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RESUMO

Tanto os glicocorticoides como a ovariectomia (OVX) sdo capazes de aumentar o
apetite e o ganho de peso corporal em roedores, podendo levar a obesidade, e a
reposicdo com estradiol e capaz de atenuar as alteracdes induzidas pela OVX.
Sabe-se que 0s animais obesos sdo mais sensiveis aos efeitos anabodlicos dos
glicocorticoides do que os animais magros. Este trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos da ovariectomia e o papel protetor do estradiol nas respostas induzidas ao
tratamento prolongado com corticosterona ou dexametasona na homeostase
energeética. Para isso, os ratos Wistar fémeas (230-250 g) submetidos a cirurgia
sham ou OVX, compondo grupos SHAM, OVX e OVX+E, receberam Agua-ETOH ou
corticosterona (15 mg/L), e 4gua ou dexametasona (0,5 pg/L) como unico fluido
durante 28 dias de tratamento. O grupo OVX+E, desde o primeiro dia, foi tratado
diariamente com estradiol (10 pg/0,2 mL/rata SC). A OVX induziu o aumento do
ganho de peso corporal, ingestdo alimentar, glicemia apds o teste de tolerancia a
glicose (GTT) , peso de tecido adiposo retroperitoneal e colesterol plasmatico, com
reducdo no peso do Utero. O tratamento com glicocorticoides foi capaz de induzir,
nos animais OVX, aumento do ganho de peso corporal, ingestdo alimentar, resposta
glicémica apo6s GTT (protocolo dexametasona), peso de tecido adiposo
retroperitoneal, triglicerideos plasmaticos (protocolo corticosterona) em relacdo ao
tratamento com agua, praticamente sem efeitos no grupo SHAM. O tratamento com
estradiol nos animais OVX aboliu esses efeitos induzidos pelos glicocorticoides,
além de diminuir o ganho de peso corporal, resposta glicEmica apés GTT, o acumulo
de tecido adiposo, e aumentou o peso dos uteros, e as concentracdes plasmaticas
de triglicerideos e acidos graxos livres. Esses dados demonstram que a protecao
contra efeitos anabdlicos induzidas pelos glicocorticoides nas fémeas € eliminada
pela OVX e o estradiol pode prevenir essas respostas, sugerindo que o estradiol tem
um papel protetor nas respostas metabdlicas induzidas por glicocorticoides em ratas
ovariectomizadas.

Palavras-chave: Corticosterona. Dexametasona. Ovario. Estrogénios. Homeostase
energética.
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ABSTRACT

Both glucocorticoids and ovariectomy (OVX) increase appetite and body weight gain
in rats, leading to obesity, and estrogen replacement attenuates OVX-induced
changes. It is known that obese animals are more responsive to the anabolic effects
of glucocorticoids than lean ones. This study aimed to evaluate the effects of
ovariectomy and the protective role of estradiol on the responses induced by
prolonged treatment with corticosterone or dexamethasone on energy homeostasis.
For this, female Wistar rats (230-250 g) subjected to sham or OVX surgery,
composing the SHAM, OVX and OVX+E groups, received water-ETOH or
corticosterone (15 mg/L) and water or dexamethasone (0.5 pg/L) as drinking fluid for
28 days. The OVX+E group was daily treated with estradiol (10 pg/0.2 mL/rat SC)
since the first day. OVX induced enhancement of body weight gain, food intake,
glycemia after glucose tolerance test (GTT), weight of retroperitoneal adipose tissue,
and plasma cholesterol, with reduction on uterus weight. Treatment with
glucocorticoids was able to induce, in OVX animals, increases on body weight gain,
food intake, glycemic response after GTT (dexamethasone), weight of retroperitoneal
adipose tissue, plasma triglycerides (corticosterone) compared with water treatment,
with minor effects on SHAM group. Estradiol treatment in OVX rats abolished these
effects induced by glucocorticoids, in addition it decreased body weight gain,
glycemic response after GTT and fat accumulation, and increased weight of uterus,
triglycerides and free fatty acids plasma levels. These data demonstrate that
protection against glucocorticoids-induced anabolic responses in females is
eliminated by ovariectomy and estradiol can prevent these responses, suggesting
that estradiol has a protective role on the metabolic responses induced by
glucocorticoids in ovariectomized rats.

Key-Words: Corticosteron. Dexamethasone.  Ovary. Estrogens. Energy
homeostasis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Controle neuroendécrino da homeostase energética

A presenca de um equilibrio interno entre os diversos sistemas fisiologicos do
organismo, a fim de garantir a sobrevivéncia do individuo, refere-se a homeostase.
O sistema nervoso central (SNC) encontra-se envolvido na manutencdo da
homeostase, sendo que o hipotdlamo é um dos principais responséveis por essa
regulacdo, como por exemplo, na homeostase energética (LEVINE, 2000). O
desequilibrio na homeostase energética pode levar ao desenvolvimento do quadro
de obesidade e suas comorbidades (GUH et al, 2009).

A obesidade, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem se
mostrado grave problema de saude publica, tanto em paises desenvolvidos como
em desenvolvimento. Nos ultimos tempos, tem sido dada maior atencdo para o
estudo dos fatores que levam tanto a obesidade como a outras doengas decorrentes
dos distarbios da alimentacdo. No Brasil 53,8% da populacdo encontra-se com
excesso de tecido adiposo corporal, sendo que a prevaléncia dentre os homens é
57,7% e em mulheres 50,5% (BRASIL. Ministério da Saude, 2016). Devido a isso, a
melhor compreenséo a respeito da fisiologia do controle de peso corporal e ingestao
alimentar tem se tornado assunto recorrente, de grande importancia e de
guestionamentos, uma vez que, alcancar a homeostase energética depende de
multiplos fatores (TASKER, 2006).

Nesse contexto, sabe-se que 0s neurdnios dos nucleos hipotalamicos
expressam neuropeptideos orexigenos, como neuropeptideo Y (NPY), orexina,
horménio concentrador de melanina e proteina relacionada ao Agouti (AgRP)
(MORLEY et al.,, 1987; SAKURAI et al., 1998; EBIHARA et al, 1999) e
neuropeptideos anorexigenos, tais como a proopiomelanocortina (LU et al., 1994,
FAN et al., 1997), o transcrito regulado por cocaina e anfetamina (KRISTENSEN et
al., 1998), o hormdnio liberador de corticotrofina (CRH) (ARASE et al., 1988) e a
ocitocina (OT) (ARLETTI et al., 1989), fundamentais para a regulacdo da
homeostase energética. Esses neuropeptideos séo regulados por fatores periféricos,
como a insulina e a leptina (SCHWARTZ et al., 2000; FIGLEWICZS, 2003), que

sinalizam ao SNC informac6es indicadoras do estoque energético do organismo.
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A leptina é produzida de maneira proporcional aos estoques de tecido adiposo,
e sinaliza ao SNC, promovendo a inibicdo da ingestdo alimentar e o aumento do
gasto energético (MAFFEI et al., 1995; CONSIDINE & CARO, 1996). A insulina
também exerce papel importante no controle da homeostase energética e suas
concentracfes plasmaticas encontram-se aumentadas ap0s uma refeicdo, ou seja,
em uma situacdo de equilibrio energético positivo (BAGDADE et al., 1967),
sinalizando tal estado ao SNC, de modo a reduzir a ingestdo alimentar e 0 peso
corporal (WOODS et al., 1979). Assim, por meio desses sinais de adiposidade, o
organismo envia respostas ao SNC que irdo regular o gasto energético ou a
alimentacéo (SIMS & LORDEN, 1986), a fim de garantir o equilibrio interno de modo

que se alcance a homeostase (figura 1).
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Figura 1. Neuropeptideos hipotalamicos. Os neurdnios NPY/AgRP e POMC/CART no
nucleo arqueado do hipotalamo (ARC), adjacente ao terceiro ventriculo, sdo regulados pela
insulina e leptina e se projetam para o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e para a
area hipotalamica lateral (LHA) e area perifornical (PFA), enviando informacfes a respeito
do estoque energético do organismo. NPY: neuropeptideo Y; AgRP: proteina relacionada ao

~

agouti; POMC: proopiomelanocortina; CART: transcrito regulado por cocaina e anfetamina

(modificado de SCHWARTZ et al., Nature, 2000).

1.2 Estrégenos e obesidade
Sabe-se que ha maior tendéncia ao acumulo de tecido adiposo na regido

abdominal em homens, sendo que nas mulheres ha maior predisposi¢cdo do tecido
adiposo se depositar subcutaneamente. As diferencas ocupacionais entre homens e

mulheres, como por exemplo, os diferentes empregos, atividade fisica, composi¢éo
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corporal, padrdes de ingestédo alimentar e diferencas reprodutivas, podem mascarar
as diferencas intersexuais na susceptibilidade a obesidade (Power & SCHULKIN,
2008). Ha diferencas entre a incidéncia de doencas metabdlicas relacionadas com a
obesidade em homens e mulheres. A partir dos 50 anos, a prevaléncia de desordens
metabdlicas em mulheres aumenta drasticamente, periodo concomitante com o
aparecimento da menopausa, a cessagdo permanente da menstruagdo, como
resultado da perda da funcéo folicular ovariana (FORD, 2005). Ap6s 12 meses
consecutivos de amenorreia, ou seja, auséncia da menstruagdo, sem nenhuma
causa patologica ou fisioldgica, a menopausa € considerada natural. A menopausa €
um fenbmeno complexo que pode ser vivenciado de diferentes maneiras pelas
mulheres (GJELSVIK et al., 2011). A cirurgia de ovariectomia (OVX) em roedores é
utilizada experimentalmente como um dos métodos para mimetizar a menopausa em
fémeas, a fim de se observar os efeitos da falta dos esteroides ovarianos circulantes

na homeostase energética.

Assim, os esteroides ovarianos sdo importantes fatores na regulacdo da
homeostase energética, particularmente os estrogenos. Sabe-se que 0s estr6genos
podem levar a diminuicdo da ingestdo alimentar, e na sua auséncia, como pode se
observar experimentalmente apdés OVX, ou fisiologicamente na menopausa, ha
aumento da ingestdo alimentar e do ganho de peso corporal, sendo este
correlacionado com um saldo positivo do equilibrio energético (ASARIAN & GEARY,
2002). Dessa forma, pode-se observar em humanos durante a menopausa a
ocorréncia de mudancgas corporais, como 0 aumento de tecido adiposo na
composicdo corporea, principalmente na area abdominal (TREMOLLIERES et al.,
1996).

Interessantemente, Hong e colaboradores (2009) demonstraram que
camundongos machos apresentam maior susceptibilidade ao ganho de peso
corporal e de tecido adiposo em resposta a dieta hipercaldrica, do que fémeas
intactas, porém a OVX as torna tdo susceptiveis a desenvolverem o quadro de
obesidade quanto os machos, demonstrando que a prote¢éo contra a obesidade em
fémeas € eliminada pela OVX (figura 2). Adicionalmente, foi evidenciado o papel
protetor dos estrogenos no desenvolvimento de obesidade, bem como nas suas

comorbidades, como resisténcia insulinica e dislipidemias, induzidos pela dieta
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hiperlipidica em camundongos, machos (ZHU et al., 2014), fémeas intactas (LITWAK
et al., 2014) e ovariectomizadas (RIANT et al., 2009; MATYSKOVA et al., 2010;
STUBBINS et al. a, b, 2012; ZHU et al., 2013) (figura 3). Deste modo, a terapia de
reposicdo com estrogenos é capaz de atenuar e até mesmo reverter varios
parametros metabdlicos que sdo alterados devido a perda da funcdo ovariana,
observadas na menopausa ou induzidos pela OVX (SALPETER et al.,, 2006;
RICHARD et al., 1991; BUTERA, 2010; SILVA et al., 2010).
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Figura 2. Diferencgas intersexuais e efeito da OVX no ganho de peso corporal e percentual

de tecido adiposo de camundongos em resposta a dieta hiperlipidica (HONG et al., Nutr. J.,

Py
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Figura 3. Diferencas intersexuais e papel dos estrégenos em resposta a dieta hiperlipidica
em camundongos (STUBBINS et al., Eur. J. Nutr., 2012a).

1.3 Glicocorticoides

Além dos estrogenos, a homeostase energética e a ingestdo alimentar podem
ser controladas por outros fatores periféricos, sendo um deles os glicocorticoides,
produzidos pelas glandulas adrenais. Localizadas nos polos superiores dos rins, as
glandulas adrenais sdo formadas pela medula e cortex adrenal. A medula esta

relacionada com o0 sistema nervoso simpatico e € responsavel por secretar 0s
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horménios epinefrina e norepinefrina. Os principais horménios do cortex da adrenal
sdo os mineralocorticoides e os glicocorticoides (KANCZKOWSK et al.,2017). Os
mineralocorticoides atuam principalmente na regulacdo do volume dos liquidos
extracelulares, principalmente por ag¢do nos ions soOdio e potassio; jA 0s
glicocorticoides apresentam efeitos nos metabolismos de carboidratos, proteinas e

lipidios, bem como no sistema imune (AYRES, 2012).

Os glicocorticoides s&@o originados da cascata do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal, sendo regulados pelo CRH, produzido pelo hipotalamo e pelo hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH), sintetizado e secretado pela adeno-hipofise (DINNEEN
et al., 1993; KELLER-WOOD & DALLMAN, 1984) (figura 4). Dessa forma, os
glicocorticoides sdo capazes de reduzir a sintese e liberacdo de CRH e do ACTH
(DIORIO et al.,1993) por retroalimentacdo negativa. O cortisol em humanos e a
corticosterona em roedores sdo exemplos de glicocorticoides enddgenos, e
importantes reguladores da ingestdo e do gasto energético, por meio da acdo em
neuropeptideos hipotalamicos (CAVAGNINI et al.,, 2000). Sabe-se que
glicocorticoides aumentam o apetite e 0 peso corporeo em seres humanos e
roedores (TATARANNI et al., 1996; ZAKRZEWSKA et al., 1999), e seu excesso
pode aumentar a adiposidade central, como visto na sindrome de Cushing
(REBUFFE-SCRIVE et al., 1988; BUJALSKA et al., 1999; LEE et al., 2013), além de

contribuir para a resisténcia a insulina e leptina.
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Figura 4. Eixo hipotadlamo-hip6fise-adrenal. Horménio liberador de corticotropina (CRH),
produzido pelo hipotdlamo estimula a producdo e secrecdo do hormdnio
adrenocorticotrépico (ACTH) na adeno-hipéfise. O ACTH atuara no cortex glandula adrenal
para promover a sintese e liberacdo dos hormonios esteroides adrenais. Os glicocorticoides
(cortisol) liberados para a circulagdo sistémica inibem a sintese e liberacdo de CRH e ACTH
do hipotalamo e hipodfise, respectivamente, em um exemplo classico de feedback negativo
(modificado de Medical Physiology- A systems approach, 2011).

Adicionalmente, observou-se que as concentracbes plasmaticas de
glicocorticoides estdo aumentadas em diferentes modelos de obesidade e que a
retirada bilateral das glandulas adrenais, denominada adrenalectomia, é capaz de
reduzir a hiperfagia e a obesidade nesses diferentes modelos de obesidade (BRUCE
et al., 1982; YUKIMURA et al., 1978; DUBUC & WILDEN, 1986; MAKIMURA et al.,
2000). Reciprocamente, camundongos e ratos obesos apresentam maior
sensibilidade aos efeitos anabdlicos dos glicocorticoides do que animais magros
(TOKUYAMA & HIMMS-HAGEN, 1987, 1989; FREEDMAN et al., 1986; SHPILBERG
et al., 2012).

Os receptores de glicocorticoides (GR), membros da superfamilia de
receptores nucleares, estdo amplamente distribuidos no cérebro e tecidos periféricos
e medeiam os efeitos fisioldgicos dos glicocorticoides (OAKLEY & CIDLOWSKI,
2011). Os glicocorticoides estdo presentes na corrente sanguinea na forma ligada a
proteinas plasmaticas, porém penetram na célula na sua forma livre. Os GR se
encontram no citoplasma ligados a um complexo de proteinas de choque térmico e

proteinas estabilizadoras (hsp90), e ao ligar-se a uma molécula de glicocorticoide
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formam um complexo estavel e liberam as proteinas de choque térmico e
estabilizadoras. O complexo glicocorticoide-receptor é dimerizado, entra no nucleo e
se liga a elementos responsivos aos glicocorticoides (ERG), regulando a transcricao
génica (figura 5) (GARABEDIAN et al.,2017). Os receptores de mineralocorticoides

(MR) e os GR possuem estruturas similares, e ainda os GR possuem isoformas

distintas como a &« e B. A corticosterona, glicocorticoide endégeno, se liga

efetivamente e ativa ambos os subtipos de receptores, MR e GR, ja a
dexametasona, glicocorticoide sintético, atua predominantemente no GR e a
aldosterona no MR. O MR possui uma alta afinidade pelos glicocorticoides e esta
relacionado com a ingestéo e deposicao de lipideos ao longo do ciclo circadiano, e o
GR possui uma baixa afinidade pelos glicocorticoides, controlando principalmente a
ingestao de carboidratos nas primeiras horas do dia. (TEMPEL et al, 1994).

GLICOCORTICOIDE
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Figura 5. Receptor de glicocorticoide e sinalizagdo. Transducdo de sinal por GR. Os
glicocorticoides atravessam a membrana celular e se ligam ao complexo GR/Hsp90. Apés a
ligagdo, Hsp90 ¢ liberada e GR é translocado para o ndcleo, onde pode se ligar ao DNA por
meio de ERG e iniciar a transcricdo. GR: receptor de glicocorticoide; Hsp90: proteinas de
choque térmico e estabilizadoras; ERG: elementos responsivos aos glicocorticoides
(modificado de GARABEDIAN et al., F100 Research, 2017).

Dessa forma, sabe-se que ha diferencas na susceptibilidade a obesidade entre
machos e fémeas, e que a perda da funcéo ovariana pode levar a obesidade e suas
comorbidades, de modo que os estrégenos desempenham um papel protetor no
desenvolvimento da obesidade. Além disso, esta bem estabelecido na literatura que
os glicocorticoides apresentam um importante efeito anabdlico e que animais obesos
sao mais responsivos a tais efeitos dos glicocorticoides do que animais magros.
Logo, torna-se relevante o estudo dos efeitos da OVX e o papel dos estrogenos nos

efeitos anabdlicos dos glicocorticoides.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais:
Avaliar os efeitos da OVX e o papel do estradiol nas respostas anabdlicas

induzidas pelos glicocorticoides.

Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos da OVX e do estradiol nas respostas induzidas pelo
tratamento prolongado com corticosterona ou dexametasona nos seguintes
parametros:

- Ganho de peso corporal, ingestao alimentar e indice de Lee

- Teste de tolerancia a glicose.

- Peso do tecido adiposo branco visceral e Utero.

- Parametros metabdlicos plasmaticos (colesterol total, triglicérides e acidos

graxos livres).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (n=180) pensando entre 230-250g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os
animais foram mantidos em caixas coletivas (3 animais/caixa) no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, com ambiente de luz (ciclo 12 h
claro/escuro) e temperatura (22 £ 2 °C) controlados, e 4gua e alimentacdo a
vontade, exceto nos experimentos que envolveram restricAdo alimentar, como
detalhado abaixo. Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de
Fisiologia Neuroenddcrina e Metabolismo do CIF/UEL a partir das 14h. Este trabalho
foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais em experimentacio da UEL
(NUmero do protocolo 14638.2016.42, ANEXO).

3.2 Protocolos experimentais

Para a realizacdo dos protocolos, os animais foram submetidos a OVX ou
cirurgia ficticia da OVX (sham) no dia 1, e tratados com corticosterona diluida em
agua corrente + etanol 0,5% ou agua corrente + etanol 0,5%, e dexametasona
diluida em agua corrente ou agua corrente, conforme especificado abaixo, durante

28 dias consecutivos a cirurgia.

CirurgiaOVX ou
Cirurgiaficticia (sham)

TRATAMENTO POR 28 dias

\
( \

*Corticosterona diluida em dgua corrente+etanol (CORT)
+ Agua corrente+etanol (Agua-ETOH)

*Dexametasona diluida em agua corrente (DEXA)

+Agua corrente (Agua)

Figura 6. Delineamento experimental
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Protocolo corticosterona (CORT):

- Grupo de cirurgia ficticia (sham) da OVX / Agua-ETOH: ratas controle

receberam agua corrente contendo etanol 0,5%, como Unica fonte de liquido;

- Grupo de cirurgia ficticia (sham) da OVX / CORT: ratas controle receberam

agua corrente contendo corticosterona (15mg/L) diluida em etanol 0,5% como Unica
fonte de liquido;

- Grupo OVX / Agua-ETOH: ratas ovariectomizadas receberam agua corrente

contendo etanol 0,5%, como Unica fonte de liquido;
- Grupo OVX / CORT: ratas ovariectomizadas receberam &agua corrente

contendo corticosterona (15mg/L) diluida em etanol 0,5% como unica fonte de
liquido;

- Grupo OVX+E / Aqua-ETOH: ratas ovariectomizadas e tratadas com cipionato

de estradiol (10ug/0,2 mL/rata) receberam agua corrente contendo etanol 0,5%
como Unica fonte de liquido;

- Grupo OVX+E / CORT: ratas ovariectomizadas e tratadas com cipionato de

estradiol (10ug/0,2 mlL/rata) receberam agua corrente contendo corticosterona

(15mg/L) diluida em etanol 0,5% como unica fonte de liquido.

Protocolo dexametasona (DEXA):

- Grupo de cirurgia ficticia (sham) da OVX / Agua: ratas controle receberam

agua corrente como Unica fonte de liquido;

- Grupo de cirurgia ficticia (sham) da OVX / DEXA: ratas controle receberam

agua corrente contendo dexametasona (0,5 pg/L) como unica fonte de liquido.

- Grupo OVX / Agua: ratas ovariectomizadas receberam agua corrente como

Unica fonte de liquido;
- Grupo OVX / DEXA: ratas ovariectomizadas receberam &agua corrente

contendo dexametasona (0,5 pg/L) como Unica fonte de liquido;

- Grupo OVX+E / Agua: ratas ovariectomizadas e tratadas com cipionato de

estradiol (10ug/0,2 mL/rata) receberam agua corrente como unica fonte de liquidos;

- Grupo OVX+E / DEXA: ratas ovariectomizadas e tratadas com cipionato de

estradiol (10ug/0,2 mL/rata) receberam agua corrente contendo dexametasona (0,5

Mg/L) como Unica fonte de liquido.
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Durante o periodo de tratamento, os animais submetidos a cirurgia de OVX ou
cirurgia ficticia, receberam desde o primeiro dia do experimento, via subcutanea
0,2mL de 6leo de milho ou cipionato de estradiol (10 pug/0,2 mL/rata) diariamente no
dorso. As ratas do grupo SHAM receberam 6leo de milho, ao passo que metade das
ratas ovariectomizadas recebeu 6leo de milho, constituindo o grupo OVX e a outra
metade recebeu o cipionato de estradiol, constituindo o grupo OVX+E. A dose de
cipionato de estradiol foi selecionada com base em doses anteriormente utilizadas
na literatura (LEITE et al., 2016), e as concentracdes de corticosterona e
dexametasona foram escolhidas com base em estudos piloto do nosso laboratorio
(dados nédo apresentados).

SHAM: Oleo de milho (0,2 mL/rata) via SC

OVX: Oleo de milho (0,2 mL/rata) via SC

OVX+E: Cipionato de estradiol (10 ug/0,2 mL/rata) via SC

Figura 7. Método de aplicacdo de injecédo subcutanea em ratos (MALKOVIKING, S.,2013).

3.2.1 Avaliacdo do efeito da OVX e dos estrogenos no tratamento com
glicocorticoides no ganho de peso corporal, ingestdo alimentar, indice de LEE,
teste de tolerancia a glicose (GTT), peso do tecido adiposo branco visceral e
Gtero e parametros metabdlicos plasmaticos.

Todos os animais foram diariamente pesados, e a quantidade de alimento
ingerida foi avaliada, também diariamente, pelo periodo de 28 dias apds a cirurgia.
Os animais receberam racdo para roedores (Nuvilab CR1, Nuvital®), e as sobras
foram retiradas apds 24 horas. Da diferenca entre a oferta e sobra de alimentos, foi
calculada a quantidade diaria de alimento ingerido e expressa em g/100 g peso

corporeo.

No 27° dia ap0s a cirurgia, os animais foram mantidos em restricdo alimentar a
partir das 8h, e as 14h foi realizado o GTT. Ao final do experimento os animais

retornaram para suas caixas contendo fluidos e alimentag&o a vontade.
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No 28° dia, os animais foram mantidos em restricdo alimentar a partir das 8h, e
foi calculada a relacdo entre a raiz cubica do peso corporal e o comprimento
nasoanal do animal para a medida do indice de Lee (BERNARDIS & PETERSON,
1968). Os animais foram eutanasiados por decapitacdo as 14h, e o sangue foi
coletado para avaliacdo das concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres,

triglicerideos e colesterol total, e o tecido adiposo visceral e utero foram retirados e

pesados.
*Sangue - Dosagens plasmaticas:
CirurgiaOVX ou DIA 28: Eutanasia Acidos graxos livres, Colesterol e
Cirurgiaficticia e Indice de LEE Triglicérides.

* Retirada de tecido adiposo
Restricdo alimentar 8-14h branco visceral e utero

TRATAMENTO POR 28 dias

£ i l DIA 27: Teste de
tolerancia a glicose
Peso Ingestaoalimentar Esfregaco vaginal
corporal dasratas sham

Figura 8. Delineamento e andlises realizadas durante o periodo experimental.

3.3 Esfregaco vaginal e ciclo estral

O esfregaco vaginal das ratas SHAM foi colhido diariamente as 8h da manha
para o acompanhamento do estagio do ciclo estral durante todo o experimento. Para
a coleta da secrecao vaginal utilizou-se uma pipeta Pasteur de 1 mL de ponta fina
(1,0 mm de diametro) contendo 0,2 mL de salina 0,9%, para a introdu¢ao no canal
vaginal. O material coletado foi colocado em uma lamina histoldgica, e analisado a
fresco em microscoépio Optico de luz em aumento de 10x. A partir das proporcoes e
os tipos de células (epiteliais nucleada, leucécitos, cornificadas ou queratinizadas),
foram classificadas as fases do ciclo estral em que a fémea se encontrava, sendo:
no proestro, predominio de células epiteliais nucleadas, a fase de estro foi
identificada pela presenga em maior proporcao de células queratinizadas, o diestro 1
caracterizada pela células cornificadas e outras nucleadas, jA acompanhadas de um
grande numero de leucécitos, e o diestro 2 foi identificado pela presenca de
leucdcitos. Foram consideradas apenas as ratas que estavam em diestro | no dia

dos experimentos (GTT e eutanasia).
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3.4 Procedimento cirurgico

Ratas foram submetidas a cirurgia de OVX bilateral ou cirurgia sham. Tanto a
OVX como a cirurgia sham foram realizadas por meio de incisdes bilaterais na pele e
pequenas seccdes bilaterais através da camada muscular no angulo entre a ultima
costela e a coluna vertebral. Os animais sham foram submetidos ao procedimento
cirdrgico semelhante, mas sem remocao dos ovarios. ApOs 0 acesso a cavidade
peritoneal, o ovério foi encontrado rodeado por uma quantidade variavel de tecido
adiposo. A conexao entre a trompa de fal6pio e o corno uterino foi seccionado e o
ovario retirado, de acordo com o método descrito por Lasota e Danowska-Klonowsk
(2004). Apoés a sutura, os animais receberam tratamento profilatico com antibiético e
analgésico, como descrito abaixo, sendo recolocados nas caixas contendo fluidos e

alimentacao a vontade, onde permaneceram até o dia dos experimentos.

3.5 Anestésicos e tratamentos profilaticos

Para as cirurgias, os animais foram anestesiados com uma solugdo de
ketamina (100 mg/kg, Agener Unido,Apucarana,PR, Brasil 10%) associada com
xilazina (20 mg/kg, Anasedan®, Vetbrands, Jacarei, Brasil, 2%), e logo apds as
cirurgias, os animais foram tratados com dose Unica de paracetamol (200 mg/mL,
i.p.; dose de 200 mg/kg de peso corplreo) e antibiético para tratamento profilatico
(Pentabidtico Veterinario, Fort Dodge; 1.200.000 Ul de Penicilinas: 0,1 mL/100 g
peso corporal ou 24.000 Ul/ 100 g peso corporal, i.m).

3.6 Drogas utilizadas

- Cipionato de estradiol (Pfizer): as ratas submetidas a cirurgia de OVX
receberam diariamente 0,2 mL via subcutdanea de uma solucéo contendo cipionato
de estradiol (10 ug/0,2 mL/rata) ou apenas 6leo de milho (0,2mL/rata), e as ratas
sham receberam apenas 6leo de milho (0,2mL/rata).

- A corticosterona (Sigma-Aldrich) foi o glicocorticoide enddgeno utilizado e
teve como veiculo de diluigdo o etanol 0,5%, sendo administrada por via oral na
concentracéo de 15 mg/L, e a mistura de corticosterona com etanol diluida em agua
corrente foi ofertada aos animais como Unica fonte de liquidos.

- A dexametasona (Ache) foi o glicocorticoide exdgeno utilizado, sendo diluida
em agua corrente e administrada por via oral na concentragdo de 0,5 ug/L. Foi

ofertada aos animais como Unica fonte de liquidos.
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3.7GTT

As 14h do dia 27 do protocolo experimental foi coletada uma gota de sangue
da cauda para determinacao da glicemia por meio da fita teste do aparelho Accu-
Check Advantage Il de determinacgéo de glicose sanguinea. Esta primeira dosagem
representou a glicemia basal. Imediatamente apds, foi realizada a administracdo por
via intraperitoneal de glicose 5% na dose de 1,0 g/kg de peso corporal de animal. A
partir de entdo, foram realizadas dosagens de glicose sanguinea pela fita teste nos
tempos 15, 30, 60 e 120 minutos apos a administracdo de glicose. Transcorridos 0s

120 minutos, 0s animais retornaram para suas caixas com alimentacéo e fluidos a

/@

.
Dosagens de glicose sanguinea pela fita teste |

vontade.

272 dia: Restri¢ao alimentar
a partir das 8h e coleta da

gotade sangue da caudaas
14h 1Smin. 30min. 60min. 120min.
4

N A A A ar

Adm. viai.p de glicose 5% na dose
de 1,0 g/Kg de peso corporal do animal

Figura 9. Delineamento experimental do GTT

3.8 Eutanésia
Todos os animais foram eutanasiados por decapitacdo ao final de cada

experimento, no dia 28, em restricdo alimentar de 6h.

3.9 Retirada de tecido adiposo e utero
Imediatamente apo0s a decapitagéo, o tecido adiposo visceral, compreendendo
as subdivisbes perigonadal, perirrenal e retroperitoneal, foi retirado bem como o

Utero, para pesagem (g)

3.10 Coleta de sangue
Imediatamente ap6s a decapitacdo, o0 sangue foi coletado em tubos
heparinizados. Apos a centrifugacdo, a 2500 r.p.m. e 4°C, durante 20 minutos, o
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plasma foi separado em aliquotas e armazenado a -20 °C para posteriores dosagens

de colesterol total, triglicérides e acidos graxos livres.

3.11 Dosagens plasmaéticas
- Colesterol total:

A determinacdo espectrofotométrica das concentracdes plasmaticas de
colesterol total foi realizada utilizando o kit comercial BioLiquid Colesterol (Laborclin,
PR). O kit utilizado baseia-se na reacao enzimética de Allain e colaboradores (1974).
O produto final da reacdo apresenta coloracdo résea e sua intensidade de cor é
diretamente proporcional a quantidade de colesterol total existente na amostra.
Foram pipetados 10 puL de padréao de colesterol (200 mg/dL) ou amostra de plasma,
em tubos contendo 1 mL de reativo, para o branco apenas utilizou-se 1 mL de
reativo. Ap6s homogeneizacao por agitacdo, os tubos foram incubados em banho-
maria a 37 °C por 5 min. Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu
Mod. UV-1201) no comprimento de onda de 500 nm. Os resultados obtidos da

concentragéo plasmatica de colesterol total foram expressos em mg/dL.

-Triglicérides:

A determinacdo espectrofotométrica das concentracbes plasmaticas de
triacilglicerdis foi realizada utilizando o kit comercial BioLiquid Triglicérides GPO-
Trinder Commercial Kit (Laborclin, PR). O kit utiliza o teste enzimatico e colorimétrico
para o doseamento de triglicérides no soro ou plasma, sendo a coloracdo do produto
final diretamente proporcional a quantidade de triglicérides existente na amostra.
Foram pipetados 10 puL de padréo de triglicérides (200 mg/dL) ou amostra de
plasma, e para o branco apenas utilizou-se 1 mL de reativo. Ap6s homogeneizagao
por agitacdo, os tubos foram incubados em banho-maria a 37 °C por 5 min.
Realizou-se a leitura em espectrofotbmetro (Shimadzu Mod. UV-1201) no
comprimento de onda de 500 nm. Os resultados obtidos da concentragéo plasmatica

de triglicérides foram expressos em mg/dL.

- Acidos graxos livres:
Por meio do método espectrofotométrico de Falholt et al. (1973), realizou-se a
leitura dos resultados, utilizando-se o espectrofotdbmetro no comprimento de onda de

550 nm, os resultados obtidos para a determinagédo dos &acidos graxos livres foram
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expressos em pumoles / dL. Para isso, foram utilizadas 100 yL das amostras de
plasma para realizar duas extracdes, seguidas de agitacdo, aspiracdo da fase
superior e centrifugagéo. Para o padréo, foram utilizados 50 uL de acido palmitico (2
mmolar) em 1,0 mL de tampéao de fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solugéo extratora, o
branco apresentava apenas a solucdo extratora. Na primeira extracdo, foram
utilizados 1,0 mL de tampédo de fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL da solucdo contendo
cloroférmio, heptano e metanol e, na segunda extracao, 2,0 mL de Cu TEA (pH 8,1).
Logo apds, foram adicionados 1,0 mL do reagente de cor (DPC: 4% de 1,5-

difenilcarbazidipenilcarbazona em 0,1 mL de TEA 1M) em 3,0 mL da fase superior.

3.12 Analise estatistica

Foi testada a distribuicdo normal (Shapiro-Wilk test) e a homogeneidade
(Levene’s test) dos dados de cada variavel. Quando necessario, os dados foram log-
transformados para normalizar sua distribuicdo, e os resultados foram analisados
por andlise de variancia (ANOVA), two-way Anova, seguido de teste de Student
Newman-Keuls. Os dados foram expressos como a média + o erro padrédo da média
(EPM). O nivel de significancia adotado foi de 5%. As andlises estatisticas foram
realizadas no Programa Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc.), e os graficos no
software Prism 6 (Graph Pad Software Inc., CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos da OVX e do estradiol nas alteracGes induzidas pelo tratamento
com glicocorticoides no ganho de peso corporal, ingestdo alimentar, indice de Lee,
GTT, peso do tecido adiposo branco visceral e Utero e parametros metabdlicos
plasméticos:

A figura 10 apresenta os resultados de ganho de peso corporal e ingestado
alimentar dos animais submetidos as cirurgias sham ou OVX, tratados com
corticosterona 15 mg/L (A, C), ou dexametasona na concentracédo de 0,5ug/L (B, D).
Todos os grupos OVX apresentaram maior (P <0,05) ganho de peso corporal e
ingestao alimentar em relacdo aos seus respectivos grupos SHAM. O tratamento
com corticosterona induziu o aumento (P <0,05) no ganho de peso corporal e
ingestdo alimentar apenas em animais OVX, ndo demonstrando apresentar efeitos
no grupo SHAM. O tratamento com o glicocorticoide exdgeno, dexametasona, nao
alterou os parametros de ganho de peso corporal e ingestdo alimentar nos grupos
SHAM ou OVX. Em relagéo aos resultados obtidos para os grupos OVX e OVX+E
observou-se que o tratamento com estradiol reduziu (P <0,05) o ganho de peso
corporal , e tanto a CORT como a DEXA néo alteraram o ganho de peso corporal e a

ingestao alimentar em animais OVX tratados com estradiol (figura 11).
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No protocolo de corticosterona, ndo houve diferenca no indice de Lee (g* '3/

cm) entre os grupos (n = 10-21; SHAM/Agua-ETOH: 0,291 + 0,003 vs OVX/Agua-
ETOH: 0,291 + 0,002, SHAM/CORT: 0,289 + 0,004 vs OVX/CORT: 0,291 + 0,002),
mas no protocolo de dexametasona, os animais OVX tratados com DEXA
apresentaram maior indice de Lee (P <0,05) em comparacdo com seu respectivo
grupo SHAM (n = 5-11; SHAM/Agua: 0,308 + 0,003 vs OVX/Agua: 0,315 + 0,002,
SHAM/DEXA: 0,306 + 0,005 vs OVX/DEXA: 0,318 + 0,003), ndo apresentando
diferencas entre os grupos SHAM/Agua e OVX-Agua, bem como entre o tratamento
Agua e DEXA. Houve diminuicdo (P <0,05) no indice Lee (g**/cm) dos animais
OVX+E de ambos os protocolos [OVX/Agua-ETOH: 0,290 + 0,002 vs OVX+E/ Agua-
ETOH: 0,280 + 0,002 ; OVX/CORT: 0.291 £ 0.002 vs OVX+E/CORT: 0.285 + 0.002
(n=14-17) OVX/Agua: 0.315 + 0.002 vs OVX+E/Agua: 0.301 + 0.002; OVX/DEXA:
0,318 + 0,003 vs OVX+E/DEXA: 0,301 £ 0,002 (n = 10-11)], sem efeitos dos

glicocorticoides em todos 0s grupos.

Os resultados do GTT demonstraram que o protocolo de tratamento com
corticosterona, ndo apresentou diferencas entre os grupos, na glicemia basal dos
animais, mas ap6s 15 e 30 min da sobrecarga de glicose, os animais OVX/Agua-
ETOH apresentaram maior glicemia (P <0,05) do que o grupo SHAM/Agua-ETOH.
Além disso, a glicemia dos animais SHAM tratados com CORT foi maior no tempo
de 30 min do GTT do que o grupo SHAM/Agua-ETOH. Para o protocolo de
dexametasona, os animais OVX/Agua apresentaram glicemia aumentada (P <0,05)
nos tempos de 15, 60 e 120 min de GTT em comparac¢éo com o grupo SHAM/Agua.
Nos pontos de 30 e 60 min do GTT, o grupo OVX/DEXA apresentou maior glicemia
(P <0,05) em comparacédo com os animais SHAM/DEXA. A dexametasona foi capaz
de induzir o aumento da glicemia (P <0,05) no tempo de 30 min de GTT em animais
OVX, em comparacdo com o tratamento agua neste grupo. Toda a resposta do GTT
foi integrada na area sobre a curva (AUC) do GTT, que demonstrou que, no
protocolo com corticosterona, 0s animais OVX tratados com Agua/ETOH
apresentaram valores maiores (P <0,05) da AUC do GTT do que o respectivo grupo
SHAM. No protocolo de dexametasona, houve aumento da AUC do GTT dos grupos
OVX tratados com agua ou DEXA em comparacdo com 0S respectivos animais
SHAM (figura 12).
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O GTT dos grupos OVX e OVX+E demonstrou que os animais do grupo
OVX+E, protocolo de corticosterona, apresentaram menores valores (P <0,05) da
glicemia basal e apds a sobrecarga de glicose, em relacdo aos grupos OVX. Tais
diferencas foram significativamente diferentes para o protocolo com CORT nos
tempos 30 e 60 min para os animais Agua/ETOH e CORT, e em 120 min para o
tratamento com Agua/ETOH. Os animais OVX+E também tiveram valores menores
(P <0,05) de glicemia do que os grupos OVX no protocolo de dexametasona. Nos
tempos de 0, 30 e 120 min, os animais OVX+E tratados com agua ou DEXA
apresentaram glicemia reduzida em comparacdo com 0s respectivos grupos OVX. A
DEXA aumentou (30 min) e diminuiu (60 min) a glicemia nos grupos OVX e OVX+E,
respectivamente. Por fim, nos tempos 15 e 60 min, apenas 0s animais
OVX+E/DEXA apresentaram valores menores de glicemia do que 0Ss grupos
OVX/DEXA. Esses resultados do GTT foram integrados na AUC do GTT, que
demonstra que os animais OVX+E apresentaram valores reduzidos de AUC do GTT

em comparac¢ao com os grupos OVX em ambos os protocolos (figura 13).
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Para os resultados do peso dos tecidos adiposos viscerais, observou-se que,
em comparacdo com o tratamento Agua ou Agua-ETOH, ambos os tratamentos,
corticosterona e dexametasona, nao apresentaram efeitos no peso do tecido
adiposo branco retroperitoneal nos grupos SHAM, no entanto, ambos os tratamentos
foram efetivos em induzir o aumento (P <0,05) no peso de tecido adiposo
retroperitoneal em animais OVX, 0s quais apresentaram valores significativamente
maiores (P <0,05) em comparagcdo com 0S seus respectivos animais SHAM. A
corticosterona e a dexametasona néo alteraram 0 peso de tecidos adiposos
perigonadais e perirrenais nos grupos SHAM ou OVX, mas observou-se uma
diminuicdo (P <0,05) desses parametros em animais OVX/Agua-ETOH em relacéo
ao SHAM/Agua-ETOH do protocolo de corticosterona, ndo apresentando diferencas
no protocolo com dexametasona. O peso do Utero dos animais OVX foi menor (P
<0,05) do que os grupos SHAM em ambos os tratamentos, sem efeitos dos

glicocorticoides nesses parametros (tabelas 1 e 2).

As Tabelas 3 e 4 apresentam que o tratamento com a corticosterona e a
dexametasona induziram o aumento (P <0,05) no peso do tecido adiposo
retroperitoneal em animais OVX, porém esses efeitos ndo foram observados nos
grupos OVX+E. O estradiol diminuiu significativamente (P <0,05) o peso dos tecidos
adiposos retroperitoneal, perigonadal e perirrenal dos animais tratados com
corticosterona, em comparagdo com o respectivo grupo OVX, sem diferencas entre
0S grupos no peso destes tecidos adiposos no protocolo da dexametasona. Houve
aumentos significativos (P <0,05) nas médias dos pesos do utero de todos os grupos

OVX+E, em comparagao com animais OVX, sem efeitos dos glicocorticoides.
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Tabela 1. Peso dos tecidos adiposos retroperitoneal (g), perirrenal e perigonadal (g)
e peso do Utero (g) dos animais SHAM e OVX tratados com Agua- ETOH ou corticosterona
(CORT).

SHAM/ SHAM/ OVX/ OovX/
Agua-ETOH CORT Agua-ETOH CORT
Tecido adiposo 2,25+0,14 1,90 +0,15 2,32+0,14 2,88+0,23 #*
retroperitoneal (g)
Tecido adiposo perirrenal  5,50+0,24 5,160,48 4,41+0,41 # 5,00+0,56
e perigonadal (g9)
Peso do utero (g9) 0,45+0,03 0,42+0,02 0,19+0,01# 0,20+0,02 #

Dados expressos como média + EPM. *P <0,05 Agua-ETOH vs CORT, #P<0,05 SHAM vs
OVX. CORT: 15 mg/L, N=10-21.

Tabela 2. Peso dos tecidos adiposos retroperitoneal (g), perirrenal e perigonadal (g) e

peso do Gtero (g) dos animais SHAM e OVX tratados com Agua ou dexametaona (DEXA).

SHAM/ SHAM/ OVX/ OVX/
Agua DEXA Agua DEXA
Tecido adiposo 1,68+0,16 1,50+0,17 1,65+0,16 2,35+0,15 #*

retroperitoneal (g)

Tecido adiposo perirrenal  4,60+0,91 4,20+0,63 3,65+0,23 3,76+0,35
e perigonadal (g9)

Peso do utero (g) 0,46+0,06 0,39+0,04 0,16+0,01 # 0,17+0,01 #

Dados expressos como média + EPM. *P <0,05 Agua vs DEXA, # P <0,05 SHAM vs OVX.
DEXA: 0,5 ug/L, N=5-14.
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Tabela 3. Peso dos tecidos adiposos retroperitoneal (g), perirrenal e perigonadal (g) e
peso do utero (g) dos animais OVX e OVX+E tratados com Agua-ETOH ou corticosterona
(CORT).

OVX/ OVX/ OVX+E/ OVX+E/
Agua-ETOH CORT Agua-ETOH CORT
Tecido adiposo 2,32+0,14  2,88+0,23* 2,29+0,19 2,02+0,16 #

retroperitoneal (g)

Tecido adiposo perirrenal 4,41+0,41 5,00+0,56 3,86+0,35 3,68+0,26 #
e perigonadal (g9)

Peso do utero (g) 0,185+0,013 0,201+0,017 1,275+0,12# 1,305+0,11 #

Dados expressos como media + EPM. *P<0,05 Agua-ETOH vs CORT, #P<0,05 OVX vs
OVX+E. CORT: 15 mg/L, N=12-17.

Tabela 4. Peso dos tecidos adiposos retroperitoneal (g), perirrenal e perigonadal (g) e

peso do Gtero (g) dos animais OVX e OVX+E tratados com Agua ou dexametasona (DEXA).

OvX/ OVX/ OVX+E/ OVX+E/
Agua DEXA Agua DEXA
Tecido adiposo 1,65+0,16 2,35+0,15*  1,76+0,25 1,93+0,20

retroperitoneal (g)

Tecido adiposo perirrenal  3,65+0,23 3,76+0,35 3,02+0,30 3,48+0,29
e perigonadal (g9)

Peso do utero (g) 0,16+0,01 0,17+0,01 0,92+0,12 # 0,87+0,12 #

Dados expressos como média + EPM. *P <0,05 Agua vs DEXA, # P <0,05 OVX vs OVX+E.
DEXA: 0,5 ug/L, N=5-14.

Na figura 14 observou-se que, no protocolo de tratamento com corticosterona,
houve aumento (P <0,05) das concentracdes plasmaticas de colesterol total no
grupo SHAM e triglicerideos nos animais OVX em resposta a corticosterona. Além
disso, no protocolo com corticosterona, a OVX induziu ao aumento (P <0,05) das
concentracdes plasmaticas de colesterol total tanto nos tratamentos Agua/ETOH e
CORT, sem diferencas entre 0s grupos nas concentracdes plasmaticas de colesterol
total e triglicerideo no protocolo de dexametasona. Nado houve diferencas entre os
grupos experimentais em relacdo as concentracdes plasmaticas de &cidos graxos

livres.
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Os resultados dos grupos OVX e OVX+E demonstrou que ndo houve diferenca
significativa na concentracdo plasmatica de colesterol total entre os grupos, em
ambos os protocolos. Como ja foi descrito, a corticosterona aumentou (P <0,05) as
concentragfes plasmaticas de triglicerideos em animais OVX, ndo apresentando
efeitos nos animais OVX+E. O estradiol induziu o aumento (P <0,05) nas
concentracdes plasmaticas de triglicerideos em animais tratados com Agua/ETOH e
DEXA, nos protocolos de corticosterona e dexametasona, respectivamente. Houve
aumento nas concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres nos grupos OVX+E/
Agua-ETOH em comparacdo com os animais OVX/Agua-ETOH, no protocolo de
corticosterona. Animais OVX+E tratados com DEXA apresentaram maiores das

concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres em relacdo ao respectivo grupo
OVX (figura 15).

A) B)

150- . _ 150+ 3
) . [ Agua-ETOH 3 Agua
% BE CORT S == DEXA

= £
= 1004 % e = 1004
= E
2 . 2
° S
§ 50 5 50
‘6 7]
2 2
S 8
0 04— p—————
C) SHAM oVvX D) SHAM oVvX
60 60~
< -
— =
o 2
D * =)
£ 40 £ 40
I g
8 2
=) @
=) 2
= -
0 0

OVvX SHAM ovX

m
~—
-

~—

150+ 150 4

-

(=1

o
1

-
o
o

1

a
o
1

Acidos graxos livres
(nmoles/dl)
n
2

Acidos graxos livres
(pmoles/dl)

~ SHAM Toovx T SHAM ~ ovx
Figura 14. Concentracdes plasméticas de colesterol total (A, B), triglicerideos (C, D) e
acidos graxos livres (E, F) dos grupos SHAM e OVX, tratados com (A, C e E) Agua- ETOH
ou corticosterona (CORT: 15 mg/L, N = 10 -21), e (B, D e F) Agua ou dexametasona (DEXA:
0,5 ug /L, N =5-14). Os dados sdo expressos como média + EPM. * P <0,05.



o

Triglicérides (mg/dL) o Colesterol total (mg/dL)

m
—

Ivres

Acidos graxos |

41

B)
150+ ) 1504 ;
[ Agua-ETOH 2 [ Agua
Hl CORT Eﬁ mm DEXA
1004 —— — :’100- = -1 —
8
2
50- S 50
-
2]
LY
°
ol — |- ° W%
oV OVX3E OVX OVX+E
D)
601 60 - x
* o
* % i,
409 - g T
2 Ca (7]
[-}]
=
-
20+ ‘8 204
=)
=
==
01— — | — 0
ovX OVX+E F ) oVvX OVX+E
150 150
w *
@ *
- -
2 100 . % 2 1004
S — 5
£ so- 2 § s
=
Q
"
-+ — .. p—— o+ —— === — U
ovX OVX+E ovX OVX+E

Figura 15. Concentracdes plasmaticas de colesterol total (A, B), triglicerideos (C, D) e
acidos graxos livres (E, F) dos grupos OVX e OVX+E, tratados com (A, C e E) Agua- ETOH
ou corticosterona (CORT: 15 mg/L, N = 10 -21), e (B, D e F) Agua ou dexametasona (DEXA:
0,5 ug /L, N =5-14). Os dados sdo expressos como média + EPM. * P <0,05.



42

5. Discusséao

O presente trabalho investigou se a OVX é capaz de aumentar a sensibilidade
aos efeitos anabdlicos do tratamento prolongado com glicocorticoides em ratas, e se
o estradiol possui papel protetor contra esses efeitos metabdlicos. De fato,
observou-se que o tratamento durante vinte e oito dias com os glicocorticoides
corticosterona ou dexametasona foi capaz de induzir efeitos anabodlicos nos animais
OVX, em relacdo ao ganho de peso corporal, ingestao alimentar, glicemia apos GTT
e peso do tecido adiposo retroperitoneal, ndo sendo essas respostas observadas

nos animais tratados com estradiol.

O aumento no ganho de peso corporal, ingestdo alimentar, intolerancia a
glicose, peso de tecido adiposo retroperitoneal e na concentracdo de colesterol total
plasmatico induzido pela OVX corroboram com dados classicos da literatura (WADE
& GRAY, 1978; ASARIAN & GEARY, 2002). Os hormdnios ovarianos possuem
importante papel no metabolismo, no ganho de peso corporal, e na regulacdo do
apetite (DELLA TORRE et al., 2014; HIRSCHBERG, 2012; HONG et al., 2009;
KAAJA, 2008; YOU et al., 2004). O equilibrio energético e o gasto de energia em
ratas sdo influenciados pelos estrégenos e seus efeitos tanto periféricos como no
SNC (BUTERA, 2010). O ciclo estral dos roedores dura aproximadamente 4-5 dias,
sendo que as diferentes fases que o compdem sao caracterizadas por diferencas
histoldgicas na citologia vaginal. As fases séo: o diestro 1, diestro 2, proestro e estro,
e também diferem entre si em relagdo a concentracdo de estradiol presente, assim,
tem-se que o estradiol comeca a aumentar em diestro 2, possui um pico em
proestro, e diminui sua concentracdo em estro. Essas alteragcdes nas concentracdes
plasméticas de estradiol também levam a diferentes comportamentos alimentares,
uma vez que ha uma maior ingestdo nas fases diestro 1 e diestro 2, menor em
proestro e estabilizando em estro (ASARIAN & GEARY, 2002; SCHEDIN et al,
2000).

Neste contexto, sabe-se que 0s esteroides ovarianos podem atuar no cérebro
alterando o comportamento de ingestdo alimentar e a mobilidade voluntaria do
animal, de modo que a maior ingestdo alimentar induzida pela OVX pode estar
relacionada com o aumento de neuropeptideos hipotalamicos orexigenos e com a

diminuicdo da expressdo de neuropeptideos anorexigenos (SILVA et al., 2010),
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influenciando dessa forma no percentual de adiposidade (WADE & GRAY,1979). A
OVX aumenta a susceptibilidade ao ganho de peso corporal uma vez que ha falta da
protecdo hormonal levando ao maior acumulo de tecido adiposo (HONG et al.,
2009). O efeito classico da OVX em promover o aumento do peso corporal e do
tecido adiposo visceral pode ser devido a maior atividade da enzima lipogénica
lipoproteina lipase (LPL) no tecido adiposo retroperitoneal (PICARD et al., 2000;
MAURIEGE et al., 2000). Além disso, valores mais elevados da concentragéo
plasmética de colesterol total ap6és a OVX, observados em nossos resultados,
podem ser atribuidos a maior concentracdo plasmatica de lipoproteinas de colesterol
de baixa densidade (SAENGSIRISUWAN et al., 2009). Adicionalmente, a diminuicédo
na tolerancia a glicose observada nos animais OVX pode estar associada a um
defeito na captacdo de glicose no musculo esquelético mediada pela insulina
(SAENGSIRISUWAN et al., 2009).

Por outro lado, a diminuicdo do peso uterino em resposta a OVX confirma que
a OVX suprimiu com sucesso a producdo enddégena de esteroides ovarianos, que
sdo conhecidos por possuirem papéis troficos no utero (ROGERS et al., 2009), e
ainda o estradiol em animais OVX €& capaz de reverter esse efeito (MODDER et al.,
2004), o qual também foi observado no presente trabalho, indicando que o
tratamento com estradiol utilizado foi efetivo. Dessa maneira, o tratamento com
estradiol atenuou varios parametros metabdlicos que sdo alterados pela perda de
funcdo ovariana, que é observada na menopausa ou induzida pela OVX, como
diminuicdo do ganho de peso corporal, da intolerancia a glicose e do acumulo de
tecido adiposo, estando de acordo com dados anteriores da literatura (SALPETER et
al., 2006; RICHARD et al, 1991; BUTERA, 2010; SILVA et al., 2010;
SAENGSIRISUWAN et al., 2009; MACDONALDS et al., 2015).

O estrogénio atua via dois receptores nucleares, a e 3, sendo o a responsavel
por mediar a reducdo da massa de tecido adiposo e o principal receptor expresso
nos adipocitos (DAHLMAN et al.,, 2006; HEINE et al.,, 2000; DIEUDONNE et
al.,2004). Individuos obesos possuem menor quantidade de receptores de estrogeno
(RE) a no tecido adiposo do que individuos magros, suportando a hipotese de que o
estrogénio participa do controle do peso (NILSSON et al.,2007). Estudos em

roedores, com delecbes especificas do REa, apontam que esses animais se tornam
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obesos, intolerantes a glicose, hiperinsulinémicos e apresentam menor gasto
energético. Ainda, ratos tratados com agonista do RE a, mas ndo com o [3, possuem
menor peso corporal (ROESCH, 2006). Os efeitos promovidos pela delecdo do REa
ou da OVX sédo similares, corroborando com o fato de que o REa regula o
metabolismo energético em roedores (RIBAS et al.,2010). Sabe-se ainda que a
perda do REa no sistema nervoso central induz a hiperfagia e a diminuicdo do gasto
energético (XU et al.,2011). Estudo recente utilizando ratos OVX observou que a
estimulacdo do receptor de estradiol é capaz de prevenir o ganho de peso corporal,
resisténcia a insulina e melhorar o sistema metabolico num geral. No entanto, ainda
ha diversos mecanismos nao elucidados envolvidos na homeostase energética em
animais OVX (CHALVON-DEMERSAY et al.,2017).

A falta de efeitos do estradiol na concentracdo do colesterol total no plasma
pode ser resultado do aumento de lipoproteinas de colesterol de alta densidade
(SAENGSIRISUWAN et al., 2009). O tecido adiposo armazena o excesso de energia
na forma de triglicerideos, sendo que os &cidos graxos livres sdo o produto de
liberacdo de energia a medida que o organismo a necessita (LEE et al, 2013). Em
relacdo ao aumento da concentracdo de triglicerideos no plasma em animais
OVX+E, Salpeter e colaboradores (2006) demonstraram que, em mulheres poés-
menopausicas tratadas durante pelo menos 8 semanas com reposicdo estrogénica
via oral, o estradiol levou ao aumento dos triglicerideos plasméaticos. Corroborando
esse achado, Nigro e colaboradores (2014) evidenciaram que concentracdes
plasmaticas mais elevadas de triglicerideos induzidas pela reposicdo com estradiol
podem ser devidas ao aumento da producdo ou secrecdo de lipoproteinas de
colesterol de baixa densidade (VLDL), as quais transportam triglicerideos e
colesterol do figado para o musculo e tecido adiposo em situacfes de balanco

energético positivo.

Embora alguns estudos tenham relatado que o estradiol classicamente reduz a
concentracdo plasmatica de acidos graxos livres apds OVX, tanto em seres
humanos como em roedores (PANSINI et al, 1990; KORICANAC et al., 2008), o
trabalho atual demonstrou que o estradiol aumentou os &acidos graxos livres
circulantes em animais OVX. No entanto, outros estudos indicam que as

concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres ndo séo alteradas pelo estradiol
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(MACDONALD et al., 2017) e que o estradiol induz o aumento, dependente da dose,
na atividade de enzimas lipogénicas no figado, acetil CoA carboxilase e acido graxo
sintase, que sdo enzimas chave na producdo de &cidos graxos (MANDOUR et al.,
1977), dando suporte aos nossos resultados. Assim, as discrepancias dos efeitos do
estradiol sobre os acidos graxos livres circulantes na literatura podem ser explicadas
pelas diferencas no tempo e na dose do tratamento realizado, diferencas entre

espécies animais bem como na dieta utilizada.

Estudos demonstraram que existe uma interacao dos glicocorticoides com o0s
esteroides ovarianos, uma vez que a adrenalectomia foi capaz de reverter a
obesidade e algumas alteracdes metabdlicas induzidas pela OVX quimica e fisica
(OUERGUI et al., 1992; DESHAIES et al., 1997), sugerindo um papel permissivo dos
glicocorticoides na obesidade induzida pela falha na funcdo ovariana. Os
glicocorticoides sdo importantes reguladores da energia e do gasto energético
(CAVAGNINI et al., 2000), aumentando o apetite e 0 ganho de peso corporal em
humanos e roedores e consequentemente levando ao desenvolvimento da
obesidade e suas comorbidades (TATARANNI et al., 1996; ZAKRZEWSKA et al.,
1999). Sabe-se que os glicocorticoides possuem um importante papel no acumulo
de tecido adiposo visceral, sendo esse tecido mais susceptivel as acdes anabdlicas
dos glicocorticoides (REBUFFE-SCRIVE et al, 1990; BJORTORNP, 2001;
CAMPBELL et al., 2011; LEE et al., 2013).

O estimulo da gliconeogénese € a acao dos glicocorticoides mais conhecida no
metabolismo de carboidratos (EXTON, 1979; KRAUS-FRIEDMANN, 1984), além de
reduzir a captacao de glicose e sua utilizacdo pelo musculo esquelético e tecido
adiposo branco (DI DALMAZI et al.,2012). Esses efeitos sdo importantes para a
adaptacdo metabdlica durante periodos de estresse como 0 jejum, quando a
glicemia tem que ser preservada, pois € fonte de energia priméaria para o cérebro
(CHARMANDARI et al., 2005). A insulina, um horménio secretado pelas células B
pancreaticas, exerce efeitos opostos nesses processos fisioldgicos, inibindo a
gliconeogénese hepatica e promovendo a utilizacdo de glicose no musculo
esquelético e no tecido adiposo branco. Assim, para exercer suas respostas, 0s
glicocorticoides precisam antagonizar as a¢des da insulina. A exposi¢cao cronica aos

glicocorticoides resulta em resisténcia a insulina e hiperglicemia (DI DALMAZI et
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al.,2012; KUO et al.,2013; ANDREWS & WALKER,1999). Os glicocorticoides
também proporcionam o0 aumento das reservas de glicogénio pelas células
hepéticas permitindo assim, que haja a mobilizacdo de glicose por outros hormdnios
em situacdes de necessidade, enquanto que no musculo esquelético desempenham
um papel permissivo na glicogenolise induzida por catecolaminas ou inibem a
sintese de glicogénio estimulada por insulina (STALMANS & LALOUX,1979; EXTON
et al.,1972; RUZZIN et al.,2005). No que se diz respeito aos efeitos dos
glicocorticoides no metabolismo de proteinas, estes causam diminuicdo da sintese
de proteinas e aumento da protedlise, a fim de proporcionar o0 aumento nos
aminoacidos livres que podem servir como substratos para a gliconeogénese no
figado e ajudar a manter as concentracbes de glicose no sangue (BODINE &
FURLOW, 2015).

Os glicocorticoides estimulam a diferenciacdo dos adipécitos e promovem a
adipogénese, além de ativar a enzima LPL, predominante no tecido adiposo visceral,
inibindo a mobilizacdo de lipideos na presenca de insulina e permitindo o acimulo
de triglicerideos e tecido adiposo visceral (AIRES, 2012; BJORNTORP, 1996,2001).
Além disso, os glicocorticoides podem ativar a enzima lipolitica lipase hormdénio
sensivel, atingindo dessa forma seus efeitos lipoliticos agudos, principalmente no
tecido adiposo subcutaneo (DIVERTIE et al, 1991). A partir do tecido adiposo, 0
cortisol é capaz de mobilizar acidos graxos, elevando sua concentragdo no plasma e
sua utilizacdo para a geracdo de energia. As concentracdes intracelulares locais de
glicocorticoides séo reguladas pelas duas isoformas da enzima 11B-hidroxiesteroide
desidrogenase (11B-HSD). Quando ocorre a hiperexpressao da isoforma 11-HSD
tipo 1 nos adipdcitos viscerais, a qual gera glicocorticoide ativo a partir de
metabolitos inativos, ha maior concentracdo de glicocorticoide ativo no tecido
adiposo, além de consequentemente promover a obesidade visceral (MASUZAKI et
al., 2001). Karatsoreos e colaboradores (2010) demonstraram que a exposi¢cao
cronica a corticosterona (25 ug / mL) na agua potavel induziu aumento do peso
corporal, da ingestdo alimentar e do acumulo de tecido adiposo na regido
mesentérica. Asensio e colaboradores (2004) infundiram
intracerebroventricularmente em ratos normais dexametasona por 3 dias e
observaram um aumento acentuado na ingestdo alimentar e no peso corporal

desses animais. No entanto, esses estudos foram realizados em animais do sexo



47

masculino, sendo raros os estudos que avaliam o papel dos glicocorticoides na

homeostase energética em animais do sexo feminino.

Assim, o estudo atual é pioneiro na avaliacdo dos efeitos dos glicocorticoides
na homeostase energética em fémeas, demonstrando que ambos os glicocorticoides
basicamente ndo apresentaram efeitos nos parametros avaliados em ratas sham.
Por outro lado, os glicocorticoides aumentaram o ganho de peso corporal, a ingestao
alimentar, resposta glicémica apdés GTT (protocolo de tratamento com
dexametasona), peso do tecido adiposo retroperitoneal, triglicerideos plasmaticos
(protocolo de tratamento com corticosterona) em ratas OVX e o tratamento com
estradiol foi capaz de prevenir esses efeitos induzidos pelos glicocorticoides. De
fato, esses resultados estdo de acordo com os dados da literatura, que demonstram
gque ratos e camundongos obesos sdo mais sensiveis aos efeitos dos
glicocorticoides do que os animais magros, no que se diz respeito ao aumento da
ingestao alimentar, ganho de peso corporal, deposicdo de tecido adiposo, atividade
reduzida do tecido adiposo marrom, resisténcia a insulina intolerdncia a glicose
(TOKUYAMA & HIMMS-HAGEN, 1987, 1989; FREEDMAN et al., 1986SHPILBERG
et al., 2012). No entanto, este € o primeiro estudo a demonstrar que, como em
outros modelos experimentais de obesidade, a obesidade induzida por OVX também
aumenta a suscetibilidade aos efeitos metabdlicos dos glicocorticoides e que essas

respostas sao evitadas pelo estradiol.

Além de aumentar o ganho de peso corporal, a ingestdo alimentar, e a
adiposidade visceral em animais OVX, o estudo atual também mostrou que o0s
animais tratados com glicocorticoides por 28 dias apresentaram tolerancia a glicose
prejudicada e maiores concentracdes plasmaticas de triglicerideos, estando de
acordo com dados da literatura em animais machos (CHIMIN et al., 2014). Esta bem
estabelecido na literatura que os glicocorticoides induzem o aumento da ingestédo
alimentar devido a maior expressao de neuropeptideos orexigénicos no hipotalamo e
reducdo de neuropeptideos hipotalamicos anorexigénicos (ZAKRZEWSKA et al.,
1999, UCHOA et al., 2009, 2010, 2012). Neste contexto, os glicocorticoides também
aumentam o ganho de peso corporal e a adiposidade visceral, e esses efeitos
podem ser atribuidos a maior susceptibilidade dos tecidos adiposos viscerais as

acOes anabolizantes dos glicocorticoides, devido a maior quantidade e afinidade dos
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receptores de glicocorticoide nesses depdsitos adiposos (REBUFFE -SCRIVE et al.,
1990; WAJCHENBERG et al., 2002), em associacdo com 0 aumento da expressao e
atividade de LPL induzida por glicocorticoides, predominantemente no tecido
adiposo visceral (PECKETT et al., 2011; SPENCER & TILBROOK., 2011 ; LEE et al.,
2014). Além disso, os glicocorticoides sdo conhecidos por induzir comprometimento
na tolerancia a glicose, reduzindo a captacéao periférica de glicose, especialmente no
musculo esquelético, como resultado de uma diminui¢do da translocacdo de GLUT4
para a superficie celular (BLOCK & BUSE., 1989; DIMITRIADIS et al. , 1997;
HORNER et al., 1987; NOSADINI et al., 1983; RIZZA et al., 1982).

Finalmente, o aumento induzido por glicocorticoides na trigliceridemia pode ser
uma consequéncia do aumento da producdo hepatica de VLDL e da remocéao
prejudicada de VLDL devido a baixa atividade de LPL, possivelmente nos tecidos
adiposos perirrenais e perigonadais (BAGDADE et al., 1967). A diferenca nas
respostas dos tratamentos com dexametasona e corticosterona pode estar
relacionada com a poténcia de cada glicocorticoide, sabendo-se que a
dexametasona € 30 vezes mais potente que a corticosterona, bem como com a
afinidade diferencial de cada glicocorticoide com GR e MR, uma vez que a
dexametasona possui maior afinidade com GR e a corticosterona pode se ligar a
ambos os receptores (TEMPEL E LEIBOWITZ, 1994). Além do GR, estudos

recentes demonstraram a presenca do MR no tecido adiposo (INFANTE et al.,2017).

Todos os animais do protocolo de corticosterona foram tratados com uma
concentracdo de 15mg/L da corticosterona diluida em etanol 0,5% e, como foi
descrito anteriormente observamos diferentes resultados em diversos parametros
analisados em comparag¢do com o protocolo de dexametasona, o qual ndo houve o
consumo do etanol 0,5% pelos animais. Ceron e colaboradores (2018)
demonstraram que uma exposi¢do cronica ao etanol 20% por 12 semanas, pode
acarretar em aumento da mortalidade dos animais induzida por sepse. Em nosso
trabalho embora a concentragéo utilizada seja 40 vezes menor do que o utilizado por
este trabalho, ndo podemos descartar os efeitos colaterais que podem ser
promovidos pelo consumo do etanol, podendo dessa forma também estar associado

com as diferentes respostas obtidas entre ambos os tratamentos.
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O presente trabalho demonstrou que o estradiol teve papel protetor no aumento
induzido por glicocorticoides em parametros metabélicos (ganho de peso corporal
ingestdo alimentar, resposta glicémica no GTT, tecido adiposo e triglicerideos
plasmaticos). Este estudo pioneiro pode ser apoiado por dados anteriores da
literatura que mostraram que os animais OVX sdo mais sensiveis ao aumento da
ingestdo alimentar e ao aumento de peso corporal induzido pelo estresse, que é
conhecido por aumentar a liberacdo de glicocorticoides, e o estradiol foi capaz de
impedir essas respostas (ELBASSUONI, 2014). Estudos demonstram que, 0S
animais OVX apresentam maior susceptibilidade a dieta rica em lipideos no aumento
de peso corporal e do tecido adiposo do que as fémeas intactas (HONG et al., 2009)
e que a reposicdo com estradiol é capaz de abolir esses efeitos (STUBBINS et al.,
2012). Por conseguinte, o papel protetor dos estrégenos no desenvolvimento da
obesidade induzida pela dieta hiperlipidica, bem como as suas comorbidades, como
resisténcia a insulina e dislipidemias, foram demonstrados ndo apenas em animais
OVX (RIANT et al., 2009; MATYSKOVA et al. 2010, ZHU et al., 2013), mas também
em machos (ZHU et al., 2014) e fémeas intactas (LITWAK et al., 2014). O aumento
da capacidade de resposta aos efeitos anabodlicos dos glicocorticoides em animais
OVX e o efeito protetor do estradiol nessas respostas sugerem que esse efeito pode
ser devido a maior expressao de GR e MR no hipotdlamo apds OVX, especialmente
no nudcleo paraventricular e uma reversao deste efeito por meio da reposicao de
estradiol (BURGESS & HANDA, 1993; SEALE et al., 2004).

No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos
envolvidos na maior susceptibilidade aos efeitos anabdlicos dos glicocorticoides
apés a OVX, e do papel protetor dos estrogenos nessas respostas.
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6. Conclusao

Em resumo, o presente estudo € inovador ao demonstrar que os animais OVX
Sao mais susceptiveis a alteracdes metabdlicas induzidas por glicocorticoides e que

o estradiol tem um efeito protetor nessas respostas.
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ANEXO

Cépia do parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UEL

Universidade
Esradual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 208/2016 : N Londrina, 29 de Setembro de 2016.
Prezado Pesquisador,

Certificamos que o projeto intitulado "Diferencas intersexuais e papel dos estrégenos
nas respostas induzidas pelos glicocorticoides na homeostase energética”, protocolo CEUA n®
14638.2016.42, sob a responsabilidade de Ernane Torres Uchda, que envolve a produgio,
manutengio efou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilc Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n® 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), foi aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em
reunido realizada em 20/09/2016.

O objetive do projeto € avaliar as diferencas intersexuais e a participagdo dos
estrogenos no tratamento prolongade com glicocorticoides na homeostase energética. Os
animais serdo submetidos a 6 diferentes experimentos: 1) Padronizagdo da concentragéo de
corticosterona com efeito anabdlico em ratos machos (n = 40 machos), diferentes concentragdes
de conticosterona adicionada na agua em 0,5% etanol por 28 dias; 2) Avaliacdo das diferencas
intersexuais do tratamento de conticosterona com concentracdo selecionada no experimento 1 de
corticosterona (n = 40, 20 machos e 20 fémeas) adicionada na agua em 0,5% etanol por 28 dias
3) Avaliagdo do efeito da ovariectomia e da reposico com estrégeno no tratamento com
corticosterona (n = 72), tratades ou ndc com estrégeno e conticosterona; 4) Padronizacao da
concentragdo de dexametasona com efeito anabdlico em ratos machos (n = 40 machos),
diferentes concentragbes de dexametasona adicionada na &gua em por 28 dias; 5) Avaliacéo das
diferengas intersexuais do tratamento com dexametasona com cancentragéo selecionada no
experimento 4 (n = 40, 20 machos e 20 fémeas), dexametasona adicionada na agua em por 28
dias; 6) Avaliagdo do efeito da ovariectomia e da reposi¢do com estrégeno no tratamento com
dexametasona (n = 72), tratados ou n&o com estrégeno e dexametasona. Os animais serao
eutanasiados por decapitagio. Gl 3.

| Vigéneia do Projeto 01/08/2016 a 31/07/2019
Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 312 (120 Machos / 192 Fémeas)
| Pesolldade ) 210-230g
Sexo Machos e Fémeas ]
Origem Biotério Central / UEL
Amostras a serem coletadas | Sangue, cérebro, tecido adiposo, figado

Cumpre crientar que caso pretendam-se guaisquer alteracdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagio da CEUA/UEL anteriormente & execugio
das modificagges.

Coloco-me & disposigdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem
mais para o momento, subscrevo, cordiaimente,

Profa. Dra. Gl cantamburlo Alves Fernandes
Cgordenadora da CEUA/UEL

limo. Sr.

Prof. Dr. Ernane Torres Uchda

Coordenador do Projeto

Departamento de Ciéncias Fisiologicas / Centro de Ciéncias Biclagicas

Com copia para Coordenacéo do Biotério Central / UEL; Chefe do Departamento de Ciéncias Fisiologicas e
Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biologicas
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