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RESUMO

CARVALHO, Renata Ribeiro Novais de. Hipercortisolismo Experimental em Ratos
Wistar — Correlagcoes Clinicas em Medicina Veterinaria. 2012. 64f. Dissertacao
(Mestrado em  Medicina  Veterinaria,  Ciéncias  Clinicas).  Instituto  de
Veterinaria,Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Os glicocorticoides sao hormodnios sintetizados e liberados pela ativacdo do eixo
hipotalamo hipéfise adrenal e exercem fungdes fundamentais para garantir a homeostase,
atuando em processos biologicos, tais como crescimento, reproducdo, metabolismo
energético, respostas imunes e inflamatorias, alteracdes comportamentais, agdes no sistema
nervoso central (SNC) e fungdes cardiovasculares. A corticosterona ¢ o glicocorticoide
presente em maior quantidade em camundongos e ratos, enquanto cortisol ¢ o
glicocorticoide prevalente em humanos e caes. Os niveis plasmaticos de glicocorticoides
estdo alterados em diversas enfermidades, tendo destaque o hiperadrenocorticismo hipofise
dependente que, apesar de ser descrito desde 1932, continua sendo relatado como um
verdadeiro desafio para o clinico, uma vez que, os mecanismos fisiopatologicos nao estdo
completamente elucidados. Portanto, objetiva-se com este trabalho fornecer bases para a
padronizagdo de um modelo experimental para esta doenga a fim de, futuramente, permitir
a sugestdo de novos meios de diagndstico, bem como propor novos tratamentos. Para a
realizacdo deste experimento, foram divididos dois grupos (controle e tratados) contendo
sete animais cada. O grupo controle foi submetido a aplica¢des diarias de salina isotdnica
no volume de 0,2ml pela via subcutidnea durante 7 dias. J4 o grupo tratado recebeu de
ACTH sintético pela mesma via, volume e tempo de tratamento do grupo controle. Apos a
eutandsia no sétimo dia de experimento, foram obtidas amostras de plasma sanguineo (para
determinagdo dos niveis de trilodotironina e tiroxina, corticosterona, ocitocina,
vasopressina e hormonio estimulador da tireoide), e o6rgdos (para avaliacdo da alteragdo
dos pesos relativos). A despeito das alteragdes do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal,
obteve-se aumento significativo dos niveis plasmaticos de corticosterona (5,63+1,01 vs.
8,31+0,60ug/dl p<0,05), além do aumento do peso relativo das adrenais direita
(0,0094+0,01 vs. 0,05+0,01g/100g p<0,0001) e esquerda (0,01+0,01 vs. 0,05+0,01g/100g
p<0,0001) e da hipoéfise (0,0025+0,0008 vs. 0,0033+0,0001g/100g p<0,0001). J& o
hipotalamo ndo sofreu alteracdo significativa. O peso dos animais tratados sofreu redugao
significativa a partir do quinto dia, quando comparado ao grupo controle (282,14+£14,01 vs.
227,86x12,67g p<0,05; 285,71£13,29 vs. 215,00£11,80g p<0,001). Da mesma forma,
houve queda na ingestdo alimentar representada apenas no segundo dia (9,09+0,49 vs.
5,59+0,57g/100g p<0,0001). O tecido adiposo peritoneal reduziu consideravelmente no
grupo tratado (0,97+0,12 vs. 0,45+0,07g/100g p<0,001) e o figado (3,43+0,84 vs.
4,75+0,16g/100g p<0,0001) desses animais demonstrou-se aumentado de tamanho em
comparagdo com o grupo controle. As alteracdes no equilibrio hidroeletrolitico foram
significativas na ingestdo de agua nos dias 4, 5 e 6 (8,86+0,19 vs. 17,01+3,22 p<0,001;
8,22+0,26 vs. 14,40+2,71 p<0,05; 8,65+0,34 vs. 25,69+1,67ml/100g p<0,0001) e salina a
partir do segundo dia (0,09+0,05 vs. 14,11£1,70; 0,11+0,07 vs. 21,764+2,22; 0,01+£0,01 vs.
24,13+2,22; 0,13+0,10 vs. 24,86+2,96; 0,18+0,16 vs. 21,57+3,77ml/100g p<0,0001 para
todos os dias) no grupo induzido com ACTH, bem como a produ¢do urinaria também
significante a partir do segundo dia (3,99+0,28 vs. 17,56%1,10; 3,63+0,38 vs. 25,464+2,01;



3,69+0,28 vs. 29,70+2,02; 3,63+0,19 vs. 33,97+2,77; 4,14+0,31 vs. 41,52+4,25ml/100g
p<0,0001 para todos os dias), peso do coragdo (0,35+0,02 vs. 0,53+0,02g/100g p<0,0001)
e rins direito (0,30+0,04 vs. 0,56+0,01g/100g p<0,001) e esquerdo (0,340+0,006 vs.
0,543+0,016g/100g p<0,0001). J& os niveis plasmaticos de ocitocina e vasopressina
estavam diminuidos nesta mesma comparacao (1,53+0,19 vs. 0,7040,16pg/ml p<0,05;
1,34+0,10 vs. 0,71+£0,08pg/ml p<0,001). Sobre o eixo tiredideo, pode-se observar redugio
nos niveis plasmaticos de triiodotironina (90,71£2,84 vs. 56,67+3,49ng/dL p<0,0001) e
tiroxina (4,940,1 vs. 2,24+0,2pg/dL. p<0,0001), mas nenhuma alteracdo significativa nos
niveis de TSH, bem como no peso da tireoide. Os dados obtidos sugerem este protocolo
como base para a determina¢do de um modelo experimental de HAC hipdfise-dependente
embora possamos concluir que o tempo de tratamento proposto possa representar a fase
aguda da doenga.

Palavras-chave: Glicocorticoide. Hiperadrenocorticismo. Modelo experimental.



ABSTRACT

CARVALHO, Renata Ribeiro Novais de. Pituitary dependent hyperadrenocorticism in
Wistar Rats: Experimental View. 2012.64f. Dissertation (Master Science in Veterinary
Medicine, Clinical Sciences) Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio

de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Glucocorticoids are hormones synthesized and released by activation of the
hypothalamic pituitary adrenal axis and perform essential functions for ensuring the
homeostasis, acting on biological processes such as growth, reproduction, energy
metabolism, immune and inflammatory responses, behavioral changes, actions in the
nervous system (CNS) and cardiovascular functions. Corticosterone is the most important
glucocorticoid present in mice and rats, while cortisol is prevalent in humans and dogs.
Plasma levels of glucocorticoids are altered in various diseases. Pituitary dependent
hyperadrenocorticism is highlight because, despite being described since 1932, continues
to be reported as a real challenge for the clinician, due to pathophysiological mechanisms
are not fully elucidated. For this reason, the objective of this study is to provide a basis for
the standardization of an experimental model for this disease and, in the future, allow the
suggestion of new diagnostics, as well as propose new treatments. For this experiment,
were divided two groups (control and treated) with seven animals in both groups. The
control group was submitted to daily applications of saline subcutaneously with 0.2ml of
volume for 7 days. While treated group was submitted to applications of synthetic ACTH ;.
24 by the same route, treatment time and volume of the control group. After euthanasia on
the seventh day of experiment, samples were obtained from blood plasma (to determine the
levels of triiodothyronine, thyroxine, corticosterone, oxytocin, vasopressin and thyroid
stimulating hormone) and organs (to assess the change in the relative weights). In relation
to changes of the hypothalamic pituitary adrenal axis, we obtained a significant increase in
plasma corticosterone (5.63+£1.01 vs. 8.31+0.60ug/dl p<0.05) and increased the relative
weight of right (0.0094+0.01 vs. 0.05+0.01g/100g p<0.0001) and left (0.01£0.01 vs.
0.05£0.01g/100g  p<0.0001)  adrenal and  pituitary  (0.0025+£0.0008  wvs.
0.0033+0.0001g/100g p<0.0001). Hypothalamus did not change significantly. The weight
of the treated animals was significantly decreased after the fifth day compared to the
weight of control group (282.14+14.01 vs. 227.86+12.67g p<0.05; 285.71+13.29 wvs.
215.00+11.80g p<0.001). Similarly, there was a decrease in food intake only represented
on the second day (9.09+0.49 vs. 5.59+0.57g/100g p<0.0001). The peritoneal fat
considerably reduced in the treated group (0.97+0.12 vs. 0.45+0.07g/100g p<0.001) and
liver demonstrated to be increased (3.43+0.84 vs. 4.75+0.16g/100g p<0.0001) in size in
comparison with the control group. Changes in fluid and electrolyte were important in
drinking water at 4, 5 and 6 days (8.86+0.19 vs. 17.01+3.22 p<0.001; 8.22+0.26 vs.
14.40+2.71 p<0.05; 8.65+0.34 vs. 25.69+1.67ml/100g p<0.0001) and saline since second
day (0.09£0.05 vs. 14.11£1.70; 0.11£0.07 vs. 21.76£2.22; 0.01£0.01 vs. 24.13+£2.22;
0.13£0.10 vs. 24.86£2.96; 0.18+0.16 vs. 21.57+3.77ml/100g p<0.0001 all days) in which a
significant increase induced ACTH group compared with the control group, urine output
(3.99+0.28 vs. 17.56+1.10; 3.63+0.38 vs. 25.464+2.01; 3.69+£0.28 vs. 29.70+£2.02;
3.63+0.19 vs. 33.9742.77; 4.14+0.31 vs. 41.52+4.25ml/100g p<0.0001 all days) as well as
the weight of heart (0.35+0,02 vs. 0.53+0.02g/100g p<0.0001) and right (0.30£0.04 vs.



0.56+0.01g/100g p<0.001) and left (0.340+£0.006 vs. 0.543+0.016g/100g p<0.0001)
kidneys. Plasma levels of oxytocin and vasopressin were decreased (1.53+0.19 wvs.
0.70+0.16pg/ml p<0.05; 1.34+0.10 vs. 0.71+£0.08pg/ml p<0.001) in the same comparison.
On thyroid axis, we observed a reduction in plasma levels of triiodothyronine (90.71+2.84
vs. 56.67+£3.49ng/dL p<0.0001) and thyroxine (4.9+£0.1 vs. 2.2+0.2pg/dL p<0.0001), but
no significant change in the levels of thyroid stimulating hormone and the weight of the
thyroid. The data suggest this protocol as a basis for determining an experimental model of
pituitary dependent hyperadrenocorticism although we can conclude that the proposed
treatment time may represent the acute phase of disease.

Keywords: Glucocorticoid. Hyperadrenocorticism. Experimental model.
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1 INTRODUCAO

Os glicocorticoides (GCs) s@o hormonios que exercem diversas agdes nos tecidos
em todo o organismo, e essas agdes t€m sido reconhecidas como produtoras de efeitos
rapidos (ndo gendmicos) e tardios (génomicos) nas respostas fisioldgicas e
comportamentais (KELLER-WOOD et al., 1984) . Eles estdo envolvidos em quase todos
os mecanismos celulares e moleculares do organismo e desempenham papel fundamental
nos processos bioldgicos, tais como crescimento, reproducao, metabolismo energético,
respostas imunes e inflamatdrias, a¢des no sistema nervoso central (SNC) e fungdes
cardiovasculares (CHROUSOS et al., 2004). Além disso, participam de forma crucial na
manutengdo da homeostase, integrando vérias respostas fisiologicas vitais. Nessa
manutengdo, eles sdo responsaveis pela resposta comportamental e fisica ao estresse
(TSIGOS & CHROUSOS, 2002). A corticosterona ¢ o glicocorticoide presente em maior
quantidade em camundongos e ratos, enquanto cortisol é o glicocorticoide prevalente em
humanos e cdes (ARAMPATZIS et al., 2005). Esses hormonios se ligam a dois tipos de
receptores no cérebro: receptores de mineralocorticoides (MRs) que ligam corticosterona,
cortisol e aldosterona com grande afinidade; e receptores de glicocorticoides (GRs) com
afinidade aproximadamente 10 vezes maior para corticosterona e cortisol (DE KLOET et
al., 2005). O feedback operado pelos glicocorticoides ¢ um mecanismo de modulagdo
inibitdria do sistema adrenocortical (KELLER-WOQD et al., 1984).

Os niveis de GCs estdo elevados em endocrinopatias, infecgdes, estresse e varias
condi¢gdes traumaticas ou tratamentos clinicos (DARDAVET et al., 1995). Dentre as
alteragdes mais importantes, esta o hiperadrenocorticismo (HAC). Apesar de haver pouca
informagao epidemioldgica sobre a incidéncia e prevaléncia de HAC (GUARALDI et al.,
2012), sabe-se que esta doenga ¢ interessantemente mais comum em cdes do que em
humanos (KOOISTRA et al., 2009).

O HAC ¢ também conhecido como Sindrome de Cushing e foi assim nomeado em
1932 apo6s os primeiros relatos da doenga por Harvey Cushing. (SMETS, 2010). Apesar de
possuir diversas origens fisiopatologicas para a mesma enfermidade, todas resultam em
excesso cronico de cortisol sérico. Dentre as classificacdes fisiopatologicas do HAC,
merecem destaque em medicina veterinaria: (1) Hiperadrenocorticismo dependente da
hipofise (tumores hipofisdrios que sintetizam e secretam ACTH em excesso com

hiperplasia adrenocortical secundéria); (2) Hiperadrenocortisicmo neoplédsico (excesso


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keller-Wood%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6323158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arampatzis%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16087724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15891777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15891777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keller-Wood%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6323158

primario de cortisol secretado por adenoma ou adenocarcinoma adrenocortical); e (3)
Hiperadrenocorticismo iatrogénico (resultante de corticoterapia prolongada ou em altas
doses) (FELDMAN & NELSON, 2004).

Dentre os tipos de HAC citados, dados epidemiologicos confirmam a prevaléncia,
tanto em cdes como em gatos, de adenomas corticotroficos funcionais originarios tanto do
lobo anterior como da parte intermediaria da glandula hipdfise (ou pituitaria) de
aproximadamente 80-85% dos casos cronicos de excesso de glicocorticoide endégeno sdo
devidos a adenomas corticotroficos funcionais. Os demais 15-20% dos casos de
hipercortisolismo espontdneo sdo devidos a adenomas adrenocorticais ou carcinomas
(KOOISTRA et al., 2009).

A apresentagdo clinica da doenca de Cushing ¢ muito semelhante entre caes e
humanos (KOOISTRA et al., 2009). A exposi¢do cronica ao excesso de cortisol muitas
vezes resulta no desenvolvimento de uma combinagao classica de sinais clinicos e lesoes
que podem ser discretas ou graves. Entre os sinais mais comuns estdo: polifagia, polidipsia,
politria, aumento abdominal, alopecia, piodermites, dispneia, fraqueza muscular e letargia
(DE MARCO, 2009).

O hipercortisolismo cronico diminui a secre¢do de TSH pela hipofise e causa
hipotireoidismo secundario (FELDMAN & NELSON, 2004). Aproximadamente 70% dos
cdes com hiperadrenocorticismo hiperpladsico apresentam niveis diminuidos da
concentragdo sérica de T4 e/ou T3 (FELDMAN & NELSON, 2004).

Adicionalmente, os efeitos sistémicos da concentracdo excessiva de glicocorticoides
podem predispor os pacientes a complicacdes como diabetes mellitus, infecgdes
recorrentes (por exemplo em trato urindrio ou pele), deficiéncia de cicatrizacdo, e
enfraquecimento dos tecidos conjuntivos, o que pode favorecer o surgimento de desordens
como ruptura do ligamento cruzado cranial (FELDMAN & NELSON, 2004).

Desde o primeiro relato, a abordagem diagnostica da sindrome tem representado uma
questao reptante para o endocrinologista, uma vez que nao ha anormalidades laboratoriais
de rotina especificas para HAC (REIMONDO et al., 2008), dificultando a conclusdao de um
diagndstico preciso bem como a escolha do tratamento eficiente (FINDLING &RAFF,
2005; LABEUR et al., 2006). Além disso, até o momento, nao ha registro na literatura de
um modelo experimental especifico para HAC. Este modelo se torna necessario devido a
ndo elucidacdo de diversos mecanismos fisiopatologicos que podem representar a base

para a determinacdo de novos métodos de diagnostico bem como de tratamento.
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1.1 Papel do eixo Hipotdlamo-Hipdfise-Adrenal no HAC

Os niveis de glicocorticoides sao regulados pelo eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal
(ou hipotalamo-pituitaria-adrenal; HPA), que ¢ responsavel pela cascata de sinalizacdo
hormonal que inicia no cérebro e termina com a secrecdo de glicocorticoide pelo cortex
adrenal (Figura 1). Um componente adicional do eixo HPA ¢ o mecanismo de feedback
negativo no qual o glicocorticoide atua na hipofise anterior e no cérebro suprimindo a
atividade do eixo (LEVY, 2012). Desta forma, alteragdes fisioldgicas de glandulas alvo
como tireoide, adrenais e gonadas leva a perda da modulagdo inibitoria de feedback
negativo e resulta em hiperplasia compensatoria das respectivas células pituitarias
hormonais (MELMED, 2003).
O CRH ¢ sintetizado pelos neurdnios parvocelulares nos nucleos paraventriculares
(PVN) do hipotalamo e secretado em resposta a estimulagdo do SNC (CROSS, 2011).
O CRH, entdo, estimula a glandula hipofise e se apresenta em niveis diminuidos em
humanos e caes com HAC (CROSS, 2011; PETERSON, 1989).
A glandula hipéfise ¢ dividida em 3 partes: lobo anterior (parte distal e parte
infundibular da adeno-hipofise), parte intermediaria da adeno-hipdfise e o lobo
posterior (contendo a neuro-hipofise). A neuro-hipofise secreta arginina vasopressina
(AVP) e ocitocina (OT). A adeno-hipdfise sintetiza e secreta diversos hormonios,
incluindo: ACTH, beta-endorfina, hormoénio estimulante da tireoide (TSH), hormonio
foliculo estimulante (FSH), hormonio luteinizante (LH), hormonio do crescimento
(GH) e prolactina. A parte distal € a maior parte da hipofise anterior e secreta ACTH e
GH. Ha uma populagdo heterogénea na partes intermediaria, na qual algumas células
sdo similares aos corticotrofos da parte distal e também secretam ACTH. A morfologia
celular predominante na parte intermediria, contudo, ¢ o melanotrofo que secreta
ACTH (MEIJIL 2001).

As células produtoras de CRH podem sintetizar e liberar vasopressina (AVP). Na
circulagdo portal, CRH e AVP se ligam aos receptores de um subconjunto de células, os
corticotrofos, na hipofise anterior para estimular a secrecdo de ACTH na circulacao
sist€émica. ACTH, entdo, estimula a sintese e secre¢do sistémica de glicocorticoides do
cortex adrenal (LEVY, 2012). O ACTH ¢ um polipeptideo de cadeia simples de 39

aminodcidos sintetizado a partir do polipeptidio de cadeia longa proopiomelonocortina
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(POMC). O hormoénio POMC ¢ quebrado ndo somente em ACTH, mas também em beta-
lipotropina, beta-endorfina e hormoénio alfa-melanotréfico (MSH) (CROSS, 2011).

SNC - HIPOCAMPO

‘ +

"~ [ HiPoTALAMO

+ +
AVP | CRH

| ADENO-HIPOFISE
’+
ACTH
’+

CORTEX ADRENAL

+

Glicocorticoides

Figura 1 — Representacdo esquemadtica do
eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal. Os sinais
representados por + significam a estimulagao
e os sinais representados por - significam

inibi¢ao num modelo em homeostasia.

O ACTH estimula a esteroidogénese via ativagao de receptores acoplados a proteina
G, fazendo parte da familia de receptores da melanocortina. Tal via de sinalizagdo ativa a
proteina adenilciclase dependente de ion calcio (Ca2+), aumentando o nivel de adenosina-
3,5-monofosfato ciclico (AMPc), que ativa as proteina-quinases adrenocorticais. O
resultado ¢ a fosforilagdo de enzimas que aumentam a taxa de conversao de colesterol a
pregnenolona. A acdo do ACTH na glandula adrenal € rapida, dentro de minutos. Apos sua
liberacdo hd um aumento da concentracdo de esteroides no sangue venoso da adrenal,
sendo o cortisol detectdvel em 2-3 minutos apos a administragdo de ACTH, e apenas 5%
dos receptores precisam ser acionados para a resposta méxima (BUCKLEY &
SCHATZBERG, 2005).

O cortex da adrenal ¢ composto pela zona glomerulosa (ZG), zona fasciculada (ZF)
€ a zona mais interna, reticular (ZR). A fun¢do da ZR e ZF ¢ secretar, como uma unidade,
cortisol e androgenos. O ACTH estimula a ZF e ZR a sintetizar 17 a-hidroxipregnenolona

e 17 a-hidroxiprogesterona, que sao precursores do cortisol.



O cortisol tem numerosas ac¢des, incluindo a inibigdo de feedback de al¢a longa, ou
seja, no PVN e al¢a curta na hipdfise anterior. Centralmente, o eixo HPA recebe estimulos
relevantes de outras areas do cérebro, tais como o hipocampo e a amigdala (BUCKLEY &
SCHATZBERG, 2005). Apos a ligagdo dos GCs as proteinas chaperonas, eles sdo
translocados para o nucleo, onde podem depois se ligar diretamente ao DNA na area de
seus elementos de resposta. Isto, em termos, ird regular a transcricdo de certos genes
(CROSS, 2011).

A administracdo cronica de glicocorticoides pode interferir na regulacao da
expressdo de genes catabdlicos, levando a uma série de efeitos colaterais graves como
ganho de peso, hiperglicemia e osteoporose (CANALIS et al. 2002). Embora altos niveis
de glicocorticoides sejam essenciais numa rea¢cdo aguda ao estresse, niveis cronicamente
elevados podem ter efeitos negativos significativos na atividade funcional do cérebro
(DINAN, 1994).

A observacdo de pacientes com a doenga ou sindrome de Cushing geralmente
revela intensa depressao ¢ ansiedade, ¢ o aumento da producdo e secrecao de
glicocorticoides como o cortisol em pessoas saudaveis expostas ao estresse (GILLESPIE &

NEMEROFF, 2005).

1.2 Efeito do HAC no status tireoidiano

A acdo dos hormonios tireoidianos € essencial para a homeostase e metabolismo
basal (MORLEY, 1981). E muito bem descrito na literatura que os glicorticoides alteram a
fungdo tireoidiana em nivel de hipotdlamo e hipofise (HAUGEN, 2009; NICOLOFF et al.,
1970; WILBER & UTIGER, 1969). Além disso, estudos demonstraram que os
glicocorticoides exogenos alteram o controle hipotalamico reduzindo a expressdo de
mRNA do horménio liberador da tireotrofina (Thyrotropin releasing hormone — TRH)
(ALKEMADE, 2005; WILBER, 1969).

Em excesso, o cortisol exerce retro-inibi¢cdo sobre a liberacdo do TRH e do TSH no
eixo hipotdlamo-hipofisario (FELDMAN & NELSON, 1996). Adicionalmente, o cortisol
altera o metabolismo periférico dos hormoénios tireoidianos, especialmente diminuindo a
producdo de T3 reversa através da inibigdo da desiodase tipo 1 no figado (SAMUELS &
MCDANIEL 1997; CHOPRA, 1975), além de diminuir a capacidade da proteina
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responsavel pelo seu transporte (Thyroxine Binding Globulin) (FELDMAN & NELSON,
1996).

Em individuos saudaveis, a administracdo de altas doses de glicocorticoides leva a
diminui¢do de 50% dos niveis séricos de TSH, 19% de queda dos niveis de T3 séricos, mas
nenhuma alteracdo significante nos niveis séricos de T4 livre (SAMUELS & MCDANIEL,
1997)

No estudo de Mathioudakis (2012), foi demonstrado que, por ser uma deficiéncia
secundaria ao HAC, 50% dos pacientes que apresentam hipotireoidismo central recuperam
a fungdo tireoidea apds a cirurgia transfenoidal. Com relacdo a estimulagdo hormonal, na
doenca de Cushing, a resposta do TSH a administragdo de TRH ¢ diminuida (BENKER et
al. 1990; VISSER & LAMBERTS, 1981).

1.3 Efeitos do HAC na homeostase hidroeletrolitica e cardiovascular

O aumento da produ¢do endogena de cortisol no HAC pode prejudicar a fungdo renal
induzindo alteracdes vasculares e hemodindmicas bem como disfun¢des glomerular e
tubular (SMETS, 2010). Cerca de 86% dos caes com HAC apresentam hipertensao arterial
e entre 44 ¢ 46% tém proteinuria persistente mesmo apds sucesso no tratamento de
hipercortisolismo (ORTEGA et al, 1996). Embora existam dados percentuais de
frequéncia dessas alteragcdes, mecanismos subjacentes a hipertensdo no HAC continuam
pouco compreendidos. Ha hipdteses referentes ao excesso de secrecdo de renina, ativagdo
do sistema renina-angiotensina e reducao das prostaglandinas vasodilatadoras (MELBY,
1989; YASUDA et al., 1994; FELDMAN & NELSON, 1996; NICHOLS, 1997).

A administragio de ACTH ou GCs a curto prazo aumenta a taxa de filtragdo
glomerular em humanos, ratos, ovelhas e cdes (CONNELL et al., 1987; DAVIS &
HOWELL, 1953; Wen et al., 1998; WHITWORTH et al., 1978).

A zona mais externa da glandula adrenal ¢ a glomerulosa (ZG) que secreta
mineralocorticoides, em destaque a aldosterona. Este hormonio € essencial na regulacao de
sodio (Nat) e potassio (K+), retencdo e excre¢do de ions pelos rins. Os glicocorticoides
potencializam o comportamento natriorexigénico induzido pela aldosterona (ANTUNES-
RODRIGUES, 2005) e inibem a agdo da ocitocina ¢ do ANP que sao hormonios
natriuréticos. O resultado dessas agdes ¢ a hipertensdo. Nao obstante, os glicocorticoides

também desempenham papel importante na indugdo de alteragdes semelhantes as


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mathioudakis%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22587880
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001664801000242X#bib19
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001664801000242X#bib24
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001664801000242X#bib24
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001664801000242X#bib144
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001664801000242X#bib146

provocadas pela acdo dos mineralocorticoides na excre¢do renal de sodio e reforgando a
acdo de substancias vasoativas (SCHIMMER & PARKER, 1996). Ortega e colaboradores
(1995) demonstraram que os niveis plasmaticos de aldosterona (pré e poés administragao de
ACTH) estavam altos em caes com HAC hipéfise-dependente, nao tratados, comparados
com caes saudaveis.

Os glicocorticoides podem influenciar no tonus vascular, pressdo sanguinea e
homeostase de cletrolitos através de sua discreta acdo mineralocorticoide. De fato, o
cortisol livre se liga nao s6 aos receptores de GCs (GRs) como também aos receptores de
mineralocorticoides (MRs) e sua atividade nos tecidos ¢ mediada pela enzima microssomal
11-B-hidroxisteroide desidrogenase (11B-HSD) (SMETS et al. 2010). Ha dois isotipos
distintos de 11B3-HSD: 11B-HSD tipo 1 (11B-HSD1) com atividade predominantemente de
converter cortisona em cortisol ou 11-dehidrocorticosterona em corticosterona, enquanto
11B-HSD tipo 2 (11B-HSD2) oxida cortisol ou corticosterona nos inativos cortisona ou 11-
dehidrocorticosterona. Embora 11B-HSD1 seja encontrada na maioria dos tecidos,
incluindo o tibulo proximal renal, 11B-HSD2 esta preferencialmente localizada em células
que expressam MRs, como no tubulo distal renal (AGARWAL et al., 1989 & ALBISTON
et al., 1994). Uma vez estimulada, a ZG desencadeia a metabolizagdo de 18-
hidroxicorticosterona em aldosterona que atua diretamente nos rins a fim de manter a
homeostase de Na+/K+ assim como as outras fungdes. A ZG é primariamente estimulada
pelo sistema renina angiotensina e pelos niveis de K+. Apesar de fraco, ACTH exerce um
sinal de estimula¢do para a ZG, mas nessa regido ndo ha expressdo de 17 a-hidroxilase,
enzima chave na sintese de cortisol (CROSS, 2011). Os glicocorticoides aumentam a taxa
de filtracdo glomerular em animais e humanos, aumentam o volume urinario, a excre¢ao
urindria de sédio e a excre¢do de potassio. (HAACK et al., 1977; SUZUKI et al., 1982;
BAYLIS et al., 1990).

Em concentracdes fisioldgicas, cortisol € convertido em cortisona pela atividade local
de 11B-HSD2, o que impede a ligagdo a MR. Nao obstante, o excesso de cortisol pode
saturar a capacidade da enzima e permitir a ligacdo com MRs (ULICK et al., 1992). Esta
hipotese ¢ ainda amplamente difundida mesmo diante de uma analise recente que sugere
que a atividade de 11B-HSD2 ndo evita a ocupagcdo dos MRs pelos GCs em condigdes
fisiologicas dos niveis de cortisol. Isto sugere, contudo, que 11B3-HSD?2 evita a ativacao de

MRs e o cortisol pode ter uma acdo bivalente em MRs dependendo do estado redox
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intracelular (FUNDER & MIHAILIDOU, 2009). A secrecdo de cortisol por essa area da
glandula adrenal ¢, portanto, muito limitada.

O HAC causa anormalidades metabodlicas que determinam o aumento do risco
cardiovascular nao somente na fase aguda da doenca, mas também por um longo periodo
apods a cura. Complicagdes cardiovasculares, como aterosclerose, doenca coronariana,
faléncia cardiaca e derrame em pacientes com HAC causam uma taxa de mortalidade
maior que a observada na populagao saudavel (DE LEO et al., 2010). O aumento do risco
cardiovascular ¢ devido, principalmente, a complicagdes como a sindrome metabolica, mas
também, a alteracdes vasculares ¢ cardiacas como aterosclerose ¢ mudancas estruturais e
funcionais do coragdo (DE LEO et al., 2010).

Os glicocorticoides parecem regular a expressio do trocador Na"/Ca®'nas células
vasculares do musculo liso, o que leva ao aumento intracelular da concentracdo de Ca’’ e
vasoconstricdo (SMITH & SMITH, 1994). Adicionalmente, GCs podem, ainda,
comprometer a atividade vasodilatadora. Ha bastante evidéncia com relagdo as interagdes
entre GCs e o sistema de 6xido nitrico (NO) em humanos, bem como em ratos (KELLY et
al., 2001; LOU et al., 2001 & WEN et al., 2000). Finalmente, humanos com HAC, assim
como aqueles submetidos a administragdo de corticosteroides ou ACTH tém aumento dos
niveis do peptideo natriurético atrial (ANP), que também ¢ sugerido na literatura como
contribui¢do para o aumento da TFG induzida por CGs devido ao seu efeito vasodilatador
na arteriola aferente (CONNELL et al., 1987; YAMAIJI et al., 1988; SALA et al., 2001).

Além dos efeitos diretos dos glicocorticoides nos distirbios cardiovasculares, a
hipersecrecdo cronica de cortisol causa obesidade centripeta, hipertensdo arterial,
tolerancia a glicose diminuida e dislipidemia, o que aumenta, indiretamente, o risco de
eventos cardiovasculares (TOJA et al. 2012). Concomitantemente, a hipertensao também
agrava parametros cardiacos no HAC, e ¢ um dos principais determinantes de hipertrofia
cardiaca, mesmo apds a remissao do hipercortisolismo (TOJA et al., 2012) embora o
mecanismo de hipertensdao induzida por GCs seja complexo e ainda ndo esteja
completamente elucidado (SMETS et al., 2010). Concomitantemente, os efeitos dos
glicocorticoides no sistema cardiovascular provocam alteragdes vasculares e
hemodinadmicas que em partes afetam o fluxo sanguineo renal e a fungdo glomerular
(FERRARI, 2003; MANGOS et al.,, 2003; WALKER, 2007). Além de favorecerem a
proteintria e alteracdo na densidade urinaria. Reciprocamente, a insuficiéncia renal cronica

pode ainda alterar o metabolismo do cortisol (SMETS et al. 2010). Nao obstante, a
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neurohipodfise secreta AVP o que permite a retengdo de dgua e concentragao de urina pelos
rins. A auséncia de AVP resulta em diabetes insipidus e inabilidade de concentrar a urina
(CROSS et al., 2011). H4 a sugestdao de que a resisténcia vascular renal (RVR) atua de
forma crucial na patogénese da hipertensdo induzida por ACTH em ratos (WEN et al.,

1999).

1.4 Efeitos do HAC no metabolismo energético

Em situagdes de estresse, observa-se aumento de atividade do eixo HPA aumentado
os niveis de glicocorticoides. Nesta situacdo, tal hormonio responde a essa condigdo
acionando mecanismos catabolicos como aumento do fornecimento de glicose, via
aumento da taxa de gliconeogénese, bem como lipolise e protedlise (CANALIS et al.,
2002). Este mesmo efeito é observado no hipercortisolismo cronico do HAC.

O cortisol ¢ um dos esteroides mais importantes na espécie humana ja que controla o
metabolismo lipidico, proteico e de carboidratos (BAUDRAND et al., 2010) A secrecao
excessiva de cortisol, no entanto, pode ter muitos efeitos prejudiciais sobre o corpo por
causa das suas propriedades catabodlicas e antagonicas a insulina (FELDMAN & NELSON,
2004). O excesso de glicocorticoides inibe a captagdo de glicose pelos tecidos periféricos e
estimula a gliconeogénese. Nos tecidos sensiveis a insulina, os glicocorticoides atuam na
cascata intracelular da insulina por mecanismos que envolvem interacdo com
transportadores de glicose (WAJCHENBERG, 2000). Sendo assim, individuos que sofrem
de HAC tém predisposi¢ao a desenvolver diabetes como doenga concomitante (HESS et
al., 2000& PETERSON et al., 1984). A Sindrome de Cushing ¢é caracterizada pela
diminuic¢do da tolerancia a glicose, hipertensdo (ASHIZAWA et al., 2006), fatores de risco
cardiovascular que aumentam fortemente a morbidade e mortalidade, incluindo obesidade
visceral com resisténcia insulinica, aterosclerose, hipertensdo sistémica, dislipidemia e
devido a sintese excessiva de glicocorticoide (PIVONELLO et al., 2005).

Em relagdo ao metabolismo de lipideos, o glicocorticoide tem efeito dual uma vez
que, no tecido adiposo periférico, os GC reduzem a atividade da lipoproteina lipase e
estimulam hormonios sensiveis a lipase, aumentando a hidrolise de triglicerideos
(OTTOSSON et al., 1994 & SLAVIN et al., 1994). A obesidade ocorre em mais de 80%
dos casos (STEWART, 2003) com redistribuigdo do tecido adiposo da periferia para as

areas centrais do corpo, principalmente na regido do tronco e depdsitos viscerais
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(PASQUALI et al., 2006; MAYO-SMITH, 1989; & REBUFFE-SCRIVE, 1988). Os
glicocorticoides exercem um papel fundamental tanto na regulagdo do metabolismo do
tecido adiposo quanto na diferenciagdo dos pré-adipocitos na maturagdo dos adipdcitos
(MORTON, 2008)

O abdémen penduloso ¢ uma caracteristica comum em cdes com HAC. Este sintoma
¢ resultante da combinagdo da fraqueza da musculatura abdominal, hepatomegalia,
retencdo de urina na vesicula e redistribuicdo do tecido adiposo no mesentério. Estes
fatores dao ao animal o aspecto de ganho de peso, porém, esta relacdo entre obesidade e
HAC nao estd bem estabelecida no cdo (GILOR & GRAVES, 2011). Nao obstante, a
obesidade central ¢ comum e também estd associada a hipertensdo, dislipidemia,
resisténcia insulinica, diabetes e morte prematura por doenga cardiovascular
(BJORNTOP, 1991). O acimulo de tecido adiposo intra-abdominal ¢ mais associado a
esses distarbios do que o tecido adiposo subcutaneo (BUJALSKA, 1999). Além disso, para
esse efeito na distribuicdo dos adip6citos, os glicocorticoides regulam a diferenciacdo das
células adiposas estromais e afetam suas fungdes (HAUNER et al., 1989; FRIED, 1993;
BRONNEGARD, 1995). Muitos desses efeitos sdo maiores no omento do que no tecido
adiposo subcutaneo, sugerindo que os glicocorticoides exercem um papel crucial na
patogénese da obesidade central (BUJALSKA et al., 1999). Todavia, os mecanismos
moleculares subjacentes a regulagdo distinta de depositos adiposos periféricos e centrais
nos tecidos por GCs permanecem atualmente, em grande parte, desconhecidos van
(RAALTE et al., 2009).

O controle de producdo local de glicocorticoides depende da enzima 11B3-HSDI, a
qual converte cortisona inativa em cortisol, incrementando assim a estimulagao do receptor
nuclear especifico (DRAPER & STEART, 2005). Em paciente com obesidade central, o
hipercortisolismo esplénico poderia surgir da produg¢do de cortisol pela enzima 1183-
hidroxiesteroidedesidrogenase tipo 1 (11B-HSD1), que converte a cortisona inativa em
cortisol ativo principalmente no figado, mas também nos tecidos adiposos visceral e
subcutaneo (WALKER & ANDREW, 2006; BAUDRAND et al., 2010). Estudos recentes
com modelos roedores mostram um potencial papel patogénico de 11B-HSDI e
hipercortisolismo esplénico na distribuicao do tecido adiposo central (TOMLINSON et al.,
2004). Uma explanagao plausivel para este fenomeno € que a obesidade estd associada a
alteragdes do metabolismo do cortisol em tecidos locais € no bago, combinado com

hipercortisolismo funcional devido a altera¢des sutis no eixo HPA (BUJALSKA, 1997).

10



No tecido adiposo e figado, a fun¢ao de 11beta-HSD1 ¢ bem conhecida, mas dados
sobre seu papel no musculo esquelético sdo raros, embora seja bem descrito que GCs
induzem atrofia muscular em diversas condi¢des catabdlicas (HASSELGREN, 1999) pela
inibicdo da sintese proteica e indugdo da degradacao de proteinas (BAUDRAND et al.,
2010; TOMLINSON et al., 2004). A mais bem conhecida via proteolitica ¢ o processo
lisossomal. Nos musculos, também ocorrem duas vias principais de proteolise citosolica:
Ca*+ dependente e ATP-ubiquitina dependente. As principais proteinases lisossomais
(catepsinas B, H, L e D) e as proteinases calcio dependentes (tz- ¢ m- calpainas que
diferem em afinidades com Ca2+) ndo contribuem significativamente com o aumento da
proteodlise em varias condigdes de gasto muscular, o qual resulta em aumento de proteolise
(DARDEVET et al., 2012) e ndo exercem papel fundamental na degradacdo de proteinas
miofibrilares (FURUNO et al., 1990). Além disso, os efeitos dos GCs na expressdo do
gene de proteinases lisossomais ou Ca-dependente sdo desconhecidos no musculo
esquelético (DARDEVET et al., 2012). Em contraste, a via proteolitica ATP-ubiquitina-
dependente que foi previamente bem descrita por degradar proteinas anormais e de curta
duracdo (CIECHANOVER, 1994; RECHSTEINER, 1991) (20, 21) é presumidamente o
sistema critico responsavel pelo colapso de componentes contrateis de longa duragdo
(RECHSTEINER, 1991; FURUNO et al., 1990). Este dado foi observado no estudo de
WING e GOLDBERG (1993) no qual ocorreu o aumento na expressao de ubiquitina ou de
subunidades de ubiquitina e proteassoma (PRICE et al., 1994) foi relatada em musculo
esquelético de ratos apds tratamento com dexametasona (DARDEVET et al., 2012).
Todavia, a cascata de eventos ligando GCs a estimulacdo de protedlise dependente de
ATP-ubitiquina continua ndo elucidada (DARDEVET et al, 2012),bem como os

mecanismos relacionados ao desgaste muscular (DARDEVET et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho visa fornecer bases para a padronizagdo de um modelo

experimental de hiperadrenocorticismo hipdfise-dependente em ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliagdo parcial do eixo HHA (peso das adrenais, hipofise e hipotdlamo; dosagem
de corticosterona sérica)

* Avaliagdo indireta do metabolismo energético (ingestdo alimentar e variagdo de
peso corporal, peso de tecido adiposo peritoneal e figado)

* Avaliacdo do equilibrio hidroeletrolitico associado a altera¢des cardiovasculares:
ingestdo de agua e salina 1,8% diaria, volume urinario, vasopressina (AVP),
ocitocina (OT), peso renal, peso cardiaco

* Avaliagdo do status tireoidiano: peso da glandula e dosagens plasmaticas de
triiodotironina (T3), tetraiodotironina (T4) e hormonio liberador da tireotrofina

(TSH)

12



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Apreciagao Bioética

O presente estudo foi submetido a avaliagio pela Comissdo de Etica na Pesquisa da
UFRRIJ sob processo numero 23083.006750/2012-60, estando de acordo com a Resolugao
714 de 20/06/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterindria. Todas as manipulagdes
experimentais foram executadas em consonancia com o Guide for the Use of Laboratory
Animals, publicado por USA National Institutes of Health (NIH publication No. 85-23,

revisado em 1996).

3.2. Local

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal Rural do Rio Janeiro em caixas de medidas padronizadas, com ragao
peletizada padrao Purina e agua ad libitum, nas quais foram divididos em 3 grupos, sendo
dois grupos com 5 animais e um grupo com 4. Apos alcancarem o peso ideal, os animais
foram redistribuidos aleatoriamente em 2 grupos experimentais descritos no item 3.4. Para
tanto, eles foram transferidos para gaiolas metabolicas com bebedouros graduados,
comedouros, coletores de urina e fezes. O ambiente foi climatizado com sistema de
controle do ciclo claro/escuro, iniciado o periodo claro as 7 horas e, o escuro as 15h de

cada dia e temperatura ambiental de 25°C.

3.3. Animais

Foram utilizados 14 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos (70-80 dias), com

peso variando de 225 a 305g, em nimero (N) de 7 para cada grupo experimental.

3.4. Grupos Experimentais

Foram utilizados 2 grupos com 7 animais em cada, submetidos aos seguintes
tratamentos: Grupo controle - 0,2ml de salina por via subcutanea por dia, durante 7 dias e

grupo tratado - 0,2ml (200 pg) de ACTH;4 sintético (Synacthen, Acetato de
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Tetracosactida 0,25mg/ml, Biofutura Pharma, Italia) por via subcutanea, sendo uma unica
injecdo didria no periodo entre 7 e 8 horas da manha durante 7 dias.

3.5 Protocolo de Ingestio de Agua e Alimento

Durante o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas metabolicas
contendo bebedouros graduados para a medicao da ingestdo didria de 4gua (volume inicial
— volume final).

A ingestdo de alimento foi avaliada através da pesagem da ragdo oferecida (valor

ingerido = peso inicial — peso final).

3.6 Coleta de sangue

Apbs sete dias de tratamento, os animais foram eutanasiados por decapitacdo para
que fossem obtidas amostras de plasma sanguineo em frascos com anticoagulante
(heparina). O plasma foi obtido ap6s centrifugacdo por 20 minutos, 3000 rotagdes/min a
4°C e estocado a -20°C, até¢ o momento dos ensaios. Para determinacgdo dos niveis de T3 e
T4 por quimioluminescéncia e corticosterona, OT, AVP e TSH pela técnica de

radioimunoensaio.

3.7 Procedimentos para dosagens hormonais

3.7.1 Extragao de hormonios

AVP e OT foram extraidos do plasma com acetona e éter de petrdleo: um mL de
plasma foi transferido para um tubo contendo 2 ml de acetona gelada (MercK, Brasil),
seguido por agitacdao de 30 segundos e centrifugag¢do (2500 rpm, 25 min, 4+°C); a seguir, 0
sobrenadante foi decantado para um tubo contendo 2 mL de éter de petroleo (Reagen,
Brasil), sendo submetido a agitagdo e reservado durante 2 min; o sobrenadante (éter de
petrdleo) foi desprezado por aspirag¢do e o liquido restante (acetona) contendo AVP e OT
foi submetido ao processo de liofilizacao. No momento do ensaio, o produto liofilizado foi
ressuspenso com 250 pL. de tampao do ensaio. Por sua vez, para as dosagens de AVP e OT
neurohip6fisérios, as neurohipofises foram homogeneizadas em 200 pL de uma solugao de

HCI 0,1 N; a partir de uma aliquota desse homogeneizado, foi realizada a dosagem de
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proteinas pelo método de Bradford (BioRad, EUA) e, em seguida, o homogeneizado
restante foi diluido na proporc¢do de 1:20.000 para a realizagdo dos radioimunoensaios. A
extracdo de Corticosterona foi realizada a partir da adigdo de ImL de etanol (4 °C) a 25 pL
de plasma, sendo logo em seguida submetido a centrifugacao (2500 rpm, 15 min, 4 °C).
Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro tudo e liofilizado. No momento do
ensaio, o produto liofilizado foi ressuspenso com 1,5 mL de tampao do ensaio e pipetado
em duplicata. Todos os procedimentos de extragdo foram realizados sobre gelo. Para
determinar a eficiéncia da extracdo dos hormodnios pelos métodos utilizados, uma
quantidade de (~ 25.000 cpm) do peptideo marcado (com 125I) foi adicionada a um mL de
plasma, o qual foi submetido as extracdes, como descrito acima. Os sobrenadantes e os
precipitados, gerados em cada uma das etapas da extracdo, foram analisados no contador
gama e, a partir dos valores de suas radioatividades obtidas, foi calculada a propor¢ao do
horménio recuperado no final do processo de extracdo. A extragdo foi considerada
eficiente quando a porcentagem de recuperagdo do hormdnio marcado for acima de 90%.

A técnica de radioimunoensaio ¢ especifica usando as técnicas descritas por Elias et
al., 1998; Haanwinckel et al., 1995; Gutkowska et al., 1984; Vecsei, 1979; Moreira et al.,
1987; Botelho et al., 1994 para AVP, OT).

Todos os ensaios/dosagens foram realizados em duplicata.
3.8 Peso de Orgaos Relativo ao Peso Corporal
Apoés os animais serem submetidos a eutanasia, foram coletados e pesados outros

orgaos além das glandulas adrenais. Sdo eles: figado, rins, coragdo, hipédfise e hipotalamo.

Todos os 6rgaos foram comparados na relagdo peso do 6rgdo : peso corporal .
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como médias + erro padrao das médias
(EPM). As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais avaliadas pela analise de
variancia (ANOVA) com pos-teste de Bonferroni e teste “t” de Student para os dados
paramétricos e pelo teste “t” de Student nao pareado para os dados nao paramétricos. Em

todas as comparagdes o nivel de significancia utilizado foi de P < 0,05.
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6.1 Efeitos da estimulacdo com ACTH sobre o eixo HHA em ratos

6 RESULTADOS
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Figura 2 — Efeito da estimulagdo com ACTH nos niveis plasmaticos de corticosterona
(Grafico A); no peso das adrenais direita (Grafico B) e esquerda (Grafico C) no peso do
hipotadlamo (Grafico D); e no peso da hipdfise (grafico E) - Dados apresentados em média

+ EPM *p<0,05 *** p<0,0001.

De acordo com os graficos acima, nota-se que o tratamento didrio com ACTH em
ratos elevou significativamente os niveis plasmaticos de corticosterona (5.63 + 1.01vs.
831 + 0.60 pg/dl). Adicionalmente, o peso relativo das adrenais direita (0,009 +
0,01g/100g; 0,05 = 0,01) e esquerda (0,01 = 0,01g/100g vs. 0,05 £ 0,01) também sofreu
aumento significativo quando comparados com o grupo controle. Com relagdo ao peso do
hipotalamo, ndo houve diferenga expressiva entre os grupos (0,010 + 0,001 vs. 0,011 +
0,001g/100g). Em contrapartida, a andlise das hipofises de ratos tratados, revelou o
aumento significativo de seus pesos relativos em comparagdo com o grupo controle

(0,00259 + 0,00008 vs. 0,00334 + 0,00012g/100g).
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6.2 Efeitos da estimulagdo com ACTH no metabolismo energético em ratos
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Figura 3 — Alterag¢des decorrentes do tratamento com ACTH na variagdo de peso corporal
dos animais (Grafico A); na ingest¢ao alimentar (Grafico B); na variagdo de peso do tecido
adiposo peritoneal (grafico C); e na variagdo de peso relativo do figado - Dados

apresentados em média = EPM *p<0,05 **p<0,001 *** p<0,0001.
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Na analise do peso corporal dos animais tratados, nota-se a perda de peso
significativa nos dia 5 e 6 de tratamento com relacdo ao grupo controle (282,14 + 14,00 vs.
227,85 £ 12,67g; 285,71 £ 13,29 vs. 215,00 £ 11,80g). Ja a apreciacdo da ingestao
alimentar revela a queda expressiva do comportamento alimentar apenas no segundo dia de
tratamento, ndo sendo observada esta alteracdo nos demais dias (9,09 = 0,49 vs. 5,59 +
0,57g/100g). Nao obstante, houve diminui¢do do peso relativo do tecido adiposo peritoneal
do grupo estimulado com ACTH em comparacdo com o grupo nao tratado (0,97 + 0,12
vs.0,45 = 0,07g/100g). Por outro lado, o peso relativo do figado no grupo tratado sofreu
aumento significativo quando comparado ao grupo controle (3,43 + 0,08 vs. 4,75 +

0,16g/100g).

6.3 Efeitos da estimulagdo com ACTH sobre o equilibrio hidroeletrolitico
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Figura 4 — Efeito da estimulacio com ACTH na ingestao didria de agua (Grafico A) e
salina (Grafico B); Comparagdo entre os apetites por dgua e sal (Grafico C: grafico de
preferéncia por sodio); Alteracdo no volume urinario produzido diariamente (grafico D);
Alteracdo dos niveis plasmaticos de ocitocina (Grafico E) e vasopressina (Grafico F);
Alteracdo no tamanho relativo de rim direito (Grafico G), rim esquerdo (Grafico H) e
coracdo (Grafico I) - Dados apresentados em média + EPM *p<0,05 **p<0,001 ***

p<0,0001.
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A figura 4 representa as alteragdes no equilibrio hidroeletrolitico decorrentes da
administracao diaria de ACTH em ratos. A ingestdo de agua torna-se significativamente
aumentada no grupo estimulado com ACTH em comparagdo ao grupo nao estimulado a
partir do quarto dia de tratamento (8,86+0,19 vs. 17,01 £ 3,22; 8,22 + 0,26 vs. 14,40 £
2,71; 8,65 £ 0,34 vs. 25,69 + 1,67ml1/100g). Ja o aumento da ingestdo de salina hipertonica
revela-se expressivo desde o segundo dia de estimulacdo até o final do tratamento (0,09 +
0,05 vs. 14,11 £1,70; 0,11 £0,07 vs. 21,76 £2,22; 0,014 £ 0,011 vs. 24,139 £2,227; 0,13
+ 0,10 vs. 24,86 = 2,96; 0,18 £ 0,16 vs. 21,57 + 3,77ml/100g). A partir desses dados,
obteve-se o indice de preferéncia por sédio o qual apresentou significancia ao longo de
toda a estimulacao com ACTH.

A andlise da alteracdo da producgdo urinaria comparativa entre os dois grupos em
questdo revelou aumento significativo no grupo tratado a partir do segundo dia de
experimento (3,99 + 0,28 vs. 17,56 + 1,10; 3,63 £+ 0,38 vs. 25,46 = 2,01; 3,69 + 0,28 vs.
29,70 + 2,02; 3,63 + 0,19 vs. 33,97 =+ 2,77; 4,14 + 0,31 vs. 41,52 + 4,25ml/100g). Quanto
aos niveis plasmaticos de ocitocina e vasopressina, ambos apresentaram-se
significativamente diminuidos no grupo estimulado com ACTH com relagdo ao grupo
controle (1,53 £ 0,19 vs. 0,70 = 0,16pg/ml; 1,34 + 0,10 vs. 0,71 + 0,08pg/ml). Em
contrapartida, houve aumento do peso relativo dos rins direito (0,30 + 0,04 vs. 0,56 +
0,017g/100g) e esquerdo (0,34 + 0,01 vs. 0,54 + 0,02g/100g), além do coragao (0,36 + 0,02
vs. 0,53 +0,02) no grupo tratado.
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6.4 Efeitos da estimulagao com ACTH sobre o status tireoidiano
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Figura 5 — Niveis de T3 (Gréfico A), T4 (Gréfico B) e TSH (Gréfico C) apds o tratamento
diario com ACTH; Variacao de peso relativo da tireoide em ratos estimulados com ACTH

(Grafico D) - Dados apresentados em média + EPM *** p<0,0001.

O status tireoidiano apos o tratamento diario com ACTH foi verificado com resultado
significativo de queda tanto nos niveis de T3 como de T4. Por outro lado, a estimulacao do
eixo HHA dos animais tratados demonstrou-se insignificante com rela¢ao ao nivel de TSH

e peso da tireoide.
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7 DISCUSSAO

7.1 Efeitos da estimula¢ao com ACTH sobre o eixo HHA em ratos

De acordo com os resultados apresentados sobre as alteragdes no eixo HHA,
observamos o aumento significativo dos niveis plasmaticos de corticosterona nos animais
submetidos a estimulagdo diaria com ACTH por ser este polipeptideo um estimulador
direto do eixo e, dessa forma, exercer potente estimulo no cortex adrenal resultando no
aumento da liberag¢do de corticosterona (BUCKLEY & SCHATZBERG, 2005). Este efeito
estimulador do cortex adrenal leva ao aumento desta regido que promove o ganho de peso
deste Orgdo observado claramente nos resultados obtidos o que estd de acordo com a
literatura que cita o hiperadrenocorticismo dependente da hipofise cursando com
hiperplasia adrenocortical bilateral (MULLER & KIRK, 1996). O aumento da adrenal ¢ tao
significativo que atualmente a abordagem laparoscopica da adrenal em humanos é o
procedimento de escolha para o tratamento cirurgico de pacientes com sindrome de
Cushing ACTH dependente (YOUNG & THOMPSON, 2007). Adicionalmente, no
hipotalamo, o estresse cronico geralmente aumenta a expressao de mRNA de CRH e AVP
no PVN (DEGOEL et al., 1991, 1992b; IMAKI et al., 1991; HERMAN et al., 1995;
PREW ITT & HERMAN, 1997), em contrapartida, no HAC hipoéfise-dependente estes
hormonios estdo inibidos devido ao feedback negativo dos glicocorticoides, sendo assim,
este ¢ um dos fatores determinantes para sugerir este protocolo como adequado como base
para o modelo de HAC hipofise dependente e diferencia-lo de um modelo de estresse.

Estudos recentes demonstram que o hipercortisolismo € capaz de estimular
lactotrofos em humanos (LENNARTSSON & JONSDOTTIR, 2011) corroborando testes
in vitro que também comprovaram a estimulacdo de lactotrofos por agdo de
glicocorticoides (FU, X. & POTTER T.E., 2004), e, dessa forma, sugere-se que o aumento
do peso das hipofises dos animais tratados em comparagao com o grupo controle possa ser
reflexo desta estimulagdo, uma vez que, gonadotrofos sofrem efeitos inibitorios por agao
dos glicocorticoides.

O hipotalamo ¢ uma estrutura diencefalica representada por menos de 1% da massa
cerebral, que controla a maioria das fungdes vegetativas e endocrinas do organismo. Com
relagdo a avaliagdo macroscopica do hipotdlamo ndo houve diferenca significativa, o que

parece estar associado ao tamanho das células que compdem a estrutura neural. Além
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disso, culturas primarias hipotalamicas sdo dificeis de serem mantidas e sdo populacdes
heterogénias de células neuronais e gliais e muitas vezes contém um numero minimo
neuronios secretores de peptideos (MAYER et al., 2009), com isso alteragdes no eixo nado
sdao detectadas ao nivel macroscopico como demonstrado no resultado comparativo do

peso hipotalamico entre os grupos experimentais.

7.2 Efeitos da estimulagao com ACTH no metabolismo energético

Em termos de homeostase energética, os eixos HHT ¢ HHA representam o maior
sistema enddcrino que participa da regulagdo do balango energético (SPIEGELMAN &
FLIER, 2001) e alteragdes nesses dois eixos estdo associadas a diversos sintomas,
incluindo variagcdes no peso corporal (SPIEGELMAN & FLIER, 2001). Dessa forma,
respostas ao estresse podem variar o grau de ativagdo do eixo HPA e podem estimular
tanto vias orexigénicas ou anorexigénicas, bem como induzir alteragdes em leptina e
insulina, regulando assim a ingestao alimentar (MANIAM & MORRIS, 2012). Além disso,
mesmo apds a exposicdo ao estresse, podem ocorrer efeitos a longo prazo na ingestdo
alimentar ¢ no peso corporal, pois esses parametros sdo dependentes do fator
estressor (MANIAM & MORRIS, 2012). A ativacdo de CRH e de receptores MC4 exerce
efeito anorexigénico (ANTUNES-RODRIGUES, 2005), embora o CRH ndo seja tdo
potente em reduzir a ingestdo alimentar (MANIAM & MORRIS, 2012). J& os GCs
desempenham papel importante no controle do comportamento alimentar, induzindo a
liberacdo de NPY e inibindo a liberagdio de CRH no hipotalamo, contudo, o efeito
orexigénico dos GCs podem ser anulados pela leptina (CAVAGNINI et al., 2000) que
também ¢ ativada por agdo de glicocorticoides. Dessa forma, a estimulagdo do apetite e da
expressdo de leptina pela acdo dos GCs conflita com a inibicdo da ingestdo alimentar e
sugere que os GCs reduzem a sensibilidade a leptina (SOLANO & JACOBSON, 1999).
Sendo assim, este fato poderia explicar em parte o efeito anorexigé€nico observado no
segundo dia de tratamento e o posterior aumento da ingestdo alimentar, retornando para
niveis que ndo diferem significativamente do grupo controle em apenas sete dias de
tratamento com ACTH. Outrossim, podemos sugerir a agdo direta de ACTH nas células
pancreaticas, induzindo a liberacdo de insulina. Este efeito, poderia iniciar o estado de
saciedade a curto prazo, como observado em apenas um dia de tratamento. Outra hipdtese

que podemos propor relaciona o hormdnio orexigeno grelina, visto que estudos realizados
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por Otto e colaboradores (2004) demostraram que o hipercortisolismo conduz a diminui¢ao
significativa nos niveis plasmaticos de grelina em seres humanos, indicando um
mecanismo de feedback possivel entre a secrecao de grelina géstrica e a atividade os niveis
do (HPA). O hormonio grelina ¢ um peptideo orexigeno e adipogénico predominantemente
produzido e secretado pelo estomago que tem sido demonstrado como promotor do
aumento da ingestdo de alimentos, resultando em balanco energético positivo
(NAKAZATO et al. 2001), bem como pode representar um mediador da transdugdo de
alteragdes na ingestdo de alimentos para as redes reguladoras no sistema nervoso central
que controla a homeostase energética (COWLEY et al. 2003). Tal achado nos permite
sugerir que o tratamento prolongado como exemplo de 14 dias poderia demonstrar o
possivel aumento da ingestdo alimentar. Outra alteracdo importante decorrente da
estimulacdo cronica com ACTH ¢ a hepatopatia por esteroide e consequente hepatomegalia
como demonstrado nos resultados deste experimento corroborando dados da literatura.
Esta alteragdo ¢ descrita por alguns autores como vacuolizagdo centrolobular, acimulo de
glicogénio perivacuolar entre hepatdcitos e necrose centro lobular focal (GILPR &
GRAVES, 2011; ROGERS & RUEBNER, 1977); macroscopicamente, as alteragdes
encontradas nos figados de animais cronicamente estimulados com ACTH corroboram
dados da literatura como a observagdo do orgdo aumentado de tamanho e fridvel
(FELDMAN, 2004).

Embora esteja claro que os GCs sdo essenciais para a diferenciacdo dos adipocitos
(HAUNER et al.,, 1987), o seu impacto sobre muitos dos processos que regulam a
acumulagdo de lipidios nos adipocitos ndo foram exploradas em detalhe. Com relagdo ao
peso do tecido adiposo peritoneal, estudos relataram que, apesar de ndo ter sido
estatisticamente significante, houve diminuicdo da atividade de lipoproteinalipase em
animais com HAC com relag¢do ao grupo controle, bem como o peso dos adipdcitos que foi
substancialmente menor (DIGITO et al., 1990). A administracdo cronica de GCs pode
interferir na regulagcdo da expressdo de genes catabolicos, levando a uma série de efeitos
colaterais graves como ganho de peso, hiperglicemia e osteoporose (CANALISet al.,
2002). Além disso, o excesso de GCs tem sido associado a observagdes clinicas como a
sindrome metabolica. Dessa forma, a perda de peso observada nos animais tratados pode
estar relacionada ao efeito agudo, sugerindo que este protocolo possa ser a fase inicial da
doenca, uma vez que, ndo foram observados sintomas clinicos caracteristicos do HAC

cronico como ganho de peso devido a obesidade centripeta. E importante destacar que a
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reducdo do peso corporal dos animais submetidos ao tratamento com ACTH também pode
estar associada a perda de volume pela produgdo urindria aumentada. Desta forma, fica
claro que as causas para cada efeito observado sdo diversas e devem ser somadas para

justificar os resultados obtidos neste estudo.

7.3 Efeito da estimulagdo com ACTH na homeostase hidroeletrolitica ¢ cardiovascular

No presente estudo, houve redugdo significativa dos niveis plasmaticos de AVP o
que pode ser explicado devido ao feedback negativo do eixo HHA, pois este hormonio ¢é
secretagogo de ACTH (ANTUNES-RODRIGUES, 2005; JACOBSOB, 2005;
WHITNALL, 1993; ANTONI, 1986), ou seja, em niveis elevados de ACTH, como no
modelo proposto, AVP sofre acdo inibitéria. Devido a esta reducdo, ¢ também observada a
politria bem definida ao longo do tratamento, decorrente, da diabetes insipidus central
concomitante ao hipercortisolismo somada a outros possiveis fatores como aumento da
taxa de filtracdo glomerular e a¢do do peptideo natriurético atrial. Todavia, estas duas
sugestdes da literatura seguem sem comprovacdo, sendo a diabetes insipidus central a
causa mais bem fundamentada da poliuria observada no HAC (FELDMAN, 2004). Como
consequéncia do aumento da diurese, observamos polidipsia compensatéria para a
reposi¢ao volumétrica. Podemos ainda sugerir uma possivel agdo da ANG II centralmente
caracterizando um potente comportamento dipsogénico. Esse efeito ¢ decorrente da agdo
da ANG II em receptores AT1 localizados no 6rgdo subfornical (SFO) e no o6rgao
vasculoso da lamina terminal (OVLT). Esse efeito da ANGII circulante ¢ possivel por
essas estruturas cerebrais serem desprovidas de barreira hematoencefalica.
Adicionalmente, estudos demonstraram que o aumento das concentracdes circulantes de
ANG II e glicocorticoides aumenta a expressao de receptores AT1 no nucleo arqueado
(ARC) dorsomedial (CASTREN & SAAVEDRA, 1988) e, embora neste protocolo
experimental ndo tenha sido realizada a mensuracdo plasmatica de ANG II, € possivel
propor que tais niveis plasmaticos estejam aumentados tendo em vista o aumento da
ingestdo hidrica observada neste estudo (ANTUNES-RODRIGUES, 2005). Além disso,
observou-se um potente efeito natriorexigénico possivelmente relacionado com a agado de
OT, uma vez que estudos avaliando efeitos de OT em modelos de dieta hipossddica
(MECAWI & ANTUNES-RODRIGUES, 2012) e de expansao de volume (RUGINSK et

al., 2007) demonstraram que este hormdnio pode ser destacado pela sua a¢do inibitdria ao
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apetite por soédio. Esta agdo descrita na literatura corrobora o resultado de niveis
plasmaticos de OT reduzidos no modelo estudado, bem como o aumento da ingestdo de
salina hipertonica no grupo tratado com relagdo ao grupo controle. Adicionalmente, o
hipercortisolismo provoca natriurese agravando a preferéncia por sédio com relagao a
ingestdo hidrica.

Como podemos observar, hd um aumento significativo do peso renal tanto esquerdo
como direito que pode estar vinculado a acdo do GCs que elevam a taxa de filtracao
glomerular em animais ¢ humanos, aumentando, também o volume urindrio e excrecao
urindria de so6dio e a excrecdo de potassio. (BAYLIS et al 1990; SUZUKI et al 1982;
HAACK et al., 1977). E interessante observar que no rim esquerdo o aumento é ainda mais
significativo.

O desequilibrio hidroeletrolitico inerente ao hipercortisolismo crénico cursa com
hipertensdo arterial que associada a obesidade central e dislipidemia (BJORNTOP, 1991)
favorece o surgimento de doengas cardiovasculares, tendo destaque a hipertrofia
ventricular esquerda que provoca ganho de peso cardiaco corroborando dados observados

no presente estudo (TOJA et al., 2012).

7.4 Efeito da estimulagdo com ACTH na fungdo tireoidiana

O hipotireoidismo primario apresenta queda nos niveis dos hormdnios tireoidianos e
o TSH pode estar aumentado (Biondi, 2012) ou dentro dos padrdes de referéncia. Todavia,
num estado de hipercortisolismo como o induzido neste estudo, o hipotireoidismo € central
e secundario e, desta forma, os niveis plasmaticos de TSH ndo sofreram alteracao
significativa, apesar dos niveis de T3 e T4 estarem abaixo da referéncia para a espécie.
Estes dados corroboram estudos prévios que demonstram que o hipotireoidismo presente
em animais submetidos ao hipercortisolismo cronico trata-se de um estado secundario e
transitorio e, portanto, dependente dos altos niveis de GCs (neste estudo, o
hipercortisolismo ¢ endogeno devido ao estimulo com ACTH, porém sabe-se que a
iatrogenia também leva ao estado de eutireoideo doente). O individuo submetido ao
processo de inibi¢do do eixo HPT de forma secunddria ¢ também conhecido como
eutireoideo doente. Tais fatos podem ser explicados pelo estudo de Kakucska e
colaboradores (1995) que sugerem que os glicocorticoides sdo capazes de diminuir a

biossintese e liberagdo de TRH nos neurdnios hipofisiotroficos do PVN e assim
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desencadearem a inibicao do eixo HPT dando origem ao estado transitério e dependente do
fator causador, neste caso, o hipercortisolismo cronico. Porém em nosso trabalho, ndo
foram observadas alteracdes com relacao ao TSH no grupo tratado com ACTH, tal achado
pode estar relacionado a responsividade da glandula tireoidea ao TSH, visto que nao foram
observadas diferengas significativas com relacdo ao peso da tireoide. Estudos relatam que
0s GCs podem diminuir a expressdo do receptor para TSH e com isso interferir na sintese
dos HTs (ETTINGER, 2004). Além disso, o TSH também sofre efeito inibitorio por acao
dos glicocorticoides, caracterizando assim, diversos fatores como determinantes para o
desencadeamento do hipotireoidismo dentre os quais também ¢ possivel incluir a
diminuicao das ligagdes entre HTs e proteinas carreadoras por agdo dos glicocorticoides,

bem como a diminui¢ao da desiodagao periférica de T4 em T3 (FELDMAN, 2004).
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8 CONCLUSAO

As alteragdes do eixo HHA demonstradas no grupo de animais tratados com ACTH
sao compativeis com os efeitos decorrentes do hipercortisolismo. Tais alteragdes diferem
das propostas de modelos experimentais de estresse, que € o principal diagnostico
diferencial. Isto foi evidenciado com a reducdo dos niveis plasmaticos de AVP. Além
disso, podemos sugerir a possivel diminuicdo dos niveis de CRH por este peptideo ser
secretagogo de ACTH.

Com relacdo ao metabolismo energético, observamos algumas alteragdes nao
compativeis com as observadas clinicamente em um animal com HAC hipoéfise
dependente. Estes dados sugerem que este modelo experimental seja representativo da fase
inicial da doenga e, portanto, estudos com protocolo prolongado tornam-se necessarios
para esclarecer esta questdo relacionada ao tempo de estimulagdo do eixo HHA e os
mecanismos envolvidos no balango energético.

O modelo experimental proposto sugere o efeito ativador do sistema renina
angiotensina caracterizando o desequilibrio hidroeletrolitico com consequéncias
relacionadas também com a pressao arterial.

O estado de eutireodeo doente observado claramente nos resultados obtidos
corroboram a literatura referente ao hipercortisolismo.

Nossos resultados foram compativeis com dados observados na endocrinopatia em
questdo. Portanto, podemos sugerir este protocolo como base para a determinacdo de um

modelo de HAC hipofise dependente.
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