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RESUMO

Chimin P. Carcteristicas metabdlicas diferenciais de distintos territérios adiposos em
ratos submetidos a tratamento prolongado, continuo e excessivo com
glicocorticoides: um modelo de sindrome de Cushing iatrogénica. [tese (Doutorado
em Fisiologia Humana)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sé&o Paulo; 2013.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar um quadro experimental que apresenta
excesso de glicocorticoides e verificar o efeito desse excesso de glicocorticoides
sobre o metabolismo dos carboidratos no tecido adiposo branco. Vinte ratos Wistar
foram usados, e ap0s a aclimatacdo ao biotério, foram divididos aleatoriamente em
dois grupos: controle (CON — receberam salina 0,9%) e dexametasona (DEX —
receberam 0,25 mg/kg/d de dexametasona). Ao completarem 10 semanas,
microbomba osmotica foi inserida entre as escapulas dos animais, e o tratamento foi
liberado ao longo de 4 semanas. Ao final do periodo experimental, os animais foram
sacrificados, e sangue do tronco, glandulas adrenais, musculo soOleo, além das
gorduras subcutanea (SC), periepididimal (PE), retroperitoneal (RP) e mesentérica
(MS) foram retirados e armazenados para analise. Adipocitos foram isolados e
submetidos a ensaios biolégicos (oxidacdo de D-[U-'*C]-glicose até **CO,,
incorporacdo de D-[U-**C]-glicose em triacilgliceréis, em &cidos graxos de
triacilglicerdis e em glicerol de triacilgliceréis). Os resultados mostraram que o
tratamento foi capaz de bloquear o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, como verificado
pela menor concentragdo de corticosterona plasmatica (CON = 337,4 + 15,2 ng/ml;
DEX = 140,5 + 10,1 ng/ml, P < 0,05) e atrofia das glandulas adrenais, tanto direita
(CON = 0,0264 + 0,0015 g; DEX = 0,0213 + 0,0011 g, P < 0,05), quanto esquerda
(CON =0,0284 +0,0011 g; DEX =0,0229 + 00,0010 g, P < 0,05) no grupo DEX. Além
disso, os animais tratados com dexametasona apresentaram resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose, dislipidemia e aumento nas concentracbes de leptina e
adiponectina. Esses animais também apresentaram adipdocitos maiores (SC - CON =
429 +£2,1 uym; DEX =455+ 2,0 um; RP - CON =49,4 + 23 um; DEX =54,4 + 3,9
pm; e MS - CON = 36,2 + 3,3 um; CS = 40,8 + 2,6 um; P < 0,05) que, juntamente
com a andlise de celularidade, demonstraram estar hipertrofiados. Em relacdo ao
acumulo de gordura, o grupo DEX apresentou maior lipogénese nos coxins RP e
MS, sendo que houve maior incorporacdo de glicose na porcdo acido graxo dos
triacilglicerdis. Corroborando essa maior sintese de novo de &cidos graxos, a
atividade maxima das enzimas envolvidas nessa via, como &acido graxo sintase; e
das enzimas responsaveis pela formacdo de cofatores reduzidos, glicose-6-fosfato
desidrogenase e enzima malica, também foram maiores no grupo DEX,
principalmente no coxim MS. Essa maior resposta também foi refletida na expressao
génica dessas enzimas. Esses resultados mostram que diversos aspectos da
inducéo iatrogénica de sindrome de Cushing em ratos foram obtidos, e que uma
possivel explicacdo para esse maior acumulo na regido visceral pode ser a maior
atividade e expressdo de enzimas envolvidas na formagdo de NADPH, ao invés da
atividade de enzimas envolvidas mais diretamente na via de sintese propriamente
dita.
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ABSTRACT

Chimin P. Differential metabolic characteristics of distinct fat territories in rats
submitted to a prolonged, continuous and excessive glucocorticoid treatment: a
model for iatrogenic Cushing’s syndrome. [Ph. D. thesis (Human Physiology)]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

The aim of the present study was to characterize an experimental condition of
glucocorticoid excess and to verify the effect of this glucocorticoid excess in
carbohydrate metabolism in white adipose tissue. Twenty male Wistar rats were
used, and after acclimatization to vivarium conditions, they were divided at random
into two groups: control (CON — received saline 0.9%) and dexamethasone (DEX —
received 0.25 mg/kg/d dexamethasone). After complete 10 weeks old, an osmotic
micro pump was inserted in the subcutaneous dorsal interescapular region, and the
treatment was derived for 4 weeks. At the end of experimental period, animals were
sacrificed, and trunk blood, adrenal glands, soleus muscle, and also subcutaneous
(SC), periepididymal (PE), retroperitoneal (RP) and mesenteric (MS) fat pads were
excised and stored for further analysis. Also, adipocytes were isolated and submitted
to in vitro tests (oxidation of D-[U-*C]-glucose into **CO,, incorporation of D-[U-**C]-
glucose into triacylglycerol, incorporation of D-[U-**C]-glucose into fatty acids of
triacylglycerol and incorporation of D-[U-*C]-glucose into glycerol of triacylglycerol).
The results showed that the treatment was able to block hypothalamic-pituitary-
adrenal axis, as verified by lower corticosterone plasma levels (CON = 337.4 + 15.2
ng/ml; DEX = 140.5 + 10.1 ng/ml, P < 0.05) and adrenal gland atrophy, in both right
(CON = 0.0264 £ 0.0015 g; DEX = 0.0213 + 0.0011 g, P < 0,05), and left glands
(CON = 0.0284 £ 0.0011 g; DEX = 0.0229 £ 0.0010 g, P < 0.05) in DEX group.
Furthermore, animals treated with dexamethasone presented insulin resistance,
glucose intolerance, dyslipidemia and increased leptin and adiponectin levels. These
animals also presented increased adipocytes diameters (SC - CON =42.9 £ 2.1 um,;
DEX =455+ 2.0 um; RP - CON =49.4 + 2.3 uym; DEX =54.4 + 3.9 ym; and MS -
CON = 36.2 £ 3.3 um; CS = 40.8 £ 2.6 um; P < 0.05), that together with cellularity
analysis, demonstrated that these adipocytes were hypertrophied. In relation to lipid
accumulation, DEX group presented increased lipogenesis in RP and MS fat pads,
with increased incorporation into fatty acids of triacylglycerol. According to this
increased fatty acids de novo synthesis, the maximal activity of enzymes involved in
this pathway, like fatty acid synthase; and of enzymes that supply NAPDH for
lipogenesis, glucose-6-phosphate dehydrogenase and malic enzyme, were also
increased in DEX group, especially in MS fat pad. This increased response was also
reflected in the gene expression of these enzymes. These data show that certain
aspects of the induction of iatrogenic Cushing’s syndrome were obtained, and that a
possible explanation for this increased lipid accumulation in visceral depots can be
due to increased activity and gene expression of enzymes that supply NADPH,
required for lipogenesis, instead of the increase in enzymes that participate in
lipogenesis itself.

Keywords: Lipogenesis. Glucocortioids. Adipose tissue.
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1 INTRODUCAO

Nas Uultimas décadas, o tecido adiposo passou de um simples tecido
“coadjuvante” para um 6rgao endocrino, com papel importante em varias funcées do
metabolismo. Sua fungdo no controle da homeostase corporal € creditada, entre
outras coisas, pela ampla capacidade de aumentar seu volume, dessa forma,
aumentando a quantidade de triacilgliceréis (TAG) que podem ser armazenados sem
que haja prejuizos para o tecido.

Por outro lado, essa mesma caracteristica que o torna impar entre os 6rgaos
corporais, também causa efeitos sistémicos deletérios, dependendo do local onde
esse acumulo ocorre. Individuos que apresentam acumulo de gordura na regido
mais central do corpo, chamado de gordura visceral, apresentam maior risco de
desenvolverem complicagfes cardiovasculares, além de outras doencgas associadas;
enquanto que o acumulo de gordura na regido mais periférica, chamada de
subcuténea, apresentam um risco menor de desenvolver essas doencas.

Além da genética, fatores hormonais também podem levar a um maior
acumulo de gordura corporal. Dentre os varios hormdnios que atuam sobre o tecido
adiposo, podemos citar os glicocorticoides. Os glicocorticoides sao hormonios
esteroides secretados pelo cortex da adrenal, e em condicbes de estresse,
promovem, entre outros efeitos, “quebra” dos TAG liberando acidos graxos (AG) e
glicerol na circulacéo.

Apesar desse papel lipolitico ja estabelecido, quando esse hormdénio esta
presente em excesso, como no caso da sindrome de Cushing, ele promove acumulo
de gordura, principalmente na regido central do corpo (gorduras viscerais), enquanto
diminui a quantidade de gordura nas extremidades (gordura subcutanea). Além do
acumulo de gordura, na sindrome de Cushing os glicocorticoides promovem efeitos
deletérios agindo sobre outros 6Orgdos e tecidos corporais, como 0sso0s, tecido
conjuntivo, musculo, figado, entre outros.

Ainda néo se sabe ao certo como e por que os glicocorticoides causam esse
efeito tdo particular sobre o tecido adiposo. O que ja estd estabelecido é que os
glicocorticoides, de alguma forma, alteram a atividade de enzimas que atuam na via

lipogénica, mas até agora nao ha resultados conclusivos demonstrando por que e
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como esse acumulo diferenciado de gordura ocorre quando esse horménio esta

presente em €XCessO.
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8 CONCLUSOES

A partir da andlise dos dados podemos concluir que a administracdo de 0,25

mg/kg/d de dexametasona durante 4 semanas para ratos Wistar:

- foi capaz de reduzir a resposta normal do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,
como verificado pela atrofia das glandulas adrenais e valores de corticosterona

plasmatica;

- promove caracteristicas relacionadas com o0 quadro de excesso de
glicocorticoides, como por exemplo, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,

alteracdes hormonais e dislipidemia;

- promove certo grau de acumulo de gordura nos depositos viscerais

(especificamente no coxim MS), além de promover hipertrofia desses adipocitos;

- promove maior incorporacéo de glicose na por¢cdo AG dos TAG nos coxins

viscerais;

- promove alteracéo na atividade de enzimas lipogénicas nos coxins RP e MS
[principalmente daquelas envolvidas na geracdo de cofatores reduzidos (a saber,
G6PDH e EM)];

- promove alteracdo na expressao génica de enzimas lipogénicas (ACC, FAS,
ACL, G6PDH e EM) tanto no coxim SC quanto no MS (porém com maior magnitude

de aumento na expressao génica da enzima G6PDH no coxim MS);

- ndo altera a expressao génica da enzima 11HSD1, que é responsavel pela

conversao da forma inativa da corticosterona para sua forma ativa;

Contudo, esses resultados mostram que certos aspectos da inducao
iatrogénica de sindrome de Cushing em ratos foram obtidos, e que uma possivel
explicacdo para o maior acumulo de gordura na regido visceral pode ser devido a

maior atividade e expressao de enzimas envolvidas na formacdo de cofatores



reduzidos, ao

propriamente

19

invés da atividade de enzimas envolvidas na via de sintese
dita.
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