, a reduction was observed
in the DEXA group, and a change corroborates with other studies 8%°. The loss of body mass
may be partly related to the diabetogenic potential of CG, because there is a reduction in the
use of peripheral glucose, causing neoglycogenesis in which glucose production is due to
substrates such as amino acids, resulting in an intense catabolic activity in the body 2.8

16 \VO-dt did not recover mass gain.

CG promotes important changes in lipid metabolism in different tissues, which
directly contribute to dyslipidemia, quantified by the increase in triglyceride (TG), total

cholesterol (TC) levels and reduction of HDL levels 2224, Dyslipidemia may be related to
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elevated GC levels that activate lipolysis in adipocytes, so TG are hydrolyzed in free fatty
acids (AGL) and glycerol, which may cause dyslipidemia, central obesity and hepatic
steatosis?®. Treatment with VVO-dt improved lipid profile and atherogenic index of animals
treated with dtethhasone. In this same sense, Mbatha et al. (2020) showed a reduction in CT
and TG levels and also an improvement in the atherogenic profile of diabetic animals treated
with vanadium dioxide (V).

The increase in glucose and circulating fatty acid levels present in IR results in a
greater oxidation of these nutrients, giving rise to the mechanisms responsible for the excess
generation of ROS in mitochondria with E© 26:27.28 8the final product. Both the use of CG and
hyperglycemia resulting from this use disturb the cellular redox state, diverting it to the
intense production of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (NRN) species, with concomitant
impairment of the body's antioxidant defenses 2°%°. Although the chemical structure
associated with vanadium, dose used and treatment time should be considered, our results
suggest an in vivo antioxidant effect of VO-dt that may signal one of the possible mechanisms

of action of this compound in reducing glucocorticoid-induced IR.

FINAL CONSIDERATIONS

In conclusion, the findings in the research showed that the vanadium-based compound
(VO-dt) reduced GC-induced hyperglycemia, as well as dyslipidemia, liver dysfunction and
oxidative stress, probably by mechanisms that improve peripheral insulin sensitivity. The data
suggest that dtethanhasone-induced insulin resistance has metabolic parameters similar to
DM2, as well as VO-dt attenuates important metabolic changes in this condition, which
makes it promising for adjuvant treatment for DM2 or conditions where the use of GC

therapeutically is necessary.
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Figure 01- (a): graph of glycemia evolution according to the duration of treatment; (b): graph
that represents the evolution of serum triglyceride levels according to the time of treatment;
(c): graph showing resistance insulin by the TyG index according to treatment time. Values
expressed as mean = standard error of the mean with p <0.05, * versus control group; p <0.05
** yersus Dexa group, using one-way analysis of variance (ANOVA). N = 6 - 8 animals per

group.
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Figure 02- (a): body mass chart; (b): water intake chart; (c): food intake chart. Values
expressed as mean + standard error of the mean with p <0.05, * versus control group; p <0.05
** versus Dexa group, using one-way analysis of variance (ANOVA). N = 6 - 8 animals per

group.



Table 01
Analises C Dexa DexaV
*
cT e
86,4+ 55 1535+ 13,1 1174+ 6.2
(mg/dl)
TG x
835+ 8.0 217.2 4 20.3* 1078+ 7,4
(mg/dl)
HDL 789+ 9.9 485+ 52* 451 + 62%*
(mg/dl)
VLDL 16.7 +1.6 434+ 41% 21,6+ 1,5%*
(mg/dl)
*
IA 12+ 05 56+ 17% 30+ 07 wx

Table 01-CT- Colesterol total; TG- triglicerideos;PT-proteina total; 1A- indice iatrogénico.
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Values expressed as mean + standard error of the mean with p <0.05, * versus control group;
p <0.05 ** versus Dexa group, one-way analysis of variance (ANOVA). N = 6 - 8 animals per

group.
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Figure 23A-Area sob a curva (AUC) do OGTT (0 — 120min). Values expressed as mean
+ standard error of the mean with p <0.05, * versus control group; p <0.05 ** versus
Dexa group, using one-way analysis of variance (ANOVA). N = 6 - 8 animals per

group.
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Figure 04- (a): chart of the levels of malodialdehyde; (b): chart of nitrite levels; (c):
chart of superoxide dismutase (SOD) activity; (d): chart of catalase activity (CAT); (e):
Ratio reduced glutathione (GSH) / oxidized glutathione (GSSG).Values expressed as
mean = standard error of the mean with p <0.05, * versus control group; p <0.05 **

versus Dexa group, using one-way analysis of variance(ANOVA). N =6 - 8 animals per

group.
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