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RESUMO

Sabe-se que a gestacdo é um processo fisioldgico complexo onde ocorrem muitas
mudancas fisicas, enddcrinas, comportamentais e metabdlicas no corpo da fémea,
visando a prepara¢dao do organismo para desenvolver o embridao. Posteriormente a
gestacdo, a lactagdo continua a causar mudangas no organismo para favorecer a
producdo de leite e consequentemente a nutricdo do recém-nascido. O uso de
corticoides, ndo raras vezes, é requerido para ajudar fémeas em risco de partos
prematuros. Porém, essas drogas nao sdao desprovidas de efeitos colaterais na mae e
nem nos filhotes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da administracao de
corticoideterapia no metabolismo lipidico de ratas no terco final da gestacdo. As ratas
foram separadas em 3 grupos: um grupo controle (ndo gestantes/lactantes), um grupo
gestante que recebeu dexametasona e um grupo gestante que ndo recebeu
dexametasona. Foram analisados parametros como a evolu¢do de peso durante a
lactacdo, dosagem de triglicerideos e colesterol no sangue, figado, tecido mamario e
leite. Foi aferida também a glicemia dos animais e estudados genes envolvidos no
metabolismo lipidico pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Realizou-se testes de
producao de VLDL e de absorcdo de gordura e cromatografia da glandula mamaria e
figado. Na prole foram averiguadas as concentracdes de triglicerideos, colesterol e o
ganho de peso. Os resultados deste trabalho indicam que had aumento dos niveis
sanguineos de triglicerideos e colesterol nos animais que receberam o tratamento com
dexametasona em relacdo aos outros grupos, bem como ha uma menor expressdo
génica de LPL, ACC e FASN na glandula mamaria dos animais tratados com
dexametasona, o que favorece menores concentracoes de triglicerideos no leite dos
animais deste grupo. Pode-se concluir entdo que a dexametasona influencia o

processo de lactacdo e chegada de gordura no leite.

Palavras-chaves: gestacdo; lactacdo; metabolismo; dexametasona; lipideos.



ABSTRACT

It is known that pregnancy is a complex physiological process where many physical,
endocrine, behavioral and metabolic changes occur in the female's body, where the
main objective is to prepare the organism to be able to develop the embryo. After
pregnancy, lactation continues to cause changes in the body to favor milk production
and, consequently, the nutrition of the newborn. The use of corticosteroids, not
infrequently, is required to help females at risk of premature births. However, these
drugs are not devoid of side effects in the mother or puppies. The objective of this
study was to evaluate the impact of corticosteroid administration on lipid metabolism
in rats in the final third of pregnancy. For this, the rats were divided into 3 groups: a
control group (non-pregnant/lactating), a pregnant group that received
dexamethasone and a pregnant group that did not receive dexamethasone.
Parameters such as weight evolution during lactation, triglycerides and cholesterol
levels in blood, liver, breast tissue and milk were analyzed. The blood glucose of the
animals was also measured. Genes that are involved in lipid metabolism during
lactation through the Polymerase Chain Reaction (PCR) were studied. In addition, tests
of VLDL production and fat absorption were performed in order to evaluate the role of
the liver in the energy shift to the mammary gland. Finally, mammary gland and liver
chromatography were performed. In the offspring, the concentrations of triglycerides,
cholesterol and weight gain were investigated. The results of this work indicate that
there is an increase in blood levels of triglycerides and cholesterol in animals that
received treatment with dexamethasone in relation to other groups, as well as a lower
gene expression of LPL, ACC and FASN in the mammary gland of animals treated with
dexamethasone, which favors lower concentrations of triglycerides in the milk of
animals in this group. It can be concluded then that dexamethasone influences the

process of lactation and the arrival of fat in milk.

Keywords: pregnancy; lactation; metabolism; dexamethasone; lipids.
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1. INTRODUCAO

1.1 Alteragdes gerais no periodo gestacional

A gravidez é caracterizada como sendo o periodo de gestacdo de uma fémea e
pode variar de forma significativa entre as espécies, no que diz respeito ao tempo.
Porém, em todas as espécies sabe-se que durante o periodo gestacional ocorrem
diversas mudancgas anatémicas e fisiolégicas na fémea a fim de suprir suas

necessidades metabdlicas, bem como as necessidades do feto (1).

No primeiro periodo gestacional, essas mudangas resultam no armazenamento
de energia, visto que o consumo energético do feto é baixo. Por isso um
comportamento comum é o aumento da ingestdo de alimentos e a consequente

deposicdo de moléculas energéticas, como o triacilglicerol (TG) no tecido adiposo (2).

A partir do segundo periodo gestacional, o feto comeca aumentar de tamanho
e passa a exercer um consumo maior de energia até o final do periodo gestacional. Isso
acontece, pois, todas as estruturas estdo praticamente formadas, precisando agora

desenvolver seu tamanho a fim de garantir e viabilizar o crescimento do feto (3).

As mudangas na made atingem os mais variados sistemas. No sistema
cardiovascular, as mudancgas ocorrem devido principalmente a acdao dos hormodnios
progesterona e estrégeno. Observa-se, a partir da oitava semana de gestagdo, uma
diminuicdo da resisténcia vascular sistémica, aumento da frequéncia cardiaca e

aumento do volume sistdlico, podendo levar a alteragdes pressoricas. (3,4).

0O aumento do volume sanguineo circulante que se nota nas fémeas gestantes é
de suma importancia, pois tem relacdo direta com desenvolvimento fetal, bem como
seu peso ao nascer. Além disso, o0 aumento na producdo de hemdcias (eritropoiese)
melhora a oxigenacao e exige também um aumento no consumo de ferro por parte da

gestante. (5)

O sistema respiratério também passa por mudancas significativas devido a acao

do estréogeno, que aumenta o fluxo sanguineo de capilares da mucosa nasal, faringea e
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laringea (6). Este hormonio também provoca aumento da circunferéncia da parede
tordcica (3). Ja a progesterona sensibiliza os quimiorreceptores ao diéxido de carbono
(CO,), favorecendo sua eliminacdo e funcionando como um estimulante para esse
sistema (7). Outras altera¢Oes relacionadas ao sistema respiratério e de suma
importancia estdo relacionadas ao aumento da frequéncia respiratéria e diminuicao

significativa do volume respiratério residual (8).

No sistema digestdrio a absorgao dos nutrientes ndao é muito afetada, porém o
peristaltismo sim. A progesterona causa relaxamento do esfincter esofagico inferior,
facilitando episddios de refluxo gastresofagico (9). Pode haver constipacdo devido a
acdo inibitéria da progesterona sobre o peristaltismo gastrintestinal. Ademais,
sintomas como nduseas e vomitos também sdo comumente relatados por gestantes

(10).

No sistema nervoso central pode-se observar uma a¢ao maior do sistema
simpatico, atuando sobre a hemodinamica. Ocorre aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefalica e aumento do limiar de resisténcia a dor, que sera muito

atil na hora do parto. (11).

O fluxo sanguineo renal e a taxa de filtracdo glomerular aumentam, porém
histologicamente nao se observa aumento no nimero de néfrons. Poliuria, infecgdes
urinarias, incontinéncia urindria e nocturia sdo comumente relatadas, diminuindo
gradativamente e normalizando por volta de 6-8 meses no periodo pds-parto (1). As
alteragdes circulatérias renais favorecem consequentemente aumento do tamanho e

peso dos rins (12).

As ac¢des hormonais acompanhadas de ganho de peso acabam causando
algumas alteragcdes no sistema musculoesquelético. Uma das caracteristicas mais
marcantes é o relaxamento ou frouxiddao articular que ajuda na hora parto, que se

deve por acdo da relaxina e progesterona. (13).

Todas essas mudancas descritas, que ocorrem em mamiferos, favorecem uma

gestacdo segura para a mae e para o feto, garantindo o desenvolvimento adequado e
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melhor adaptacdo no pds-parto. Ocorrem ainda alteragOes significativas no sistema

enddcrino e no metabolismo energético.

1.2 Fisio-farmacologia dos Corticosteroides

Os corticosteroides ou corticoides sdo hormonios enddgenos sintetizados pelo
organismo principalmente a partir do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal. O termo
corticosteroide serve tanto para referir-se a glicocorticoide quanto para
mineralocorticoide, porém de uma forma mais usual é utilizado como sindbnimo de
glicocorticoide (14). Podem ser divididos em corticoides enddgenos e sintéticos,
possuindo baixo peso molecular. Tanto os corticoides endégenos quanto exdgenos
possuem estrutura quimica semelhante, sendo constituidos por 21 carbonos,

contendo 4 anéis, sendo 3 anéis de 6 carbonos e 1 anel de 5 carbonos (Fig 1) (15).

CHj3

Figura 1 — Estrutura dos corticosteroides, (a) Hidrocortisona (natural), (b) Predinisolona

(sintético) e (c) Metilpredinisolona (sintético).

A regulacdo da producdo e liberacdo dos corticosteroides comeca na hipodfise,
glandula responsdvel pela liberacdo do hormoénio tréfico conhecido como CRH
(Hormonio liberador de corticotrofina) que através do sistema porta hipofisario chega
até a regido da hipdfise conhecida como adeno-hipdfise ou hipéfise anterior. O CRH
entdo estimula a liberacdo de outro hormoénio conhecido como ACTH (Hormoénio

adrenocorticotréfico) que entra na circulacdo geral chegando até as glandulas
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adrenais. Na glandula adrenal o ACTH vai agir na regido cortical estimulando a

liberagao dos hormonios corticosteroides (16).

A glandula adrenal é dividida macroscopicamente em duas grandes regides: o
cortex e a medula. A regido medular é a responsavel pela producdo de catecolaminas
enquanto o cortex produz os hormonios esteroides. O cértex da glandula adrenal
possui trés regides histoldgicas distintas, cada qual produzindo também horménios
diferentes. A por¢ao mais externa do cortex adrenal é a chamada zona glomerulosa,
gue é responsavel pela producdo de mineralocorticoides, dentre os quais podemos
citar como sendo de maior importancia a aldosterona, que contribui para a
manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico. Logo abaixo estd situada a zona
fasciculada, que é a responsavel pela producdo dos glicocorticoides como a cortisona
ou cortisol e, em algumas espécies como os roedores, a corticosterona. Mais préximo
entdo a regido medular temos a zona fasciculada, responsavel pela producdo de

andrégenos como a deidroepiandrosterona (17).

O eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal é regulado através de um sistema de
retroalimentacdo negativa ou feedback negativo, onde o horménio corticoide
secretado pela glandula, é liberado na circulacdo e chega até o sistema nervoso central
(Hipotdlamo e Hipdfise) inibindo a liberagdo dos hormonios tréficos, com isso

blogueando o eixo e inibindo a secrecdo de mais corticoides (16, 18).

Os corticosteroides foram descobertos em 1935 e seu uso como medicamento
foi aprovado na década de 1950 pelo FDA (Food na Drug Administration) nos Estados
Unidos, chegando posteriormente na mesma década aqui no Brasil. S3o drogas muito
utilizadas devido ao seu amplo alcance sistémico bem como seus potentes efeitos

terapéuticos, principalmente anti-inflamatérios e imunossupressores. (15)

Os glicocorticoides sdo moléculas extremamente lipossoliveis que exercem
seus efeitos através da ligacdo e ativacdo de seus receptores que estdao no citoplasma
das células, posteriormente o complexo corticoide-receptor migra para o nucleo da
célula onde regula a transcricdo génica (19). A poténcia de acdo dos glicocorticoides

esta relacionada a sua afinidade com o receptor e ao seu tempo de acdo (20).
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Em relacdo a sua cinética sabe-se que, apds a administracao por via oral (V.0O)
em paciente higidos, a absor¢do dos glicocorticoides ocorre de maneira relativamente
rapida e bem significativa por acao intestinal. Possuem alta biodisponibilidade o que

favorece suas agOes organicas (14).

Outras vias de administragdo como a intravenosa (l.V) e a tépica também sao
regularmente utilizadas favorecendo boas acdes dos corticoides. Deve-se estar atento
a quantidade de corticoide administrado por via tdpica, pois pode acabar sendo

absorvido de forma demasiada causando efeitos sistémicos indesejados (21).

Apds sua absorgdo os corticoides chegam a corrente sanguinea onde sdo
transportados ligados a proteinas plasmaticas como a albumina ou a globulina ligante
de cortisol (transcortina). Essa ligacdo a proteinas plasmaticas pode chegar a niveis de
até 80-90% da fracdo biodisponivel. Somente a fracdo livre (10-20%) é a que vai chegar
até os tecidos alvos, atravessar a membrana plasmatica celular, ligar-se aos receptores

e exercer seus efeitos (14, 22).

A meia vida dessa classe de compostos é bem varidvel e acaba também
determinando o tempo de ac¢do de cada corticoide no organismo. Podem ser divididos
em drogas de acdo curta (cortisol e cortisona), intermediaria (predinisona,
predinisolona, metilpredinisolona, triancinolona) e acdo longa (dexametasona e

betametasona (23).

Pequenas mudancas na estrutura quimica dos corticoides podem gerar grandes
alteragdes na sua atividade. A metabolizagdo se constitui entdo em um processo
importante para esses compostos, pois podem tornd-los mais ativos ou prepara-los
para eliminag¢do. Seu principal local de metaboliza¢do é no figado onde passara por
reacOes de fase 1 (reducdo) e fase 2 (conjugacdo com &cido glicuronico), sendo

posteriormente eliminado pelos rins através da urina (22, 24).

Devido as suas caracteristicas estruturais e de farmacocinéticas, as drogas que
compdem o conjunto dos corticoides interagem com praticamente todos os sistemas
organicos, quer seja de uma forma direta ou indireta. Um dos efeitos mais comuns é

sua participacdo no balanco hidroeletrolitico, através da acdo da aldosterona. Este
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hormonio vai atuar nos tubulos distais e ductos coletores aumentando a retencdo de
Na" e a excre¢do de K" e H*, retendo liquido dentro do organismo e diminuindo a

diurese (20, 25).

O sistema locomotor responde a agao dos corticoides através da alteragao da
regulacdo das células do tecido ésseo. Ocorre principalmente inibicdo dos osteoblastos
~ , . , « o~ sy 2+ . ,
que sdo os responsaveis pela sintese e deposicdo de calcio (Ca“’) na matriz éssea e
ativacao de osteoclastos, que degradam a matriz dssea provocando perda de cdlcio e
outros minerais podendo levar o paciente a quadros de osteoporose (26, 27). Atrelado
a isto, ocorre aumento do catabolismo de proteinas, impactando o tecido muscular de
forma significativa fazendo com que o individuo apresente sinais como fraqueza e

fadiga muscular (28).

O sistema cardiovascular acaba sendo impactado também pela acdo da
aldosterona. A pressao arterial pode aumentar de maneira significativa podendo até

causar fibrose no tecido muscular cardiaco (29 e 30).

Os elementos figurados do sangue sofrem efeitos menores por acdo dos
corticoides. Os eritrocitos sofrem poucos efeitos com a administracdo de
glicocorticoides, porém sabe-se que essas mesmas drogas diminuem o numero de
basodfilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos circulantes além de reduzir a massa de

tecidos linfoides (31).

No sistema nervoso central ja sdo conhecidos os efeitos indiretos dos
corticoides através da manutencdo da pressao arterial e equilibrio hidroeletrolitico
(29). De maneira direta ocorre relatos de alteracdo de humor nos pacientes que fazem
uso de glicocorticoide. Alteracdes como melhora de humor, mania, insonia,

inquietacdo, ansiedade, aumento de atividade motora ja foram relatadas (29, 32).

De todos os efeitos dos corticoides, existem dois que sdo os mais requeridos, os
efeitos anti-inflamatdrios e imunossupressor (33). Apesar de ndo tratar a génese em si
da doenca, os efeitos anti-inflamatdrio e imunossupressor possuem papel especial na

resolucdo dos quadros de diversas doencas e também conferem bem-estar e
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gualidade de vida aos pacientes, tornando os glicocorticoides drogas regularmente

prescritas para essas situagdes (34, 35).

Existem diversos mecanismos pelos quais os glicocorticoides exercem seus
efeitos anti-inflamatdrios, sendo os mais conhecidos relacionados a estimulacdo do
aumento da producdo de lipocortina que inibe a enzima fosfolipase A2 e
consequentemente a via do acido araquidénico e a producdo dos eicosanoides.
Acredita-se que a a¢gdo imunossupressora e anti-inflamatdria estao conectadas devido

a reducdo da fungdo leucocitdria (36, 37).

Outra ac¢do dos glicocorticoides é a inibicdo das enzimas ciclooxigenase, sabe-se
gue essa familia de enzimas possui acdo importante no que diz respeito a producdo de
mediadores quimicos em processos inflamatérios, principalmente a isoforma
cilcooxigenase 2. Sendo assim, ao inibir essas enzimas ocorre uma diminuicdo da
producao de prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos, o que ajuda a combater o

processo inflamatério (34,36).

As vias de producao de energia sao muito afetadas pelos glicocorticoides, eles
estimulam, na periferia, a degradacdo das proteinas, a mobilizacdo das reservas
lipidicas (lipdlise) e diminuem a utilizacdo da glicose como fonte de energia. No figado,
os metabolitos das proteinas e lipidios serdo usados para producdo de energia, um
processo denominado de gliconeogénese (38). No figado também ocorre o estimulo
para armazenar a glicose na forma de glicogénio (glicogénese). Todos esses substratos
fazem com que ocorra entdo aumento dos niveis de glicose, tornando os

glicocorticoides compostos hiperglicemiantes (33).

O efeito de lipdlise causado pelos glicocorticoides resulta em sinais clinicos
muito caracteristicos da acdo dessas drogas. Ocorre redistribuicdo da gordura corporal,
sendo comum observar acumulo na regido dorsal do pescoco (“giba de bufalo”) e no

rosto (“face de lua cheia”) (39).
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1.3 - Corticoides e gestagdo

Em seres humanos a classe farmacoldgica dos corticoides é usada com
frequéncia principalmente com o objetivo de acelerar a maturacdo do feto em
desenvolvimento. O se uso estd relacionado principalmente a redugao da incidéncia da
sindrome da angustia respiratéria, através do estimulo pra producao de surfactante
pulmonar. Porém pode-se utilizar os corticoides na tentaativa de diminuir a incidéncia
de hemorragias intraventriculares, leucomaldcia periventricular, retinopatia da
prematuridade, enterocolite necrotizante, persisténcia do canal arterial e,

principalmente, da mortalidade neonatal (73 ).

J& em animais experimentais, o tratamento materno com dexametasona no
terceiro periodo gestacional é um modelo muito utilizado para inducdo da
reprogramacdo metabdlica fetal. Este modelo é obtido pela administracdo de
dexametasona na agua de beber, por apresentar alta reprodutibilidade dos efeitos
biolégicos e, mais importante, porque o excesso de glicocorticdides é caracteristica
comum de varios insultos metabdlicos, como desnutri¢cdo caldéricoproteica, estresse e

obesidade (40, 41, 42, 43).

Curiosamente, os triglicerideos maternos — que sdo fonte energética e
estrutural para o crescimento e desenvolvimento fetal — aparentemente ndo sao
eficientemente direcionados para a circulacdo feto-placentdria quando ha excesso pré-
natal de glicocorticoides, o que indica que deve haver acumulo nos tecidos maternos

(44).

Muitos trabalhos que utilizam insultos metabdlicos na gestacdao avaliam as
repercussdes na prole. Esses trabalhos, em sua maioria, nunca observaram se havia

algum tipo de alteracdo metabdlica nas maes que receberam o glicocorticoide (44, 45).

Recentemente iniciou-se a investigacdo das repercussées a longo prazo nas
maes, como avaliar a funcdo pancredtica de ratas expostas a dexametasona no
terceiro periodo gestacional. Foi demonstrado que o excesso de glicocorticoides causa
drasticas alteracdes imediatas no ganho de peso, mas ndo na glicemia ou funcao

pancredtica maternas. Entretanto, a partir de 3 meses apds a gestagdo associada ao
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tratamento com dexametasona, as mdes passaram a apresentar intolerancia a glicose

e perda da func¢do pancredtica, aparentemente irreversiveis (45).

Outro trabalho mostrou que durante o periodo gestacional ocorre um estagio
de hiperfagia com déficit caldrico e aumento nos niveis de prolactina com diminuigdo
da leptina em ratos. Este estado favorece o aumento da produgao de leite por conta
também da diminuicdo do tecido adiposo marrom e acimulo do tecido adiposo branco

(46).

Sabe-se que 98% da gordura do leite é de triglicerideos e que a sintese destes
ocorre em células epiteliais mamarias. Os acidos graxos (AG) usados para a sintese de
TG vém de duas fontes, lipidios do sangue e sintese de novo dentro das células
epiteliais mamarias (47). Isso demonstra a importancia do tecido glandular mamadrio

no metabolismo lipidico materno no periodo gestacional.

Por causa de todas essas evidencias a nossa hipdtese é a de que o metabolismo
lipidico materno, das fémeas tratadas com corticoide sofre alteracdo e essa alteracdo

estad possivelmente relacionada ao tecido mamdrio.
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2. OBJETIVOS

1. Investigar se a administracdo de corticoide no ter¢o final da gesta¢do causa

alteracdo no metabolismo lipidico da fémea lactante.

2. Investigar se a administracdo de corticoide causa alteracdo da funcdo hepatica,

no que diz respeito ao metabolismo lipidico da fémea lactante.

3. Investigar se a administracdo de corticoide causa alteracdao no tecido mamario

e se isso interfere no metabolismo lipidico nos dias iniciais de lactagado.

4. Investigar se o uso de corticoides no terco final da gestacao causa impacto no

desenvolvimento da prole.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais e desenho experimental

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes do
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA) e aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas (CEUA/UNICAMP
protocolo n? 4221-1). Ratas da linhagem Wistar foram adquiridas do Centro
Multidisciplinar para Investiga¢do Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP e alojadas no
biotério do departamento de Farmacologia em condi¢Ges controladas e ideais como
temperatura a 22°C, ciclo claro-escuro de 12 horas e agua e racdo (Nuvilab® CR-1,

Quimtia S.A, Colombo, Paran3, Brasil) ad libitum.

Com a idade de 12 semanas foram alojadas aos pares em gaiolas com um macho,
durante 3 dias. Em seguida, os machos foram retirados e as fémeas pesadas. Apds 15
dias, foram novamente pesadas para se constatar a prenhez. Neste dia, as ratas
consideradas prenhes, as que obtiveram um aumento de peso superior a 30g, foram
colocadas individualmente em gaiolas, iniciou-se o tratamento com dexametasona e

mantiveram-se as condicdes no biotério até o fim do protocolo.

3.2 - Tratamento com dexametasona

As ratas prenhes foram separadas em dois grupos, que receberam veiculo (CTL) ou
dexametasona (DEX) (0,1 mg/kg peso corporal; Aché Laboratdrios Farmacéuticos,
Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil) na dgua de beber durante 6 dias. A dose da droga era
ajustada diariamente, baseando-se na quantidade de agua ingerida e no peso corporal
dos animais. Ratas virgens (ndo prenhes) com a mesma idade foram mantidas nas
condicGes ambientais. Um dia apds o parto, o numero de filhotes por mae foi ajustado
para cinco. As maes foram utilizadas para os procedimentos experimentais no 3° (L3),
8° (L8), 14° (L14) e 21° (L21) dia de lactacdo. No dia dos experimentos, os animais
foram eutanasiados por aprofundamento de anestesia com Tiopental (80 mg/kg peso
corporal; i.p.) seguido por decapitacdo, e os tecidos removidos para os experimentos

descritos a seguir. A prole foi eutanasiada por decapitacao.
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3.3 — Pesagem dos animais

As ratas e suas proles foram pesadas em L3, L8, L14 e L21 em uma balanga semi-

analitica sendo o manejo feito de maneira a causar o menor estresse possivel.

3.4 - Andlises bioquimicas
O sangue coletado por decapitacdo na prole ou por pequena sec¢do na cauda
(m3es) foi utilizado para a realizacao das dosagens de Triglicerideos e Colesterol.
Apds a coleta do sangue ele foi submetido a centrifugacdao (350 RPM) por 15
minutos numa temperatura de 4°C. Com isso o soro sanguineo foi extraido e
realizaram-se as dosagens com kits colorimétricos (Labtest Diagndstica SA, MG,

Brasil) seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

3.5 — Quantificagdo de Triglicerideos e colesterol em tecidos

Para a realizacdo desse experimento foi coletado aproximadamente 50mg de
figado ou glandula mamaria, sendo que da glandula mamaria eram coletadas as
glandulas que estivessem produzindo mais leite de acordo com o descrito
posteriormente. Esses tecidos entdo recebiam uma solucdo de
Metanol:Cloroférmio (2:1) e eram homogeneizados com o auxilio de uma tesoura e
um politron. O homogenato foi mantido overnight em um processo de agitacado
continuo a uma temperatura entre 2°C e 8°C. Posteriormente foram acrescentados
200 pL de uma solucdo de NaCl a 6%, centrifugados a 2000 RPM, por 20 min a 4°C.
Apds a centrifugacdo observa-se a formacdo de uma amostra trifasica onde a fase
inferior, contendo cloroférmio, era retirada e transferida para um novo microtubo.
Essas amostras foram levadas até a capela de fluxo laminar para evaporagao
completa do cloroférmio e apds isso acrescentou-se 100uL de isopropanol para a
ressuspensao do conteudo lipidico remanescente. As dosagens de TG e colesterol
foram realiadas utilizando-se kits colorimétricos comerciais seguindo-se as

recomendacdes dos fabricantes.

3.6 — Quantificag¢do de Triglicerideos e colesterol no leite

A coleta de leite foi realizada de acordo com método previamente descrito (48),
com pequenas modificacdes. As amostras de leite foram coletadas em L3 e L8. As

maes foram separadas de seus filhotes cerca 2 horas antes da realizacdo do
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experimento. Apos este tempo foram injetadas com ocitocina (5 Ul/ml, SC) e 15
minutos depois foram anestesiadas com isoflurano. A ordenha manual entdo foi
executada nas glandulas toracicas e abdominais. Foram utilizados 10 pL de leite de
uma solugdo diluida 1:100, misturados uma solug¢dao de Metanol:Cloroférmio (2:1),
ficando overnight em um processo de agitacao continuo a uma temperatura entre
2°C e 8°C. Posteriormente foram acrescentados 50 pL de uma solugdo de NaCl a 6%
e centrifugadas a 2000 RPM por 20 min a 4°C. Apds a centrifugacdo e formacao de
amostra trifasica, coletou-se a fase inferior, contendo cloroférmio e transferiu-se a
mesma para um novo microtubo. As amostras foram levadas até a capela de fluxo
laminar para evaporacdao completa do cloroférmio e depois acrescentou-se 50uL
de isopropanol para ressuspensao do conteudo lipidico remanescente. As dosagens
de TG e colesterol foram realizadas utilizando-se os kits colorimétricos seguindo-se

as recomendac0des dos fabricantes.

3.7 - Dosagem de glicemia com kits de tiras-teste

A glicose sanguinea foi determinada com o medidor de glicose Accu-Chek® Active
(Roche Diabetes Care Brasil LTDA, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil), onde uma gota de
sangue obtida apds uma pequena sec¢do da cauda era colocada nas tiras reativas do

medidor.

3.8 - Teste de produgdo de VLDL (Teste do Tyloxapol)

A mensurac¢ado da producdo de VLDL foi executada de acordo com a metodologia a
seguir (49, 50). De forma sucinta, o Tyloxapol (Triton WR-1339, Sigma Aldrich, St
Louis, EUA) foi dissolvido em solugao salina a 0,9% e mantido sob agitacao lenta e
continua até estar completamente dissolvido. Antes da administragao do Tyloxapol
foi coletado 100uL de sangue da cauda dos animais (Oh). Posteriormente foi
injetado o Tyloxapol i.p. (500 pug / kg) numa concentra¢do de 20%, em ratas
jejuadas por 12 horas. Apds 1, 2, 3 e 6 horas, 100uL de sangue foram coletados da
cauda. Apds a coleta, o sangue passou por um processo de centrifugacdo a 350
RPM por 15 minutos a 4°C, onde o soro foi extraido e o TG mensurado
imediatamente usando kit comercial para dosagem de triglicerideos (Labtest
Diagndstica SA, MG, Brasil). Durante o tempo de execucdao do teste os animais

tinham 3agua a disposicao.
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3.9 - Teste de absorgdo de gordura

O segundo teste, teste do azeite, foi realizado de acordo com método previamente
descrito (51). Os animais receberam azeite de oliva, pela via oral (gavagem) na
dose 5ml/kg. Amostras de sangue (100uL) foram coletadas da cauda nos tempos 0,
3 e 6 h. Apés a coleta, o sangue passou pelo mesmo processo descrito
anteriormente para extragdo do soro sanguineo e o TG foi mensurado
imediatamente apds cada coleta com kit comercial (Labtest Diagndstica SA, MG,
Brasil). Os animais também tiveram agua a vontade durante todo o tempo do

experimento.

3.10 - Extragdo de RNA
O RNA foi extraido com TRIzol (QlAzol Lysis Reagente, 79306, Sigma-Aldrich, EUA) e

cloroféormio (Cloroformio PA, Lote 213858, Labsynth, Brasil). Foram utilizados
aproximadamente 100 mg de tecido da glandula mamaria. O tecido entdo foi
homogeneizado com 1mL de TRIzol e posteriormente foram adicionados 200 ulL do
cloroférmio, sendo homogeneizado novamente e deixado por 15 minutos em
temperatura ambiente para posterior centrifugacdao (1200 xg, por 15 minutos a
4°C). A fase cloroférmica foi coletada e adicionou-se a ela dalcool isopropilico
(Alcool isopropilico, Lote 212918, Labsynth, Brasil), sendo posteriormente este
conteudo homogeneizado e centrifugado para a formacdo do pellet de RNA.
Realizou-se a lavagem com dlcool a 70% e em seguida alcool a 100%. Apds a
evaporacdo e secagem total do alcool o pellet de RNA foi resuspendido com 3agua

livre de nuclease.

3.11 - Andlise da expressdo génica (qPCR)

A guantificacdo do RNA foi realizada no aparelho NanoDrop Lite Spectrophtometer,
Thermo Scientific nos comprimentos de onda de 260 e 280nm. O RNA foi separado
em aliguotas de 2ug com um volume final total de 10uL (foi utilizada a agua livre

de nuclease para ajuste do volume.

A transcricdo reversa foi realizada utilizando-se a enzima transcriptase reversa
MultiScribe™ tampao RT, 100 mM de dNTP, oligonucleotideos randémicos e

utilizada agua livre de nuclease para ajuste de um volume total de reacdo de 20 pL,
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de acordo com as instrucbes do fabricante. As reacbes seguiram a seguinte

sequéncia: incubacgao inicial de 10 minutos a 25°C; posteriormente 2 horas a 37°C;

5 minutos a 85°C e foram mantidas a 4°C em termociclador.

A reacdo padrdao de gPCR foi realizada usando Sybr Green (KAPA SYBR® FAST).

Foram analisados os seguintes genes:

e (D36 (Sense: 5'-GATGACGTGGCAAAGAACAG-3’; antisense,
TCCTCGGGGTCCTGAGTTAT-3’)

e DGAT2 (Sense: 5-TGGGTCCAGAAGAAGTTCCAGAAGTA-3', antisense
ACCTCAGTCTCTGGAAGGCCAAAT-3’)

e LPL (Sense: 5-CAGAGTTTGACCGCCTTCC-3’, antisense
AATTTGCTTTCGATGTCTGAGAA-3’)

e FASN (Sense: 5'- TGGTGAAGCCCAGAGGGATC-3’; antisense:
CACTTCCACACCCATGAGCG-3')

e Mel (Sense: 5’-ACTGATGGAGAGCGAATCCTCG-3’; antisense
TTTCTGTGCCCACGTCCAAAG-3’)

e (CideA (Sense:  5’-GCTGTCTCAATGTCAAAGCCAC-3’; antisense:
TCTGTGTCACCCAGTGCTCG-3')

e C(CideB (Sense: 5’-ACGTGAAAGCTACATTCTACGG-3’; antisense:
GTAGATGAGATTCCCAGCAGC-3')

e PEPCK (Sense: 5'-TGGTCTGGACTTCTCTGCCAAG-3’; antisense:
AATGATGACCGTCTTGCTTTCG-3’)

e FBP1 (Sense: 5’-ACCGCACTCTGGTGTATGGAGG-3’; antisense:
CCTTCTGGTGGATCTCAGTGGG-3')

e ACC (Sense: 5 -TGCTTATATTGTGGATGGCTTG-3’; antisense:
TTCTACTGTCCCTTCTGGTTCC-3’)

5'-

5'-

5-

5’-

5'-
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e SECD (Sense: 5’-ATTGCCACCATCTTCGTCTTTG-3’; antisense: 5’-
ATGACGTATCCGACCAGGTGC-3')

e RPL37a (Sense  5-CAAGAAGGTCGGGATCGTCG-3°, antisense 5'-
ACCAGGCAAGTCTCAGGAGGTG3’

Os dados obtidos foram analisados pelo método 2”-ddCT e o gene constitutivo RPL37a

utilizado como normalizador.

3.12 - Cromatogradfia da gldndula mamadria e figado

Os lipideos foram extraidos pelo método 996.06 da AOAC (52) com modificagGes.
Porcdes de tecidos de cerca de 200 mg de 5 animais de cada grupo foram pesadas
em tubo de ensaio de 30 mL (Pyrex 9826), com rosca e tampa de teflon. Foram
adicionados 25 mg de acido pirogdlico para minimizar a oxidacdo dos &acidos
graxos, 0,5 mL de etanol 95% e algumas pérolas de vidro. As amostras foram
submetidas a hidrdlise acida com 2,5 mL de HCL 8,3 M e agitadas em banho
termostatizado com agitacdo, & temperatura de 75°C por 40 min. Depois de
resfriados a temperatura ambiente foram adicionados 6 mL de éter etilico e cada
tubo foi agitado em agitador tipo Vortex por 1 min. Em seguida, foram adicionados
6 mL de éter de petrdleo e novamente agitados. Os tubos foram centrifugados a
10.000 rpm por 10 min. e a fase superior (etérea) foi transferida para outro tubo. O
solvente foi evaporado lentamente em banho termostatizado, em temperatura
menor do que 40°C, utilizando N, gasoso, em seguida foi adicionado 1 mL de
trifluoreto de boro 7% em metanol, 0,5 mL de tolueno e algumas pérolas de vidro.
Os tubos foram bem tampados e colocados em banho fervente por 45 min; depois
de resfriados a temperatura ambiente, foram adicionados 2,5 mL de agua, 1 mL de
hexano e aproximadamente 0,5 g de Na,SO, anidro. Apds agitacdo, os tubos foram
mantidos em repouso até a separacdo das fases. Em seguida, a fase superior foi
transferida para um tubo contendo pequena quantidade de sulfato de sédio. Um
microlitro das amostras foi analisado em cromatdgrafo gasoso GC 2010 Plus da
Shimadzu, Workstation GC solution, equipado com injetor automatico AOC-20,
detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna capilar de silica fundida SP-2560 (bis

cianopropil polisiloxana) de 100 m x 0.25 mm. de didmetro interno e 0,25 um de
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espessura da fase estacionaria da Supelco. A programacdo de temperatura da
coluna foi 140°C por 5 min, aquecimento a 4°C/min até 240°C, permanecendo
nesta temperatura por 20 min. As temperaturas do injetor e detector foram 250°C
e 260°C respectivamente. O gés de arraste foi o hélio a um fluxo de 1 mL/min e a
razdo de divisdo da amostra 1/50. Os tempos de retencdo dos acidos graxos da
amostra foram comparados com o padrdao 189 19 Sigma e os calculos foram
baseados na drea e concentracdo do padrdo interno, utilizando-se os fatores de
resposta tedricos do FID (flame ionization detector), do método Ce 1h-05 e fatores

de conversdo do método Ce 1j-07 da AOCS.

3.13 - Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + E.P.M. A analise estatistica foi
realizada via andlise da variancia de um fator (one-way ANOVA - software Prism
5.0), seguida de pds-teste (Teste de Tukey) para comparagdes multiplas. Valores de
p<0.05 foram considerados significativos. Para andlises temporais entre os grupos
utilizou-se a andlise de variancia de duas vias (two-way ANOVA - software Prism

5.0) onde também valores de p<0.05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 - Efeito da exposigdo a glicocorticoides no perfil metabdlico e glicémico

A figura 2 mostra que as ratas lactantes tratadas com a dexametasona (LD)
apresentaram um aumento significativo do TG (A) circulante nos pontos L3 e LS,
quando comparadas as ratas lactantes nao tratadas com o corticoide (LV) e as ratas
nado lactantes (CTL). J& as ratas LV, apresentaram niveis de TG circulantes menores
também quando comparadas as ratas controle (CTL) em todos os pontos aferidos (L3,

L8 e L14).

Em relacdo ao colesterol (B), no terceiro dia de lactagdo (L3) ndo foi observada
diferenca entres os grupos. J4 no oitavo dia (L8), o grupo LD apresentou aumento
significativo dos niveis de colesterol em relagdao aos grupos LV e CTL e em L14 houve
aumento significativo em relacdo a CTL. O grupo LV mostrou aumento nao significativo

dos niveis de colesterol em relacdo ao grupo CTLem L8 e L14.

N3o houve diferenca na glicemia (C) dos 3 grupos no terceiro dia de lactacdo
(L3). Em L8 os grupos lactantes (LV e LD) apresentaram diminui¢do ndo significativa da
glicemia em relagao ao grupo CTL. Em L14 os grupos LV e LD acentuaram a queda da
glicemia tornado-a significativa quando comparada ao grupo CTL. Nao houve diferenca

significativa entre LD e LV em qualquer dos dias observados.
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Figura 2 — Quantificacdo dos niveis de TG (A), colesterol (B) e glicemia (C) de ratas que ndo
engravidaram (CTL, n = 8), das que receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8) e
das que receberam veiculo (LV, n = 8) durante a Ultima semana de gestacdo e foram
eutanasiadas no terceiro dia de lactacdo (L3), 8° (L8) e 14° (L14). Ratas controle também foram
eutanasiadas. Os dados sdo expressos como média + SEM para n = 8 animais. * P <0,05 vs.
Controle (CTL, n = 8) nos pontos L3, L8 e L14 e # P <0,05 vs. LD (LD, n = 8) nos mesmos
pontos observados.
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4.2- Evolugédo ponderal do peso

A figura 3 mostra que as ratas lactantes (LV e LD) aumentaram
significativamente de peso em todos os pontos observados (L3, L8, L14 e L21) quando
comparadas as ratas controle (CTL). O aumento do grupo tratado com a dexametasona
foi significativamente superior também quando comparado ao grupo LD.
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Figura 3 - Evolucdo ponderal do peso de ratas que ndo engravidaram (CTL, n = 8), das que
receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8) e das que receberam veiculo (LV, n = 8)
durante a ultima semana de gestacdo e foram eutanasiadas no terceiro dia de lactacéo (L3), 8°
(L8), 14° (L14) e 21° (L21). Ratas controle também foram eutanasiadas. Os dados sdo expressos
como media + SEM para n = 8 animais. * P <0,05 vs. Controle (CTL, n = 8) nos pontos L8, L14
elL2le#P<0,05vs. LD (LD, n=8) nos mesmos pontos observados.
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4.3 - Perfil lipidico e evolug¢do ponderal do peso da prole

A figura 4 mostra que a prole proveniente de ratas LD apresenta aumento
significativo de TG (A) nos dias L3, L8 e L21 quando comparada a prole das fémeas LV.
J& em relacdo ao colesterol (B) a prole de mdes LD apresenta aumento significativo
apenas em L3.

Em relacdo a evolucdo do peso (C) pode-se observar que o ganho de peso da
prole das ratas LD é significativamente menor em todos os pontos observados (L3, L8,
L14 e L21) quando comparado com a prole das fémeas LV.

6001
a0 # #
2001
T
N N

0 T

- LV
= LD

TG
(mg/dL) - Tronco

#
N vV

™ N

NV

#
2
#
- LV
= LD
#
# - LV
- LD
40
#
20 #
N s

>
N

N3
#

oo
o
3

Cholesterol
(mg/dL) - Tronco
g 8§

T T
y > > > g
v % NV N N4

601

Ganho de Peso (Ag)

N

Figura 4 - Quantificacdo dos niveis de TG (A), colesterol (B) e evolucdo ponderal do peso da
prole de ratas (C) que receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8) e das que
receberam veiculo (LV, n = 8) durante a ultima semana de gestacdo. Os filhotes foram
eutanasiados no terceiro dia de lactacdo (L3), 8° (L8), 14° (L14) e 21° (L21). Os dados sdo
expressos como média + SEM para n = 8 animais. # P <0,05 vs. LD (LD, n=8) em L3, L8, L14
e L21.
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4.4 - Perfil lipidico do tecido mamadrio e do leite

A figura 5 mostra que o tecido mamario das ratas LD contém maior
quantidade de TG (A) e colesterol (B) nos pontos de observacdo (L3 e L8), quando
comparado ao grupo LV.

Em relacdo ao leite, o grupo veiculo (LV) apresenta maior concentracdo de TG
(C) em L3, e em L8 ndo ha diferenca. Para o colesterol (D) também nao foi observada
diferenga entre os grupos estudados.
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Figura 5 - Quantificacdo dos niveis de TG (A) e colesterol (B) no tecido da glandula maméria e
no leite das ratas lactantes que receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8) e das
que receberam veiculo (LV, n = 8) durante a Ultima semana de gestacdo. As ratas foram
eutanasiadas no terceiro dia de lactagdo (L3) e 8° (L8). Os dados sdo expressos como média +
SEM para n =8 animais. # P <0,05 vs. LD (LD, n=8) em L3 e L8.
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4.5 - Teste de produgdo de VLDL (Teste do Tyloxapol)

Observa-se na figura 6 que o grupo LD, no terceiro dia de lactagao (L3),
apresenta concentragdes significativamente maiores de TG a partir da segunda hora de
observagdo até a sexta hora (apds injecdo com tyloxapol), quando comparado ao LV.
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Figura 6 — Teste da producdo de VLDL (desafio com tyloxapol) em ratas que ndo engravidaram
(CTL, n = 8), nas que receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8) e nas que
receberam veiculo (LV, n = 8) durante a Ultima semana de gestacdo e foram eutanasiadas no
terceiro dia de lactacdo (L3). Ratas controle também foram eutanasiadas. Foi realizada uma
coleta basal (Oh) e ap6s 1, 2, 3 e 6 horas. Os dados sdo expressos como média + SEM paran =8
animais. # P <0,05 vs. LD (LD, n = 8) nos pontos referidos anteriormente.
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4.6 - Teste de tolerdncia a sobrecarga oral de dcidos graxos

A figura 7 mostra que o grupo LD apresenta uma maior concentragdo de TG na
terceira hora apds gavage com azeite de oliva quando comparado ao LV, jd na sexta
hora ndo houve diferenca significativa entre os grupos de lactantes.
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Figura 7 - Teste de tolerancia a sobrecarga oral de &cidos graxos (teste do azeite) em ratas que
ndo engravidaram (CTL, n = 8), nas que receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8)
e nas que receberam veiculo (LV, n = 8) durante a ultima semana de gestacdo e foram
eutanasiadas no terceiro dia de lactagdo (L3). Ratas controle também foram eutanasiadas. Foi
realizada uma coleta basal (Oh) e ap6s 1, 3 e 6 horas. Os dados sdo expressos como média +

SEM para n = 8 animais. * P <0,05 vs. Controle (CTL, n = 8) nos pontos 3h e 6h e # P <0,05 vs.
LD (LD, n = 8) na terceira hora.
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4.7 - Expressdo génica em tecido mamadrio

A figura 8 apresenta um painel com varios genes relacionados ao metabolismo
lipidico das células do tecido mamario. Foi observada diferenga significativa na
expressao génica no terceiro dia de lactagao (L3) nos genes LPL (A), FASN (B) e ACC (C),
onde o grupo LD expressa em menor quantidade. Nos demais genes testados Cd36 (D),
FBP1(E), Mel (F), CIDEA (G), CIDEB (H), PepCK (I), DGAT2 (J) e SECD (K) e dias
observados nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 8 — Expressdo de genes relacionados a0 metabolismo lipidico em tecido mamario de
ratas lactantes que receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8) e das que receberam
veiculo (LV, n = 8) durante a Ultima semana de gestacdo. As ratas foram eutanasiadas no
terceiro dia de lactagdo (L3) e 8° (L8). Os dados sdo expressos como média + SEM para n = 8
animais. # P <0,05vs. LD (LD,n=8)em L3 e L8.
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4.8 - Perfil lipidico do tecido hepdtico

A figura 9 apresenta o perfil lipidico do tecido hepdtico nos pontos L3 e LS,
onde é possivel perceber que nao houve diferengas significativas no TG (A) e nem no

colesterol (B) entre os grupos tratado LD e LV, bem como entre estes grupos e o grupo
CTL.
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Figura 9 - Quantificacdo dos niveis de TG (A) e colesterol (B) no tecido hepético de ratas que
ndo engravidaram (CTL, n = 8), das que receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8)
e das que receberam veiculo (LV, n = 8) durante a uUltima semana de gestacdo e foram
eutanasiadas no terceiro dia de lactacdo (L3) e 8° (L8). Ratas controle também foram
eutanasiadas. Os dados sdo expressos como média £ SEM para n = 8 animais.
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4.9— Expressdo génica em tecido hepdtico

A figura 10 apresenta um painel com varios genes relacionados ao metabolismo
lipidico da sintese de TG e montagem de VLDL pelo tecido hepatico como FASN (A),
CD36 (B0, Mel (C), Sec 22 (D) ApoB (E) e MTTP (F). Nao foram observadas diferencas
entre os grupos estudados ( CTL, LD e LV) na expressdo dos genes relacionados abaixo
no terceiro dia de lactagao (L3).
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Figura 10 - Expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico da sintese de TG e
producdo de VLDL em tecido hepéatico de ratas lactantes que receberam o tratamento com
dexametasona (LD, n = 8) e das que receberam veiculo (LV, n = 8) durante a Gltima semana de
gestacdo. As ratas foram eutanasiadas no terceiro dia de lactacdo (L3). Os dados sdo expressos
como média £ SEM para n = 8 animais.
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4.10 — Cromatograma de gldndula mamdria e figado

A figura 11 mostra a cromatografia realizada em tecido mamario e em tecido
hepatico das ratas em lactagdao dos grupos LV (A e C) e LD (B e D) com a finalidade de
se avaliar os teores dos diferentes tipos de acidos graxos saturados e insaturados
presentes nestes tecidos. ja a tabela 1 mostra os resultados expressos numericamente.
As amostras foram coletadas no terceiro dia de lactacdo (L3). Ndo foram observadas
diferencas significativas nos teores dos acidos graxos analisados em tecido hepatico
(n=5, para cada grupo). Na glandula mamaria (n=5, para cada grupo) também nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos analisados (LV e LD).
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Figura 11 — Cromatografia em tecido hepatico e mamario de ratas lactantes que receberam o
tratamento com dexametasona (LD, n = 5) e das que receberam veiculo (LV, n = 5) durante a
Gltima semana de gestagcdo. As ratas foram eutanasiadas no terceiro dia de lactagdo (L3). Os

dados sdo expressos como média + SEM para n = 5 animais.
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Férmula Nome m;f;::'iv m;f;::'ED Figado LV Figado LD
10:0 Caprico 1,90+ 2,64 0,57 £0,50 — —
12:0 Laurico 2,81+1,90 1,10+ 0,89 — —
14:0 Miristico 3,90 £ 1,60 1,80+ 0,93 0,87 £ 0,09 1,00+ 0,39
16:0 Palmitico 19,82 +1,24 19,87 +0,73 20,11 +3,02 20,28 +1,19
16:1(n-7)  Hexadecenobico 0,96 £ 0,71 1,13+0,40 0,66 £ 0,29 1,18+ 0,38
17:0 Margérico — — 0,96 £ 0,17 0,83+0,17
18:0 Estedrico 5,42 +0,78 537+141 24,45+134 22,89+1,38
18:1(n-9)  Oleico 22,62 +2,68 26,53+1,94 9,38+1,81 11,67 £1,28
18 :1(n-11) Vacénico 2,38+0,21 2,79+0,15 2,09 £ 0,22 2,38+0,15
18:2(n-6)  Linoleico 34,42 +3,32 36,18 +1,88 16,92 +2,34 16,38 £ 0,73
18:3(n-6)  y-Linolénico — — 0,29 £0,20 0,36 £ 0,10
18:3(n-3)  a-Linolénico 1,55+0,22 0,96 £ 0,44 0,49+0,12 0,37+0,12
20:2(n-6)  Eicosadienoico 0,73+0,20 0,67 +0,18 0,50+ 0,13 0,41 +0,05
20:3(n-6)  Eicosatriendico 0,56 + 0,28 0,39+ 0,08 0,84 +0,17 0,95+0,25
20:4(n-6)  Araquiddnico 2,32+0,29 1,90 £ 0,68 16,38 + 3,13 15,27 £ 2,04
20:5(n-3)  Eicosapentaenoico — — 0,34 0,08 0,28+0,18
22:5(n-6)  Docosapentaendico — — 0,59+0,10 0,76 £ 0,22
22:5(n-3)  Docosapentaendico — — 0,72+0,19 0,63+0,16
22:6(n-3)  Docosahexaendico — — 3,72+0,83 3,89+£0,56
n.i. Nao identificados 0,61+0,16 0,74 £ 0,05 0,49 £ 0,36 0,46 £ 0,15
Saturados 33,86 + 6,59 28,71+ 3,18 46,39 £ 4,12 44,99 + 2,79
Monoinsaturados 26,57 + 3,33 31,18 +2,24 12,62 +£1,87 15,70 £ 1,40
Totais Polinsaturados 39,57 £3,34 40,11+ 1,66 40,80 £ 6,24 39,31 +3,09
n-3 1,55+0,22 0,96 + 0,44 5,28 +0,81 5,18 + 0,85
n-6 37,30+ 3,16 38,47 +1,63 35,02 +5,47 33,73+2,92
n-6/n-3 2432 +2,11 49,53 + 27,43 6,64 + 0,61 6,66 + 1,27

Tabela 1 - Teores de acidos graxos em tecido hepatico e mamario de ratas lactantes que
receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 5) e das que receberam veiculo (LV, n =5)
durante a Gltima semana de gestacdo. As ratas foram eutanasiadas no terceiro dia de lactacdo
(L3). Os dados obtidos s&o apresentados em % Area e representam a média e o desvio padrao.
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5 - DISCUSSAO

Sabe-se que o aumento dos niveis circulantes de TG e colesterol é normal em
fémeas prenhes, principalmente no terco final da gestacdo. Isso se deve a um
rearranjo metabdlico complexo que depende da participacao de varios tecidos. Ja foi
demonstrado que em mulheres gravidas ocorre aumento de 2 a 4 vezes nos niveis de
TG circulante e o colesterol pode chegar a aumentar em até 50% (53). A lactagdo, por
sua vez, é uma janela temporal em que os niveis maternos de TG reduzem para valores

pré-gestacdo (54).

3

J4 é sabido também que o tratamento com glicocorticoide pode aumentar a
lipdlise em coxins de tecidos adiposos subcutaneos, por um aumento da expressao e
consequente atividade da lipase lipoprotéica e consequentemente dos niveis
circulantes de acidos graxos no sangue (55). Esta modulacdo resulta em desvio de
acidos graxos para coxins abdominais, resultado em aumento do peso relativo destes

coxins (53).

Por outro lado, ha trabalhos que demonstram que os glicocorticoides também
exercem uma ac¢ao capaz de aumentar também os niveis de TG circulantes (56). Neste
trabalho demonstramos que houve aumento nos niveis de TG circulantes no terceiro e
oitavo dias apdés o parto e de colesterol no oitavo e decimo quarto dias apds o parto
nas fémeas LD em relagdo aos outros grupos, ou seja, o tratamento com
dexametasona reverteu o efeito da lactacdo sobre a redugdo dos niveis de

triglicerideos circulantes.

Outro achado interessante estd relacionado ao ganho de peso das fémeas no
periodo de lactacdo. Isso pode ser explicado devido a acdo de polifagia que os
corticoides exercem atrelada a lactacdo, um processo que precisa de muita energia
para acontecer, por isso ambos os grupos de lactantes apresentam ganho de peso
qguando comparados as fémeas controles e as LD apresentam maior ganho ainda

guando comparadas as LV (33, 44).

E sabido que altos niveis de glicocorticoides podem induzir de forma muito

intensa a gliconeogénese hepatica e a diminuicdo da captacdo da glicose nos tecidos
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periféricos (1), além disso ocorre mobilizacdo da gordura da periferia em direcdo ao
figado o que explica entdo os niveis aumentados de TG e colesterol das fémeas

submetidas ao estresse metabdlico com o tratamento com a dexametasona.

Os glicocorticoides interferem em mecanismos complexos de controle do
metabolismo energético, por exemplo causando altera¢gdes na acao e secre¢do da
insulina (55). Um desses mecanismos ocorre no figado onde os glicocorticoides
aumentam a producdo enddgena de glicose através da ativacdo de vdrios genes
envolvidos no metabolismo de carboidratos, sendo as principais drogas envolvidas na

chamada diabetes induzida por esteroides (2,3).

Porém, em nosso estudo os niveis de glicose ndo foram diferentes entre os
grupos em L3 e L8. Este resultado é corroborado por um estudo anterior (57),
demonstrando que ao final da gestacdo, mais precisamente no 20° dia, as ratas
gestantes LV e LD tem niveis de glicose iguais, ndo havendo diferenca inclusive para o
grupo CTL (tratadas ou ndo com a dexametasona). O mesmo padrao, ou seja, glicemia
igual entre os grupos CTL, LD e LV foi observado também apds seis meses do

nascimento das proles.

Estes niveis se devem a uma hiperinsulinemia compensatéria, no caso dos
animais LD, sabe-se que essas drogas possuem uma acao indireta nas ilhotas
pancreaticas favorecendo hipersecrecdao de insulina (58). No caso de animais
gestantes, sabe-se que ocorre um aumento da massa de células beta, sintese e
secrecao de insulina estimulada por glicose em ratos (45). Além disso, alteracdes
enddcrinas como altos niveis de prolactina e lactogénio placentario circulantes causam
favorecimento da funcdo enddcrinas do pancreas (59). Todas essas alteracdes
enddcrinas causadas pela gestacdao ou administracdo de glicocorticoides contribuem

para a manutencdo de niveis de glicemia iguais entre os grupos.

No 14 ° dia de lactac3o, observou-se que as ratas LD e LV n3o mostraram
diferencas entre si no que diz respeito aos niveis glicémicos. Porém, quando estes dois
grupos foram comparados com as fémeas do grupo CTL, foram observados niveis
glicémicos significativamente mais baixos. Isso nos motivou a pensar que niveis

glicémicos menores nas fémeas lactantes é visto por conta da utilizagdo de glicose para
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o processo de producdo de leite, j3 que durante a lactacdo ocorre um rearranjo do
metabolismo energético com o objetivo de beneficiar este processo e favorecer a

producdo de leite (60).

A fim de identificar a origem do aumento dos niveis de TG nas fémeas LD,
avaliamos a producdo hepatica de VLDL. J4 foi descrito que o VLDL aumenta de forma
linear durante os dois primeiros tercos da gestacdo e de forma exponencial no terco
final (52, 54). Nossos resultados indicam que o tratamento com glicocorticoides
aumenta os niveis de TG circulante na lactacdo, pelo menos em parte, por exacerbacao

da producdo hepatica de VLDL.

Na medida em que o figado tem papel central na sintese e secrecdo de TG,
investigamos inicialmente possiveis alteracdes nas reservas hepaticas de TG. A andlise
de perfil lipidico hepdtico mostrou que ndao houve diferencas nos niveis de TG e
colesterol nas fémeas LD em rela¢do ao grupo CTL e em relagao as fémeas LV, tanto no
terceiro quanto no oitavo dias de lactacdo. Perfil semelhante foi demonstrado por
Motta et. al (61), que encontraram aumento nos niveis de glicogénio hepatico e de
volume do figado, porém sem alteracdo no conteudo de TG hepatico induzido pela
dexametasona ou pela gravidez. O mesmo foi observado por Hecht et. all (44) onde
ndao houve diferenca nos contelddos hepaticos de TG e colesterol entre os grupos de

lactantes LD e LV e o grupo CTL no terceiro dia de lactacao.

A diferenca entre os dados do TG circulante (maior em LD) e do TG encontrado
no figado (igual paras todos os grupos) sugere que o aumento da trigliciridemia pode
decorrer de menor captacdo de TG pelos tecidos extra-hepaticos e/ou a maior
secrecao de TG pelo figado (na forma de VLDL) ou pelos enterécitos (na forma de
quilomicron). Neste sentido, o aumento na concentracdo de TG circulante apods
inibicdo da LPL pelo Tyloxapol, observado no grupo LD quando comparado com o
grupo LV, indica maior producdo hepatica de VLDL. Este achado é corroborado por

dados previamente publicados (44).

A fim de avaliar a cinética de secrecao de TG em decorréncia de disponibilidade
oral de acidos graxos, realizamos o teste de administracdo de azeite por via oral.

Observou-se que os niveis de TG circulante das fémeas LD foram significativamente
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superiores apos 3 horas da ingestdo do azeite. Esses achados sdo similares a resultados
previamente descritos (44), onde apds o desafio com azeite observou-se aumento dos
niveis de TG circulante apds 90 e 180 minutos nas fémeas LD em rela¢do ao grupo LV e
ao grupo CTL. Este resultado sugere que a rata LD pode potencialmente apresentar

maior producdo de quilomicrons.

O aumento na secrecdo hepatica e a reducdo na extracdo generalizada de TG
poderia direcionar o aporte enérgico do leite para nutrir a prole. (62). Entretanto, o
baixo ganho de peso da prole sugere que o aumento do TG circulante da LD ndo se

traduz em aumento da concentracdo de TG no leite.

Com posse desses dados foram realizados experimentos para verificar a
expressao de genes relacionados a sintese e secre¢do de VLDL. Foi observado que ndo
houve diferenca na expressdo dos genes da proteina microssomal de transferéncia de
triglicerideos (Mttp), Apolipoproteina B (Apob) e do receptor SNAP SEC22 (Sec22) no
terceiro dia de lactacdo (L3) (apéndice) nas ratas LD e das LV. Foram pesquisadas
também a expressdo génica de duas enzimas importantes para a producdo de acidos
graxos através da via da lipogénese de novo. Tais enzimas, acido graxo sintase (Fasn) e
enzima malica 1 (Mel), estavam expressas de forma semelhante nos dois grupos em
lactacdo no terceiro dia (L3). Por ultimo, observou-se que contetudo de proteina CD36,
responsavel por translocacdo de acidos graxos, também ndo teve alteracdo entre os

grupos (Fig 10).

Esses dados corroboram com o encontrado na literatura, onde ja foi mostrado
que ratas LD ao final da gestacdo, ndao tem diferenca na expressdao dos genes
relacionados a producdo de VLDL e da lipogénese de novo (Mttp, ApoB, Sec 22, Fasn e

Me1l) quando comparadas as ratas LV no terceiro dia de lactacdo (44).

Se a modulacdo causada pelo corticoide no figado fosse a causa principal do
aumento nos niveis circulantes de TG das ratas tratadas com dexametasona em
relacdo ao grupo nao tratado, o que se esperaria eram niveis maiores da expressao
desses genes, visto que eles estdo relacionados diretamente ao aumento dos niveis de

lipidios circulantes e doencas sistémicas causadas por tais niveis elevados (56).
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Como o metabolismo hepatico, a principio, parece ndo ser o responsavel pelo
aumento dos niveis de TG circulantes a préxima hipdtese foi verificar entdao o papel
das glandulas mamdrias neste processo e se havia alguma alteracdo na composicao do

leite das fémeas tratadas com dexametasona.

Ja foi descrito na literatura que um baixo aumento nos niveis circulantes de TG
em ratas apds a administracdo de Tyloxapol, pode ser devido a alteracdes no
metabolismo desses lipidios no tecido mamario, a saber, uma inibicao ineficiente da

lipoproteina lipase (LPL) neste tecido (63).

Além disso, sabe-se que durante o periodo gestacional, o metabolismo da
fémea passa por diversas alteracdes para favorecer o desenvolvimento fetal e preparar
0 organismo para a lactacdo. Tais alteragdes incluem aumento da gordura visceral,
aumento da produg¢do de insulina, aumento da resisténcia a insulina e aumento dos

niveis circulantes de lipidios (63, 64).

O periodo de lactacdo é também um periodo de reorganizacdo e alteracdes
metabdlicas, com o objetivo de produzir o leite para a nutri¢cdo dos filhotes, favorecido
por um enriquecimento calérico do mesmo. Sabe-se que o organismo da fémea
lactante passa por adaptacdes no tecido adiposo branco, figado, musculatura

esquelética e principalmente glandula mamaria (65).

Por isso, foram realizados experimentos para se verificar os niveis de TG e
colesterol, tanto no leite, quanto no tecido mamario dos dois grupos de lactantes nos
dias L3 e L8 da lactagao. Foi observado que no grupo LD houve maior concentracdo de
TG tanto em L3 quanto em L8 quando comparado ao grupo LV e em relacdo ao

colesterol, observou-se aumento do mesmo em L8 no grupo LD.

Esses achados estdo de acordos com varios trabalhos da literatura que
mostram o papel do tecido mamario, principalmente no pds-parto e lactacdo em
relacdo ao metabolismo de lipidios (57, 66). Embora os mecanismos moleculares que
contribuem com o aumento dos niveis de TG durante a gestacdo sdo amplamente

estudados, existe muito o que entender sobre as adaptacGes no metabolismo lipidico
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da fémea que ocasionam o aumento dos niveis circulantes de lipidios durante gravidez.

(67) e lactagao.

Varios estudos ja foram conduzidos em humanos mostrando a relagdo entre os
altos niveis de lipidios circulantes na gestacao e a lactacdo. Em humanos, sabe-se que
aproximadamente 98% das gorduras encontradas no leite sdo triglicerideos, ja no leite
das ratas cerca de 74% das calorias encontradas no leite sdo provenientes de gordura

(62).

A lactacdo tem um papel importantissimo em relacdo ao metabolismo
energético da fémea lactante. Ja foi demonstrado que mulheres que amamentam
retornam a niveis normais de TG e colesterol até 13 semanas antes que mulheres que
ndao amamentam (68, 69). Ja foi identificada também uma correlagdo protetora entre
amamentacdo e aumento dos niveis de HDL e consequentemente uma queda dos

lipidios circulantes. (70, 71, 72).

Os nossos resultados indicam que o metabolismo lipidico que ocorre no tecido
mamario é influenciado pela agdo do glicocorticoide, visto que nos animais LD ocorre
um acumulo maior de TG e colesterol no referido tecido, o que ndo aconteceu com as
concentragdes desses lipidios no leite. Ja sobre as concentracdes de TG e colesterol no
leite, foi observado que ndo houve diferenca na concentracdo de colesterol e nenhum
dia o grupo sem o tratamento com dexametasona exibiu maior concentracao de TG

em L3, em L8 ndo houve diferenca.

Foi encontrado em ratas LD, no terceiro dia de lactacao, maiores concentragdes
de TG (cerca de 91% a mais) quando comparadas com ratas ndo tratadas com

dexametasona também no terceiro dia de gestacdo (44).

Com isso pode-se perceber que o tratamento com a dexametasona, influencia
ndo so as concentracgdes sanguineas de TG, mas a presenca deste no tecido mamario.
Mesmo tendo maior concentracdo de TG e colesterol (L8) no tecido da glandula
mamaria das ratas LD, esse conteldo lipidico ndo esta chegando até o leite, pois as

concentragdes de TG em L3 nas ratas sem o tratamento foram maiores.



52

Para procurar entender o que estaria acontecendo, foi verificado se o
tratamento realizado com a dexametasona causava alguma mudanga na temperatura
da regido da glandula mamaria, do tecido adiposo marrom e se a perda de calor pela
cauda de alguma forma poderia afetar o fluxo sanguineo naquele tecido e a

consequente incorporacdo do TG da glandula mamaria no leite produzido.

Sabe-se que ratas lactantes mobilizam de forma muito eficiente suas reservas
de gorduras para producdao do leite, causando até diminuicdo do tamanho de
adipdcitos durante esse processo. O fluxo sanguineo da regido também aumenta,

causando aumento da temperatura na regido. (73, 74, 75)

Porém, nossos resultados demonstram que nao ha diferencas entre os grupos
de lactantes no que diz respeito a temperatura do tecido mamadrio, a proporgao de
tecido adiposo marrom e a perda de calor pela cauda que foram encontrados,
conforme mostrado no apéndice 2, ou seja, o tratamento com dexametasona nao

altera os parametros observados.

Sabe-se que o leite materno é uma importante ferramenta de nutrigcdo e defesa
para o recém-nascido. Sua composicdo é varidvel e, de forma geral, o organismo
procura a tender as necessidades do filhote de acordo com seu desenvolvimento. As
gorduras sdo a principal fonte de energia encontradas no leite, principalmente os
triglicerideos, porém existem também os diacilglicerideos, monoacilglicerideos, acidos

graxos livres, fosfolipidios e colesterol (73).

Por isso o préximo passo foi verificar também a composicao do leite de ambos
os grupos de lactantes com o objetivo de ver se o tratamento com dexametasona, de
alguma forma, alterava a composi¢ao dos acidos graxos. A andlise dos teores de acidos
graxos do leite ndo demonstrou diferenca significativa entre as fémeas pré-tratadas
com dexametasona e as que receberam veiculo. A cromatografia dos tecidos hepaticos
e da glandula mamaria dos grupos lactantes também ndo apresentou nenhuma

diferenca significativa.

E sabido que mudancas no padrdo de expressdo génica permitem que as células

do tecido mamario passem de proliferacdo para diferenciacdo ou, alternativamente,
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morram por apoptose, afetando assim a funcdo da glandula mamaria. Geralmente, a
expressao génica é rigidamente controlada por fatores extracelulares, como
hormonios, fatores de crescimento, fatores de diferenciacdo, fatores de sobrevivéncia,

fatores de morte, dentre outros (74).

Para procurar entender o que possivelmente estaria acontecendo na glandula
mamaria foram feitos também vdrios testes de expressdo génica de fatores
importantes relacionados ao metabolismo lipidico, transporte de lipidios do sangue

para o tecido mamario e deste para o leite.

Sabe-se que os glicocorticoides tém um papel importante nas alteragées que
ocorrem no tecido mamario e influenciam o processo de desenvolvimento deste
tecido, a lactacdo e até a regressdo das glandulas mamarias no pés desmame. Sendo
todas essas funcGes mediadas por seus receptores, que pertencem ao grupo de

receptores nucleares, que atuam estimulando ou inibindo a expressao genica. (75)

Verificamos entdo que ndo houve diferenca na expressdo da proteina Cd36,
enzima madlica tipo 1 (Mel), na frutose-1,6-bisfosfatase (FBP1), nos ativadores de
morte celular (CIDE-A e CIDE-B), na osfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), na
diacilglicerol O-aciltransferase 2 (DGAT-2) e na subunidade de proteina translocase D

(SecD).

As diferencas encontradas entre os grupos LD e LV, ocorreram somente em L3,
onde o grupo ndo tratado apresentou maiores concentracdes de lipoproteina lipase
(LPL) importante enzima que hidrolisa os triglicerideos das lipoproteinas. O grupo nao
tratado apresentou também maior expressdo da A acetil-CoA carboxilase (ACC), uma
enzima que catalisa a carboxilacgdo da acetil-CoA para formar malonil-CoA, um
substrato intermediario que desempenha um papel fundamental na regulacdo do
metabolismo dos acidos graxos. Por ultimo, foi encontrada maior expressao da enzima
acido graxo sintase (Fasn), como dito anteriormente, importante para a producdo de

lipidios através da via da lipogénese de novo.
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Acredita-se que tais alteracbes favorecem uma maior incorporacdo de TG ao
leite das fémeas que ndo receberam a dexametasona favorecendo entdo maiores

concentracgdes de TG no leite delas.

Essas alteracdes no metabolismo lipidico e da lactacdo das fémeas tratadas
com dexametasona, tem impacto direto no que diz respeito ao peso e
desenvolvimento da prole. Pode-se observar que em L3 a prole dos nascidos de maes
LV possuem concentragdes circulantes mais altas de TG, o que reflete diretamente a

concentracdo de lipidios no leite dessas maes.

Em L8, houve um aumento nos niveis de TG das proles dos dois grupos e o
grupo de filhotes das fémeas LD apresentou um aumento significativo dos niveis de TG
e colesterol em relacdo a prole de maes LV. Nos demais dias de observagdao percebeu-

se uma oscilacdo e concentracoes de TG e colesterol parecidas entre os grupos.

Outro dado importante diz respeito a evolugdao ponderal do peso das proles dos
diferentes grupos de maes LD e LV. Pode-se observar que os filhotes de maes LD,
nascem com menor peso e ganham menos peso que os filhotes de maes LV até 21

dias.

Todas as altera¢Ges na prole sdo muito bem evidenciadas na literatura sendo
demostrado que o uso de corticoides no terco final da gestacdo favorece uma maior
chance de morte dos filhotes (58), restricdo do crescimento intra-uterino (76, 77),
podendo ate mesmo incluir déficits no desenvolvimento de érgaos como rins, cérebro

e coracao (78,79)
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6- CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que a administracdo de corticoide (dexametasona) em
modelo animal favorece um aumento dos niveis de triglicerideos e colesterol
circulantes. Esse aumento ndo esta relacionado com alteragdes da fungao hepatica,
mas sim com alteragdes no tecido mamario. A glandula mamaria das fémeas tratadas
com dexametasona parece ndo incorporar os lipidios circulantes ao leite, por causa de
uma diminuicdo na expressdo dos genes da Acetil-coa carboxilase (ACC), Fasn (Acido

graxo sintase) e Lipase lipoproteica (LPL)

Todo esse contexto favorece com que a prole de maes que receberam a
dexametasona, nasca levemente menos pesada que a prole de uma fémea nao tratada
com dexametasona e ganha menos peso nas semanas iniciais de vida, o que pode ser

um fator de risco para a vida desses animais.
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8 — APENDICES

APENDICE 1 - Anélise da temperatura do tecido adiposo marrom, glandula mamaria e perda
de calor pela cauda

A figura 12 mostra um painel de analises relacionadas a possiveis mudangas de
temperatura na regido da glandula mamadria, o que poderia explicar o porqué de haver
maiores concenracoes de TG no tecido mamadrio das ratas LD em detrimento de
menores concentracdes de TG no leite dessas ratas. Porem, ndao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos LD e LV quando se analisou a temperatura do
tecido adiposo marrom (A), a temperatura da glandula mamaria (B) e a perda de calor
pela cauda (C).
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Figura 12 — Andlise da temperatura do tecido adiposo marrom, glandula maméria e perda de
calor pela cauda em ratas lactantes que receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8) e
das que receberam veiculo (LV, n = 8) durante a Ultima semana de gestacdo. As ratas foram
eutanasiadas no terceiro dia de lactacdo (L3). Os dados sdo expressos como media £ SEM para
n = 8 animais.
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APENDICE 2 - Anélise da temperatura corporal com cdmera térmica

A figura 13 mostra um painel de analises da temperatura corporal de ratas
lactantes LD (A e C) e LV ( B e D) na regidao da glandula mamaria e dorso realizadas no
terceiro dia de lactacao (L3) com auxilio de camera térmica. Porem, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos LD e LV quando se analisaram os
parametros descritos anteriormente.

A

Figura 13 — Analise da temperatura do tecido da glandula maméria em ratas lactantes que
receberam o tratamento com dexametasona (LD, n = 8) e das que receberam veiculo (LV, n = 8)
durante a Ultima semana de gestacdo com camera térmica. As ratas foram eutanasiadas no
terceiro dia de lactagdo (L3). Os dados sdo expressos como média + SEM para n = 8 animais.
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Apéndice 3 — Laudo completo da cromatografia do tecido mamario e hepatico
Laudo de analise: 04/16
Ao ICB IlI-USP

A/C: Profa Sandra

Amostras:
1. Glandula mamaria controle (amostras: 26, 31,36, 38 e 43).
2. Glandula mamaria dexametasona (amostras: 22, 23, 27 41 e 42).
3. Figado controle (amostras: 26, 31, 36, 38 e 43).
4. Figado dexametasona (amostras: 22, 23, 27, 41 e 42).

Condigdes de analise:

Método de extracdo dos lipides e derivatizagdo: ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS. Official Methods of Analysis, Arlington, Official Method. n.
996.06, cap. 41, p. 20-24A, 2002, com modificagdes. Foram utilizados os fatores de resposta
tedricos do FID (flame ionization detector); fatores de conversao de ésteres metilicos de acidos
graxos para acidos graxos e triacilglicerois. Todos estes fatores sdo citados no método Ce 1j-07
da AOCS.

Condig¢oes Cromatograficas:

e Cromatdgrafo a gas GC 2010 plus Shimadzu/ software GC solution.

e Coluna cromatografica de silica fundida SP-2560 (biscianopropil polisiloxana) de 100 m e
0.25 mm. de d.i.

e Programacdo de temperatura da coluna: isotérmico a 140°C por 5 min. e ent3o
aquecimento a 4°C/min. até 240°C, permanecendo nesta temperatura por 30 min.

e Temperatura do vaporizador: 250°C.

e Temperatura de detector: 260°C.

e Gas de arraste: Hélio (1 ml/min.).

e Raz3o de divisdo da amostra: 1/50.
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Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
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3 C8:0 13.282 956422.5 2.2531
4 C10:0 15.196 1654742.0 3.8982
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7 C13:0 19.506 883016.8 2.0802
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11 C15:1 24.385 892533.1 2.1026

12 C16:0 24.648 2894554.4 6.8189

13 C16:1 25.837 920797.1 2.1692

14 C17:0 26.259 1006190.5 2.3703

15 C17:1 27.464 988631.1 2.3290
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Cromatogramas/amostras
Gl mamdria controle | Gl mamaria dexametasona | Figado controle | Figado dexametasona
1: 26 6:22 11: 26 16: 22
2:31 7:23 12:31 17:23
3:36 8:27 13:36 18: 27
4:38 9:41 14: 38 19:41
5:43 10: 42 15:43 20: 42
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Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
1 C10:0 15.198 31298.6 6.6077

2 C12:0 17.916 28195.0 5.9524

3 C14:0 21.176 29196.8 6.1639

4 C16:0 24.571 95473.4 20.1561

5 C16:1 25.823 2387.2 0.5040

6 C18:0 27.830 28279.1 5.9702

7 C18:1c 28.874 85616.7 18.0751

8 C 18:1c 29.008 9619.7 2.0309

9 C18:2c 30.397 137304.8 28.9874

10 C18:3 32.163 5527.3 1.1669

11 C20:2 33.393 3545.1 0.7484

12 C20:3n-6 34.561 2776.1 0.5861

13 C20:4 35.494 12088.6 2.5521

14 C24:1 38.971 2362.6 0.4988
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Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
1 C10:0 15.200 13797.0 0.4480
2 C12:0 17.911 33447.5 1.0861
3 C14:0 21.167 66680.3 2.1653
4 C16:0 24.583 658104.0 21.3706
5 C16:1 25.814 65950.0 2.1416
6 C18:0 27.831 126449.1 4.1062
7 C 18:1c 28.895 760656.9 24.7008
8 C 18:1c 29.013 75470.9 2.4508
9 C18:2c¢ 30.422 1141515.0 37.0684
10 C18:3 32.160 51626.9 1.6765
11 C20:2 33.394 13310.0 0.4322
12 C20:3n-6 34.563 2908.3 0.0944
13 C20:4 35.499 56597.9 1.8379
14 C24:1 38.983 12972.5 0.4213
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7 C18:1c 28.872 710017.0 27.8556

8 C18:1c 28.990 70957.8 2.7838

9 C18:2c 30.391 929547.0 36.4683

10 C18:3 32.132 30680.0 1.2036

11 C20:2 33.366 12642.8 0.4960

12 C20:3n-6 34.529 10049.8 0.3943
13 C20:4 35.459 39972.3 1.5682

14 C24:1 38.925 17992.7 0.7059
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Gl mama dexa 10

30

25

20|

13

1D

=
=)

78

-

g0

¢ 18i1¢
C 18:2¢

cC160

c 18

cieo
[FRLCRT
c188

o
N
(el

) Al

cw:2

¢ 20308
¢4
{c 241

Pea

10

11

12

13

14

75 &b 75 W0 125 w0 w5 ®ms  @E  ®m5 25 w0 25
k# Compound Name Ret.Time Area Area%

C10:0 15.169 18083.9 0.3674

C12:0 17.884 17860.9 0.3629

C14:0 21.142 45732.0 0.9292

C16:0 24.573 962427.6 19.5550

C16:1 25.791 50259.7 1.0212

C18:0 27.819 218200.4 4.4335

C18:1c 28.895 1319471.4 26.8095

C18:1c 29.002 136331.8 2.7700

C18:2c 30.418 1913056.7 38.8702

C18:3 32.132 58079.6 1.1801

C20:2 33.367 25662.4 0.5214

C20:3n-6 34.530 21799.8 0.4429

C20:4 35.460 95012.5 1.9305

C24:1 38.926 39678.4 0.8062
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Fig controle 11

u{(x10,000]

1 75/ Chom

15
12
10
0.7
0.5
02

0Dl

79

Peak#

10

11

12

13

14

15

16

17

18

25 a0 75

Compound Name

C14:0 21.147
C16:0 24.542
C16:1 25.790
C17:0 26.202
C18:0 27.810
C 18:1c 28.848
C 18:1c 28.984
C 18:2¢ 30.368
C18:3g31.525
C18:3 32.134
C20:2 33.364
C20:3n-6

C20:4 35.460
C20:5 37.458
C24:1 38.925
C22:5 39.876
C22:5 41.252

C22:6 42.396

100 125 150

3738.6 1.0078

71855.6

3021.0 0.8143

4153.4 1.1196

86952.0

37888.0

8091.8 2.1812

62961.1

2094.4 0.5646

1535.6 0.4139

1677.9 0.4523

34.529 4010.7

62482.0

1488.8 0.4013

1375.2 0.3707

2532.7 0.6827

2715.5 0.7320

12405.5

Ret.Time

175 475 min

Area%

19.3691

23.4385

10.2130

16.9716

1.0811

16.8424

3.3440



Fig controle 12

100

075

N

80

Peak#

10

11

12

13

14

15

16

17

18

25 a0 75

Compound Name

C14:0 21.147
C16:0 24.542
C16:1 25.789
C17:0 26.202
C18:0 27.809
C 18:1c 28.848
C 18:1c 28.984
C 18:2c¢ 30.367
C18:3g31.526
C18:3 32.134
C20:2 33.366
C20:3n-6

C20:4 35.459
C20:5 37.461
C24:1 38.926
C22:5 39.875
C22:5 41.248

C22:6 42.395

100 125 150

1922.4 0.8359

44335.3

963.5 0.4190

2084.9 0.9066

53884.2

18496.0

3931.3 1.7095

43049.3

592.3 0.2576

1265.7 0.5504

1172.3 0.5097

34.529 1496.2

41805.5

547.9 0.2382

2071.9 0.9009

961.5 0.4181

1614.2 0.7019

9777.8 4.2517

Ret.Time

175 200

19.2785

23.4307

8.0427

18.7194

0.6506

18.1785
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Figc13

15

10

05

* 25 50 75 100 125 150 175 200
Peak# Compound Name Ret.Time
1 C14:0 21.194 2658.0 0.8324
2 C16:0 24.590 80648.0 25.2558
3 C16:1 25.835 3491.2 1.0933
4 C17:0 26.250 3545.3 1.1103
5 C18:0 27.858 84749.8 26.5404
6 C 18:1c 28.892 38903.4 12.1831
7 C 18:1¢ 29.028 6882.7 2.1554
8 C 18:2¢ 30.409 41296.7 12.9325
9 C20:0 30.916 2014.9 0.6310
10 C18:3 32.173 1998.7 0.6259
11 C20:2 33.414 1130.5 0.3540
12 C20:3n-6 34.575 2809.6 0.8799
13 C20:4 35.505 34854.7 10.9152
14 C24:0 36.981 990.6 0.3102
15 C20:5 37.519 1013.4 0.3174
16 C22:5 39.939 1973.6 0.6181
17 C22:5 41.320 1354.7 0.4242
18 C22:6 42.468 9008.0 2.8210




Figc14

u{(x10,000]
125 Chuna#n

1.00f

0.7y

N

oo .  —

82

Peak#

10

11

12

13

14

15

16

17

18

25 a0 75

Compound Name

C14:0 21.173
C16:0 24.573
C16:1 25.819
C17:0 26.237
C18:0 27.843
C 18:1c 28.881
C 18:1c 29.019
C 18:2¢ 30.402
C 18:3g31.560
C18:3 32.169
C20:2 33.405
C20:3n-6

C20:4 35.501
C20:5 37.703
C24:1 38.982
C22:5 41.314
C22:6 42.012

C22:6 42.463

100 125 150

2268.1 0.9016

48894.2

1086.1 0.4318

1810.6 0.7198

59914.1

211251

5649.9 2.2460

46359.0

640.3 0.2545

1380.5 0.5488

1774.6 0.7054

34.568 1754.1

43601.0

1103.1 0.4385

1918.4 0.7626

1524.7 0.6061

2408.9 0.9576

8343.1 3.3166

Ret.Time

175 200

19.4367

23.8174

8.3978

18.4289

0.6973

17.3325




Fig c 15
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Peak#

10

11

12

13

14

15

16

17

18

25 a0 75

Compound Name

C14:0 21.173
C16:0 24.574
C16:1 25.823
C17:0 26.236
C18:0 27.845
C 18:1c 28.882
C 18:1c 29.019
C 18:2¢ 30.402
C18:3g31.561
C18:3 32.168
C20:2 33.407
C20:3n-6

C20:4 35.502
C20:5 37.516
C24:1 38.982
C22:5 39.933
C22:5 41.314

C22:6 42.463

100 125 150

2584.7 0.7759

57393.6

1877.6 0.5636

3101.7 0.9311

83390.6

26811.1

7193.6 2.1595

58450.3

1197.9 0.3596

1103.4 0.3312

1629.8 0.4893

34.569 2989.2

61988.3

1070.2 0.3213

1348.2 0.4047

2128.7 0.6390

2622.1 0.7871

16239.0

Ret.Time

175 200

17.2291

25.0332

8.0485

17.5463

0.8973

18.6084

4.8748




Fig dexa 16

uV(x1,000]
ChunathTn
T

2D

25

84

oo

Peak#

10

11

12

13

14

15

16

17

18

25 a0 75

Compound Name

C14:0 21.174
C16:0 24.576
C16:1 25.824
C17:0 26.238
C18:0 27.845
C 18:1c 28.884
C 18:1c 29.020
C 18:2¢ 30.403
C 18:3g31.565
C18:3 32.172
C20:2 33.409
C20:3n-6

C20:4 35.503
C20:5 37.516
C24:1 38.988
C22:5 39.932
C22:5 41.320

C22:6 42.464

100 125 150

2683.3 1.6336

35719.9

2038.3 1.2409

1352.3 0.8233

41372.4

20962.1

3835.4 2.3350

25954.8

480.5 0.2925

875.7 0.5331

606.1 0.3690

34.571 1521.9

19465.7

3243 0.1974

359.4 0.2188

801.7 0.4881

722.3 0.4397

5179.7 3.1535

Ret.Time

175 200

21.7465

25.1878

12.7618

15.8015

0.9265

11.8508
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Fig dexa 17
15 © Gg z §
03 Sp § ;‘?zzé g 55 5

| e5 ] oo Sl 5 85 81

Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%

1 C14:0 21.176 3211.8 0.8019

2 C16:0 24.576 78884.9 19.6941

3 C16:1 25.825 6139.9 1.5329

4 C17:0 26.240 2606.1 0.6506

5 C18:0 27.849 89095.3 22.2433

6 C18:1c 28.885 44409.3 11.0871

7 C18:1c 29.021 9376.3 2.3409

8 C 18:2¢ 30.404 66407.5 16.5791

9 C 18:3g31.561 1607.8 0.4014

10 C18:3 32.171 1046.1 0.2612

11 C20:2 33.409 1454.5 0.3631

12 C20:3n-6 34.572 5389.1 1.3454

13 C20:4 35.503 65050.6 16.2403

14 C20:5 37.514 1779.4 0.4442

15 C24:1 38.984 1901.4 0.4747

16 C22:5 39.935 3868.8 0.9659

17 C22:5 41.318 2822.4 0.7046

18 C22:6 42.464 15498.7 3.8694



Fig dexa 18

uV(x10,000;
1 5jf‘nﬁ;%
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1.00f

075
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C 160

Peak#

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Compound Name

C14:.0 21.177
C15:0 22.885
C16:0 24.577
C16:1 25.825
C17:0 26.240
C18:0 27.850
C 18:1c 28.886
C 18:1c 29.023
C 18:2¢ 30.405
C18:3g31.563
C18:3 32.172
C20:2 33.408
C20:3n-6

C20:4 35.504
C24:1 38.985
C22:5 39.936
C22:5 41.318

C22:6 42.466

2002.0 0.6257

799.5 0.2499

61555.2

1678.1 0.5245

3219.2 1.0062

73058.7

34486.8

8039.1 2.5126

55991.1

1633.5 0.5105

770.6 0.2409

1513.6 0.4731

34.573 2955.0

54891.1

1525.0 0.4766

2914.7 0.9110

1548.7 0.4841

11364.3

Ret.Time

19.2392

22.8347

10.7789

17.5001

0.9236

17.1564

3.5520

Area

475 min

Area%
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Fig dexa 19
uV(x10,000)
175 Chromatogram E ‘% (3
150 © ° 3 z
1.25] ©
1.00]
0.75]
0.50 o ze
0z a L g5 |
o000} —0o————
25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 25.0 275 30.0 425
Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
1 C14:0 21.178 3479.4 1.0361
2 C16:0 24.579 71746.7 21.3641
3 C16:1 25.828 4413.7 1.3143
4 C17:0 26.243 3304.9 0.9841
5 C18:0 27.852 75807.6 22.5733
6 C18:1c 28.887 34913.4 10.3962
7 C18:1c 29.024 7314.9 2.1782
8 C 18:2¢ 30.406 52932.5 15.7618
9 C 18:3g31.566 932.1 0.2775
10 C18:3 32.173 1447.5 0.4310
11 C20:2 33.412 1314.8 0.3915
12 C20:3n-6 34.575 2226.1 0.6629
13 C20:4 35.505 53144.5 15.8249
14 C20:5 37.518 1255.6 0.3739
15 C24:1 38.983 2170.0 0.6462
16 C22:5 39.936 1901.8 0.5663
17 C22:5 41.319 2656.9 0.7911
18 C22:6 42.466 14866.2 4.4267
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Fig dexa 20
uV(x10,000)
150 Chromatogram E
1.25] °
1.00]
0.75]
0.50] g
oz I A
ocoO( .~
25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0 375 40.0 425 45.0 475 min
Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
1 C14:0 21.179 2845.0 0.8843
2 C16:0 24.580 62086.4 19.2980
3 C16:1 25.828 4165.2 1.2946
4 C17:0 26.244 2136.0 0.6639
5 C18:0 27.853 69285.6 21.5357
6 C18:1c 28.889 42831.6 13.3131
7 C18:1¢ 29.025 8164.8 2.5378
8 C 18:2¢ 30.407 52186.1 16.2207
9 C18:3g31.567 1050.3 0.3265
10 C18:3 32.173 1270.5 0.3949
11 C20:2 33.412 1381.7 0.4295
12 C20:3n-6 34.575 2861.4 0.8894
13 C20:4 35.505 49087.8 15.2577
14 C20:5 37.517 1166.1 0.3624
15 C24:1 38.988 1608.7 0.5000
16 C22:5 39.940 2818.7 0.8761
17 C22:5 41.320 2418.1 0.7516
18 C22:6 42.466 14361.0 4.4637



Cromatogramas prof Sandra ICB

Padrdo 189 19

x1

89

rom b= b o
4 = o i
) (5] 18] 8]
30 =
O o b
= 3 3
20| o © )
©
&8
1.0 oo o
0
oo 2l L L \
25 50 5 100 125 150 175 200 25 250 275 300 325 350 375 40.0 425 150 475

uV(x100,000)

3.5{Chromd@agram
|©

3.0

25

2.0

15

1.0

0.5]

0.0

15:1

=
©

C16:1
c17:.0

C18ic

C 20:0

C18:2c

C 204

240

Peak# Compound Name

1

10

11

12

13

14

25.0

c4:.0

C6:0

Cc8:.0

c10:0

Cc11:0

C12:0

C13:0

C14:0

C14:1

C15:0

C15:1

C1e6:0

c1le:1

Cc17:0

26.0 27.0

11.440

12.113

13.282

15.196

16.463

17.923

19.506

21.202

22.679

22.894

24.385

24.648

25.837

26.259

33.0

380 260 360 310 320
Ret.Time Area
97149.6 0.2289
153030.1 0.3605
956422.5 2.2531
1654742.0 3.8982
837582.9 1.9731
1841412.9 4.3379
883016.8 2.0802
1878752.7 4.4259
889755.9 2.0961
988298.3 2.3282
892533.1 2.1026
2894554.4 6.8189
920797.1 2.1692
1006190.5 2.3703

34.0

35.0

Area%

36.0

37.0

38.0

39.0



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

C17:1

c18:0

27.464

27.914

C18:1t 28.599

C18:1c 28.951

C18:2t 29.694

C18:2c 30.425

C20:0

31.007

C 18:3g31.576

C20:1

C18:3

C21:0

31.953

32.190

32.487

C20:2 33.448

C22:0

34.043

C20:3n-6

Cc22:1

34.992

C20:3n-3

C20:4

C22:2

C24:0

C20:5

C24:1

C22:6

35.533

36.531

37.169

37.553

38.199

42.514

988631.1

1935076.6

954430.5

2060998.3

1018204.4

1010371.6

1844434.4

914557.4

978824.0

891167.0

1010549.5

933569.9

1705565.1

2.3290

4.5586

2.2484

4.8552

2.3986

2.3802

4.3451

2.1545

2.3059

2.0994

2.3806

2.1993

4.0179

34.607 869079.3

970890.6

2.2872

35.230 846345.9

1725495.7

973237.4

1666835.8

810818.3

1396439.1

1049307.3

4.0649

2.2927

3.9267

1.9101

3.2897

2.4719

2.0473

1.9938

90
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Cromatogramas/amostras

Gl mamaria controle | Gl mamaria dexametasona | Figado controle | Figado dexametasona
1:26 6:22 11: 26 16: 22
2:31 7:23 12:31 17:23
3:36 8:27 13: 36 18: 27
4:38 9:41 14:38 19:41
5:43 10: 42 15: 43 20:42

Gl mamaria controle 1

I.IV!HI),I)INJ%

2D
15
1D
0.5

cieo
120
C14:0

|

c161
FRLAH
cies
c202
ca0sn8
C 24

C 160
C 18i1¢
C 18:2¢

ca04

25 a0 75

Peak# Compound Name Ret.Time Area
1 C10:0 15.198 31298.6 6.6077
2 C12:0 17.916 28195.0 5.9524
3 C14:0 21.176 29196.8 6.1639
4 C16:0 24.571 95473.4 20.1561
5 C16:1 25.823 2387.2 0.5040

6 C18:0 27.830 28279.1 5.9702
7 C18:1c 28.874 85616.7 18.0751
8 C18:1c 29.008 9619.7 2.0309

9 C18:2c¢ 30.397 137304.8 28.9874
10 C18:3 32.163 5527.3 1.1669

11 C20:2 33.393

100 125 150 173 200

3545.1 0.7484

Area%




12

13

14

C20:3n-6 34.561 2776.1 0.5861

C20:4 35.494 12088.6 2.5521

C24:1 38.971 2362.6 0.4988

92
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Gl mama c2
uvi(x100,000] - -
b 2 5 fs
15 8 o o
12
1D
D7
D5 o - =2 - e
vz s &3 o "V S8R5 %
Do o © I L n L o of o
l 25 an 73 100 125 130 1o 200 25 230 27D oo a2a 3.0 IFa 40.0 425 45.0 47D mn
Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
1 C10:0 15.200 13797.0 0.4480
2 C12:0 17.911 33447.5 1.0861
3 C14:0 21.167 66680.3 2.1653
4 C16:0 24.583 658104.0 21.3706
5 C16:1 25.814 65950.0 2.1416
6 C18:0 27.831 126449.1 4.1062
7 C 18:1c 28.895 760656.9 24.7008
8 C 18:1c 29.013 75470.9 2.4508
9 C18:2c¢ 30.422 1141515.0 37.0684
10 C18:3 32.160 51626.9 1.6765
11 C20:2 33.394 13310.0 0.4322
12 C20:3n-6 34.563 2908.3 0.0944
13 C20:4 35.499 56597.9 1.8379
14 C24:1 38.983 12972.5 0.4213
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Gl mama c3
W!ﬂl),l)ll)% = - -
5D g g 3
4D
3D
2D, o : g - .
n g o s | 2] Ezazs 3
. VDA I B O U 8 O
25 an 73 100 125 130 1o 200 25 230 27D oo a2a 3.0 IFa 40.0 425 45.0 47D mn
Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
1 C10:0 15.186 9451.2 0.9328
2 C12:0 17.907 31164.5 3.0760
3 C14:0 21.174 49004.8 4.8368
4 C16:0 24.582 208423.0 20.5715
5 C16:1 25.830 -3753.2-0.3704
6 C18:0 27.846 61010.5 6.0218
7 C 18:1c 28.894 228393.7 22.5427
8 C 18:1¢ 29.025 24436.5 2.4119
9 C 18:2¢ 30.419 342294.7 33.7848
10 C18:3 32.181 16449.5 1.6236
11 C20:2 33.416 8682.4 0.8570
12 C20:3n-6 34.583 5880.0 0.5804
13 C20:4 35.517 23388.3 2.3084

14

C24:1 38.997 8335.9 0.8228
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Gl mama c4
75| ©
50
25 ., & A S T
o0 s I I\o 2 JLL 888 g
75 &b 75 W0 125 w0 W5 ®m6 @& ®m6 2a w0 @5 B0 35 MWD @5 B0 W5 mm
Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
1 C10:0 15.186 14617.0 0.8189
2 C12:0 17.906 31003.7 1.7370
3 C14:0 21.173 64023.4 3.5869
4 C16:0 24.586 337177.4 18.8904
5 C16:1 25.830 18639.3 1.0443
6 C18:0 27.849 95229.7 5.3352
7 C18:1c 28.903 424838.8 23.8016
8 C18:1c 29.028 43305.1 2.4262
9 C18:2c 30.428 644614.5 36.1145
10 C18:3 32.180 30816.4 1.7265
11 C20:2 33.415 11703.5 0.6557
12 C20:3n-6 34.583 15404.3 0.8630
13 C20:4 35.517 42629.4 2.3883
14 C24:1 38.996 10916.5 0.6116
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Gl mama c5
o
30
20
10
* 25 50 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0 375 40.0 425 45.0 475  ‘min
Peak# Compound Name Ret.Time Area Area%
1 C10:0 15.204 4709.0 0.7029
2 C12:0 17.914 15030.6 2.2436
3 C14:0 21.168 18624.0 2.7800
4 C16:0 24.561 122474.1 18.2816
5 C16:1 25.810 5047.9 0.7535
6 C18:0 27.822 38253.3 5.7100
7 C18:1c 28.866 161651.1 24.1295
8 C18:1c 28.999 17319.0 2.5852
9 C18:2c 30.390 243859.9 36.4007
10 C18:3 32.154 10445.5 1.5592

11 C20:2 33.390 6320.0 0.9434

12 C20:3n-6 34.558 4578.3 0.6834

13 C20:4 35.493 16793.8 2.5068

14 C24:1 38.974 4824.5 0.7201
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15 C20:5 37.519 1013.4 0.3174
16 C22:5 39.939 1973.6 0.6181
17 C22:5 41.320 1354.7 0.4242
18 C22:6 42.468 9008.0 2.8210
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1 C14:0 21.176 3211.8 0.8019

2 C16:0 24.576 78884.9 19.6941

3 C16:1 25.825 6139.9 1.5329

4 C17:0 26.240 2606.1 0.6506
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9 C 18:3g31.561 1607.8 0.4014

10 C18:3 32.171 1046.1 0.2612

11 C20:2 33.409 1454.5 0.3631

12 C20:3n-6 34.572 5389.1 1.3454

13 C20:4 35.503 65050.6 16.2403

14 C20:5 37.514 1779.4 0.4442

15 C24:1 38.984 1901.4 0.4747

16 C22:5 39.935 3868.8 0.9659

17 C22:5 41.318 2822.4 0.7046

18 C22:6 42.464 15498.7 3.8694
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1 C14:0 21.178 3479.4 1.0361
2 C16:0 24.579 71746.7 21.3641
3 C16:1 25.828 4413.7 1.3143
4 C17:0 26.243 3304.9 0.9841
5 C18:0 27.852 75807.6 22.5733
6 C18:1c 28.887 34913.4 10.3962
7 C18:1c 29.024 7314.9 2.1782
8 C 18:2¢ 30.406 52932.5 15.7618
9 C 18:3g31.566 932.1 0.2775
10 C18:3 32.173 1447.5 0.4310
11 C20:2 33.412 1314.8 0.3915
12 C20:3n-6 34.575 2226.1 0.6629
13 C20:4 35.505 53144.5 15.8249
14 C20:5 37.518 1255.6 0.3739
15 C24:1 38.983 2170.0 0.6462
16 C22:5 39.936 1901.8 0.5663
17 C22:5 41.319 2656.9 0.7911
18 C22:6 42.466 14866.2 4.4267
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1 C14:0 21.179 2845.0 0.8843
2 C16:0 24.580 62086.4 19.2980
3 C16:1 25.828 4165.2 1.2946
4 C17:0 26.244 2136.0 0.6639
5 C18:0 27.853 69285.6 21.5357
6 C18:1c 28.889 42831.6 13.3131
7 C18:1¢ 29.025 8164.8 2.5378
8 C 18:2¢ 30.407 52186.1 16.2207
9 C18:3g31.567 1050.3 0.3265
10 C18:3 32.173 1270.5 0.3949
11 C20:2 33.412 1381.7 0.4295
12 C20:3n-6 34.575 2861.4 0.8894
13 C20:4 35.505 49087.8 15.2577
14 C20:5 37.517 1166.1 0.3624
15 C24:1 38.988 1608.7 0.5000
16 C22:5 39.940 2818.7 0.8761
17 C22:5 41.320 2418.1 0.7516
18 C22:6 42.466 14361.0 4.4637
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9- ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica para realizacéo do estudo.

A
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CEuauNICAWP
#
CERTIFICADO

Certficamos que a proposta intitulada i e _glic d b
metabolismo hepdtico materno. registrada com o n® 4221-1, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Gabriel

Forato Anhe / Filiphe D ula Nunes Mesquita. que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino), encontra-se de acordo com os precertos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, gue
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2008 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
(CONCEA). tendo sido aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual

de Campinas - CEUAJUNICAMP, em 28 de abril de 2016

" Finalidade: { )Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/06/2016-01/08/2019
Vigéncia da autorizagdo para manipulagdo 01/06/2016-01/08/2019 i
animal:

' Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH

" No. de animais: 210
Peso / Idade: 04 semanas / 130gfémeas

Sexo: 30 machos / 180 fémeas

“Origem: CEMIB/UNICAMP ]

A aprovago pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizagao prévia junto a0 IBAMA, SISBIO ou CIBio

Campmas./ze de abril de 2016

/) , .
LA u.c)u./‘k_. \ BWE) .
/ !

Profa Dra Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima AQnso ;’
Presidente Secretaria tiva

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este
protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O formuldrio encontra-se
disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, drea do pesquisador responsivel. A nao
apresentacido de relatério no prazo estabelecido impedirda que novos protocolos sejam
submetidos.
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Anexo 2 — Artigo publicado em colaboracéo no periddico Nutrients durante o doutorado.

.nutnents r‘fﬁg

Article
In Utero Dexamethasone Exposure Exacerbates

Hepatic Steatosis in Rats That Consume Fructose
During Adulthood

Tanyara B. Payolla ', Caio ]. Teixeira >, Fabio T. Sato !, Gilson M. Murata ', Gizela A. Zonta*,

Frhancielly S. Sodré !, Carolina V. Campos ', Filiphe N. Mesquita %, Gabriel E. Anhé % and
Silvana Bordin '+

! Department of Physiology and Biophysics, Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo,
Sao Paulo 05508-000, Brazil

Department of Pharmacology, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas,

Sao Paulo 13083-887, Brazil

*  Correspondence: sbordin@ich.usp.br; Tel.: +55-11-391-7245

o

check for
Received: 12 July 2019; Accepted: 21 August 2019; Published: 5 September 2019 updates

Abstract: Distinct environmental insults might interact with fructose consumption and contribute
to the development of metabolic disorders. To address whether in utero glucocorticoid exposure
and fructose intake modulate metabolic responses, adult female Wistar rats were exposed to
dexamethasone (DEX) during pregnancy, and the offspring were administered fructose at a later
time. Briefly, dams received DEX during the third period of pregnancy, while control dams remained
untreated. Offspring born to control and DEX-treated mothers were defined as CTL-off and
DEX-off, respectively, while untreated animals were designated CTL-off-CTL and DEX-off-CTL.
CLT-off and DEX-off treated with 10% fructose in the drinking water for 8§ weeks are referred
to as CTL-oftFRU and DEX-off-FRU. We found that fructose promoted glucose intolerance and
whole-body gluconeogenesis in both CTL-off-FRU and DEX-off-FRU animals. On the other hand,
hepatic lipid accumulation was significantly stimulated in DEX-off-FRU rats when compared to the
CTL-off-FRU group. The DEX-off-FRU group also displayed impaired very-low-density lipoprotein
(VLDL) production and reduced hepatic expression of apoB, mttp, and sec22b. DEX-off-FRU has lower
hepatic levels of autophagy markers. Taken together, our results support the unprecedented notion
that in utero glucocorticoid exposure exacerbates hepatic steatosis caused by fructose consumption
later in life.

Keywords: fructose; hepatic steatosis; glucocorticoids; pregnancy; DOHaD




Anexo 3 — Artigo submetido em colaboracéo no periodico Acta Physiologica
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Antenatal corticosteroid therapy modulates lipid
metabolism in the lactating rat through a PPAR-y-
dependent mechanism
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Journal: | Acta Physiologica

Manuscript ID | APH-2020-04-0236

Manuscript Type: | Regular Paper

Date Submitted by the

Author: 15-Apr-2020

Complete List of Authors: | Hecht, Fernanda; State University of Campinas, Pharmacology
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