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RESUMO

A ovariectomia (OVX) promove hiperfagia e aumento do peso corporal e a
adrenalectomia (ADX) promove reducao da ingestdo de alimentos e diminuigdo do
peso corporal, sendo a ADX capaz de atenuar a obesidade em diferentes modelos
experimentais. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
adrenalectomia e do tratamento com corticosterona em ratos fémeas intactas e
ovariectomizadas na ingestao alimentar, peso corporal, tecidos adiposos viscerais,
teste de toleréncia a glicose (GTT), concentragdes plasmaticas de acidos graxos
livres, triacilglicerol e colesterol, bem como no estresse oxidativo em tecidos adiposos
viscerais e hepaticos. Para isso, ratas Wistar (220-2409g) foram divididas nos seguintes
grupos experimentais: 1) animais submetidos a cirurgias ficticias de ADX e OVX
(sham/nao-0OVX); 2) animais submetidos a ADX e cirurgia ficticia de animais OVX
(ADX/nao-0OVX), 3) submetidos a ADX com tratamento com corticosterona (25 mg/L)
e cirurgia ficticia de OVX (ADX+B/nao-OVX), 4) animais submetidos a cirurgia ficticia
de ADX e a OVX (sham/OVX), 5) animais submetidos a ADX e OVX (ADX/OVX), 6)
animais submetidos a ADX com tratamento com corticosterona e a OVX
(ADX+B/OVX). Os dados do presente estudo mostram que a OVX aumentou a
ingestdo de alimentos, peso corporal, area de adipdcitos e peso de tecido adiposo
retroperitoneal, concentragées plasmaticas de colesterol, glicemia apds GTT, além de
reduzir as moléculas antioxidantes no figado e tecido adiposo retroperitoneal, onde
foram observados niveis aumentados de malondialdeido (MDA). A ADX foi capaz de
atenuar essas respostas metabdlicas e os parametros de estresse oxidativo induzidos
pela OVX, e o tratamento de corticosterona foi parcialmente eficaz na reversédo dos
efeitos da ADX. Assim, pode-se concluir que corticosteroides participam dos efeitos
anabdlicos induzidos pela OVX, que estao associados ao estresse oxidativo no figado
e tecido adiposo visceral.

Palavras-chave: ovario; glandulas suprarrenais; corticosterona; anabolismo.
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ABSTRACT

Ovariectomy (OVX) promotes hyperphagia and increase in body weight, and
adrenalectomy (ADX) promotes reduction of food intake and body weight, ADX being
able to attenuate obesity in different experimental models. Thus, the present study
aimed to investigate the effects of adrenalectomy and corticosterone treatment on
intact and ovariectomized female rats on food intake, body weight, visceral adipose
tissues, glucose tolerance test (GTT), plasma concentrations of free fatty acids,
triacylglycerol and cholesterol, as well as on oxidative stress in the liver and visceral
adipose tissues. For this, female Wistar rats (220-240g) were divided into the following
experimental groups: 1) animals submitted to fictitious surgeries of ADX and OVX
(sham/non-OVX); 2) animals submitted to ADX and fictitious surgery of OVX
(ADX/non-OVX), 3) animals submitted to ADX with treatment with corticosterone (25
mg/L) and to fictitious surgery of OVX (ADX+B/non-OVX), 4) animals submitted to
sham surgery of ADX and to OVX), 5) animals submitted to ADX and OVX (ADX/OVX),
6) animals submitted to ADX with treatment with corticosterone and to OVX
(ADX+B/OVX). Data from the present study show that ovariectomy increased food
intake, body weight, area of adipocytes and weight of retroperitoneal adipose tissue,
plasma concentrations of cholesterol, glycemia after GTT, in addition to reduce
antioxidant molecules in the liver and retroperitoneal adipose tissue, where increased
levels of malondialdehyde (MDA) were observed. Interestingly ADX was able to
attenuate these OVX-induced metabolic responses and oxidative stress parameters,
and corticosterone treatment was partially effective in reversing the effects of ADX.
Thus, it can be concluded that corticosteroids participate on the anabolic effects
induced by OVX, which are associated with oxidative stress in liver and visceral
adipose tissue.

Key words: ovary; adrenal glands; corticosterone; anabolism.
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1 - Introducao

As alteragdes do peso corporal em humanos podem ocorrer por diversas
razdes, uma delas é a ingestédo caldrica superior ou inferior aquela requisitada pelo
organismo. Outros motivos abrangem estados fisioldgicos tais como menopausa,
estados patoldgicos, incluindo os disturbios de ordem endocrinologica e
neurofisiolégica, além de efeitos adversos de medicamentos como os glicocorticoides.
Sabemos que adaptagdes fisioldégicas ocorrem na presencga de flutuagdes do peso
corporal, com o intuito de limitar tanto o ganho quanto a perda de massa corporea
(MORTON; MEEK; SCHWARTZ, 2014).

Independentemente da ingestdo alimentar diaria ser menor ou maior aquela
necessaria para o organismo, ocorre ativacdo de um processo regulatorio ativo,
denominado homeostase energética (MORTON et al.,, 2006; SCHWARTZ et al.,
2000). Por meio deste processo, 0 consumo e o gasto caldrico pelo organismo séo
equilibrados, mantendo a estocagem energética ausente de alteracdes discrepantes
que possam ser prejudiciais ao individuo. Os mecanismos responsaveis por essa
coordenacdo e manutencdo do equlibrio energético sdo complexos, e atualmente
existem lacunas quanto a sua total compreensdo. Sabe-se que alteragdes
substanciais nesses mecanismos juntamente com a presenca ou nao de fatores
hereditarios e ambientais podem levar o individuo a comorbidades, tais como anorexia

ou obesidade (Oliveros et al., 2014).

1.1 - Obesidade e Sindrome Metabdlica

A obesidade é caracterizada como um aumento acentuado do peso ideal,
sendo atualmente um dos maiores problemas de saude publica no mundo, podendo
atuar como fator de risco para disturbios metabdlicos, tais como: diabetes mellitus do
tipo 2, doengas cardiovasculares, dislipidemias e resisténcia a insulina. Estatisticas
recentes indicam que o sobrepeso/obesidade estdo em ascensao global ininterrupta,
com o numero de pessoas com excesso de peso corporal ultrapassando 2 bilhdes, ou
seja, cerca de 30% da populagdo mundial (CABALLERO, 2019; GLOBAL BURDEN
OF DISEASE, 2017; OGDEN et al., 2007). Pesquisas indicam que a obesidade vem

crescendo de forma alarmante no Brasil, de modo que o niumero de brasileiros obesos
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saltou de 11,8% para 18,9%, de 2006 a 2016, respectivamente (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

A etiopatdgenese da obesidade ¢é pluralizada e complexa. Ela esta associada
a predisposigcbes genéticas, fatores ambientais e psicossociais, que afetam
mediadores fisiolégicos do aporte e consumo de energia, os quais estdo intimamente
ligados ao sistema endocrino (ABESO, 2016; BLUHER, 2019). A obesidade favorece
o desenvolvimento de multiplas alteracdes metabdlicas que caracterizam a “sindrome
metabdlica”, cujo critério diagndstico obrigatério é a presenca de obesidade aferida
pela circunferéncia abdominal, além das demais caracteristicas que sdo auxiliares no
diagnéstico: alteragdes na glicemia, baixas concentracbes de HDL colesterol,
hipertrigliceridemia e hipertensao arterial (ABESO, 2016).

A sindrome metabdlica engloba um conjunto de fatores de risco relacionados a
obesidade trocular ou abdominal, a resisténcia a insulina e hipertensao arterial
sistémica, os quais contribuem para a perda da homeostase e conferem coletivamente
maior morbidade e mortalidade em homens e mulheres. Recentemente, a sindrome
metabdlica tem sido o melhor preditor para o risco de doenca cardiovascular e seu
diagndstico esta associado ao aumento de aproximadamente duas vezes para doenga
cardiovascular e cinco vezes ou mais para o diabetes mellitus tipo 2 (CALDWELL et
al., 2019). Segundo Oliveira e colaboradores, em um estudo transversal de base
populacional, a incidéncia de sindrome metabdlica atualmente no Brasil corresponde
a 38,5% da populagéo adulta, e mais especificamente 41,8% no grupo das mulheres
brasileiras (OLIVEIRA et al., 2020; SAMSON; GARBER, 2014; XANTHAKIS et al.,
2015).

1.2 - Regulagao da Homeostase Energética

Séo diversos os fatores que regulam o aporte de energia corporal. Varios sinais
periféricos sao integrados no sistema nervoso central (SNC), especificamente no
hipotalamo, e possibilitam a deteccdo da presenga do alimento no trato
gastrointestinal, bem como a densidade energética do organismo (MOLINA, 2007a).
Dentre esses fatores periféricos, alguns hormdnios sdo fundamentais para a
sinalizagao no que se refere a apetite e saciedade, e no SNC, modulam a expressao
dos neuropeptideos hipotalamicos, regulando o comportamento alimentar e o peso
corporal (MOLINA, 2007a). A leptina, sintetizada no tecido adiposo branco, atua em
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receptores expressos no hipotalamo para reduzir a ingestdo alimentar e regular a
homeostase energética (KIM; MOUSTAID-MOUSSA, 2000). Além disso, a leptina
promove aumento do gasto de energia mediado pelo sistema simpatico, diminuigao
do conteudo de trialcilglicerois pelo aumento na oxidagdo dos acidos graxos,
diminuicdo na atividade lipogénica da insulina levando ao favorecimento da lipdlise,
dentre outros (MOLINA, 2007a).

Por outro lado, a insulina, produzida pelas células beta pancreaticas,
perifericamente apresenta-se como principal horménio anabdlico, atuando de forma a
aumentar a captacédo de glicose e a queda da glicemia. Além disso, ela estimula a
sintese de glicogénio no figado e no musculo, e o metabolismo de lipidios. Outra
funcdo da insulina € estimular a sintese de acidos graxos e de ftriglicerideos nos
tecidos. Ao contrario, a perda parcial ou completa da agcao deste horménio resulta em
hiperglicemia, displidemias e diabetes mellitus (KAUL et al., 2013).

A leptina e a insulina s&o cruciais na regulagao do balango energético, sendo
eles secretados em propor¢cao a massa adiposa. Em vista disso, individuos obesos
possuem concentragdes elevadas desses horménios. No entanto, estudos
demonstram que ha um déficit de sua acao devido a resisténcia resultante de suas
altas concentragdes séricas (HALPERN et al., 2004; WOODS et al., 1998).

Ha situagbes fisiologicas em que a resisténcia a insulina encontra-se
aumentada (puberdade, gestacéo e senilidade), bem como condi¢des patoldgicas, tais
como diabetes, obesidade e sindrome metabdlica, associadas ao desequilibrio do
sistema regulatorio da insulina. Nestas situagdes, ocorre aumento da produgao
hepatica de glicose por neoglicogénese e redugao da captagao periférica de glicose,
e, como consequéncia, as glicemias de jejum e pos-prandial se elevam. Este
desequilibrio pode ser induzido por mudangas hormonais, bem como excesso de
tecido adiposo corporal. No diabetes associado a obesidade, as concentracdes
plasmaticas de acidos graxos livres circulantes provenientes da lipdlise estédo
elevados; desta forma, o adipdcito € um dos elemento principal do mecanismo de
resisténcia insulinica associado a obesidade e inflamagéao crénica do tecido adiposo.
As células beta-pancreaticas respondem a hiperglicemia com hipersecre¢cao de
insulina, o que leva ao diabetes tipo 2 (ABESO, 2016; LEE; PARK; CHOI, 2022).

Em relacdo aos hormoénios do cortex adrenal, tanto o excesso de
glicocorticoides (cortisol e corticosterona) quanto de mineralocorticoides (aldosterona)

se relaciona ao processo de resisténcia insulinica e obesidade. O excesso de
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glicocorticoides ativa receptores mineralocorticoides e, desta forma, os efeitos séo
superpostos, resultando em um possivel estado hiperglicémico, causando estresse
oxidativo elevado, ativando vias inflamatérias que levam a maior risco cardiovascular
(MAZZUCO, 2018; ZHOU et al., 2016). O uso de glicocorticoides foi associado a
aumentos acentuados da glicemia de jejum, da insulina de jejum e do modelo de
avaliacao da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA-IR), sugerindo que o uso
de glicocorticoides pode estar correlacionado com resisténcia insulinica (ZHOU et al.,
2016).

1.3 - Glicocorticoides

Como dito, um grupo de horménios com importante papel na regulacdo da
homeostase energética sao os glicocorticoides, que podem ser encontrados na forma
natural ou sintética. Dentre os enddgenos, o principal glicocorticoide € o cortisol em
humanos, que tem funcdo equivalente a corticosterona em roedores (MAZZUCO,;
HERRERA; FONSCECA, 2008).

Na biossintese do cortisol, as glandulas adrenais sdo estimuladas pelo lobo
anterior da hipofise por meio do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH). A liberagao do
ACTH é pulsatil, com cerca de 7 a 15 episdédios por dia, sendo regulada pelo
hipotalamo, através da secregdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH)
(MOLINA, 2007b). A fungao do ACTH é regular o crescimento e a secre¢ao do cortex
das adrenais, sendo os glicocorticoides sua principal secreg¢ao, além de hormdénios
mineralocorticoides e esteroides sexuais (CANALI; KRUEL, 2001). Além da secregao
de glicocorticoides para corrente sanguinea ser pulsatil, esta segue um ritmo
circadiano, sendo sensivel a luz, ao sono, ao estresse psicolégico e a estados
patolégicos (MOLINA, 2007b).

Os glicocorticoides sao lipofilicos e difundem-se facilmente através das
membranas celulares e, por isso, sua distribuicdo corporal apresenta-se em alta
escala (MOLINA, 2007b). Os glicocorticoides, em seus tecidos-alvos, tém acao
pleiotrépica. Quando em excesso, eles atuam de forma antagénica a insulina, inibindo
o efeito estimulador desta na captagao de glicose e seu efeito supressor na produgao
hepatica de glicose; o conjunto destas atividades culmina em um aumento da glicemia
plasmatica, auxiliando na prevencao da hipoglicemia em jejum (CURI; PROCOPIO,

2017). Os (glicocorticoides sao primordiais a vida, de modo que em humanos
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adrenalectomizados, ou seja, aqueles cujas glandulas adrenais foram removidas, a
sobrevida sem reposi¢cdo hormonal apds a cirurgia seria breve, devido a agado do
glicocorticoide refletir de forma marcante em quase todos os aspectos do
metabolismo, com um efeito global catabdlico (BUENO, 2011).

Os glicocorticoides regulam ou sustentam grande variedade de fungbdes no
organismo, como por exemplo, o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, a
resposta adaptativa ao estresse e a imunomodulacdo (AIRES, 2012a). Na
homeostase energética, os glicocorticoides aumentam o apetite e o peso corporal em
roedores (STOPA et al., 2019) e humanos (TATARANNI et al., 1996; ZAKRZEWSKA
et al., 1999). Além disso, concentragdes plasmaticas de glicocorticoides apresentam-
se elevadas em diferentes modelos de obesidade (SPENCER; TILBROOK, 2011).
Curiosamente, a remocao bilateral das glandulas adrenais, por meio da
adrenalectomia (ADX), é capaz de reduzir a hiperfagia e a obesidade nesses
diferentes modelos animais, mesmo quando o hiperadrenocorticismo nao foi a
etiologia principal da obesidade (BRUCE et al., 1982; DUBUC; WILDEN, 1986;
MAKIMURA et al., 2000; YUKIMURA; BRAY; WOLFSEN, 1978).

1.4 - Funcao hormonal ovariana e obesidade

Assim como os glicocorticoides, os esteroides ovarianos também controlam a
homeostase energética (figura 1), e a ativacdo de mecanismos antioxidantes e
antiinflamatorios. Estudos demonstram que em ratas submetidas a ovariectomia
(OVX) com a consequente queda abrupta das concentragdes plasmaticas de
horménios ovarianos, observa-se aumento de tecido adiposo visceral e da ingestao
alimentar, sugerindo um possivel papel desses esteroides no sobrepeso e na
sindrome metabdlica (DA ROCHA et al., 2011; RICHARD et al., 1991). Em humanos,
seja em pacientes ovariectomizadas, seja em mulheres em menopausa fisioldgica
sem reposi¢do hormonal, a auséncia da fungdo ovariana também pode levar a
obesidade (AL-SAFI; POLOTSKY, 2015; OUERGHI; RIVEST; RICHARD, 1992). Esse
periodo do ciclo reprodutivo feminino € motivo de estudos pela grande abrangéncia
epidemioldgica na populagédo feminina mundial e, principalmente, devido aos riscos
que o0 excesso de adiposidade corporal pode promover, com consequente
desenvolvimento de obesidade e sindrome metabdlica (DA ROCHA et al., 2011,
KARVONEN-GUTIERREZ; PARK; KIM, 2016; MONTEIRO; RIETHER; BURINI,
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Figura 1 — Algumas das ac¢des dos estrégenos sobre o controle energético, agindo sobre a distribuicao
corporal dos tecidos adiposos, contribuindo para o aumento do consumo de glicose e finalmente
atuando em prol dos sistemas antioxidantes (MEDINA-CONTRERAS et al., 2020). LPL: lipoproteina lipase;

B1 e B2 adrenorreceptores; AT: tecido adiposo; ERO: espécies reativas de oxigénio; LDL: lipoproteina de baixa densidade;
AMPK: proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina.

Na menopausa, o declinio dos horménios ovarianos causa aumento das
concentracgdes circulantes de colesterol total, dos triacilglicerdis e dos acidos graxos
livres e reducao de HDL, juntamente com o estado inflamatério, onde pode ocorrer o
aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO), que pode levar ao estresse
oxidativo (figura 2) (COSTA-BEBER et al., 2021; DA ROCHA et al., 2011; HERMOSO
et al, 2016; MEDINA-CONTRERAS et al, 2017; PRATCHAYASAKUL;

CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2014; STUBBINS et al., 2012)
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Figura 2 - A redugdo dos estrbgenos levando a hiperfagia associada ao sedentarismo, com
consequente obesidade com predominio visceral, estado inflamatério, aumento do estresse oxidativo,
resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensdo arterial sistémica que podem levar a sindrome
metabodlica, que evolutivamente levam a um aumento dos indices de doengas vasculares e diabetes
melittus tipo 2 (MEDINA-CONTRERAS et al., 2020).

1.5 - Estresse Oxidativo

O desequilibrio entre a formagao e a depuragao das espécies reativas do
metabolismo de O2 (espécies reativas de oxigénio - ERO), seja por diminui¢do dos
antioxidantes endégenos ou pelo aumento da geragao de ERO, caracteriza o estresse
oxidativo. Este estado favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas
ou estruturas celulares, podendo levar a lesdes celulares irreversiveis, que resulta de
uma condicdo na qual perde-se o equilibrio entre as concentracbes de ERO e os
sistemas antioxidantes (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1993, 2018; SIES; BERNDT;
JONES, 2017).

Um dos marcadores do aumento do estado oxidativo é a formacdo do
malondialdeido (MDA), medido pela reagdo com o acido tiobarbiturico (TBARS) (HA
et al., 2006; MEDINA-CONTRERAS et al., 2020; TULAY AKCAY, 2000). O MDA é um
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aldeido de cadeia curta, e a sua formagdo ocorre pela decomposicdo dos
hidroperdxidos lipidicos, assim a sua concentragao tem sido utilizada para estimar a
intensidade da peroxidagéo lipidica em sistemas biologicos, em células e tecidos,
sendo um dos marcadores do estresse oxidativo (BONNES-TAOUREL; GUERIN;
TORREILLES, 1992). Outro marcador do estresse oxidativo de interesse é a redugao
da glutationa reduzida, que esta presente em diversos tecidos e sistemas, como por
exemplo na metabolizagcao hepatica de farmacos na fase 2, onde promove as reagoes
de oxidacgao, reducao e hidrdlise de farmacos e de moléculas de ERO. Assim, esta
pode indicar uma possivel correlacdo entre a diminuicdo das atividades de enzimas
antioxidantes, como a glutationa peroxidase, e o aumento dos niveis de bases
nucléicas lesadas pelo estresse oxidativo (ARAI et al., 1999). Outra importante enzima
antioxidante é a catalase, que € uma peroxidase, ou seja, possui a fungao de degradar
o peroxido de hidrogénio, agindo como uma molécula receptora de elétrons durante a
reacao de peroxidagdo (DA ROCHA et al., 2011). E, finalmente, um grupo também
importante € o da glutationa S-transferase (GST), um grupo de isoenzimas
multigénicas que participa na biotransformagéo hepatica da fase 2, onde ocorrem as
reacdes de conjugagao para a inativacao de um xenobidtico que nao tenha sido
metabolizado pela fase 1 (citocromo P450) (SALINAS; WONG, 1999).

Em condicdes fisioldgicas, ocorre formagédo de ERO, produzidas no ambiente
intracelular em pequenas quantidades, principalmente pelas mitocdndrias (cadeia de
elétrons), NADPH oxidase (NOX), xantina oxidase (XO) e 6xido nitrico sintase (NOS).
A respiragdo mitocondrial converte o oxigénio a agua, resultando na producédo de
pequenas quantidades de superoxido (O?) como subproduto. Como resposta
fisioloégica, a superdxido dismutase (SOD) inicia a metabolizagdo destas ERO,
eliminando O e o convertendo em H202. A partir deste ponto, tanto a catalase quanto
a glutationa peroxidase (GPx) irdo metabolizar a H202 em agua e oxigénio. GPx utiliza
duas moléculas de glutationa (GSH) como doadores de elétrons na redugao de H202
a agua, produzindo glutationa oxidada (GSSG) no processo. Uma vez que GPx oxida
GSH em GSSG, GSH redutase (GR) pode reduzir GSSG de volta a GSH as custas
de NADPH (doador de hidrogénio), formando o ciclo redox GSH. A propor¢ao de GSH
para GSSG determina em grande parte o potencial redox intracelular (figura 3) (HA,
2004; VAN DER POL et al., 2019)
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Figura 3 - Representacdo dos mecanismos de controle da producdo de ERO em células miocardicas
em condicdes fisioldgicas (A) e patoldgicas (B). Em condigdes fisiolégicas, as quantidades de ERO sao
produzidas principalmente pelo sistema mitocondrial (respiragdo celular), as ERO produzidas
inicialmente sdo metabolizadas pela SOD e, a seguir, pela catalase ou glutationa. No ambiente
patolégico, as concentragbes aumentadas de ERO, como por aumento da produgédo da NOX, exigem
aumento da sua metabolizacao e, caso isso ndo ocorra, pode levar a uma leséo celular (VAN DER POL
etal., 2019).

2 - Justificativa

Considerando o exposto anteriormente, a queda do estradiol possui relagao
direta com a obesidade, com a resisténcia a insulina, com o aumento do tecido
adiposo visceral e levando, por fim, a sindrome metabdlica, bem como ao estresse
oxidativo. Uma vez que ADX reverte diversos efeitos anabdlicos em modelos de
obesidade, e que a perda da funcido ovariana € um modelo que leva ao aumento de
peso corporal e suas comorbidades, torna-se relevante a compreensao do papel dos
glicocorticoides nas alteragdes na homeostase energética causadas pela remogao

dos ovarios, bem como sua associacdo com o estresse oxidativo.
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3 - Objetivos

3.1 - Objetivos gerais:
Avaliar o papel dos glicocorticoides nas alteragdes de homeostase energética,

causados pela remog¢ao dos ovarios em ratas.

3.2 - Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos da ADX nas respostas induzidas pela OVX nos seguintes
parametros:

- Parametros biométricos (ganho de peso corporal, peso uterino, indice de Lee,
ingestao alimentar e de fluido);

- Tolerancia a glicose (teste de tolerancia a glicose - GTT);

- Adiposidade (peso e histologia do tecido adiposo branco visceral);

- Parametros metabdlicos plasmaticos (colesterol total, triacilglicerdis e acidos
graxos livres);

- Parametros de estresse oxidativo no figado e tecido adiposo (MDA, GSH, GST
e CAT).
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4 - Material e Métodos

4.1 - Animais experimentais

Foram utilizadas ratas adultas da linhagem Wistar (n=106) pensando entre 220-
240gq, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL).
Os animais foram mantidos em caixas com 4 animais no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, com controle da luminosidade em ciclos 12
horas (claro/escuro) e temperatura ambiente de 22 + 2 °C, e liquidos e alimentagéo
monitorados e sem restrigdes, com duracao de 14 dias no total, uma vez que houve
aumento da taxa de mortalidade apds periodos superiores a 14 dias (dados néao
publicados). Todos os experimentos com animais foram realizados a partir das 14h no
Laboratério de Fisiologia Neuroenddcrina e Metabolismo do CIF/UEL. Este trabalho
foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais em experimentacéo (CEUA)
da UEL sob o protocolo numero 16085.2015.20 — oficio: 200/2015 (Anexo).

4.2 - Protocolo experimental

O protocolo experimental avaliou os efeitos da adrenalectomia e do tratamento
com glicocorticoide nas respostas induzidas pela ovariectomia sobre a ingestéao
alimentar, ingestao de liquidos, peso corporal, indice de Lee, teste de tolerancia a
glicose e parametros metabdlicos plasmaticos e teciduais, conforme o delineamento

e analises realizadas durante o periodo experimental (Figura 4).

- Ve Ratas Wistar, ndo-OVX, de 220 a 240 g;
T\ Rata Wistar Com livre acesso a hidratagéo e alimentagéo Cirurgia/Sham de ADX e/ou OVX

Peso uterino, peso, ingestio de - P6s op. acesso solugdo aquosa - 14 dias
liquidos e alimentos, GTT, perfil - Agua + 0,5% etanol (animais Sham)
Coletado: sangue [plasma] colesterol, "' lipidico, corti ‘ona, id - NaCl 0,9% + 0,5% etanol (animais ADX)
triacilglicerol, 4cidos graxos e dip e estresse oxidati - NaCl 0,9% + corticosterona - 25 mg/mL
corticosterona, tec. adiposo (animais ADX+B)
retroperitoneal, perigonadal, utero e figado ‘

Animais ndo OVX - controle do
ciclo estral diario
13° PO - jejum de 6 h, coleta de GTT

14° PO - jejum de 6 h - eutanasia por ‘.___/

decapitagao

OF. CIRC. CEUA N° 20012015 |

Figura 4 - Delineamento e analises realizadas durante o periodo experimental. GTT: teste de tolerancia

a glicose; ADX: adrenalectomia; Sham: cirurgia ficticia; OVX: ovariectomia; CEUA: Comissao de Etica
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no Uso de Animais em experimentagao.

O presente protocolo pretendeu verificar se a ADX alterou os efeitos

promovidos pela OVX na ingestdo alimentar, ingestdo de liquidos, peso corporal,

indice de Lee, teste de tolerancia a glicose e dosagens bioquimicas plasmaticas e

teciduais, além de analisar se a reposigao com glicocorticoide foi capaz de reverter os

efeitos da ADX.

A hipotese do presente protocolo foi avaliar se a ADX reduziu as respostas

induzidas pela OVX, e se a reposicdo com glicocorticoide foi capaz de reverter os

efeitos da ADX. Para tanto, foram constituidos os seguintes grupos experimentais:

VL.

Grupo sham/nao-OVX: animais submetidos as cirurgias ficticias
da ADX e OVX, tendo como unica fonte de liquido agua corrente

contendo etanol 0,5% (n=7);

Grupo ADX/nao-OVX: animais submetidos a ADX e a cirurgia
ficticia da OVX, tendo como liquido ofertado, exclusivamente a
solugéo de NaCl 0,9% contendo etanol 0,5% (n= 13);

Grupo ADX+B/nao-OVX: animais submetidos a cirurgia de ADX e
cirurgia ficticia de OVX, tendo como unico liquido ofertado a
solugdo de NaCl 0,9%, com corticosterona (Sigma-Aldrich®, 25
mg/L) diluida em etanol 0,5% (n= 14);

Grupo sham/OVX: animais submetidos a cirurgia ficticia de ADX e
a cirurgia de OVX sendo mantidos com acesso livre a dgua corrente

contendo etanol 0,5%, como unica fonte de liquido (n= 24);

Grupo ADX/OVX: animais submetidos a ADX e OVX, sendo
mantidos com acesso a solugao de NaCl 0,9% contendo etanol
0,5%, como unica fonte de liquido (n= 24);

Grupo ADX+B/OVX: animais submetidos a ADX e OVX, tendo
como liquido ofertado a solugao de NaCl 0,9%, com corticosterona
(Sigma-Aldrich®, 25 mg/L) diluida em etanol 0,5% (n= 24).

Os animais tiveram livre acesso a alimentacdo e aos fluidos de
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ingestdo desde o primeiro dia experimental (imediatamente apds o efeito do
anestésico) até o dia da eutanasia, exceto para realizagado do GTT e eutanasia, como
descrito a seguir.

Os animais foram submetidos a cirurgia de ovariectomia (OVX) ou cirurgia ficticia
da OVX (ndo-OVX), bem como a cirurgia de adrenalectomia (ADX) ou cirurgia ficticia
da ADX (sham) no dia 1. Apds as cirurgias, as ratas foram mantidas com acesso a
solucdo de agua corrente contendo etanol 0,5%, ou NaCl 0,9% contendo etanol 0,5%,
ou NaCl 0,9% contendo corticosterona (25 mg/L) diluida em etanol 0,5% durante 14
dias. A concentragao da corticosterona foi determinada com base em estudo do nosso
grupo (UCHOA; ANTUNES-RODRIGUES; ELIAS, 2010). Todos os animais foram
pesados e a quantidade de alimento ingerido avaliada diariamente, pelo periodo de
14 dias. As ratas nao-ovariectomizadas tiveram o esfregago vaginal colhido
diariamente as 8h da manha para o acompanhamento do estagio do ciclo estral. No
13° dia, os animais foram mantidos em jejum a partir das 08h, e as 14h foi realizado o
teste de tolerancia a glicose (GTT). No 14° dia, os animais foram mantidos em jejum
a partir das 8h, e foram submetidos a eutanasia, por decapitagdo as 14h. O sangue
foi coletado para avaliagcdo das concentragbes plasmaticas de colesterol,
triacilglicerois, acidos graxos livres e corticosterona. O tecido adiposo visceral
(retroperitoneal e perigonadal) e tecido hepatico foram retirados e pesados. No caso
dos grupos nao-OVX, foram consideradas apenas as ratas que estavam em diestro

no dia do GTT e da eutanasia.

4.3 - Procedimentos cirurgicos

No primeiro dia de experimento, os animais dos grupos anteriormente descritos
foram submetidos aos procedimentos cirurgicos que consistiram em cirurgia de ADX,
cirurgia ficticia da ADX (sham), cirurgia de OVX e cirurgia ficticia da OVX (ndao-OVX);
como apresentado abaixo:

4.3.1 - Adrenalectomia

A cirurgia de ADX foi realizada em animais anestesiados por via intraperitoneal
(ip) com dose de 100 mg/kg de cetamina (Agner Unido, 10%) e 20 mg/kg de cloridrato

de xilazina (Anasedan®; Vetbrands, 2%) e, uma vez o estado anestesiado obtido, foi



28

realizada uma incisao bilateral em dois tempos sobre a pele na regiao dorsal
infratoracica, tendo como ponto de referéncia o angulo entre a ultima costela e a
coluna vertebral. Depois de dissecada a musculatura paravertebral, o plano cirurgico
seguiu até o espaco retro abdominal permitindo a identificagdo dos rins. Nos animais
ADX, com auxilio de uma pinga, o tecido adiposo perirrenal foi exteriorizado e a
glandula adrenal foi seccionada. Imediatamente apds esses procedimentos, as
incisbes foram suturadas por planos e higienizadas com alcool 70%. Nos animais
sham (controle da ADX), foi realizada a adrenalectomia ficticia, sendo os
procedimentos anteriores executados; no entanto, ndo ocorreu a remocado das
glandulas adrenais. Os animais receberam tratamento profilatico com antibiético
(pentabidtico, Fort Dodge®; 0,1 ml/animal, IM) e analgesia pds-cirirgica com
paracetamol (100 mg/kg, VO) em dose unica. Posteriormente, foram colocados em
caixas contendo racdo e fluidos com tratamento dos seus respectivos grupos,
aquecidos e, 2h apods, foram levados para Biotério Setorial do CIF/UEL, onde

permaneceram os 14 dias do periodo experimental (SIQUEIRA, 2009).

4.3.2 - Ovariectomia

Imediatamente apds a realizagdo da cirurgia ADX ou sua respectiva cirurgia
ficticia (sham), ainda com animal anestesiado sob 0 mesmo protocolo medicamentoso
descrito acima, foi realizada a cirurgia de OVX ou sua cirurgia ficticia a partir da
mesma abertura da cirurgia de ADX ou sham. Dessa forma, foi feita a identificacdo do
tecidos adiposos perigonadais e, posteriormente, a remogao dos ovarios. Apds esse
procedimento, realizou-se a sutura por planos cirurgicos; o local da sutura de pele foi
higienizado com alcool 70%. Para cirurgia ficticia da OVX (ndo-OVX) seguiu-se todos
os procedimentos acima descritos, com exceg¢ao da remogao dos ovarios. Apos os
procedimentos, todos os animais receberam tratamento profilatico com antibidtico
(pentabidtico, Fort Dodge®; 0,1 mlL/animal, IM) e analgesia pos-cirdrgica com
paracetamol (100 mg/kg, VO) em dose unica. Posteriormente, os animais foram
colocados em caixas contendo fluidos com tratamento, racdo e aquecidos. Apos 2h,
foram levados para Biotério do CIF/UEL, onde permaneceram os 14 dias do periodo
experimental (PINHEIRO et al., 1996).
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4.4 - Determinagao da ingestao alimentar, liquida e do peso

Diariamente, do 1° ao 14° dia de experimento, as 8h da manh3, foi avaliado o
peso corporal dos animais. A partir do 2° até o 14° dia de experimento, também as 8h
da manha, também foi quantifficado o consumo de ragéo.

A racao ofertada para cada roedor foi na quantidade de 100 g/dia (Nuvilab CR-
1, Nuvital®), sendo as sobras retiradas apos 24h da oferta e, a partir da diferenga entre
a oferta e sobra de ragao, foi calculada a quantidade diaria de alimento ingerido e
expressa em g/100 g de peso corporeo. O peso corporal foi expresso em gramas (g).

A avaliagao da ingestao de fluidos foi realizada a cada trés dias e foi calculada
pela diferenga entre a oferta e sobra de fluido, sendo os resultados expressos em

mL/100 g de peso corporeo.

4.5 - Esfregacgo vaginal

Diariamente, as 8h da manha (a partir do segundo dia de protocolo), o ciclo
estral das ratas foi acompanhado por meio da técnica de esfregaco vaginal. Para
tanto, foi usada uma ponteira de calibre e volume adequados, previamente higienizada
com agua destilada; apds, a pipeta foi cuidadosamente introduzida na vagina de cada
animal com um pequeno volume de solugao salina 0,9%. A solugao foi liberada e
posteriormente sugada contendo o fluido vaginal, sendo este colocado em uma lamina
de vidro para visualizagao a fresco no microscopio optico (objetiva de 10x), permitindo
a identificagdo da fase do ciclo. Esse procedimento foi realizado em todas as ratas,
exceto nas ratas OVX (PINHEIRO et al., 1996).

4.6 - Teste de tolerancia a glicose (GTT)

No 13° dia de protocolo, os animais foram submetidos a restricao alimentar a
partir das 8h e alocados em uma sala isolada de grandes ruidos para aclimatagdo. No
periodo da tarde (as 14h) do mesmo dia, deu-se inicio ao GTT (figura 5).
Primeiramente, foi feito um pequeno corte na extremidade da cauda do animal, para
obtencdo de uma gota de sangue, aferindo assim, a glicemia basal (tempo 0) com
auxilio da fita teste do aparelho Accu-Check Andvantage II® de determinagdo de
glicemia sanguinea. Apds esse procedimento, foi realizada a administragao de glicose

(25% ip) na concentracdo de 1,0 g/kg de peso corporal de animal, seguido da
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realizagcao de dosagens da glicemia sanguinea pelo mesmo método nos tempos 15,
30, 60 e 120 minutos apds a administragao de glicose. Apos os 120 minutos, a ragao

e fluido com tratamento correspondente foram recolocados nas caixas dos animais.

13° dia de protocolo: teste de tolerancia a glicose (GTT)

‘ . — 4
< k éﬁyw L{; Dosaggns de glicose
et =1 sanguinea com fita
“\ Rata Wistar Glicose 25% via ip teste em glicosimetro

(1g/kg peso corporal)

— 1T ., 1 1T T 71
(N S I A N S

8h inicio da 14h =

Tempos de coleta ap6s pungado sanguinea da veia caudal

Figura 5 - Delineamento experimental do teste de tolerancia a glicose (GTT). IP: intraperitoneal.

4.7 - Distancia naso-anal

No 14° dia de experimento, por volta das 8h da manha, com o auxilio de uma

régua em centimetros, foi realizada a medigao da disténcia naso-anal de cada animal.

4.8 - Eutanasia

No 14° dia, os animais foram colocados em jejum de 6h e alocados em um
ambiente controlado de luz e ruidos. Todos os animais utilizados nos experimentos
foram eutanasiados por decaptagao (a partir das 14h do mesmo dia) e, imediatamente
apos, foi coletado o sangue em tubos heparinizados e centrifugados a 3000 rpm por
20 minutos a 4 °C para a obtengdo do plasma, que foi separado em aliquotas e
armazenado a -20 °C para posteriores dosagens. Os tecidos adiposos perirrenal e
perigonadal, retroperitoneal, os figados e uteros foram removidos e pesados e todos

os tecidos foram amazenados em freezer -80 °C.
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4.9 - Dosagens Plasmaticas

4.9.1 - Colesterol total

A determinacdo espectrofotométrica das concentragdes plasmaticas de
colesterol total foi realizada utilizando o kit comercial BioLiquid Colesterol (Laborclin,
PR). O kit utilizado baseia-se na reacao enzimatica conforme Allain e colaboradores,
onde, os ésteres de colesterol sao hidrolisados a colesterol livre pela hidrolase do
éster de colesterol. O colesterol livre produzido é oxidado pela colesterol oxidase no
metabalito (colest-4-en-3-one) com a produgéo simultanea de peroxido de hidrogénio,
que se acopla por oxidagdo com a 4-aminoantipirina e o fenol que na presenca de
peroxidase produz um cromégeno com absorgdao maxima em 500 nm (ALLAIN et al.,
1974).

O produto da reacao apresenta coloragao résea, sendo a sua intensidade de cor
diretamente proporcional a quantidade de colesterol total existente na amostra. Foram
utilizados um volume padrao de 10 uL de colesterol a concentragdo de 200 mg/dL ou
amostra de plasma de cada animal, em tubos contendo 1 mL de reativo, onde este
isoladamente era o controle branco. Apds homogeneizagao por agitagdo, os tubos
foram incubados em banho-maria a 37 °C por 5 minutos. Realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro (Shimadzu® Mod. UV-1201) no comprimento de onda de 500 nm.
Os resultados obtidos da concentragao plasmatica de colesterol total foram expressos

em mg/dL.

4.9.2 — Triacilglicerois

A determinacdo espectrofotométrica das concentragbes plasmaticas de
triacilglicerois foi realizada utilizando o kit comercial BioLiquid Triglicérides GPO-
Trinder Commercial Kit (Laborclin), no qual, inicialmente o triacilglicerol é convertido
em glicerol + acidos graxos pela agdo da enzima lipase, a seguir o glicerol é associado
ao ATP, levando ao (glicerol-3-fosfato + ADP, reagdo essa mediada pela
glicerolquinase. Na sequéncia, o glicerol-3-fosfato € associado ao Oz, no que resulta
em di-hidroxiacetona fosfato + H202 (reacdo mediada pela glicerol-1-fosfato-oxidase
(GPO) e por fim, H202 + 4AAP (4-aminoantipirina) + acido 3,5-dicloro-2-hidroxi-
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benzeno sulfénico (DHBS) resultando em quinoneimina + 2H20 (reagdo mediada pela
peroxidase), a quinoneimina € o indicador colorimétrico a ser lido pelo
espectrofotdbmetro. Assim, o teste enzimatico e colorimétrico para a dosagem dos
triacilglicerdis no soro ou plasma, obtém-se uma coloragdo do produto final
diretamente proporcional a quantidade de triacilglicerodis existente na amostra (TIETZ;
FINLEY; PRUDEN, 1995). Foram pipetados 10 pyL de padrao de triacilgliceréis (200
mg/dL) ou amostra de plasma, e para o branco apenas utilizou-se 1 mL de reativo.
Apds homogeneizagéao por agitagéo, os tubos foram incubados em banho-maria a 37
°C por 5 minutos. Realizou-se a leitura em espectrofotébmetro (Shimadzu® Mod. UV-
1201) no comprimento de onda de 500 nm. Os resultados obtidos da concentragao

plasmatica de triacilgliceréis foram expressos em mg/dL.

4.9.3 - Acidos graxos livres

Por meio do método espectrofotométrico de Falholt e colaboradores (FALHOLT;
LUND; FALHOLT, 1973), realizou-se a leitura das amostras em espectrofotdmetro
(Shimadzu® Mod. UV-1201) no comprimento de onda de 550 nm. Para isso, foram
utilizadas 100 yL das amostras de plasma para realizar duas extra¢des, seguidas de
agitacao, aspiragao da fase superior e centrifugacao. Para o padrao, foram utilizados
50 pL de acido palmitico (2 mmolar) em 1,0 mL de tampé&o de fosfato (pH 6,4) e 6,0
mL de solucdo extratora, o branco apresentava apenas a solugdo extratora. Na
primeira extragao, foram utilizados 1,0 mL de tampé&o de fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL da
solugao contendo cloroférmio, heptano e metanol e, na segunda extragao, 2,0 mL de
cobre-trietanolamina (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
trietanolamina 1 M (TEA) em 3,0 mL da fase superior]. Os resultados obtidos da

concentragao plasmatica de acidos graxos livres foram expressos em pmoles/dL.

4.9.4 - Corticosterona plasmatica

A concentragao de corticosterona plasmatica foi determinada por fluorimetria.
Este método baseia-se na fluorescéncia da corticosterona em acido sulftirico. Para

execugao do método, o padrao é feito a partir de 1 mg de corticosterona dissolvida em
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10 mL de etanol absoluto. Foi utilizado um volume 200 pL de amostra de plasma de
cada animal, juntamente com 6 mL de diclorometano, com posterior agitagao e
aspiracao da fase superior, possibilitando a particdo e extracdo da corticosterona.
Posteriormente, 500 yL de NaOH 0,1 N foram adicionados a amostra para lavagem,
seguido por agitacao e aspiracao da fase superior; apos, 500 pyL de agua destilada
foram adicionados, agitando posteriormente. Para o branco, 4 mL de diclorometano
foram utilizados. Na segunda etapa do método, 5, 10 e 20 uL de solugéo de trabalho
(0,5 mL de solugao padrao e etanol) foram adicionados aos tubos da solugao padrao,
e 1 mL de (H2SOz4 : etanol) foi acrescido a todos os tubos para uma segunda extragao,
seguido por agitagao e repouso de 20 minutos. A leitura foi realizada em fluorimetro,
com excitacdo 477 nm, emissao 520 nm e sensibilidade 11. As concentragdes obtidas

de corticosterona plasmatica foram expressas em ug/dL (GUILLEMIN et al., 1958).

4.9.5 - indice de Lee

Usando os dados do peso corporal do ultimo dia do experimento e a distancia
naso-anal, foram obtidos os dados do indice de Lee de cada animal, dividindo-se a
raiz cubica do peso corporal, em gramas, pelo comprimento naso-anal em centimetros
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

4.9.6 - Processamento e analise histolégica do tecido adiposo

ApoOs a eutanasia, foi realizada a retirada do tecido adiposo retroperitoneal,
perirrenal e perigonadal, um fragmento de cada tecido foi separada e fixada em
solugao de paraformaldeido (4%) por 48 a 72 horas. Em seguida, o material foi
mantido em solugéo de alcool 70%, sob refrigeragdo. O tecido retirado foi recortado
em fragmentos com aproximadamente 0,5 cm3. Os fragmentos foram colocados,
separadamente, em cassetes histoldgicos devidamente identificados, armazenados
em solugao de alcool 70% e novamente mantidos sob refrigeragcado. Foram realizados

cortes de 12 um de espessura, assim obtidos quatro cortes por lamina, ndo seriados,
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com intervalo de 5 cortes entre os mesmos. Apds a microtomia, as laminas
permaneceram por 24 a 72 horas na estufa a 36 °C. A coloracéao foi realizada com
hematoxilina-eosina (HE), seguindo protocolo de rotina do laboratério. Apds a
montagem, as laminas ficaram em estufa a 36 °C por 72 horas para secagem final.
Para a captura das imagens dos adipdcitos, utilizou-se o software Motic Images Plus®
3.0 — (Motic — Hong Kong) e para a analise do volume e quantidade de adipdcitos
(com o objetivo de evidenciar hipertrofia e hiperplasia) foi utilizado o software Image J
— (National Institutes of Health - NIH — EUA). As areas dos adipécitos nos tecidos
adiposos retroperitoneal, perigonadal e perirrenal foram espressas em pm? (CHEN;
FARESE, 2002; PARLEE et al., 2014).

4.10 - Estresse oxidativo

4.10.1 - Normalizagao da concentracao de proteinas das amostras

Inicialmente, todas as amostras de tecido hepatico e tecido adiposo
retroperitoneal foram submetidos a analise quantitativa de proteinas, para
subsequente normalizagdao a 1 mg/mL de proteina com uso do método de Bradford,
que consite na determinagdo de uma quantificacdo inicial das proteinas totais para
cada tecido com o uso do corante de “coomassie brilliant blue” BG-250 em pH
fisioldgico medidas em espectrofotdbmetro (Shimadzu® Mod. UV-1201) a uma
abosorbancia de 595 nm e, finalmente, as concetracbes de proteinas das amostras
foram normalizadas - Os resultados foram expressos em mg/mL de proteina —
resultados ndo apresentados (BRADFORD, 1976; COMPTON; JONES, 1985).

4.10.2 - Malondialdeido (MDA)

Os niveis das substancias reativas ao acido tiobarbitpurico (TBARS) foram
avaliados de acordo com o descrito por Federici e colaboradores (FEDERICI; SHAW;
HANDY, 2007). A concentragdo de MDA, um produto intermediario da peroxidagao

lipidica, foi determinada a partir da diferenga das absorbancias lidas em 535 e 572 nm
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(Multiskan GO; Thermo Scientific, Vantaa, Finland). Os resultados foram expressos

em nmol/mg de proteina.

4.10.3 - Catalase

A atividade enzimatica da CAT foi determinada nos tecidos estudados pela
degradacgao do peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua. Apos a determinagao da
concentracao de proteinas (normalizadas 1,0 mg/ml em PBS), 297 ul de meio de
reacdo foi colocado em microplaca de UV4 (em triplicata) para medida em
espectrofotdbmetro (Shimadzu® Mod. UV-1201) a uma abosorbancia de 240 nm,
analisando o consumo de Oz a cada 15 segundos por um tempo total de 60 segundos.
Os resultados obtidos da atividade enzimatica da catalase foram expressos em
mM/mg de proteina (AEBI, 1984).

4.10.4 - Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da Glutationa-S-transferase nos tecidos estudados foi medida em
espectrofotdbmetro (Shimadzu® Mod. UV-1201) a uma abosorbancia de 340 nm
combinada com o CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno), de acordo com Keen e
colaboradores (KEEN; HABIG; JAKOBY, 1976), com base na respectiva conjugacéo
com a glutationa, e os resultados da atividade da GST foram expressos em mM/mg
de proteina (KEEN; HABIG; JAKOBY, 1976).

4.10.5 - Glutationa reduzida (GSH)

Glutationa reduzida (GSH) foi avaliada nos tecidos adiposos e hepatico. Os niveis
de GSH foram determinados com DITIOBIS-5,5-(2-Nitro-acido benzoico) em
sobrenadante de homogenato de coragao evidenciados pela formacao de coloragao
amarela. Os niveis de GSH foram avaliados por leitura em espectrofotdmetro
(Shimadzu® Mod. UV-1201) a uma abosorbancia de 412 nm e os resultados da
atividade da GSH foram expressos em ug/mg de proteina (HISSIN; HILF, 1976;
SEDLAK; LINDSAY, 1968; SIERVO et al., 2015).
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5 - Tratamento Estatistico

A distribuicdo normal (Shapiro-Wilk test) e a homogeneidade (Levene’s test) dos
dados foram testados; os dados que nao passaram pelo teste de normalidade
(colesterol e corticosterona) foram “log” transformados, passando assim, pelo teste de
normalidade. Os resultados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) two-
way Anova, seguido de teste de Student Newman-Keuls. Os graficos foram montados
no programa Graph Pad Prism 9.3.1® (GraphPad Software, LLC, CA, EUA) e os
calculos e testes estatisticos foram realizados no Sigma Plot 11.0® (Systat Software
Inc., UK). Os resultados estdo expressos como média * erro padrao da média (EPM),

considerando o nivel de significancia de 5% (p <0,05).
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6 - Resultados

Os efeitos da adrenalectomia e do tratamento com glicocorticoide em animais
ovariectomizados foram observados na ingestdo de alimentos, no peso corporal, no
indice Lee, nos tecidos adiposos brancos viscerais, € na tolerancia a glicose e
resposta glicémica a sobrecarga de glicose e pelos métodos de obtengao dos
parametros plasmaticos e teciduais.

A Figura 6 mostra o peso do utero em animais OVX e n&o-OVX. Como

esperado, o peso uterino foi menor nos grupos OVX em comparagdo com 0s grupos
nao-OVX (P < 0,05).
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Figura 6 - Peso do utero (g/100g) de animais ndo-OVX ou OVX, que foram
subdivididos em grupos sham (sham/ndo-OVX ou sham/OVX), ADX (ADX/ndao-OVX ou
ADX/OVX) ou ADX+B (ADX+B/ndo-OVX ou ADX+B/OVX). Os dados sao expressos como
média + EPM, # P < 0,05 (OVX vs ndo-OVX), grupo (n= 5-12).

Como demonstra a figura 7A, no grupo de animais nao-OVX, a ADX reduziu a
ingestéo alimentar (P < 0,05), e a administracdo da corticosterona reverteu essa
resposta (P < 0,05). Na mesma figura, no grupo de animais que foi submetido a OVX
houve um aumentou da ingestédo de alimentos nos animais sham, ADX e ADX+B (P <
0,05). Nos grupos OVX, a ADX também reduziu a ingestao alimentar (P < 0,05), e a
administragcao da corticosterona reverteu essa resposta (P < 0,05). Como mostrado
na figura 7B, a ADX e o tratamento com corticosterona (ADX+B) promoveram aumento
de ingestao de fluidos nos grupos ndo-OVX e OVX (P < 0,05), os animais do grupo

ADX+B nao-OVX receberam em média uma dose de reposi¢cao de corticosterona de
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0,43 + 0,07 mg/100 g de peso animal e o grupo ADX+B OVX recebeu em média uma
dose de corticosterona de 0,4 + 0,08 mg/100 g de peso animal. A Figura 7C demonstra
que a OVX promoveu aumento do peso corporal nos grupos de animais sham, ADX e
ADX+B (P < 0,05), sem efeitos da ADX ou do tratamento com corticosterona (ADX+B).
Nao houve diferenga significativa do indice Lee entre os grupos experimentais (figura
7D).
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Figura 7 - (A) Ingestdo alimentar (g/100g), (B) ingestdo de fluidos (mL/100g), (C)
ganho de peso corporal (g), (D) indice de Lee (g"*°™) de animais ndo-OVX ou OVX, que foram
subdivididos em grupos de animais sham (sham/ndao-OVX ou sham/OVX), ADX (ADX/nao-
OVX ou ADX/OVX) ou ADX+B (ADX+B/ndao-OVX ou ADX+B/OVX). Os dados sao expressos
como média + EPM, # (OVX vs ndo-OVX) e * correspondentes a P < 0,05, grupo (n= 5-12).

De acordo com a figura 8A, no estado basal, o grupo de animais ADX/OVX

apresentou glicemia menor do que os animais ADX/n&o-OVX. Apds 15 minutos de
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sobrecarga de glicose, o efeito da ADX resultou em menor glicemia em animais néao
OVX (P < 0,05), e o grupo ADX/OVX apresentou glicemia maior que os animais
ADX/n&o-OVX (P < 0,05). Alem disso, aos 60 e 120 minutos do GTT, a glicemia do
grupo sham/OVX foi maior (P < 0,05) do que o grupo sham/ndo-OVX, enquanto todos
os grupos ADX, com ou sem tratamento com corticosterona, apresentaram glicemia
reduzida (P < 0,05). Aos 120 minutos de GTT, a ADX, com ou sem tratamento com
corticosterona, reduziu a glicemia tanto dos animais OVX quanto nos ndo-OVX (P <
0,05). Toda a resposta da glicemia apés o GTT foi integrada na area sob a curva
(AUC). A OVX promoveu o aumento da glicemia em animais sham (P < 0,05), e a ADX
reduziu a glicemia em comparagao com animais sham em ambos os grupos ndo-OVX
e OVX (P < 0,05), mas n&o se observou efeitos do tratamento com corticosterona
(figura 8B).
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Figura 8 - (A) Teste de tolerancia a glicose (GTT) e (B) area sob a curva (AUC) de
GTT de animais ndo-OVX ou OVX, que foram subdivididos em grupos sham (sham/ndo-OVX
ou sham/OVX), ADX (ADX/ndo-OVX ou ADX/OVX) ou ADX+B (ADX+B/n&o-OVX ou
ADX+B/OVX). Os dados sdo expressos como meédia + EPM, # (OVX vs ndo-OVX) e *

correspondentes a P < 0,05, grupo (n= 6-12). Foi administrado glicose a 25% por via

intraperitoneal na concentragao de 1,0 g/kg de peso corporal para cada animal.

Na figura 9A e 9D, observou-se que nao houve diferenga entre os grupos

relativos as concentracdes de triacilglicerois e de concentragbes de plasmaticas de
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acidos graxos livres, respectivamente. Por outro lado, na figura 9B, houve aumento
nas concentracoes plasmaticas de colesterol total apés a OVX em animais sham, ADX
e ADX+B se comparados com seus respectivos grupos nos animais ndo-OVX (P <
0,05). Além disso, o grupo ADX+B/OVX também apresentou concentragbes mais
elevadas de colesterol total do que o grupo ADX/OVX (P < 0,05) (Figura 9B). A ADX,
na figura 9C, com ou sem tratamento com corticosterona, mostrou concentragdes
mais baixas de corticosterona plasmatica nos animais ndo-OVX e OVX (P < 0,05).
Este parametro também foi reduzido pela OVX nos animais sham quando comparados

com o grupo de animais ndao-OVX (P < 0,05).
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Figura 9 — Concentragdes plasmaticas de (A) triacilglicerois (mg/dL), (B) colesterol
(mg/dL), (C) corticosterona (ug/dL), (D) acidos de graxos livres (umoles/dL) de animais nao-
OVX ou OVX, que foram subdivididos em grupos sham (sham/nao-OVX ou sham/OVX), ADX
(ADX/n&o-OVX ou ADX/OVX) ou ADX+B (ADX+B/n&o-OVX ou ADX+B/OVX). Os dados sao
expressos como média + EPM, # (OVX vs ndo-OVX) e * correspondentes a P < 0,05, grupo
(n=6-12).
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A Figura 10A demonstra que a OVX levou a redugao de peso dos tecidos
adiposos perirrenal + perigonadal nos grupos ADX e ADX+B, e tanto a ADX quanto o
tratamento com corticosterona (ADX+B) reduziram o peso deste tecido adiposo
quando comparados aos respectivos grupos nao-OVX. Na Figura 10C, observa-se
que nao houve diferengas entre os grupos na area de adipdcitos destes mesmos
depdsitos de tecido adiposo. No tecido adiposo retroperitoneal, a OVX aumentou tanto
0 peso quanto a area dos adipdcitos (Figuras 10B, D e E), e a ADX reduziu esses
parametros no grupo de animais OVX, e area de adipdcitos de animais nao-OVX. O
tratamento com corticosterona reverteu os efeitos da ADX na reducgdo da area de

adipdcitos em animais nao-OVX e o peso no grupo de animais OVX.
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Figura 10 - Peso (g/100g) e area dos adipdcitos (um?) dos tecidos adiposos perirrenal
+ perigonadal (A,C) e retroperitoneal (B,D,E) de animais nao-OVX ou OVX, que foram
subdivididos em grupos sham (sham/ndao-OVX ou sham/OVX), ADX (ADX/ndo-OVX ou
ADX/OVX) ou ADX+B (ADX+B/nao-OVX ou ADX+B/OVX). Os dados sao expressos como
média + EPM, # (OVX vs ndo-OVX) e * correspondentes a P < 0,05, grupo (n=6-12). Em (E)
fotomicrografias representativas (aumento de 100x) de tecido adiposo retroperitoneal,
marcados com hematoxilina-eosina, de animais ndo-OVX ou OVX, que foram subdivididos em
grupos sham (sham/nao-OVX ou sham/OVX), ADX (ADX/n&o-OVX ou ADX/OVX) ou ADX+B
(ADX+B/ndo-OVX ou ADX+B/OVX).

Os resultados do estresse oxidativo no tecido hepatico sdo apresentados na
figura 11, o que mostra que nao houve diferenga no teor de MDA no figado entre os
grupos (figura 11A). A ADX promoveu redugao nas concentragdes de CAT (figura 11B)
em animais ndo-OVX (P < 0,05), e o tratamento com corticosterona ndo reverteu esse
efeito. J& a OVX reduziu os niveis de CAT no figado de animais sham (P < 0,05), e a
ADX reverteu esse efeito (P < 0,05). As concentragdes de CAT no figado dos grupos
ADX e ADX+B foram maiores em animais OVX do que ndo-OVX (P < 0,05). Como
mostrado na figura 11C, ndo houve alteragdo nas concentragdes de GSH nos grupos
nao-OVX. A OVX reduziu a concentragdo de GSH no figado de animais sham e ADX,
mas nao no grupo ADX+B, que apresentou niveis mais altos (P < 0,05) de GSH do
figado do que animais ADX. O tratamento com corticosterona promoveu a reducgao (P
< 0,05) de GST no figado de animais n&do-OVX e OVX, em comparagdo com o grupo
ADX (P < 0,05). OVX diminuiu (P < 0,05) os niveis de GST em animais sham e ADX
(figura 11D).
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Figura 11 - (A) MDA (nmol/mg de proteina), (B) CAT (mM/mg de proteina), (C) GSH
(Mg/mg de proteina), (D) GST (mM/mg de proteina) no tecido hepatico hepatico de animais
nao-OVX ou OVX, que foram subdivididos em grupos sham (sham/n&o-OVX ou sham/OVX),
ADX (ADX/nao-OVX ou ADX/OVX) ou ADX+B (ADX+B/ndo-OVX ou ADX+B/OVX). Os dados
sdo expressos como média + EPM, # (OVX vs ndo-OVX) e * correspondentes a P < 0,05,

grupo (n=7-12).

A Figura 12A demonstra que a OVX induziu aumento nas concentragbes de
MDA no tecido adiposo retroperitoneal de animais sham e ADX, e redugé&o no grupo
que foi tratado com corticosterona (ADX+B), que apresentou niveis mais baixos de
MDA, em comparag¢ao com os animais ADX. A OVX reduziu (P < 0,05) niveis de CAT
no tecido adiposo retroperitoneal em animais sham, ADX e ADX+B, sem diferengas
entre os trés grupos (figura 12B). A Figura 12C mostra que a OVX diminuiu (P < 0,05)

as concentracdes de GSH no tecido adiposo retroperitoneal em animais sham e ADX
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quando comparado com 0s mesmos grupos dos animais ndo-OVX. E, finalmente, a

OVX aumentou os niveis de GST em animais sham e a ADX reduziu essa resposta

(P < 0,05) (figura 12D).
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Figura 12 - (A) MDA (nmol/mg de proteina), (B) CAT (mM/mg de proteina), (C) GSH
(ug/mg de proteina), (D) GST (mM/mg de proteina) no tecido adiposo retroperitoneal de
animais ndo-OVX ou OVX, que foram subdivididos em grupos sham (sham/ndo-OVX ou
sham/OVX), ADX (ADX/ndo-OVX ou ADX/OVX) ou ADX+B (ADX+B/ndo-OVX ou
ADX+B/OVX). Os dados sédo expressos como média + EPM, # (OVX vs ndao-OVX) e *

correspondentes a P < 0,05, grupo (n= 7-12).



46

7 - Discussao

Os dados do presente estudo mostram que a ovariectomia aumentou a
ingestao de alimentos, o ganho de peso corporal, area de adipdcitos e peso de tecido
adiposo retroperitoneal, concentragdes plasmaticas de colesterol e glicemia no GTT.
A ADX foi capaz de atenuar essas respostas induzidas pela OVX, e o tratamento com
corticosterona foi parcialmente eficaz na reversao dos efeitos da ADX. Curiosamente,
essas alteragdes metabdlicas induzidas pela OVX foram associadas com desequilibrio
oxidativo no figado e tecido adiposo retroperitoneal, e a ADX atenuou parte desses
efeitos.

A eficacia da OVX foi confirmada pelo menor peso do utero em todos os animais
que foram submetidos a OVX. A OVX tem sido amplamente usada para induzir a
deplecdo dos horménios ovarianos, e assim mimetizar o modelo de sindrome
metabdlica da menopausa em animais experimentais (MEDINA-CONTRERAS et al.,
2020). A maioria dos estudos usando o modelo de OVX para estudar a homeostase
energética realizou sua analise varias semanas ou meses apos a OVX (COSTA-
BEBER et al.,, 2021; MEDINA-CONTRERAS et al.,, 2020; PRATCHAYASAKUL;
CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2014; YEH et al., 2021); assim, o presente
trabalho mostra que os efeitos anabdlicos da OVX, e seus efeitos colaterais como
desequilibrio oxidativo, ocorrem nas primeiras semanas apés a OVX.

Assim, o aumento do ganho de peso corporal, associado ao aumento da
ingestao de alimentos apdés a OVX em animais sham, esta de acordo com relatos na
literatura, que mostram que a deficiéncia de hormbnios ovarianos, especialmente
estrogénios, leva ao aumento da ingestao alimentar e do peso corporal (ROBERTS;
KENNEY; MOOK, 1972; TARTTELIN; GORSKI, 1973). A relagao dos estrogénios com
tais efeitos & corroborada pelos experimentos de Silva e colaboradores que
demonstraram que o tratamento com estrogénio em animais OVX leva a menor
consumo alimentar e ganho de peso corporal, associada a redugéo da expressao dos
neuropeptideos orexigenos neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado ao agouti
(AgRP), e aumento da expressao do neuropeptideo anorexigeno horménio liberador
de corticotrofina (CRH) no hipotalamo (SILVA et al., 2010). Outro aspecto a ser
considerado € o indice de Lee, que € equivalente ao indice de massa corporal (IMC)
para humanos e é uma ferramenta muito importante e rapida para detectar a

obesidade em modelos experimentais utilizando roedores (BERNARDIS;
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PATTERSON, 1968); no entanto, este parametro nao foi alterado no presente
trabalho, devido possivelmente ao curto periodo de tempo deste protocolo
experimental.

Além da ingestdo alimentar e do ganho de peso corporal, 0 aumento da area
de adipodcitos e do peso relativo do tecido adiposo branco retroperitoneal e das
concentragcbes plasmaticas de colesterol plasmatico induzido pela OVX corroboram
dados da literatura (BABAEI et al., 2010; NIGRO et al., 2014; SAENGSIRISUWAN et
al., 2009a; WOHLERS; SPANGENBURG, 2010). No rato, o tecido adiposo visceral é
composto pelos depdsitos retroperitoneal, perirrenal, perigonadal e mesentérico
(LUONG; HUANG; LEE, 2019). A obesidade é caracterizada pela remodelacado do
tecido adiposo associada a hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipdcitos. Assim, a
hipertrofia dos adipdcitos no tecido adiposo retroperitoneal induzida pela OVX pode
ser devido as mudangas no metabolismo deste depdsito, como aumento da via da
lipogénese, pelo aumento da expressao e atividade da enzima lipogénica lipase
lipoproteica (LPL), indicando uma alta capacidade do tecido adiposo retroperitoneal
na captacédo de acidos graxos livres derivados da lipoproteina (BOLDARINE et al.,
2020; MAURIEGE et al., 2000; PICARD et al., 2000), além de maior expressio da
acido graxo sintase, uma enzima lipogénica envolvida na sintese de acidos graxos, e
da proteina de ligagédo de acidos graxos 4 (FABP4), uma proteina de transporte para
acidos graxos e também um facilitador do transporte, absorgéo e metabolismo lipidico
(LEU et al., 2017). Além disso, o aumento do tecido adiposo visceral em animais OVX
também pode ser atribuido a menor atividade da via de oxidagado de acidos graxos
(BOLDARINE et al., 2020), e é possivel que o aumento da concentragéo de colesterol
plasmatico em resposta a OVX seja devido ao aumento da fracdo de colesterol LDL
(NIGRO et al., 2014; SAENGSIRISUWAN et al., 2009b).

A homeostase glicémica foi avaliada pelo teste de tolerancia a glicose, e a
hiperglicemia observada em animais OVX em resposta a sobrecarga de glicose pode
ser devido a resisténcia a insulina induzida pela auséncia de horménios ovarianos
(MACDONALD et al.,, 2015). Neste contexto, a redugcdo da tolerancia a glicose
observada em animais OVX tem sido associada a um prejuizo na captacao de glicose
mediada pela insulina no musculo esquelético (SAENGSIRISUWAN et al., 2009b), e
diminuicao da via de sinalizag&o de insulina, transporte e utilizagao de glicose (MIN et
al., 2018; OLATUNUJI et al., 2019).
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O estresse oxidativo tem sido associado a obesidade e sindrome metabdlica
(FURUKAWA et al., 2004; MASLOV et al., 2019). No presente estudo, a obesidade
induzida pela OVX e as alteragdes metabdlicas estdo associadas a reducdo de
sistemas antioxidantes como catalase, glutationa e glutationa S-transferase no figado,
aléem da diminuicdo da catalase e da glutationa no tecido adiposo retroperitoneal,
associado ao aumento de MDA neste tecido adiposo. De fato, a OVX tem se mostrado
capaz de promover aumento do estresse oxidativo hepatico, diminuindo mediadores
antioxidantes no figado (ABBAS; ELSAMANOUDY, 2011; DA ROCHA et al., 2011).
Por outro lado, a maioria dos estudos relata desequilibrio oxidativo induzido pela OVX
no tecido adiposo perigonadal (YEH et al., 2021), mas ndao em tecido retroperitoneal,
exceto pelo trabalho de AMENGUAL-CLADERA e colaboradores (2012), que né&o
observou desbalanco oxidativo no tecido adiposo retroperitoneal apds a OVX. Assim,
€ provavel que a intolerancia a glicose e maior adiposidade observada apds a OVX
esteja relacionada com o desequilibrio oxidativo no figado e tecido adiposo
retroperitoneal.

Diferentes estudos tém demonstrado que a maioria dos modelos experimentais
de obesidade apresentam altas concentragdes de corticosterona circulante, e que
alteragdes metabdlicas podem ser atenuadas ou revertidas pela ADX (BRUCE et al.,
1982; DUBUC; WILDEN, 1986; MAKIMURA et al., 2000; YUKIMURA; BRAY;
WOLFSEN, 1978), indicando que os glicocorticoides contribuem para a obesidade
nesses modelos experimentais. No presente trabalho, os animais OVX apresentaram
concentracbes mais baixas de corticosterona plasmatica, como demonstrado em
relatos anteriores (DESHAIES et al., 1997; MCCORMICK, 2011), mas a ADX também
foi capaz de atenuar as alteragbes metabdlicas induzidas pela OVX, sugerindo que
glicocorticoides também sao necessarios para a obesidade induzida pela falha da
funcdo ovariana. De fato, a OVX induz maior expressao de receptores para
glicocorticoides (GR) e de receptores de mineralocorticoides (MR) no hipotalamo,
especialmente no nucleo paraventricular (PVN) (MATYSKOVA et al., 2010; SILVA et
al., 2010), que pode compensar as concentragdes mais baixas de corticosterona apos
a OVX e, consequentemente, justificar que a ADX também é capaz de atenuar
alteragcdes metabdlicas induzidas pela OVX. De acordo com estes efeitos, as
concentragbes teciduais locais de glicocorticoides dependem nao apenas das
concentracdes circulantes do horménio, mas também da conversdo de 11-

dehidrocorticosterona para corticosterona em roedores, através da acado da enzima
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11B-hidroxiesteroide desidrogenase do tipo 1 (11BHSD1) (PAULSEN et al., 2008).
Diante disso, a interagdo entre horménios gonadais e os glicocorticoides pode ser
evidenciada pela regulagdo da expressao aumentada da 11BHSD1 no tecido adiposo
visceral induzido pela OVX, o que pode contribuir para o efeito estimulante da OVX
na hipertrofia do tecido adiposo retroperitoneal (ANDERSSON et al., 2010; PAULSEN
et al., 2008).

Como ja mencionado, o presente estudo mostra que o incremento da ingestao
alimentar, o ganho de peso corporal, a adiposidade do tecido adiposo retroperitoneal,
as concentragdes plasmaticas de colesterol, bem como a intolerancia a glicose foram
atenuadas e até revertidas pela ADX. De fato, alguns achados na literatura ja haviam
demonstrado correlagdes entre a glandula adrenal e esteroides ovarianos, indicando
que a ADX foi capaz de reverter parametros metabdlicos da obesidade, como ingestao
em excesso, peso corporal, hipertrigliceridemia, adiposidade e atividade de LPL no
tecido adiposo retroperitoneal, que foram induzidos pela OVX quimica ou fisica
(DESHAIES et al., 1997; GRUNT, 1964; OUERGHI; RIVEST; RICHARD, 1992),
sugerindo, portanto, uma participagao de corticoides na obesidade induzida pela falha
da fungao ovariana. De fato, o bloqueio especifico do MR, mas nado do GR, poderia
atenuar os efeitos induzidos pela OVX, principalmente no aumento de tecido adiposo,
evidenciando que a ocupagao do MR por corticosteroides facilita os efeitos da OVX
no equilibrio energético (DESHAIES et al., 1997). Além disso, sabe-se que o0s
glicocorticoides atuam como fator importante no controle do comportamento alimentar,
estimulando a ingestao alimentar e o ganho de peso corporal em diferentes espécies
(KARATSOREQOS et al., 2010; TATARANNI et al., 1996; ZAKRZEWSKA et al., 1999);
assim, a hipofagia e o menor ganho de peso corporal causados pela ADX corroboram
dados da literatura que mostram que, em ratos machos, a ADX reduz a ingestao de
alimentos e o ganho de peso corporal, e esses efeitos sdo pelo menos parcialmente
revertidos pela reposicao de corticosteroides. Esta hipofagia em resposta a ADX esta
associada a expressao reduzida de neuropeptideos orexigénicos, como o NPY e o
AgRP, e aumento da expressao de neuropeptideos anorexigénicos, como o CRH e a
ocitocina (AIRES, 2012b; UCHOA et al., 2009b, 2010, 2012) .

O presente estudo é pioneiro para mostrar que a ADX é capaz de amenizar a
intolerancia a glicose induzida pela OVX, evidenciando que os glicocorticoides podem
contribuir para o prejuizo da homeostase de glicose causada pela falha da fungao
ovariana. De fato, TURKENKOPF e colaboradores (1991) demonstraram que a ADX
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foi capaz de reduzir a intolerancia a glicose, hiperglicemia e hiperinsulinemia induzida
por diferentes modelos de obesidade. Neste contexto, a ADX melhorou a sensibilidade
a insulina no figado e musculo de camundongos hiperglicémicos e hiperinsulinémicos
(HALUZIK et al., 2002), além de melhorar a fosforilagdo da AKT induzida pela insulina
no musculo esquelético (LONG et al., 2003). Assim, a espironolactona, um conhecido
antagonista do MR, melhorou a obesidade induzida pela OVX e a resisténcia a
insulina, pelo menos em parte, pela supressdo da glicogénio sintase quinase-3
(GSK3), uma quinase serina/treonina amplamente expressa que pode servir como
modulador negativo da agao de insulina na sintese de glicogénio (OLATUNJI et al.,
2019).

Os efeitos da adrenalectomia e, consequentemente, dos glicocorticoides no
estresse oxidativo s&o controversos, uma vez que a literatura traz alguns estudos
mostrando que a adrenalectomia ou bloqueio de receptores de corticosteroides pode
amenizar o desequilibrio oxidativo em diferentes tecidos (OHTAKE et al., 2014;
RAMIREZ et al., 2009; TAKAHASHI et al., 2015; TAKESHITA et al., 2015), enquanto
outros estudos mostram que a ADX pode piorar esse efeito (HAMADI et al., 2016;
SHUTO et al., 2009). No presente estudo, a ADX foi capaz de reverter a redugéo da
catalase hepatica induzida pela OVX, sem alteracbes em outros parametros no figado
ou tecido adiposo retroperitoneal, sugerindo um possivel efeito protetor da ADX no
estresse oxidativo induzido pela OVX pela modulacdo da catalase hepatica. Em
concordancia, os efeitos dos corticosteroides na interrupgao da hemostasia glicémica
e lipidica relacionada ao desbalanco oxidativo foram mostrados, uma vez que o
bloqueio GR e MR foi capaz de atenuar a perda da regulagéo de glicose induzida por
contraceptivos orais e acumulo lipidico hepatico, associado a melhor defesa
antioxidante no figado (BADMUS; OLATUNJI, 2019). Assim, pode-se sugerir que a
ADX previne o prejuizo da homeostase de glicose induzida pela deficiéncia de
horménios gonadais, pelo menos em parte, por atenuar o estresse oxidativo no figado.

A ndo reversdao das concentragdes de corticosterona plasmatica e,
consequentemente, a falta de efeitos do tratamento com corticosterona para animais
ADX em alguns parametros, foram achados inesperados. A menor ingestao de fluidos
pode ser descartada, uma vez que o grupo ADX com tratamento de corticosterona
apresentou maior ingestao de fluidos. Uma possivel explicagéo é o horario da coleta
de sangue no periodo da tarde, ja que o animal tem o habito de dormir durante o dia,

e praticamente nao bebe liquido durante o dia, o que pode levar a uma redugao nas
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concentragbes plasmaticas de corticosterona (UCHOA et al., 2009a, 2019). No
entanto, a reposi¢cao com corticosterona mostrou-se, pelo menos em parte, eficaz em
reverter ou atenuar os efeitos da ADX, uma vez que alguns parédmetros foram parcial
ou totalmente restaurados em animais ADX+B. Em animais OVX, a falta de efeitos do
tratamento da corticosterona também pode ser atribuida a baixa concentragdo de
corticosterona utilizada como tratamento, uma vez que DESHAIES e colaboradores
(1997) demonstraram que os efeitos da OVX no ganho de tecido adiposo e no
metabolismo lipidico foram restaurados pelo tratamento com corticosterona em altas
concentragcdes em ratos ADX, mas n&o quando utilizada uma baixa concentragao de
corticosterona. Adicionalmente, além dos corticosteroides, a progesterona também
pode ser necessaria para restaurar as alteragdes induzidas pela ADX, uma vez que o
tratamento com progesterona aumentou a ingestdo de alimentos e promoveu ganho
de peso corporal em animais submetidos a ADX e a OVX (ROBERTS; KENNEY;
MOOK, 1972), e a progesterona também aumentou a ingestdo alimentar de ratas
adrenalectomizadas na fase pré-puberal, mas ndo em ratas ovariectomizadas de
qualquer outra idade (ROSS, 1974).

Em conclusdo, os achados do presente estudo indicam que a ovariectomia
aumenta a ingestao de alimentos, o ganho de peso corporal, a adiposidade do tecido
adiposo retroperitoneal, as concentragdes plasmaticas de colesterol total e a glicemia
no GTT, além de promover desequilibrio oxidativo no figado e no tecido adiposo
retroperitoneal. Curiosamente, a ADX foi capaz de atenuar essas respostas induzidas
pela OVX, e o tratamento com corticosterona reverteu parcialmente os efeitos da ADX.
Assim, os corticosteroides participam dos efeitos anabdlicos induzidos pela OVX, que

estdo associados ao estresse oxidativo no figado e tecido adiposo visceral.
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Anexo: Termo da Comisséo de Etica no Uso de Animais em experimentacdo (CEUA)

da Universidade Estadual de Londrina.

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 200/2015 Londrina, 08 de Outubro de 2015.

Prezado Pesquisador,

Certificamos que o projeto intitulado “Participagao dos glicocorticoides nas respostas |
induzidas pela ovariectomia na homeostase energética”, protocolo CEUA n° 16085.2015.20, sob
a responsabilidade de Ernane Torres Uchda, que envolve a produgéo, manutencio efou utilizagéo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo 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 Experimentag&o Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reunido realizada em
22109/2015.

O projeto tem como objetivo avaliar o efeito da adrenalectomia nas respostas induzidas
pela ovariectomia na homeostase energética. Para isso os animais serdo divididos em grupos
experimentais e receberéo fluidos de ingestdo que variardo de acordo com o grupo: dgua corrente
contendo etanol 0,5% para os grupos submetidos & cirurgia ficticia da adrenalectomia (sham ADX),
NaCl 0,9% contendo etanol 0,5% para os grupos submetidos & cirurgia de adrenalectomia (ADX) e
NaCl 0,9%, contendo corticosterona (25mg/L) diluida em etanol 0,5% para os grupos submetidos &
cirurgia de adrenalectomia com reposigdo com corticosterona (ADX+B). As ratas n3o-
ovariectomizadas teréo o esfregago vaginal colhido diariamente para o acompanhamento do estagio
do ciclo estral. No 15° dia todos os animais serdo eutanasiados por decapitagdo. Serdo avaliados
parémetros metabdlicos plasmaticos (glicose, acidos graxos livres, colesterol, corticosterona, insulina
e leptina), ingestéo alimentar, ganho de peso corporal, peso de tecido adiposo e branco viscerais,
analise histomorfométrica de tecido adiposo branco visceral, tolerancia a glicose e indice de Lee.

Vigéncia do Projeto 01/10/2015 a 30/09/2018
Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 144

Peso/ldade 230-250g

Sexo Fémea

Origem Biotério Central da UEL
Amostras a serem coletadas Sangue, cérebro, tecido adiposo

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagéo da CEUA/UEL anteriormente & execug&o
das modificagdes.

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

I L R

Wi éf Vew Amtf\

Prof. Dr. Waldiceu Aparecido Ver
Coordenador da CEUA/UEL

Juanior

limo. Sr.

Prof. Dr. Ernane Torres Uchéa

Coordenador do Projeto

Departamento de Ciéncias Fisiologicas / Centro de Ciéncias Biologicas

Com cdpia para André Junior da Conceicéo (Chefe da DP-IC/PROPPG), Luiz Carlos Juliani (Diretor do Biotério
Central da UEL), Chefe do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas e Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biologicas
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