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RESUMO

Teixeira CJ. Gonadectomia e DHEA: efeitos metabdlicos em ratas adultas
alimentadas com dieta hiperlipidica. [Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana)].
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2014.

A privacdo dos hormdnios sexuais em fémeas, natural ou induzida, contribui para o
aparecimento de diversos distirbios metabdlicos e enddcrinos, como resisténcia a
insulina, intolerancia a glicose e diabetes, além de doencas cardiovasculares,
devido, em parte, a perda do efeito protetor dos estrogenos. Deidroepiandrosterona
(DHEA) e sua forma sulfatada (DHEAS) sdo os esterdides mais abundante em
humanos, produzidos principalmente pela coértex das adrenais, convertidos a
androgenos e estrogenos em tecidos periféricos por enzimas esteroidogénicas
tecido-especificas. Nesse estudo foi avaliado o impacto da suplementagcdo com
DHEA sobre a adiposidade e homeostase glicémica. Ratas sham-operadas ou
ooforectomizadas foram alimentadas com dieta hiperlipidica ao longo de 12
semanas e tratadas com veiculo (6leo mineral) ou DHEA (10 mg/kg de peso
corporal, sc) por 21 dias finais. A castracdo promoveu aumento no peso corporal em
cerca de 30% em relacéo as ratas controles. Isso foi refletido em maior adiposidade
nos coxins (subcutaneo, periuterino e retroperitoneal), indice de massa corporal e
indice de Lee. Além disso, ratas ovariectomizadas apresentaram aumento no
consumo de ragao e ingestdo energética e diminuicdo da ingestédo hidrica em 10% e
40%, respectivamente, em referéncia aos animais intactos, e o uso do DHEA induziu
um acréscimo em torno de 15% sobre o consumo alimentar e ingestdo energética,
além de reduzir a ingestdo hidrica no grupo SHAM+DHEA. Ainda, ooforectomia
induziu resisténcia a insulina e intolerancia a glicose nos animais, e a administracao
de DHEA diminuiu a sensibilidade a insulina em aproximadamente 10% em relacéo
as ratas que receberam veiculo, sendo esse efeito mais expressivo no grupo
OVX+DHEA. Quanto as dosagens bioquimicas, a remocao dos ovarios levou a
reducdo nos niveis plasmaticos de DHEA, estradiol, VLDL-c e triacilglicerol,
albumina, uréia e creatinina, e o tratamento com DHEA elevou os niveis de DHEA
nos grupos SHAM+DHEA e OVX+DHEA, indicando a eficiéncia do tratamento, além
de restaurar parcialmente a concentragdo de estradiol no grupo OVX+DHEA e
reduzir os niveis de creatinina, sendo esse efeito mais evidente no grupo
SHAM+DHEA. E por fim, a castracdo também promoveu algumas alterac6es tecido-
especificas nas etapas iniciais da via de sinalizacdo de insulina em referéncia as
ratas controles. No figado, foi detectado reducao da expresséao proteica da AKT1/2/3
e aumento do grau de fosforilacdo em serina 307 do IRS1. No musculo, foi
observada diminuicdo da expressdo proteica do IR, IRS1 e reducdo do estado de
fosforilacdo em tirosina da ppl85 (IRS1/2). No coragéo, houve diminuicdo da
expressao proteica do IRS1 e da PI3K, além da reducéo do grau de fosforilacdo em
tirosina dos grupos SHAM+DHEA, OVX e OVX+DHEA. Deste modo, nossos
achados indicam que a castracao contribuiu com o aparecimento da resisténcia a
insulina e intolerancia a glicose promovida pela obesidade, e neste modelo, o
tratamento com DHEA n&o exerceu efeitos benéficos, mas sim, reduziu a
sensibilidade a insulina nos animais.

Palavras-chave: Castragdo. Ovariectomia. Menopausa. Obesidade. Resisténcia a
insulina. Deidroepiandrosterona.



ABSTRACT

Teixeira CJ. Gonadectomy and DHEA: metabolic effects in adult female rats fed with
high-fat diet. [Masters thesis (Human Physiology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

Deprivation of sex hormones in females, natural or induced, contributes to the
emergence of several metabolic and endocrine disorders, such as insulin resistance,
glucose intolerance and diabetes, other than cardiovascular disease, due, in part, to
the loss the protective effect of estrogens. Dehydroepiandrosterone (DHEA) and its
sulfated form (DHEAS) are the most abundant steroid in humans, produced mainly
by the adrenal cortex, converted to androgens and estrogens in peripheral tissues by
tissue-specific steroidogenic enzymes. In this study the effect of castration and DHEA
supplementation on adiposity and glucose homeostasis was evaluated. Rats sham-
operated or ovariectomized were fed with a high-fat diet during 12 weeks and treated
with vehicle (mineral oil) or DHEA (10 mg/kg of body weight, sc) for 21 days before
the experiment. Castration promoted an increase in body weight of about 30%
compared to control rats. This was reflected in greater adipose tissue in
subcuteneous, retroperitoneal and periuterine, body mass index and index Lee.
Moreover, ovariectomized rats showed an increase in food intake and energy intake
and decrease in water intake by 10% and 40%, respectively, comparing to intact
animals, and the use of DHEA induced an increase of around 15% on food
consumption and energy intake, while reducing the water intake in SHAM+DHEA
group. Additionally, ovariectomy induced insulin resistance and glucose intolerance in
animals, and administration of DHEA decreased insulin sensitivity by approximately
10% compared to rats that received vehicle, this effect was more significant in
OVX+DHEA group. Regarding biochemical levels, ovarium removal decreased
plasma levels of DHEA, estradiol, VLDL-c and triacylglycerol, albumin, urea and
creatinine, and treatment with DHEA increased DHEA levels in SHAM+DHEA and
OVX+DHEA groups, indicating efficiency of the treatment, and partially restore the
concentration of estradiol in the OVX+ DHEA group and lower creatinine levels, and
this effect is more evident in SHAM+DHEA. Finally, ovariectomy also promoted
certain tissue-specific changes in the initial stages of the insulin signaling pathway
when compared to the control rats. In the liver, protein expression reduction of
AKT1/2/3 and increasing of IRS1 (Ser307) phosphorylation status was detected. In
the muscle, decreasement of IR, IRS1 protein expression and reduction of ppl85
(IRS1/2) tyrosine phosphorylation status was observed. In the heart, there was a
decreasement of IRS1 and PI3K protein expression, besides reduction of the tyrosine
phosphorylation status in the SHAM+DHEA, OVX and OVX + DHEA groups. Thus,
our findings indicate that castration contributed to onset of insulin resistance and
glucose intolerance promoted by obesity, and in this model, the treatment with DHEA
did not generated beneficial effects, but impaired insulin sensitivity in animals.

Keywords: Castration. Ovariectomy. Menopause. Obesity. Insulin resistance.
Dehydroepiandrosterone.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia dos estrégenos e menopausa

A menopausa é uma condi¢cao natural experimentada por todas as mulheres
entre 48 e 55 anos, com média de idade de 51 anos (Barbo, 1998). A perda da
funcdo ovariana, fisiolégica ou induzida, contribui para o aparecimento de diversos
disturbios metabolicos e enddcrinos, como aumento do peso corporal, resisténcia a
insulina, intolerancia a glicose e diabetes mellitus tipo 2, além de doencas
cardiovasculares, devido em parte, a perda do efeito protetor dos estrogénos
(Polotsky, Polotsky, 2010).

Ao longo dos anos, a sociedade moderna tem passado por grandes
mudancas no estilo alimentar, consumindo dietas cada vez menos saudaveis e ricas
em gorduras (Satia-Abouta et al., 2002). A ingestdo de alimentos aumentada
associada a diminuicdo do gasto energético em decorréncia ao sedentarismo
disparou a prevaléncia da obesidade, que agora é considerada uma epidemia global
(James, 2008; Wild et al., 2004; World Health Organization, 2000). Dados da
Organizacdo Mundial de Saude mostraram que a incidéncia de obesidade pelo
mundo duplicou desde a década de 1980, sendo que em 2008, mais de 1,4 bilhdes
de adultos acima de 20 anos estavam acima do peso, e destes, mais de 200 milhdes
de homens e quase 300 milhdes de mulheres eram obesos (WHO, 2012). No Brasil,
0 Ministério da Saude publicou em 2012 que aproximadamente 50% da populacdo
acima de 18 anos estavam acima do peso ideal, sendo que dentro deste percentual
54% eram homens e 48% foram mulheres. Nesse contexto, o desenvolvimento da
obesidade é acelerado apds a menopausa tanto em humanos (Bagnoli et al., 2014;
Krishnan et al.,, 2014; Lovejoy et al., 2008), quanto em modelos experimentais
(Camporez et al., 2013, 2011; Veras et al., 2014), confirmando o importante papel
dos horménios sexuais no controle do peso corporal.

Estrégenos sdo horménios esterdides que regulam crescimento, diferenciacéo
e funcdo em uma ampla gama de tecidos-alvo no corpo humano. O estrégeno mais
potente e dominante em seres humanos é 173-estradiol (E2), todavia niveis mais
baixos de estrona (E1) e estriol (E3) também sao encontrados (Bjornstrom, Sjéberg,
2005). Os efeitos biolégicos desses horménios sdo mediados através dos receptores

classicos de estrogenos (ERs), ERa e ERB (também conhecidos como ESR1 e
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ESR2, respectivamente), que sdao membros de uma grande superfamilia de
receptores nucleares, regulando processos de transcricdo génica (Bjornstrom,
Sjéberg, 2005; Konigame et al., 2011; Lucas et al., 2011; Royer et al., 2012). Além
disso, recentemente foi descoberto um receptor nao classico de membrana acoplado
a uma proteina G (GPR30), também conhecido como GPER, que parece exercer
uma resposta estrogénica independente dos receptores intracelulares para o
estrogeno (Filardo et al., 2000; Filardo, Thomas, 2012, 2005).

O E2 regula varios aspectos da homeostase energética, atraves de acdes
periféricas e mecanismos centrais. Diversos estudos demonstram que o estradiol
modula a ingestao alimentar e acimulo de gordura aumentando o gasto energético
por meio de acdes diretas no hipotalamo e cérebro posterior (ponte e bulbo)
(Asarian, Geary, 2007; Musatov et al., 2007; Santollo et al., 2011; Thammacharoen
et al., 2008). Os efeitos do estradiol no hipotalamo sdo mediados via ERa, pelo fato
de que esta isoforma € altamente expressa nessa regido (Roepke, 2009). Além
disso, a literatura mostra que camundongos que tiveram a delecdo do ERa em
neurénios do nucleo ventromedial do hipotalamo (Mamounis et al., 2014), ou animais
knockout para ERa (Heine et al., 2000), apresentam redugdo no gasto energético
quando comparados aos animais normais, que € uma das primeiras causas de
obesidade.

Outro efeito importante dos estrégenos esta relacionado a distribuicdo da
gordura corporal. Estudos demonstram que o estradiol promove o acumulo de
gordura subcutanea (Krotkiewski et al., 1983), e a perda estrogénica pela
menopausa é associada com o acumulo de gordura visceral (Lee et al., 2009;
Poehlman et al., 1995), uma vez que o E2 estimula a atividade da lipase lipoprotéica
em adipécitos femorais e lipdlise em adipécitos abdominais (Rebuffe-Scrive et al.,
1986). De acordo com Lovejoy et al. (2008), o aumento da adiposidade observado
em mulheres na menopausa poderia ser explicado por reducédo no gasto energeético,
acompanhado de menor atividade fisica espontanea e menor oxidacado de gordura.
Por outro lado, alguns estudos demonstraram que animais ovariectomizados e que
receberam a suplementacdo estrogénica tiveram reducdo do ganho de peso
(Camporez et al., 2013; Roesch, 2006).

Dentre os disturbios metabdlicos associados a obesidade destaca-se a
sindrome metabdlica, que esta correlacionada com alguns fatores de risco, como

aumento da adiposidade intra-abdominal, dislipidemia, intolerancia a glicose, e
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hipertensdo, sendo um problema de saude altamente prevalente nas Ultimas
décadas (Bentley-Lewis et al., 2007; Després, 1993; Reaven, 2005). A sindrome
metabdlica leva a um maior risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e aumenta a morbidade e mortalidade cardiovascular, e em mulheres na pos-
menopausa, a incidéncia de doencas cardiovasculares € muito maior do que em
homens de mesma idade ou mulheres na pré-menopausa (Kaaja, 2008).

A resisténcia a insulina € uma marca bem conhecida da sindrome metabdlica,
que por sua vez, € um importante mecanismo fisiopatologico do DM2 (Gregor,
Hotamilsligil, 2011; Harcourt et al., 2013). Em muitos casos, esta associada a uma
complexa rede de vias de sinalizacdo, incluindo reducéo da fosforilacdo em tirosina
do IR e seus substratos (IRS1/2), bem como reducéo da fosforilacdo em serina da
AKT nos tecidos-alvos da insulina (Boura-Halfon, Zick, 2009; Hotamisligil et al.,
1996; Veras et al., 2014). Em situacbes de obesidade, ha uma elevag¢do nos niveis
de citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que podem
ativar diversas serinas quinases (JNK e IKKB). Estas serinas estimulam a
fosforilacdo em serina do IRS1, que inibem a acdo da insulina (Aguirre et al., 2003;
Gao et al., 2002; Hirosumi et al., 2002; Hotamisligil et al., 1996; Lee et al., 2003).
Nesse contexto, uma alternativa para a avaliacdo da resisténcia a insulina poderia
ser a fosforilagdo do IRS1 em residuos serina 307 em roedores ou serina 312 em
humanos (Bandyopadhyay et al., 2005; Gao et al; 2002).

Tem sido demonstrado que a menopausa, independente da idade, € um fator
de risco para o aumento dos niveis plasméaticos da glicose de jejum em mulheres
nao diabéticas (Otsuki et al., 2007). Ademais, varios estudos demonstram que a
resisténcia a insulina aumenta em mulheres na pés-menopausa (Bonora et al., 2000;
Goyal et al., 2013; Krishnan et al., 2014; Llaneza et al., 2010; Rasgon et al., 2014).
De acordo com a literatura, mulheres que fizeram a terapia de reposi¢cao hormonal
com estrogénio e progestagenos apresentaram diminuicdo nos valores de insulina
plasmatica (Sarac et al., 2009) e melhora na sensibilidade a insulina (Margolis et al.,
2004; Sarag et al., 2009). Em modelos experimentais, a castracdo também reduz a
sensibilidade a insulina nos animais, e a suplementacdo com estradiol é capaz de
reverter tais efeitos (Abbas, Elsamanoudy, 2011; Camporez et al., 2013; Riant et al.,
2009; Stubbins, et al.,, 2012), indicando um importante efeito dos estrégenos no
metabolismo da glicose. Todavia, € importante salientar que embora a terapia de

reposicdo hormonal com estradiol apresente efeitos favoraveis a alguns aspectos
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metabdlicos, ela pode aumentar a incidéncia de cancer de mama, cancer
endometrial, cancer coloretal, tromboembolismo venoso e acidente vascular cerebral
(Chlebowski et al., 2010; Prentice et al., 2009). Nesse sentido, a busca por
tratamentos alternativos para o alivio dos sintomas provocados pela menopausa, ao

invés da reposicao classica com estrogénios, deve ser investigada.

1.2 Deidroepiandrosterona (DHEA)

Deidroepiandrosterona (DHEA) e seu éster sulfatado (DHEAS) sao os
principais hormonios esterdides circulantes produzidos abundantemente pela cortex
das glandulas suprarrenais em humanos (Jacob et al., 2008). A sintese desse
horménio € baixa ou quase nula nos mamiferos, exceto nos primatas (Cutler at al.,
1978). Alguns humanos e outros primatas sdo 0s Unicos entre as espécies animais
gue possuem suprarrenais que secretam grandes quantidades de precursor inativo
do DHEA, o DHEAS e a androstenediona (4-diona), que sdo biotransformados em
androgenos e estrégenos potentes nos tecidos periféricos (Labrie et al., 1998). No
entanto, tem sido demonstrado que alguns tecidos, como o cérebro, figado e ovarios
também podem produzir DHEA tanto em humanos quanto em roedores (Baulieu,
1998; Grasfeder et al., 2009; Mellon et al., 2001).

Ao nascimento, as concentracfes plasméaticas de DHEA estdo elevadas, e os
niveis deste esterdide vao diminuindo gradativamente até o primeiro ano de vida e
continuam baixos até a adrenarca, por volta de 6 a 8 anos. A diminuicdo da
concentracdo de DHEA esta relacionada com a involucdo da zona fetal da cortéx
das suprarrenais e a substituicdo pela cortéx definitiva, que inicialmente sintetiza
pouco DHEA (De Peretti, Forest, 1976).

O aumento nas concentracdes circulantes de DHEA e DHEAS séo
caracteristicas bioquimicas da adrenarca, e ocorre antes do aumento de estrogenos
ou andrégenos associados com a puberdade (Ducharme et al., 1976; Smith et al.,
1975). As concentracdes séricas de DHEAS continuam a subir, e um pico ocorre na
segunda década de vida, atingindo seus valores maximos, com niveis maiores em
homens do que em mulheres (Migeon et al., 1957; Orentreich et al., 1984; Smith et
al., 1975). A partir da quarta década de vida, os niveis de DHEA comec¢am a declinar
novamente, chegando a concentragcdes minimas por volta dos 80 anos de idade
(Bélanger et al., 1994; Genazzani et al., 2007; Orentreich et al., 1984).
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Estima-se que mais de 40% do total de andrégenos nos homens e acima de
90% de estrégeno em mulheres na pds-menopausa sao derivados da conversao
periférica de DHEA e DHEAS (Labrie et al., 1995). A diminuicdo da sintese de DHEA
pelas suprarrenais durante o envelhecimento, aproximadamente 80%, resulta na
reducdo expressiva da formacdo de andrégenos e estrogenos por tecidos-
especificos na periferia (Labrie et al.,, 1995), implicando em diversas patologias,
como doenca cardiovascular (Barrett-Connor et al., 1986), obesidade (Nestler et al.,
1988), resisténcia a insulina (Schriock et al., 1988), cancer (Labrie et al., 2003) e
depressao e reducdo da sensacao de bem estar (Schmidt et al., 2005). Logo, Varios
estudos tém focado nos efeitos do DHEA sobre a resisténcia a insulina, obesidade e
doencas cardiovasculares.

Em seres humanos, foi observado que baixas concentracdes plasmaticas de
DHEA e DHEAS estao relacionadas com excesso de peso e obesidade, pelo
aumento da adiposidade (De Pergola et al., 1996; Tchernof et al., 1995). Por outro
lado, a suplementacdo com DHEA em pacientes idosos anos apresentou efeitos
benéficos, reduzindo a gordura visceral e subcutanea, além de melhorar a
sensibilidade a insulina (Lasco et al., 2001; Villareal, Holloszy, 2004), embora
Mortolla e Yen (1990) demonstrarem que o uso do DHEA em doses suprafisiolégicas
aumentou a resisténcia a insulina em mulheres na menopausa.

Efeitos positivos também foram observados quanto ao uso do DHEA em
modelos animais. Roedores alimentados com dieta hiperlipidica tiveram aumento da
adiposidade e resisténcia a insulina, e o tratamento com DHEA reduziu o acumulo
de gordura visceral e reverteu o desenvolvimento da resisténcia a insulina (Hansen
et al.,, 1997; Mohan et al., 1990). Além disso, varios outros estudos publicados por
nosso laboratério demonstraram que o tratamento com DHEA induziu melhora na
sensibilidade a insulina por modular a via PI3K/AKT, aumentando a o grau
fosforilacdo da AKT em residuos serina (Campbel et al., 2004; Medina et al., 2006;
Veras et al., 2014). Kimura et al. (1998) sugeriram que um mecanismo pelo qual o
DHEA melhora a resisténcia a insulina é pela diminuicdo dos niveis de TNF-a, que
apresenta-se elevado em situacdes de obesidade, uma vez que essa citocina pode
ativar serinas quinases, como JNK e IKKfB, e impeder a fosforilagdo do IRS1 em

tirosina, prejudicando a agao da insulina dos tecidos-alvos.


http://joe.endocrinology-journals.org/cgi/content/full/187/2/169#HANSEN-ETAL-1997
http://joe.endocrinology-journals.org/cgi/content/full/187/2/169#HANSEN-ETAL-1997
http://joe.endocrinology-journals.org/cgi/content/full/187/2/169#MOHAN-ETAL-1990
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1.3 Consideracg0es finais

Em suma, diversos trabalhos reportam uma gama de efeitos deletérios
relacionados a perda da funcédo ovariana. DHEA e sua forma sulfatada (DHEAS),
produzidos pelas suprarrenais, sdo os esterdides mais abundantes na circulacdo dos
humanos, e podem ser biotransformados em esterdides sexuais em tecidos-
especificos. Ha décadas em paises como Estados Unidos, Franca, Bélgica, Suica e
outros na Europa o DHEA tem sido vendido como um suplemento alimentar. Na
literatura € possivel encontrarmos estudos que apontam efeitos benéficos como a
reducdo da obesidade, melhora da sensibilidade a insulina e redugéo do risco de
doencas cardiovasculares, tanto em humanos quanto em modelos animais (Hansen
et al.,, 1997; Lasco et al., 2001; Medina et al., 2006; Veras et al., 2014; Villareal,
Holloszy, 2004), além de suprimir a proliferacdo de células cancerigenas na mama
(Lopéz-Marure et al., 2011).

E importante salientar que embora a terapia de reposicdo hormonal classica
com estradiol apresente efeitos favoraveis a alguns aspectos metabdlicos, ela pode
aumentar a incidéncia de cancer de mama, cancer endometrial, cancer coloretal,
tromboembolismo venoso e acidente vascular cerebral (Chlebowski et al., 2010;
Prentice et al.,, 2009). Diante da necessidade crescente de ampliar o arsenal
terapéutico para o controle dessas mesmas condi¢cdes que afetam a saude mulheres
a medida que envelhecem, a busca dentro do conjunto de drogas e/ou suplementos

alimentares testados pelo uso prolongado é uma opcao que deve ser estudada.


http://joe.endocrinology-journals.org/cgi/content/full/187/2/169#HANSEN-ETAL-1997
http://joe.endocrinology-journals.org/cgi/content/full/187/2/169#HANSEN-ETAL-1997
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar os efeitos da castracdo sobre aspectos metabdlicos em ratas

adultas jovens alimentadas com dieta hiperlipidica e suplementadas com DHEA.

2.2 Especificos

f)

Avaliar:

Parametros zoométricos — evolucdo ponderal, peso dos coxins adiposos
(subcutaneo, periuterino, e retroperitoneal), peso uterino, peso cardiaco
amido e rins;

Consumo alimentar e ingestéo hidrica;

Homeostase glicémica através da constante de decaimento da glicose (K1) €
do teste de tolerancia a glicose (ipGTT);

Parametros bioquimicos (DHEA, estradiol, insulina, glicemia, colesterol total e
fracbes (HDL-c, LDL-c e VLDL-c), triacilglicerol, proteinas totais, albumina,
uréia, creatinina, ALT e AST);

Expressao das proteinas envolvidas nas vias de insulina (subunidade 8 do IR,
IRS1, p85PI3K e AKT), no figado, musculo esquelético (gastrocnémio) e
coracao (ventriculo esquerdo - VE), e SERCA2, no VE;

Fosforilacdo das proteinas IR, IRS1 (Ser307) e AKT (Ser473) no figado,

musculo esquelético e VE, e ppl85 (IRS1/IRS2) no musculo esquelético e VE.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar com 60 dias de vida, adquiridas do Biotério de
Criacéo Profa. Dra. Lor Cury do Departamento de Fisiologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP). Estas foram mantidas em
gaiolas plasticas, sob condi¢cdes de controle de temperatura (22 + 2 °C) e ciclo claro-
escuro de 12 horas, com livre acesso a agua ad libitum e alimentacao no Biotério de
Experimentacdo Animal do Departamento de Fisiologia e Biofisica (ICB/USP). Todo
o experimento foi conduzido de acordo com as normas da Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do ICB/USP, registrado sob o n.° 24 nas fls. 126 do livro 02.

3.2 Ragéo
Ao longo de todo o procedimento experimental, os animais foram alimentados
com dieta hiperlipidica, formulada pela PragSolucdes (PragSolucdes Biociéncias,

Jau, SP, Brasil) (Tabela 1).

Tabela 1 — Relacao dos diferentes constituintes que compdem a dieta utilizada.

Constituintes Dieta hiperlipidica (g) kcal/kg
Carboidratos 36,0 1.438
Lipideos 34,0 3.060
Proteinas 20,3 812
Fibras 5,0 0
Mix de vitaminas 1,3 40
Mix de minerais 3,5 0
Total 100 5.350

Nota: Os valores acima apresentados foram expressos para cada 100g de ragéo.
Constituigéo lipidica: 6leo de soja (4%) + banha (30%).
Fonte: Adaptada de PragSolugfes Biociéncias, 2014.

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
a) grupo 1 — Sham (SHAM);
b) grupo 2 — Sham + DHEA (SHAM+DHEA);
c) grupo 3 — Ovariectomizada (OVX);
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d) grupo 4 — Ovariectomizada + DHEA (OVX+DHEA).

3.4 Desenho experimental

Na 82 semana de vida, as ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral. Os
animais foram anestesiados com uma mistura contendo ketamina, xilazina e
acepromazina (100, 20 e 1 mg/kg de peso corporal do animal, respectivamente,
intraperitoneal). Apds a confirmacdo da anestesia através da auséncia de reacdo de
retirada da pata a estimulo doloroso com pressao, foi feito a tricomia e a abertura da
cavidade abdominal. Depois, os ovérios foram clampeados e removidos. Ao final, a
parede abdominal foi suturada e os animais ficaram em observacao por 4 horas, até
acordarem. Para analgesia poés-operatéria, as ratas receberam uma injecao
intramuscular de tramadol (5 mg/kg de peso corporal). Os grupos SHAM e
SHAM+DHEA sofreram o mesmo procedimento, porém o0s ovarios ndo foram

retirados.

3.5 Administracao de DHEA

Apés a cirurgia, os animais foram divididos em dois grupos apenas, SHAM ou
ovariectomizadas (OVX), até 92 semana. A partir do inicio da 102 semana, 0s
animais foram subdivididos em dois grupos cada, onde receberam veiculo (6leo
mineral) ou DHEA (10 mg/kg de peso corporal, diluido em 6éleo mineral, subcutaneo),
por mais 21 dias. As injecBes foram administradas uma vez por semana, no inicio da
102, 112 e 122 semana ap0s a ovariectomia, totalizando 3 doses e volume inferior a
0,5 mL. Ao final da 122 semana foi realizada a retirada dos tecidos e sangue em

animais anestesiados (Figura 1).
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Figura 1 — Desenho experimental.

SHAM SHAM
ovX ovX

8 semanas (60 dias) Semanas Semanas

_l ) ) SHAM+DHEA ks
Nascimento Ovariectomia OVX+DHEA Experimento

A cirurgia para remogao dos ovarios ocorreu na 82 semana de vida. Ao fim da 92 semana po6s-castracéo, 0s
animais foram subdivididas em 4 grupos (SHAM, SHAM+DHEA, OVX e OVX+DHEA). As ratas
SHAM+DHEA e OVX+DHEA foram tratadas por 21 dias com DHEA (10 mg/kg de peso corporal, sc),
enquanto as SHAM e OVX foram tratadas com volume semelhante de veiculo. A extracdo dos tecidos e
coleta de sangue ocorreu ao final da 122 semana.

3.6 Determinacéao das fases do ciclo ovariano

Uma das questdes importantes quando se utiliza ratas em experimentos € a
determinacdo do ciclo estral. Portanto, para a comprovacdo da castracao,
esfregacos vaginais foram feitos antes da cirurgia e seis semanas ap0s a mesma.

Durante quatro dias consecutivos, amostras de secregdo vaginal foram
coletadas entre 8 e 9h da manha. Com o auxilio de uma micropipeta, 50uL de
solucédo salina (NaCl 0,9%) foi injetado na vagina de cada animal. A vagina foi
lavada duas a trés vezes com essa solucdo, e em seguida, o fluido foi colocado
numa lamina de vidro. O material a fresco foi observado através de microscopio de
luz com lentes objetivas de 10 e 40x (Marcondes et al., 2002). Trés tipos de células
foram reconhecidas: células epiteliais (arredondadas e nucleadas), células
cornificadas (irregulares e anucleadas) e leucdcitos.

A determinacéo das fases do ciclo estral foi feita de acordo com a proporcao
de células presente nos campos observados. Na fase de proestro, observou-se o
predominio de células epiteliais nucleadas, enquanto no estro, verificaram-se células
cornificadas anucleadas. Na fase de metaestro constatou-se uma diversidade de
células em proporcdo semelhantes, como leucocitos, células cornificadas e células
epiteliais. JA na fase de diestro, observou-se o predominio de leucdcitos (Long,
Evans, 1922; Mandl, 1951).
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3.7 Consumo de racao e ingestao hidrica

Para obter uma média de consumo de ambas variaveis, alguns animais foram
acomodados em caixas plasticas individuais por dois dias, e o calculo foi feito pela
diferenca entre o ofertado (previamente mensurado) e a sobra, a cada 24 h.

Com base na ingestdo de alimentos e da quantidade de calorias,
considerando o percentual de carboidratos (4 kcal/g), lipideos (9 kcal/g) e proteinas
(4 kcal/g) (Diniz et al., 2005; Marcal et al., 2013), foram calculados os seguintes
parametros:

Ingestao energética

= média do consumo de racao x energia metabolizavel da dieta

Eficiéncia alimentar

= média do ganho de peso (g) / consumo de racéo (g)

Percentual de preferéncia (%)

= (quantidade ingerida da dieta x 100) / 40 g da dieta ofertada

3.8 Constante de decaimento da glicose (K1)

Considerando que os roedores apresentam padrao alimentar espontaneo no
periodo noturno, o controle de um jejum alimentar imposto durante a noite seria
extenso. Assim, as ratas foram submetidas a privacdo alimentar por 6 horas, no
periodo das 8 h as 14 h, e logo apos, submetidas ao teste de tolerancia a insulina
(0,75 U/kg de peso corporal). Com os animais acordados, a primeira coleta de
sangue foi realizada no tempo O (basal). Em seguida, as ratas receberam uma
injecdo intraperitoneal do horménio, e amostras de sangue da cauda foram
coletadas nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para mensuracdo da glicemia.
A constante de desaparecimento da glicose de sangue total foi calculada pela
formula 0,693/t%2. O t¥2 da glicose foi calculado a partir do slope da concentracéo de

glicose no plasma durante a fase linear de decaimento (Bonora et al., 1989).
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3.9 Teste de tolerancia a glicose (ipGTT)

Apos jejum de 6 h, no periodo das 8 h as 14 h, os animais foram submetidos
ao teste de tolerancia a glicose. Com os animais acordados, a primeira coleta de
sangue foi realizada no tempo O (basal). Em seguida, uma solugéo de glicose 20%
(2,0 g/kg de peso corporal) foi administrada na cavidade intraperitoneal. Amostras de
sangue foram coletadas da veia caudal nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
para determinacdo da concentracdo de glicose. Os resultados foram apresentados

pela analise da area sob a curva, de acordo com Cintra et al. (2012).
3.10 Caracteristicas zoométricas
3.10.1 Determinacao da massa corporal

Para determinacdo da evolucéo corporal, os animais foram pesados a cada 7

dias em balanca de preciséo, ao longo de todo o procedimento experimental.
3.10.2 indice de Massa Corporal e Lee

O comprimento naso-anal (cm) também foi coletado para o calculo do indice
de massa corporal (IMC) (Nascimento et al.,, 2008) e indice de Lee (Bernardis,
1970), de acordo com as equacdes abaixo.

IMC = peso do animal (g) / comprimento naso-anal (cm)?

indice de Lee = *Vpeso do animal (g) / comprimento naso-anal (cm)
3.10.3 Peso dos tecidos
No dia da extracao dos tecidos, os coxins adiposos (subcutaneo, periuterino e

retroperitoneal), Utero, coragdo e rins (direto+esquerdo) foram mensurados em

balanca analitica.
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3.11 Andlises bioquimicas

Apos restricdo alimentar de 6 h, os animais foram anestesiados com tiopental
e amostras de sangue foram obtidas por decapitacdo no dia da extracao dos tecidos.
O soro foi separado apOs centrifugagdo a 1.500 rpm por 20 minutos a 4 °C, e
armazenado a -80 °C para posterior andlise.

3.11.1 Dosagem de glicose no sangue total

A glicose plasmética foi determinada com tiras reativas e medidor de glicose
Optium Xceed (Abbott Diabetes Care, Inc., Alameda, CA, Estados Unidos).

3.11.2 Dosagens espectrofométricas

O colesterol total, colesterol HDL, triacilglicerol, proteinas totais e albumina
foram analisados usando kits de ensaio colorimétrico da Wiener (Wiener
Laboratorios, Rosario, Argentina) seguindo as instru¢cbes do fabricante. Uréia,
creatinina, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
foram analisados usando kits de ensaio colorimétrico da Labtest (Labtest
Diagnostica SA, Lagoa Santa, MG, Brasil). Os niveis séricos de colesterol LDL e
VLDL foram calculados de acordo com Friedewald et al. (1972).

VLDL-c = TAG/5
LDL-c = CT — (HDL-c + VLDL-c)

3.11.3 Dosagem de DHEA

A concentracdo serica de DHEA foi medida por radioimunoensaio, usando o
kit comercial da Immunotech (Beckman Coulter Inc., Praga, Republica Checa),
referéncia DSL8900, e dosado em contador tipo gama (PerkinElmer Life Sciences,
Boston, MA, Estados Unidos).
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3.11.4 Dosagem de estradiol

A concentracdo seérica de estradiol foi feita pelo método de Elisa, usando o kit
comercial da IBL (IBL International GMBH, Humburg, Germania), referéncia
RE52041.

3.11.5 Dosagem de insulina

A determinacdo da quantidade de insulina sérica foi determinada por
radioimunoensaio, por meio de quantidades conhecidas de anticorpo e do horménio
marcado radioativamente (insulina marcada com iodo — [**°I]) (PerkinElmer Life
Sciences, Boston, MA, Estados Unidos) e uma quantidade desconhecida de
hormonio ndo-radioativo (amostra). As duas formas do hormonio, radioativos e n&o-
radioativos, competem por um mesmo numero de locais de ligagdo ao anticorpo. O
complexo insulina-anticorpo marcado formado foi precipitado com polietilenoglicol
(PM 6000) e dosado em contador tipo gama (PerkinElmer Life Sciences, Turku,
Finlandia). Uma curva padrao foi preparada, na qual a relacdo ligado/livre para o
hormoénio radioativo foi plotada como funcdo da concentracdo do horménio né&o-
radioativo. A seguir, a curva padrao foi utilizada para determinar a concentracdo do

hormbnio em cada amostra.

3.12 Expressdao das proteinas totais e fosforiladas envolvidas na sinalizacédo da
insulina no figado, mdsculo gastrocnémio e coragédo

A membrana de nitrocelulose, ditiotreitol (DTT), acrilamida, temed e o0s
aparelhos para eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) foram da Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, Estados
Unidos). Tri(hidroximetil)-aminometano (TRIS), DHEA e albumina foram fornecidos
pela Sigma (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, Estados Unidos). A insulina regular foi
procedente da Lilly (Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, Estados Unidos). Os
anticorpos antifosfotirosina, anti-AKT e anti-SERCA2 foram obtidos da Santa Cruz
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, Estados Unidos). Também foram
utilizados os anticorpos anti-IRS1 e anti-p-IRS1 (Ser307) da Millipore (EMD Millipore
Corporation, Billerica, MA, Estados Unidos), anti-IRB da Cell (Cell Signaling
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Technology, Inc., Danvers, MA, Estados Unidos), anti-p-Akt (Ser473) e anti-PI3-
cinase p85a da R&D (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, Estados Unidos).

3.12.1 Extracéo dos tecidos

ApGs restricdo alimentar de 6 horas (8 as 14 h), as ratas foram anestesiadas
ip com tiopental sodico (1,3 g/kg de peso corporal), e a auséncia de reacdo de
retirada da pata a estimulo doloroso com pressao foi utilizada como controle da
anestesia. A cavidade abdominal foi aberta, e 20 Ul de insulina regular Lilly ou 200
UL de salina foram injetadas na veia porta. Apds 30 segundos, o figado foi removido,
imediatamente homogeneizado em tampéo especifico com Polytron PT-MR 2100
(Kinematica AG, Luzern, Switzerland, Suica). Em 90 segundos depois da infusdo de
insulina ou salina, fragmento do musculo gastrocnémio foi retirado e homogeneizado
como descrito acima. Do mesmo modo, no tempo de 120 segundos, fragmento do
ventriculo esquerdo do coracéo foi removido e homogeneizado. Todas as amostras
permaneceram em fervura por 7 minutos, e seguida, foram colocadas no gelo. O
tampdao de extracdo em que os tecidos foram homogeneizados continha SDS 10%,
Tris 100 mM (pH 7,4), pirofosfato de s6dio 100 mM, fluoreto de sédio 100 mM, EDTA
10 mM, ortovanadato de sédio 10 mM. Logo apds, os extratos foram centrifugados a
12.000 rpm por 40 minutos a 4 °C, para a remocdo do material insolivel. O
sobrenadante das amostras teve seu conteudo proteico total quantificado utilizando
o reagente Bradford (Bio-Rad), e depois tratado com tampao de Laemmli (Laemmli,
1970), acrescido de DTT 200 mM, na proporcédo de 4:1, mantido a 4 °C durante o
manuseio. Em seguida, essas amostras foram fervidas em banho-maria a 100 °C
durante 5 minutos e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), ou ficaram estocadas em freezer a -80 °C ate a eletroforese.

3.12.2 Immunoblotting

Cinquenta ug de proteinas por amostras foram submetidas no SDS-PAGE de
1,5 mm, sendo que em cada gel foi aplicado um marcador de peso molecular (Bio-
Rad), para gel de poliacrilamida, com valores pré-estabelecidos e corados (250, 150,
100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10 kDa). A eletroforese foi realizada em cuba de minigel
Mini-PROTEAN (Bio-Rad), com solugédo tampé&o previamente diluida. A voltagem
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inicial de corrida para SDS-PAGE foi de 20 volts, até a passagem da linha
demarcada pela fase de empilhamento “staking” e 100 volts até o final do gel de
resolugcao “resolving”. Em seguida, as proteinas separadas no SDS-PAGE foram
transferidas eletricamente para a membrana de nitrocelulose, utilizando o
equipamento de eletrotransferéncia do minigel da Bio-Rad. Durante a transferéncia,
a cuba foi mantida a 120 volts por 120 minutos, como descrito por Towbin et al.
(1992). Para evitar aumento excessivo da temperatura, foram efetuadas trocas
sucessivas da forma de gelo durante a transferéncia. As membranas com as
proteinas transferidas foram coradas com Ponceau e escaneadas em 300 dpi,
usando um digitalizador WorkCentre 3119 (Xerox Corporation Webster, Nova lorque,
NY, Estados Unidos) para analise posterior. Na sequéncia, foram incubadas em
solucéo basal acrescida de leite em p6 desnatado Molico 5% (Nestlé Brasil Ltda,
Aracatuba, SP, Brasil), denominada, portanto, de solugcdo bloqueadora, por duas
horas a temperatura ambiente sob leve agitacdo, a fim de minimizar a ligagao
inespecifica de proteinas. A solugcédo basal continha Tris 10 mM, NaCl 5 M e Tween
20 0,02%. Em seguida, as membranas foram lavadas em solucdo basal por trés
sessbes de 10 minutos antes da incubacdo com o anticorpo especifico. Tal
incubacéo foi feita durante a noite (10-12 horas) a 4 °C, em agitacao constante, e
novamente as membranas foram lavadas com solucao basal por trés sessdes de 10
minutos. Logo apdés, elas foram submetidas a nova incubacdo com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase por 1 hora em temperatura ambiente, e por
fim, lavadas com solucdo basal por trés sessdes de 10 minutos. Um reagente de
deteccdo de quimiluminescéncia foi utilizado, o ECL Prime (GE Healthcare Life
Sciences, Amersham, Reino Unido), e a emisséo de luz foi detectada e captada pelo
sistema de deteccdo MF-ChemiBIS 3.2 (DNR Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalém,
Israel). A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria dptica atraves do
programa ImageJ versao 1.46r (Bethesda, MD, Estados Unidos), e a as bandas das
proteinas foram normalizadas pela densitometria das membranas coradas com
Ponceau (Aldridge et al., 2008; Romero-Calvo et al., 2010).

3.13 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através dos programas
GraphPad Prism versao 5.00 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, Estados
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Unidos), SigmaPlot versédo 11.0 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, Estados
Unidos) e SPSS Statistics versédo 21 (IBM Corporation, Armonk, NY, Estados
Unidos). Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de homogeneidade de
variancias (Bartlett). Quando as amostras nao apresentaram homogeneidade,
adotou-se uma das seguintes transformacgfes direta dos dados: a logaritmica, a
logaritmica dos (dados + 1), a raiz quadrada dos dados, ou a raiz quadrada dos
(dados + 1). Apos atender esse critério, o tratamento estatistico utilizado foi a analise
de variancia de dois (2way ANOVA) ou trés fatores (3way ANOVA). Quando o teste
apresentou diferenca significativa, a andlise foi seguida do teste post-hoc Tukey ou
Bonferroni. Diferengas simples entre o grau fosforilagcdo basal vs. estado de
fosforilacdo apo6s estimulo agudo com insulina foram detectadas pelo teste t de
Student. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05), e os resultados foram

expressos como media * desvio-padrdo da média (M £ DPM).
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacgéo das fases do ciclo ovariano

Para verificacdo da eficacia da cirurgia de remocdo dos ovarios, 12 ratas
foram submetidas a avaliacdo do ciclo estral antes e apds a ovariectomia, durante
quatro dias consecutivos. Antes da cirurgia, pode-se observar uma homogeneidade
na transicdo entre as fases do ciclo ovariano, indicando que os animais ciclavam
regularmente (Figura 2A-H). Todavia, como esperado, cinco semanas apds a
castracdo os animais ndo clicaram e permaneceram em diestro continuo (Figura 2G-
H) (Apéndice A).

Figura 2 — Fotomicrografias de esfregacos vaginais de ratas.

10x 40x

Fotomicrografias de esfregaco vaginal de ratas em proestro (A e B), estro (C e D), metaestro (E e F) e
diestro (G e H). O esfregago vaginal a fresco foi observado em microscopio de luz com lentes objetivas de
10x e 40x. As etapas do ciclo estral foram determinadas através da analise da proporcdo dos tipos
celulares predominantes nos esfregagos vaginais. Proestro foi caracterizado primariamente por células
epiteliais grandes e nucleadas (E); estro foi caracterizado por grandes aglomeracBes de células



36

cornificadas (C); metaestro foi caracterizado por células menores e anucleadas, os leucdcitos (L)
misturados células cornificadas e epiteliais; e diestro foi caracterizado pela abundancia de leucdcitos.

4.2 Caracteristicas zoométricas

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, de forma que n&do houvesse
diferenca no peso inicial entre os grupos castrados e ndo castrados. Avaliando o
fator castracdo, notou-se que ratas ovariectomizadas apresentaram aumento no
peso corporal a partir da terceira semana quando comparadas aos animais controles
(p<0,05). Todavia, ao analisar o fator tratamento, foi possivel observar que a
suplementacdo com DHEA n&o modificou esse parametro (Figura 3A). A retirada dos
ovarios promoveu um acréscimo de aproximadamente 30% sobre a massa corporal

final das ratas intactas (Apéndice B).

Figura 3 — Massa corporal de animais tratados com veiculo ou DHEA apés 12
semanas de ooforectomia.
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Evolugéo ponderal durante o periodo experimental. Os resultados foram representados pela média + DPM.

Tamanho amostral: SHAM=11; SHAM+DHEA=13; OVX=24 e OVX+DHEA=26. 3Way ANOVA, Bonferroni,
p<0,05.

Além disso, a castracdo levou ao aumento do comprimento naso-anal
(P<0,0001), indice de massa corporal (P<0,0001) e indice de Lee (p<0,02) em

relacdo aos grupos intactos, e a administracdo com DHEA n&o interferiu nessas

variaveis (Tabela 2).
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Tabela 2 — Dados zoométricos de ratas tratadas com veiculo ou DHEA apos 12
semanas de ooforectomia.

SHAM SHAM+DHEA ovX OVX+DHEA
Naso-anal final (cm) 22,91+0,54 22,92+0,67 24,27+0,96* 24,38+0,86*
IMC 0,56+0,04 0,55+0,03 0,63+0,06* 0,64+0,05*
indice de Lee 0,29+0,01 0,29+0,01 0,30+0,01* 0,30+0,01*

Nota: Os dados foram expressos pela média + DPM. O tamanho amostral variou entre 11 e 13 animais.
2Way ANOVA, Tukey.
*p<0,05 — em relagéo aos animais ovariectomizados e seus respectivos controles.

Abreviaturas:

IMC: indice de massa corporal, calculado pela férmula: g/cm?

indice de Lee: calculado pela férmula: *Vg/cm

4.3 Consumo de racao e ingestao hidrica

A dieta hiperlipidica utilizada no presente estudo foi constituida de 5,3 kcal/g
de energia metabolizavel, sendo composta por 36,0% de carboidratos, 34,0% de
lipideos, 20,3% de proteinas e 9,7% de outros componentes (Tabela 1). Analisando
o fator castracédo, verificou-se que as ratas ooforectomizadas apresentaram aumento
em torno de 10% no consumo de racdo, ingestdo energética, percentual de
preferéncia pela comida (p<0,03), além de aproximadamente 50% na eficiéncia
alimentar (p<0,0001), e reducdo de 40% na ingestdo hidrica, em referéncia aos
grupos intactos (p<0,001) (Tabela 3).

Ao avaliar o fator tratamento, a analise 2way ANOVA mostrou que o uso do
DHEA induziu aumento no consumo de racao, ingestdo energética e percentual de
preferéncia pela comida quando comparado a somatéria de animais tratados com
veiculo (p<0,05). Ademais, o teste de multiplas comparacdes de Tukey detectou que
esse acréscimo advindo do tratamento com DHEA foi de mesma proporcdo para
cada variavel citada acima em relacdo aos animais do mesmo subgrupo tratados
com veiculo, em 17% (SHAM+DHEA vs. SHAM) e 14% (OVX+DHEA vs. OVX)
(p<0,05) (Tabela 3). Os animais tratados com DHEA apresentaram menor ingestao
hidrica em referéncia ao conjunto de ratas tratadas com veiculo (p= 0,0360). Além
disso, o teste de mudltiplas comparacdes de Tukey mostrou que 0O grupo
SHAM+DHEA reduziu cerca de 30% o volume de agua ingerido em relacdo ao grupo
SHAM (p=0,001). Todavia, a administracdo de DHEA ao grupo OVX (OVX+DHEA)

foi semelhante ao grupo OVX, que recebeu veiculo. Ademais, houve uma



38

significativa interag&o entre os fatores testados (ooforectomia e tratamento), onde o
grupo SHAM+DHEA apresentou um comportamento distinto dos demais grupos
(p=0,0119).

Tabela 3 — Efeito da ovariectomia bilateral e do tratamento com DHEA sobre a
média do consumo de alimento, ingestdo hidrica e caldrica, eficiéncia alimentar e
percentual de preferéncia pela racao hipercalérica/hiperlipidica.

SHAM SHAM+DHEA OVX OVX+DHEA Interacdo
Consumo de 10,6+1,1 12,4+1,3" 11,8+1,6* 13,5+1,6* * NS
alimento (g/dia)

Ingestao energética 56,5+6,1 66,4+7,1% 63,3+8,6* 72,1+8,8** NS
(kcal/dia)

Eficiéncia alimentar 9,4+1,7 8,6+1,3 14,5+2,8* 13,4+2,2* NS
Preferéncia pela 26,4129 31,0%3,3" 29,6+4,0* 33,7+4,1** NS
racao (%)

Ingestao hidrica 30,1+6,3 21,4+4,0" 17,0+4,1* 17,945,9* p=0,0119

(mL/dia)

Nota: Os dados foram representados pela média + DPM. O tamanho amostral variou entre 7 e 12
animais. 2Way ANOVA, Tukey.
*p<0,05 — entre os animais castrados (OVX e OVX+DHEA) vs. intactos (SHAM e SHAM+DHEA);
#p<0,05 — em relagdo ao subgrupo tratado com DHEA vs. subgrupo tratado com veiculo.
Abreviaturas:
NS: estatisticamente néo significativo
Ingestéo energética = média do consumo de racéo x energia metabolizavel da dieta
Eficiéncia alimentar = média do ganho de peso (g) / consumo de racgao (g)
Percentual de preferéncia (%) = (quantidade ingerida da dieta x 100) / 40 g da dieta ofertada

4.4 Constante de decaimento da glicose (K1)

Analisando o fator castracdo, obsevou-se que ratas ovariectomizadas tiveram
reducdo de 24% no decaimento da glicose quando comparadas as ratas controles
(SHAM: 3,66+0,61%min™"; SHAM+DHEA: 3,28+0,54%min"1; OVX: 2,87+0,61%min™;
OVX+DHEA: 2,40£0,49%min"1, p<0,001), indicando, baixa responsividade a acdo da
insulina (Figura 4A).

Ao avaliar o fator tratamento, a analise 2way ANOVA detectou que 0s animais
suplementados com DHEA tiveram diminuicdo na sensibilidade a insulina em relagéo
a somatéria de animais tratados com veiculo (p=0,018). No entanto, teste de
multiplas comparac¢des de Tukey mostrou que a reducao promovida pelo tratamento
com DHEA foi significativa apenas entre os grupos OVX+DHEA vs. OVX, em 16%
(p=0,046) (Figura 4A). A figura 4B representa o percentual de diminuigcdo da glicose
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durante os 30 minutos apds a infusdo de insulina em relacdo aos valores das
glicemias basais. Ratas ooforectomizadas tiveram menor decaimento significativo da
glicemia durante os 15 primeiros minutos do teste quando comparadas as ratas
sham. Nos minutos seguintes o decaimento prosseguiu, porém de forma semelhante

entre 0s grupos.

Figura 4 — Constante de desaparecimento da glicose (K;rt) mensurado nas ratas
tratadas com veiculo ou DHEA apdés 12 semanas de ooforectomia.
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(A) Apos restricdo alimentar de 6 h, os animais acordados receberam uma carga de insulina ip (0,75U/kg
de peso corporal). A glicose foi determinada por meio de glicosimetro em amostras de sangue retiradas da
cauda nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos ap6s a administragdo de insulina. (B)
Percentual (%) de reducdo da glicose apés infusdo de insulina em relagdo aos valores das glicemias
basais. As barras representam a média £ DPM, n=9-13. 2Way ANOVA, Tukey e Bonferroni.

*p<0,05 — entre os animais castrados (OVX e OVX+DHEA) vs. intactos (SHAM e SHAM+DHEA);

p<0,05 — em relagéo ao grupo tratado com DHEA vs. grupo tratado com veiculo.
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4.5 Teste de tolerancia a glicose (ipGTT)

A figura 5 mostra a curva glicemia (A) e a area sobre a curva (B) do teste de
tolerancia a glicose. A avaliacdo do fator castracdo detectou maior glicemia nos
tempos 30 e 60 minutos nos animais ooforectomizados quando comparados aos
intactos (p<0,05) (Figura 5A). Essa maior glicemia refletiu na maior area sob a curva
das ratas ovariectomizadas do que a dos intactos (p<0,01) (Figura 5B), indicando
reducdo na tolerancia a glicose daqueles animais. O tratamento com DHEA nao

apresentou efeito sobre esse parametro.

Figura 5 — Teste de tolerancia a glicose (ipGTT) de animais tratados com veiculo ou
DHEA apo6s 12 semanas de ooforectomia.
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(A) ApOs restricdo alimentar de 6 h, os animais acordados receberam uma solugéo de glicose 20% (2,0
g/kg de peso corporal) na cavidade intraperitoneal. A glicose foi determinada por meio de glicosimetro em
amostras de sangue retiradas da cauda nos tempos 0 (basal), 15, 30, 60 e 120 minutos apoés a
administracao da carga de glicose. (B) Andlise da &rea total sob a curva (AUC) da glicemia gerada ap6s o
teste. As barras representam a média £ DPM, n=8-13. 2Way e 3way ANOVA, Bonferroni.

*p<0,05 — entre os animais castrados (OVX e OVX+DHEA) vs. intactos (SHAM e SHAM+DHEA).

4.6 Massa de 6rgéos e tecidos

Apdés a eutanasia dos animais, as gorduras subcutdnea (SC) (regido
abdominal e inguinal), periuterina (PG) e retroperitoneal (RP) foram retiradas e
guantificadas em peso relativo (g/100 g de massa corporal). Coracéo, rins e atero
também foram pesados. Analisando o fator castracdo, ratas ooforectomizadas
tiveram aumento significativo da adiposidade nestas trés regibes em
aproximadamente 60% quando comparadas as ratas ndo castradas (p<0,001).
Todavia, a suplementacdo com DHEA néo interferiu (Tabela 4).

Quanto ao peso umido do corag¢do e rins, ndo houve diferenca entre os
grupos. No entanto, como esperado, houve diminuicdo de aproximadamente 80% no
peso do utero das ratas castradas em relagcdo as ratas controles (p<0,001), e o
tratamento com DHEA né&o apresentou efeito (Tabela 4).
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Tabela 4 — Massa de 6rgaos e tecidos de ratas tratadas com veiculo ou DHEA apés
12 semanas de ooforectomia.

SHAM SHAM+DHEA OVX OVX+DHEA
TA SC (9.100g°7) 1,3620,40 (11) 1,39+0,43 (13)  2,47+0,69* (14)  1,96%0,36* (16)
TA PG (g.100g™%) 1,39+0,51 (11) 1,40+0,46 (13)  2,44#0,61* (19)  2,06+0,52* (19)
TARP (9.100g%) 1,51+0,48 (11) 1,35+0,48 (13)  2,20%0,55* (20)  2,35+0,51* (22)
Coracio (g) 0,86+0,09 (6) 0,87+0,15(8)  0,88+0,09 (8)  0,960,14 (9)
Rins (g) 1,62+0,14 (11) 1,62+0,13 (13)  1,61#0,13 (7) 1,58+0,11 (7)
Utero (g) 0,53:0,13 (11)  0,56%0,17 (13)  0,11#0,03* (19)  0,11+0,02* (22)

Nota: Os dados foram expressos pela média + DPM e o nimero de animais utilizados entre parénteses.
2Way ANOVA, Tukey.
*p<0,05 — entre os animais castrados (OVX e OVX+DHEA) vs. intactos (SHAM e SHAM+DHEA).
Abreviaturas:
TA SC: tecido adiposo subcuténeo, representado por 100 g de peso corporal
TA PG: tecido adiposo periuterino, representado por 100 g de peso corporal
TA RP: tecido adiposo retroperitoneal, representado por 100 g de peso corporal

4.7 Parametros bioquimicos

Os animais anestesiados e submetidos a privagdo alimentar de 6h foram
eutanasiados por decapitacdo e amostras de sangue foram obtidas. A andlise do
fator castracdo detectou menor concentracdo sanguinea de DHEA (cerca de 40%,
p<0,01), estradiol (cerca de 50%, p<0,001), albumina (cerca de 10%, p<0,03),
triacilglicerol e VLDL-c (cerca de 30%, p<0,01), e uréia e creatinina (cerca de 20%,
p<0,01) quando comparadas as ratas intactas (Tabela 5).

Por outro lado, a avaliacdo do fator tratamento demonstrou aumento na
concentracdo sanguinea de DHEA e estradiol em relacdo aos animais que
receberam veiculo (p<0,05) e reduc¢do da creatinina (p=0,037). Como esperado, na
avaliacdo dos niveis séricos de DHEA, o teste de multiplas compara¢cdes de Tukey
detectou que o acréscimo promovido pelo uso do DHEA foi significativo entre os dois
subgrupos (SHAM+DHEA vs. SHAM, em 67%, p=0,005; OVX+DHEA vs. OVX, em
50%, p=0,018), demonstrando a eficiéncia do tratamento (Tabela 5). Além disso, o
tratamento com DHEA levou a um aumento da concentracdo de estradiol nas ratas
do grupo OVX+DHEA para o dobro em relacdo ao grupo OVX (p=0,004). Esse
aumento na concentragcdo de estradiol representou, ademais, uma significativa
interag&o entre os fatores testados (ooforectomia e tratamento) (p=0,031) (Tabela 5).

Quanto a avaliacéo da creatinina sérica, o teste de multiplas comparacdes de Tukey
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detectou que o grupo SHAM+DHEA apresentou reducdo de 20% nos valores desse

parametro em relagéo ao grupo SHAM (p=0,001), sendo que o tratamento no grupo
OVX (OVX+DHEA vs. OVX) néo teve efeito (Tabela 5).

Tabela 5 — Parametros bioquimicos de animais tratados com veiculo ou DHEA ap0s
12 semanas de ooforectomia.

SHAM SHAM+DHEA OVX OVX+DHEA Interago
DHEA (ng/mL) 1,0£0,2 (5) 1,5%0,3" (6) 0,5+0,1* (4) 1,0£0,4* * (4) NS
Estradiol (pg/mL) 82+16 (5) 81+23 (6) 29+17* (5) 59+7* * (8) p=0,031
Insulina (ng/mL) 1,3+0,4 (6) 1,5+0,6 (8) 1,7+0,7 (5) 1,1#0,2 (5) NS
Glicemia (mg/dL) 1109 (9) 119+16 (10) 110+15 (11) 104+10 (13) NS
CT (mg/dL) 4248 (7) 50+15 (9) 43+7 (12) 46+12 (14) NS
HDL-c (mg/dL) 1244 (7) 102 (9) 10+1 (4) 102 (4) NS
LDL-c (mg/dL) 3046 (7) 40+15 (9) 3619 (4) 419 (4) NS
VLDL-c (mg/dL) 14+4 (7) 15+4 (9) 10£6* (12) 9+5* (14) NS
TAG (mg/dL) 71+22 (7) 74+22 (9) 52+28* (12) 47+23* (14) NS
Prot. totais (g/dL) 5,2+0,8 (7) 4,8+0,84 (9) 5,00,9 (12) 5,5+1,1 (13) NS
Albumina (g/dL) 6,0+0,8 (7) 5,620,7 (9) 5,0+1,1% (12)  5,10,9* (14) NS
Uréia (mg/dL) 4627 (7) 4626 (9) 39+11* (10) 37+5* (14) NS
Creatinina (mg/dL) ~ 0,82#0,05 (7)  0,65¢0,13%(9)  0,60+0,15* (10) 0,57+0,14* (10) NS
ALT (U/L) 301+68 (7) 326457 (8) 266439 (4) 2964150 (4) NS
AST (UIL) 50+27 (7) 41+12 (8) 49+9 (4) 48+23 (5) NS

Nota: Os dados foram expressos pela média = desvio padrdo da média e o tamanho amostral utilizado
entre parénteses. 2Way ANOVA, Tukey.

*p<0,05 — entre os animais castrados (OVX e OVX+DHEA) vs. intactos (SHAM e SHAM+DHEA);

#p<0,05 — em relagdo ao subgrupo tratado com DHEA vs. subgrupo tratado com veiculo.

Abreviaturas:

DHEA: deidroepiandrosterona
CT: colesterol total

HDL-c: colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade)
LDL-c: colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade)

VLDL-c: colesterol VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade)

TAG: triacilglicerol

Prot. totais: proteinas totais

ALT: alanina aminotransferase
AST: aspartato aminotransferase



44

4.8 Immunoblotting de proteinas

4.8.1 Tecido hepatico

N&o foi observado alteracdes na expressao proteica do receptor de insulina
(IRB) (Figura 6A), bem como da subunidade de 85 kDa da PI3K entre os animais
(Figura 6C). No entanto, ao avaliar o fator castracdo, foi detectado aumento na
expressdo do IRS1 nos animais ovariectomizados para aproximadamente o dobro,
em relacdo aos animais intactos (SHAM: 100+66%; SHAM+DHEA: 961£74%; OVX:
195+59%; OVX+DHEA: 197+74%; p<0,001) (Figura 6B). Além disso, a castracao
promoveu um decréscimo em cerca de 20% na expressao da AKT em referéncia aos
animais ndo castrados (SHAM: 100+38%; SHAM+DHEA: 71+22%; OVX: 71+9%;
OVX+DHEA: 57+14%; p<0,04). Ao avaliar o fator tratamento, a analise 2way ANOVA
detectou que os animais suplementados com DHEA tiveram reducdo na expressao
da AKT em comparacdo a somatoéria de animais tratados com veiculo (p=0,021).
Ademais, o teste de mdultiplas comparacbes de Tukey mostrou que a diminuicao
promovida pelo tratamento com DHEA foi significativa apenas entre 0s subgrupos
SHAM+DHEA vs. SHAM, cerca de 30% (p=0,029) (Figura 4A) (Apéndice F).

Através da incubagdo das membranas com o anticorpo antifosfotirosina (p-
Tyr) (Figura 6E), constatou-se que o grau de fosforilagdo basal do IRB, observado
entre os marcadores correspondentes a 100 e 75 kDa, foi semelhante entre as ratas.
Contudo, o estimulo agudo com insulina através da infuséo na veia porta foi capaz
de aumentar o grau de fosforilacdo em tirosina do IRB em aproximadamente 3,5
vezes em relacdo ao estado basal nos grupos (SHAM: 28+15% para 100£21%;
SHAM+DHEA: 28+10% para 73+11%; OVX: 25+8% para 107+20%; OVX+DHEA:
22+6% para 87+14%; p<0,05). Além disso, a fosforilacdo induzida pela insulina nos
animais tratados com DHEA foi menor em relacdo a somatoria de animais tratados
com veiculo (p<0,02) (Figura 6F), embora ao avaliar o teste de multiplas
comparacdes de Tukey essa diferenca nédo foi detectada entre os subgrupos
SHAM+DHEA vs. SHAM e OVX+DHEA vs. OVX. Ademais, a fosforilacdo no residuo
serina 307 do IRS1 foi aumentada para aproximadamente o dobro nas ratas
cadastradas em relacéo as ratas intactas (p<0,001), e o tratamento com DHEA néo

modificou o resultado (Figura 6G) (Apéndice F).
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A etapa posterior a ativagdo da PI3K pode ser analisada pela intensidade da
fosforilagdo em serina 473 da AKT (proteina cinase B). A castra¢cdo induziu aumento
na fosforilacdo basal da AKT em referéncia as ratas controles, cerca de 140%
(p<0,04). Além disso, a administracdo de insulina foi capaz de aumentar o grau de
fosforilacdo em serina da AKT em aproximadamente 5 vezes nas ratas controles e 3
vezes nas ratas ovariectomizadas em relacéo ao estado basal (SHAM: 16£18% para
100+45%; SHAM+DHEA: 16+16% para 52+16%; OVX: 35+26% para 116+39%;
OVX+DHEA: 41+15% para 118+10%; p<0,05). Ademais, a analise 2way ANOVA
detectou que ratas castradas tiveram aumento de aproximadamente 40% na
fosforilacdo induzida por insulina da AKT em comparacdo a somatéria de ratas nao

castradas (p=0,0355) (Figura 6H) (Apéndice F), e o uso do DHEA néao teve
interferéncia .

Figura 6 — Expressao proteica e grau de fosforilacdo de proteinas envolvidas nas
etapas intracelulares iniciais da acédo insulinica no figado de ratas tratadas com
veiculo ou DHEA apés 12 semanas de ooforectomia.
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Representagdo grafica das médias da expresséo total de proteinas e grau de fosforilagdo avaliados por
densitometria 6ptica. Os painéis superiores correspondem a immunoblottings representativos. Apés a
extragdo de fragmento de figado, 50 pg de proteinas totais foram submetidas a eletroforese de gel de
poliacrilamida, e posteriormente transferidas para membrana de nitrocelulose. O immunoblotting tipico foi
realizado com os anticorpos (A) anti-IRB, (B) anti-IRS1, (C) anti-PI3K, (D) anti-AKT1/2/3, (E e F) anti-
fosfotirosina (anti-p-Tyr), (G) anti-p-IRS1 (Ser307) e (H) anti-p-AKT (Ser473). Os valores foram expressos
em percentagem (%) de Unidades Arbitrarias em relagdo ao grupo SHAM. As barras representam a média
+ DPM, n=6-8 e 3-4, para expressao proteica e para avaliacdo do grau de fosforilagdo, respectivamente.
Teste t de Student e 2Way, Tukey.

*p<0,05 — entre os animais castrados (OVX e OVX+DHEA) vs. intactos (SHAM e SHAM+DHEA);

#p<0,05 — em relagdo ao subgrupo tratado com DHEA vs. subgrupo tratado com veiculo.

$p<0,05 — entre o grau de fosforilagdo basal vs. estado de fosforilagdo apds estimulo agudo com insulina.

4.8.2 Musculo gastrocnémio

Avaliando o fator castracdo, ratas ooforectomizadas tiveram reducdo na
expressdo do IRB e IRS1 em cerca de 30% em relacdo as ratas intactas (IRp —
SHAM: 100+£31%; SHAM+DHEA: 116+41%; OVX: 73x30%; OVX+DHEA: 73£30%;
p<0,02) (IRS1 - SHAM: 100+34%; SHAM+DHEA: 92+33%; OVX: 76+36%;
OVX+DHEA: 61+31%; p<0,001) (Figuras 7A-B). Por outro lado, a expressao proteica

da subunidade de 85 kDa da PI3K e AKT foram semelhantes entre 0s grupos
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avaliados, e o tratamento com DHEA n&o provocou alteracbes (Figuras 7C-D)
(Apéndice G).

Quando as membranas foram incubadas com o anticorpo anti-pTyr (Figura
7E), verificou-se semelhanca no grau de fosforilagdo basal do IRB entre os animais.
No entanto, o estimulo agudo com insulina na veia porta foi capaz de aumentar o
estado de fosforilagdo em tirosina do IRB, de modo semelhante entre os grupos, em
aproximadamente 2,5 vezes em relacdo ao grau de fosforilacdo basal (SHAM:
37+20% para 100+21%; SHAM+DHEA: 31+17% para 83+35%; OVX: 20+12% para
70£30%; OVX+DHEA: 30£13% para 74+5%; p<0,05), e a suplementacdo com DHEA
nao exerceu qualquer tipo de efeito (Figura 7F) (Apéndice G).

Analisando as proteinas fosforiladas da regido de 185 kDa (IRS1/2),
denominada de ppl85, nado foi possivel detectar diferenca no grau de fosforilacdo
basal entre os grupos. Entretanto, a administragéo de insulina promoveu aumento no
estado de fosforilacdo em tirosina da ppl85 apenas nas ratas intactas, em
aproximadamente 2 vezes em relacdo ao grau de fosforilagdo basal, enquanto ratas
castradas apresentaram reducdo em 45% no estado de fosforilagdo pos-estimulo
dos substratos 1 e 2 do receptor de insulina (ppl185) em relagcéo as ratas controles
(SHAM: 53+21% para 100+£10%; SHAM+DHEA: 42+12% para 87+10%; OVX:
32+24% para 53+14%; OVX+DHEA: 35+8% para 46+22%; p<0,05), e o tratamento
com DHEA néo interferiu (Figura 7G). Ademais, a fosforilacdo em serina 307 do
IRS1 foi semelhante entre os grupos, e o tratamento com DHEA n&o modificou o
resultado (Figura 7H) (Apéndice G).

A intensidade da fosforilagdo basal da AKT (Ser473) foi semelhante entre os
grupos. No entanto, o estimulo agudo com insulina promoveu aumento no estado de
fosforilacdo em serina da AKT, de modo semelhante, em aproximadamente 2,5
vezes nas ratas intactas e ooforectomizadas em relacdo ao grau de fosforilagdo
basal, e 0 uso do DHEA né&o provocou mudancas (SHAM: 42+30% para 100+19%;
SHAM+DHEA: 38+9% para 91+31%; OVX: 39+20% para 84+20%; OVX+DHEA:
27+9% para 77+7%; p<0,05) (Figura 71) (Apéndice G).
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Figura 7 — Expressao proteica e grau de fosforilacdo de proteinas envolvidas nas
etapas intracelulares iniciais da acao insulinica no musculo gastrocnémio de animais
tratados com veiculo ou DHEA apés 12 semanas de ooforectomia.
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Representagdo grafica das médias da expresséo total de proteinas e grau de fosforilagdo avaliados por
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extragdo de fragmento do mdusculo gastrocnémio, 50 pg de proteinas totais foram submetidas a
eletroforese de gel de poliacrilamida, e posteriormente transferidas para membrana de nitrocelulose. O
immunoblotting tipico foi realizado com os anticorpos (A) anti-IRB, (B) anti-IRS1, (C) anti-PI3K, (D) anti-
AKT1/2/3, (E-G) anti-fosfotirosina (anti-p-Tyr), (H) anti-p-IRS1 (Ser307) e (I) anti-p-AKT (Ser473). Os
valores foram expressos em percentagem (%) de Unidades Arbitrarias em relagdo ao grupo SHAM. As
barras representam a média + DPM, n=6-8 e 3-4, para expressdo proteica e para avaliagdo do grau de
fosforilacdo, respectivamente. Teste t de Student e 2Way, Tukey.

*p<0,05 — entre os animais castrados (OVX e OVX+DHEA) vs. intactos (SHAM e SHAM+DHEA);

p<0,05 — em relacgéo ao subgrupo tratado com DHEA vs. subgrupo tratado com veiculo.

®p<0,05 — entre o grau de fosforilagdo basal vs. estado de fosforilacdo ap6s estimulo agudo com insulina.

4.8.3 Coracgéo

A expressao proteica do IRB, AKT e SERCA2 foi semelhante entre os grupos
(Figuras 8A e D-E). Todavia, a castragdo induziu um decréscimo de
aproximadamente 30% na expressédo do IRS1 e 20% na subunidade de 85 kDa da
PI3K em relacdo aos grupos intactos (IRS1 — SHAM: 100+£28%; SHAM+DHEA:
70+37%; OVX: 58+28%; OVX+DHEA: 59+40%; p<0,04) (PI3K — SHAM: 100+12%;
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SHAM+DHEA: 80+23%; OVX: 67+23%; OVX+DHEA: 79+23%; p<0,04) (Figuras 8B-
C) (Apéndice H).

Através da incubacédo das membranas com o anticorpo anti-pTyr (Figura 8F),
constatou-se que ndo houve alteracdes entre os animais no grau de fosforilagdo
basal do IRB, observado na regido de 95 kDa. Todavia, a adminstracao de insulina
na veia porta foi capaz de aumentar a fosforilagdo em tirosina do IRB, de modo
semelhante entre os grupos, em aproximadamente 2,5 vezes em relacdo ao estado
basal, e a suplementacdo com DHEA ndo modificou esse parametro (SHAM: 39+4%
para 100+12%; SHAM+DHEA: 36+0,4% para 85+35%; OVX: 47+8% para 81+18%;
OVX+DHEA: 34+£16% para 80+14%; p<0,05) (Figura 8G) (Apéndice H).

O grau de fosforilacdo em tirosina basal da banda denominada ppl85 kDa
(IRS1/2) foi semelhante entre os grupos. No entanto, a administracdo aguda de
insulina promoveu aumento no estado de fosforilagdo em tirosina da pp185 apenas
no grupo SHAM, em aproximadamente 3,5 vezes em relagdo a condicdo basal, e 0
tratamento com DHEA n&do modificou o resultado (SHAM: 27+3% para 100£9%;
SHAM+DHEA: 39+21% para 28+4%; OVX: 31+14% para 43+19%; OVX+DHEA:
21+12% para 40+£8%; p<0,05) (Figura 8H). Ademais, avaliando a fosforilagdo em
serina 307 do IRS1, ndo foi detectada diferenca entre os fatores castracdo e
tratamento com DHEA. Contudo, observou-se significativa interacdo entre os fatores
testados, onde o grupo OVX+DHEA apresentou um comportamento distinto dos
demais grupos (p=0,0117) (Figura 8I) (Apéndice H).

A fosforilagédo basal em serina 473 da AKT foi semelhante entre os grupos. No
entanto, o estimulo agudo com insulina promoveu aumento no estado de fosforilagéo
em serina da AKT, de modo semelhante, em aproximadamente 3,5 vezes nos
grupos nao castrados e 5 vezes nos grupos castrados em relacdo a condi¢do basal
(SHAM: 22+14% para 100£22%; SHAM+DHEA: 29+6% para 67+13%; OVX: 17+8%
para 84+11%; OVX+DHEA: 17+8% para 92+13%; p<0,01). Ademais, foi detectada
significativa interacdo entre os fatores testados, onde o grupo SHAM+DHEA
apresentou um comportamento distinto dos demais grupos (p=0,0186) (Figura 8J)
(Apéndice H).
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Figura 8 — Expressao proteica e grau de fosforilacdo de proteinas envolvidas nas
etapas intracelulares iniciais da agéo insulinica no coracdo de animais tratados com
veiculo ou DHEA ap6és 12 semanas de ooforectomia.
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Representagéo grafica das médias da expressédo total de proteinas e grau de fosforilagdo avaliados por
densitometria Optica. Os painéis superiores correspondem a immunoblottings representativos. Apds a
extracdo de fragmento do coragdo, 50 pug de proteinas totais foram submetidas a eletroforese de gel de
poliacrilamida, e posteriormente transferidas para membrana de nitrocelulose. O immunoblotting tipico foi
realizado com os anticorpos (A) anti-IRB, (B) anti-IRS1, (C) anti-PI3K, (D) anti-AKT1/2/3, (E) anti-SERCAZ2,
(F-H) anti-fosfotirosina (anti-p-Tyr), (I) anti-p-IRS1 (Ser307) e (J) anti-p-AKT (Ser473). Os valores foram
expressos em percentagem (%) de Unidades Arbitrarias em relagcdo ao grupo SHAM. As barras
representam a média + DPM, n=6-8 e 3-4, para expressao proteica e para avaliacdo do grau de
fosforilacdo, respectivamente. Teste t de Student e 2Way, Tukey.

*p<0,05 — entre os animais castrados (OVX e OVX+DHEA) vs. intactos (SHAM e SHAM+DHEA);

p<0,05 — em relacgéo ao subgrupo tratado com DHEA vs. subgrupo tratado com veiculo;

®p<0,05 — entre o grau de fosforilagdo basal vs. estado de fosforilacdo ap6s estimulo agudo com insulina;
¥p<0,05 — efeito de interac&o entre os fatores analisados (castracdo e tratamento).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizada a combinacédo de um modelo experimental de
privacdo de hormonios sexuais femininos + obesidade, induzida pelo uso da dieta
hiperlipidica, acrescido da suplementacdo com DHEA, um precursor da producéo de
androgenos e estrégenos, nas Ultimas 03 semanas do protocolo experimental
(Labrie et al., 1998). Embora o tempo desse protocolo experimental pareca curto, ao
fazermos uma equivaléncia para o tempo dos humanos, esses animais no momento
da avaliacao final representariam ter estado por aproximadamente 5 anos sem o0s
ovarios (ou 63 meses), sendo que nos ultimos 15 meses teriam recebido o esteroide
(Quinn, 2005).

A perda da funcdo ovariana de producdo hormonal estd associada com o
aumento da gordura, juntamente com condicdes metabdlicas anormais, como
resisténcia a insulina associada ao diabetes mellitus tipo 2 e doencas
cardiovasculares (Polotsky, Polotsky, 2010). Seguindo-se a menopausa, mulheres
podem aumentar a massa da gordura corporal e a adiposidade visceral associada a
uma diminui¢cdo do gasto energético (Lovejoy et al., 2008). Tais observacdes vistas
em mulheres estdo diretamente relacionadas com nosso trabalho, uma vez que a
gonadectomia favoreceu o ganho de peso precocemente nos animais, a partir da
terceira semana apds a cirurgia, em relacdo as ratas intactas, e o tratamento com
DHEA nado foi capaz de reverter o aumento de peso observado no grupo
OVX+DHEA. Ademais, estudos demonstraram que animais ovariectomizados e que
receberam a suplementacdo estrogénica tiveram reducdo do ganho de peso
(Camporez et al., 2013; Roesch, 2006). Portanto, os horménios gonadais parecem
exercer um papel importante na homeostase do peso corpéreo.

O aumento do peso corporal foi acompanho por alteragdes nos depdsitos de
gordura corporal. Observamos que a ooforectomia promoveu o acumulo de gordura
intra-abdominal nos trés coxins adiposos avaliados, a saber, subcutaneo, periuterino
e retroperitoneal. Os estrégenos regulam a adiposidade corporal e a distribuicdo de
gorduras através de seus receptores nucleares, ERa e ERB. Todavia, o ERa parece
exercer uma participagdo mais efetiva na homeostase energética (Brow, Clegg,
2010). Segundo Heine et al. (2000), camundongos geneticamente modificados para
ERa, de ambos os sexos, apresentaram aumento de peso e maior adiposidade intra-

abdominal quando comparados aos animais controles. Além disso, animais knockout
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para aromatase (ArKO) apresentaram os mesmos efeitos (Jones et al., 2000). De
acordo com Lafontan e Berlan (2003), a principais co-morbidades associadas a
obesidade estdo relacionadas a deposicdo de gordura em excesso na regiao
subcutanea e visceral em humanos. Isso favorece o aumento de eventos deletérios
relacionados ao sistema cardiovascular (Lovejoy et al., 2008).

Em relagdo ao consumo alimentar, observamos que ratas ovariectomizadas
tiveram um discreto aumento na ingestédo de racédo 12 semanas apos a remocao dos
ovarios, diferenca essa ndo observada com 5 e 9 semanas poés-castracao (Apéndice
C). Diversos estudos sustentam a ideia de que a castracdo leva a hiperfagia e maior
ganho de peso corporal em roedores (Roesch, 2006; Wade, Gray, 1979), e que o
tratamento com estradiol pode prevenir tais efeitos (Asarian, Geary, 2002; Geary,
Asarian, 1999). E interessante salientar que as oscilacdes nos niveis plasmaticos
desse hormodnio durante o ciclo ovariano também estdo correlacionadas com a
ingestdo alimentar. Em mulheres, o periodo peri-ovulatério, que coincide com
elevadas concentracfes de estradiol no plasma, ha uma acentuada diminuicdo na
ingestao de alimentos (Eckel, 2011; Gong et al., 1989; Lyons et al., 1989). O mesmo
acontece em ratas, no qual é possivel observar que na fase de estro, seguida por
um aumento plasmatico de estradiol, h& hipofagia, demonstrando, portanto, que este
esterdide exerce um importante efeito anorexigénico (Asarian, Geary, 2006; Brow,
Clegg, 2010; Drewett, 1973; Geary, 2001).

Dados com animais transgénicos demonstraram que os efeitos do estradiol no
metabolismo sdo realizados por sua acdo sobre os neurbnios do nudcleo
ventromedial do hipotdlamo, uma vez que a delegdo do ERa nessa regido
(Mamounis et al.,, 2014), ou animais knockout para ERa (Heine et al., 2000),
apresentam reducdo no gasto energético quando comparados aos animais normais,
gue é uma das primeiras causas de obesidade. Ainda, outros autores comprovaram
0 ganho de peso em decorréncia a castracdo e diminuicdo no gasto de energia,
onde foi observada a reducdo no consumo de oxigénio e, portanto, reducdo da
atividade metabdlica (Camporez et al., 2013; Rogers et al., 2009). Portanto, como
demonstrado em nosso estudo e outros, acreditamos que o0 ganho do peso seguido
do aumento da gordura visceral observado nos animais castrados nédo se deve
exclusivamente a hiperfagia, mas provavelmente a reducdo no gasto energético,
uma vez que o ganho de peso ocorreu antes da ingestdao aumentada de racgdo. Isso

deixa claro a papel do estradiol na regulacéo da adiposidade.
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Nossa observacdo de que os animais tratados com DHEA tiveram aumento
do consumo alimentar, refletindo na ingestdo calorica e percentual de preferéncia
pela racdo em relacdo aos animais tratados com veiculo, parece ser distinta do
relatado na literatura especifica. Ha diversos estudos demonstrando o efeito do
DHEA na reducao do peso corporal. Em sintese, o DHEA parece induzir diminuicdo
da ingestdo caldrica através de mecanismos celulares do sistema serotonérgico
(restaura os niveis de serotonina) em ratos Zucker, um modelo de obesidade infantil
associado com hiperfagia (Abadie et al., 1993; Navar et al., 2006; Porter et al., 2005,
1995), e em camundongos (Catalina et al., 2001, 1999; Weindruch et al., 1984).
Algumas hipoteses para essa diferenca detectada sao passiveis de consideracao,
como por exemplo, aspectos metodoldgicos empregados nos diferentes trabalhos.
Cada autor adota uma dose (2,5 a 75 mg/kg ip ou 0,4% suplementados diretamente
na racdo) e um tempo de tratamento ideal (2 a 4 dias; 3 a 18 semanas),
considerando o uso de uma dieta padrdo e animais de ambos 0s sexo0s, sem
castracdo. Outra diferenca importante envolve o uso de animais com mutacfes que
resultam na obesidade desde fase inicial da vida. O modelo proposto neste estudo
difere nesses aspectos, pois utilizamos fémeas castradas da linhagem Wistar, dieta
hiperlipidica e dose de 10 mg/kg sc durante 3 semanas.

A ingestdo hidrica foi alterada entre os animais. Detectamos que fémeas
castradas apresentaram menor ingestao hidrica quando comparadas aos animais
intactos. Isso contraria alguns estudos presentes na literatura que demonstraram
aumento da ingestéo hidrica na auséncia de estradiol em decorréncia a ooforectomia
(Tarttelin, Gorski, 1971; Wade, 1975), e o tratamento com esse hormonio reverte tal
efeito (Asarian, Geary, 2002; Findlay et al., 1979; Santollo et al., 2013). Interessante
destacar que, assim como descrito para a ingestdo alimentar, a variacdo no
consumo hidrico modifica de acordo com as fases do ciclo estral. Ratas na fase de
estro, que ocorre um pico de secrecdo de estradiol, ha uma significativa reducéo no
consumo hidrico (Blaustein, Wade, 1976; Drewett, 1973; Eckel et al., 2000; Tarttelin,
Gorski, 1971). No entanto, Santollo et al. (2013) demonstraram que os efeitos do
estradiol na modulacéo da ingestédo hidrica € independente do consumo de racéo,
uma vez que doses maiores desse esteroide (10 pg) sdo necessarias para provocar
hipodpsia do que para reduzir a ingestdo alimentar, no qual 5 ug ja € suficiente.
Assim, uma limitacéo importante desse dado detectado por nés envolve o periodo de

observacao realizado, que pode ter sido demasiadamente curto, e a manutencao
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dos animais em gaiolas individuais pequenas. Considerando que os estrégenos
podem modular a atividade motora e o consumo energético dos animais, é possivel
especularmos que as ratas intactas tenham se movimentado mais dentro das caixas
em gue estavam alojadas e acabaram esbarrando no bico do bebedouro pelo curto
espaco destas, 0 que pode ter provocado uma perda de 4gua e ter mascarado tal
resultado. Ademais, ndo ha relatos na literatura sobre a influéncia do DHEA no
consumo hidrico.

A alimentacéo hipercalorica e rica em lipideos associada ao sedentarismo &
um dos fatores mais importantes que leva a obesidade. De acordo com uma
pesquisa realizada pelo Ministério da Saude em 2012, aproximadamente 50% da
populacdo acima de 18 anos no Brasil estd acima do peso ideal, perfazendo um
percentual de 54% entre os homens e 48% entre as mulheres. Dentre os disturbios
metabdlicos associados a obesidade, destaca-se a tolerancia diminuida a glicose,
que, por sua vez, tem sido relacionada a resisténcia a insulina (Akamine et al., 2010;
Atanasovska et al., 2014; Veras et al., 2014). Resultados semelhantes foram
encontrados em nosso estudo, sendo importante salientar que somente apés 12
semanas de gonadectomia foi detectada modificacdo da tolerancia a glicose e da
sensibilidade a acdo da insulina, uma vez que experimentos adicionais realizados
com 9 semanas poés-castracdo demonstraram manutencdo desses parametros
(Apéndices D e E).

Em mulheres, é possivel observar que a sensibilidade a insulina diminui com
o tempo, isto é, mulheres em idade fértii sdo mais responsivas a acdo deste
horménio do que mulheres menopausadas (Goyal et al., 2013; Sakurai et al., 2010).
De acordo com a literatura, é possivel observar que mulheres na pés-menopausa e
que fizeram a terapia de reposicdo hormonal com estrogénio e progestagenos
apresentaram diminuicdo nos valores de insulina plasmatica (Sara¢ et al., 2009) e
melhora na sensibilidade a insulina (Margolis et al., 2004; Sara¢ et al., 2009). Em
modelos experimentais efeitos benéficos semelhantes sdo observados apos a
suplementacdo com estrogenos. Ratas Sprague-Dawley quando ovariectomizadas
apresentaram aumento da resisténcia a insulina, e o tratamento com estradiol
melhorou esse parametro (Abbas, Elsamanoudy, 2011). Ainda, outros trabalhos
demonstraram que camundongos fémeas castradas e alimentadas com dieta

by by

hiperlipidica apresentaram intolerancia a glicose e resisténcia a insulina quando
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comparadas aos animais controles, e a suplementacdo com estradiol reverteu tais
efeitos (Riant et al., 2009; Stubbins et al., 2012).

Em nivel celular, a insulina tem papel central na captacdo de glicose e
substratos, como aminoacidos, através da inducédo de fosforilacdo e desfosforilacédo
de enzimas, além de modular o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas
(Luchs, 2006). Estudos em animais demonstram que a insulina controla o
crescimento celular, metabolismo e sobrevivéncia através da ativacdo da sua
cascata de sinalizacdo que inclui as vias da PI3K e da MAPK (Guo, 2014). Existe
uma gama de hipéteses de que a génese da resisténcia a insulina esteja relacionada
com pelo menos cinco 6rgdos, a saber, pancreas, figado, tecido adiposo, musculo
esquelético e cérebro (Wiernsperger, 2013). Em nosso estudo, avaliamos as etapas
iniciais da sinalizac&o da insulina no figado, musculo gastrocnémio e coracao.

E bem estabelecida a reducdo da fosforilagdo em tirosina do IR e seus
substratos (IRS1/2), bem como a diminuicdo do grau de fosforilagdo em serina da
AKT nos tecidos-alvos da insulina como indicadores do quadro de resisténcia a
insulina (Boura-Halfon, Zick, 2009; Hotamisligil et al., 1996; Veras et al., 2014). Em
concordancia a isso, diversos trabalhos presentes na literatura demonstraram a
influéncia da castracdo na via de sinalizacdo da insulina tanto no figado (Kim et al.
2010; Wang et al., 2013) quanto no musculo gastrocnémio (Riant et al., 2009; Wang
et al., 2013) e coracdo (Koricanac et al., 2009). Corroborando com esses achados,
nossos resultados detectaram reducéo da expresséo proteica de algumas proteinas,
como IRB, IRS1, PI3K e AKT nos tecidos estudados, além de reducdo do grau de
fosforilacdo em tirosina da ppl85 (IRS1/2) no musculo gastrocnémio e cardiaco.
Paralelamente, foi demonstrado pela relacdo estequiométrica que a fosforilacdo em
serina 307 do IRS1 estava aumentada no musculo gastrocnémio.

E importante salientar que Kim et al. (2010) demonstram a reducdo da
fosforilacdo em tirosina do IRS1 somente apdés 10 semanas de ovariectomia, fato
ndo observado com apenas duas semanas pos-castra¢do, sugerindo que o aumento
da resisténcia a insulina e as alteracbes nos componentes da via de sinalizacdo da
insulina pode ocorrer como um efeito da obesidade induzida pela ovariectomia e da
deficiéncia estrogénica a longo prazo, e ndo como um efeito direto da auséncia dos
estrogenos. Por outro lado, a suplementacdo com estradiol pode aumentar a
sensibilidade a insulina nos tecidos-alvos restaurando as modificacdes ocasionadas

pela castracdo (Riant et al., 2009; Wang et al., 2013). Além disso, estudos com
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camundongos machos knockout para ERa no figado (LKO) tiveram reducdo da
fosforilacdo da p-AKT Ser473 induzida pela insulina (Zhu et al., 2014) em relagéo
aos controles, confirmando a importancia da sinalizacao insulinica neste 6rgdo na
protecdo contra a resisténcia a insulina em animais alimentados com dieta
hiperlipidica.

Embora o coracdo também seja um masculo estriado, sua contribuicdo na
captacao de glicose é muito pequena, mesmo sendo um 6rgao responsivo a insulina.
Ademais, 0 coracdo consume muita energia e necessita de suprimento energético
constante para a manutengcdo do ATP intracelular utilizado na contragdo do
miocardio (Randle et al., 1963). Recentemente foi demonstrado que a delecdo do
IRS1 e IRS2 no musculo cardiaco diminuiu a fosforilacdo da AKT (Thr308 e Ser473)
e FoxO1 (Ser253) e provocou morte subita em camundongos machos entre 6 e 8
semanas de vida (Qi et al., 2013), sugerindo que os IRS1 e IRS2 atuem como
componentes chave para a associagdo entre resisténcia a insulina e insuficiéncia
cardiaca.

Ja estd bem estabelecida a relacdo entre associacdo dos substratos do
receptor de insulina, IRS1 e IRS2, e a ativacdo da PI3K e AKT e, em escala menor
com a atividade da MAPK (Guo et al, 2014). Alids, h4 véarias evidencias
demonstrando que deficiéncia dos substratos 1 e 2 do receptor de insulina leva a
inativacdo da PI3K e mantém ativa a MAPK no figado e coragédo (Dong et al., 2008;
Guo et al., 2009; Qi et al., 2013). Nesse contexto, as alteracbes provocadas pela
reducdo da expressdo das proteinas IRS1 e IRS2 podem ser consideradas
elementos importantes do mecanismo intracelular que associa o desenvolvimento da
resisténcia a insulina e o diabetes mellitus tipo 2 e da obesidade a doencas
cardiovasculares; uma vez que a inativacdo da via PI3K/AKT interfere na
homeostase energética e leva a ativacdo de proteinas quinases ativadoras de
mitogénese, as MAPKs (ERK 1/2, p38 e JNK), promovendo um crescimento
excessivo e instaurando o quadro de obesidade (Guo et al., 2014).

Nosso estudo demonstrou que os animais tratados com DHEA tiveram uma
piora na sensibilidade a insulina, fato este que difere de véarios trabalhos em que
foram utilizados modelos animais e at¢é mesmo em humanos. Nesse sentido, é
possivel sugerirmos que tal diferenga possa estar relacionada com pelo menos trés

fatores: 1) efeito do género associado ao modelo de inducdo de resisténcia a
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insulina, 2) presenca ou auséncia das gonadas e tempo de auséncia da mesma e, 3)
possibilidade de efeito dual do DHEA (efeito estrogénico ou androgénico).

Em relacdo ao primeiro fator, a administracdo de DHEA em ratos machos
obesos, quer por dieta hipercalérica (Sato et al., 2012), quer em cepa selecionada,
ratos Otsuka Long-Evans (Ishizuka et al., 2007), trouxe efeitos benéficos sobre
sensibilidade a insulina, reduzindo a glicemia basal. Ademais, nos adipocitos dos
ratos Otsuka Long-Evans esse esteroide induziu reducdo da adiposidade com
aumento da via intracelular PI3K/PKCC (Ishizuka et al., 2007, 1999). Estudos
realizados em nosso laboratério demonstraram que o tratamento agudo com DHEA
em ratos envelhecidos (10 mg/kg, sc), administrado em dose Unica uma semana
antes do experimento, melhorou a secrecdo de insulina induzida por glicose nas
ilhotas pancreaticas, que foi acompanhada pelo aumento da massa das células [3-
pancreaticas e da expressao proteica da AKT1 (Almeida et al., 2013; Medina et al.,
2006). Ainda, o DHEA foi capaz de aumentar a associa¢do entre IRS1/PI3K e o grau
de fosforilagdo da PKCC/A no musculo; no figado, esse esteroide aumentou a
associacdo entre IRS2/PI3K e o estado de fosforilacdo da AKT, melhorando,
portanto, a sensibilidade a insulina nestes animais em relagdo aos ratos tratados
com veiculo (Campbell et al., 2004). Quanto a presenca ou auséncia das génadas,
sugerida como segundo fator, um estudo recente demonstrou que ratas
ovariectomizadas e submetidas a dieta hiperlipidica por 6 semanas tiveram
hipertrofia das ilhotas pancreaticas, diminui¢cdo da secrecéo de insulina e reducéo da
fosforilacdo da AKT Ser473, e o tratamento com DHEA subcutaneo por 21 dias
reverteu todas essas alteracdes, mostrando um efeito protetor deste esteroide sobre
pancreas endocrino em situacdes de obesidade e menopausa (Veras et al., 2014).

Contudo, em humanos os efeitos do DHEA sdo menos concordantes.
Enquanto alguns trabalhos demonstraram que o tratamento com DHEA em longo
prazo, com doses de 25 e 50 mg/dia via oral, promoveu uma melhora da
sensibilidade a insulina (Lasco, 2001, Villareal, Holloszy, 2004; Weiss et al., 2011),
outros relataram que o DHEA néo influenciou (Casson et al., 1998; Nair et al., 2006;
Panjari et al., 2009) ou até mesmo aumentou resisténcia a insulina (Mortola, Yen,
1990), sendo este ultimo semelhante ao detectado em nosso estudo e que pode
estar relacionado ao efeito androgénico do DHEA.

O conceito de hiperandrogenismo e resisténcia a insulina sdo demonstrados

na literatura de forma classica tanto em homens (Cohen, Hickman, 1987) quanto em



60

mulheres (Stuckey et al., 2014). Nesse sentido, um estudo recente com mulheres na
pré-menopausa demonstrou que o0s esteroides sexuais androgénicos podem
contribuir com alteragbes metabdlicas, incluindo resisténcia a insulina, e estao
associados a riscos a saude (Perry et al., 2013). Uma vez que 0s niveis plasmaticos
de andrégenos diminuem ao longo da fase reprodutiva da mulher e permancem
constantes na menopausa (Davison et al., 2005), € possivel pensarmos que, em
nosso modelo, possa ter ocorrido a biotransformacdo do DHEA para maiores
concentracbes de androgenos do que a estrogenos, justificando a piora na
sensibilidade a insulina nos animais tratados com esse esteroide, como Mortola e
Yen (1990) relataram em seu estudo.

Ademais, nestes ultimos 15 anos estudos epidemiolégicos e experimentais
descreveram uma teoria do tempo ou janela de oportunidade para uso da reposicao
hormonal em mulheres na p6s-menopausa recente e ou com menos de 60 anos de
idade. Nesse periodo, a reposicdo hormonal trouxe significativa ampliacdo na
sobrevida e reducdo no desenvolvimento de doencas cardiovasculares e risco de
cancer de mama (Colditz, Rosner, 2000; Hodis et al.,, 2012; North American
Menopause Society, 2012; Stefanick et al., 2006), tendo em vista que pacientes que
adotaram a reposicao hormonal apds 60 anos apresentaram maior incidéncia de
dessas doengas (Colditz, Rosner, 2000; Hsia et al., 2006; Hulley et al., 1998) em
relacdo aquelas que nédo fizeram o uso da mesma . No entanto, a duracdo da
hormonioterapia € um dos maiores desafios atuais para entender qual o momento
mais apropriado para o interrompimento da mesma (Pardini, 2014). Uma das
hip6teses mecanisticas relacionadas a essa condicdo envolve o aparecimento de
isoformas do ER[, em particular o ERB2, que atuaria como regulador negativo da
acdo estrogénica mediada pelos receptores nucleares, sugerindo que niveis
elevados de ERB2 poderiam diminuir os efeitos benéficos da reposicdo hormonal em
mulheres acima de 60 anos (Wang et al., 2012).

Outro aspecto interessante dos nossos resultados € que a castracao
promoveu um aumento do comprimento naso-anal final relacdo as ratas intactas.
Estudos realizados por Turner et al. (1987) demonstraram que ratas
ovariectomizadas apresentaram aumento na taxa de crescimento 0sseo quando
comparadas as ratas controles, corroborando nossos achados. De acordo com esse
autor, a ooforectomia levou ao aumento tanto da formag¢do quanto a reabsorcéo

0ssea na diafise, e o tratamento com estradiol reverteu esses efeitos. No presente
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estudo ndo detectamos efeitos do DHEA sobre o desenvolvimento longitudinal dos
animais, todavia, a literatura reporta que esse esteroide pode suprimir o crescimento
0sseo agindo diretamente na placa epifisaria através de receptores de estrogenos
(ERa e ERB), diminuindo a proliferagao, hipertrofia e diferenciagdo dos condrdcitos e
aumentando a apoptose dos mesmos (Sun et al., 2011), além de melhorar a
densidade mineral 6ssea tanto em humanos (Nair et al., 2006) quanto em modelos
experimentais (Engdahl et al., 2014).

A avaliacao dos efeitos da ooforectomia bilateral sobre o perfil bioquimico dos
animais também foi realizada. Como esperado, ratas castradas tiveram os niveis
plasmaticos de estradiol reduzidos e atrofia uterina. Por outro lado, a suplementacéo
com DHEA nas ratas ovariectomizadas restaurou parcialmente a concentracao de
estradiol, mas nao foi capaz de modificar a diminuicdo da massa do utero, enquanto
gue nas ratas intactas o DHEA néo influenciou os valores circulantes de estradiol.
Resultados semelhantes foram encontrados por Camporez et al. (2011), mostrando
que o DHEA, apesar de ter sido convertido a estradiol, ndo promoveu alteracfes
sobre a atrofia uterina observada. Ainda, a literatura demonstra que ratas
ovariectomizadas e que foram suplementadas com estradiol apresentaram aumento
do peso uterino (Koricanac et al., 2008; Paquette et al., 2007; Rataj et al., 2014),
uma vez que ele modula o desenvolvimento das células epiteliais do endométrio,
além de induzir angiogénise (Huang et al., 2014).

Importante salientar que ha trabalhos publicados comentando que as
glandulas suprarrenais de roedores séo incapazes de sintetizar DHEA (Davis et al.,
2011; El Kihel, 2012; Wolf, Kirschbaum, 1999). No entanto, outros estudos
demonstraram que alguns tecidos, como o cérebro, figado e ovarios também podem
produzir DHEA tanto em humanos quanto em roedores (Baulieu, 1998; Grasfeder et
al., 2009; Mellon et al., 2001). Nossos resultados demonstram que a ovariectomia
promoveu a redugdo dos niveis plasmaticos de DHEA, e a suplementacdo exdgena
com esse hormodnio elevou a concentracdo sérica do mesmo, em relacédo as ratas
gue foram tratadas com o veiculo. Todavia, em roedores, ndo ha relatos na literatura
que correlacionem os niveis plasmaticos de DHEA com o tempo de vida (Wolf,
Kirschbaum, 1999), fato interessante, pois demonstramos que ap0s a ovariectomia
h& decréscimo dos niveis circulantes desse esteroide, indicando o papel dos ovarios

na producédo desse esteroide.
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Os valores séricos de colesterol total, HDL-c e LDL-c foi semelhante entre os
grupos. Todavia, os niveis de triacilglicerol e VLDL-c nas ratas castradas foram
significativamente menores do que nas ratas controles, dados estes que corroboram
com a literatura (Liu et al., 2004; Paquette et al., 2007). Os estrégenos exercem um
importante papel sobre a producdo de lipoproteinas hepéaticas e modulam a
expressdo das apolipoproteinas. De acordo com Paquette et al. (2007), ha uma
inversa relacdo entre os valores de triacilglicerol hepatico e triacilglicerol sérico.
Tanto em humanos, quanto em modelos experimentais, a suplementacdo com
estroégenos induz o aumento do RNAm e a subsequente sintese da apolipoproteina
B-100 no figado, sendo essa envolvida na sintese de VLDL (Schaefer et al., 1983;
Srivastava et al., 1992). Assim, a reducdo da secrecdo de VLDL pelo figado
apresenta relacdo direta com baixas concentracfes sanguineas de estrégenos.
Nesse contexto, a baixa concentragdo plasmatica de triacilglicerol pode contribuir
para o aparecimento da estreatose hepatica por induzir acumulo do triacilglicerol nos
hepatdcitos; e a esteatose hepatica pode estar associada ao desenvolvimento de
defeitos na sinalizacdo da insulina e da resisténcia a insulina (Bojic et al., 2014;
Ortiz-Lopez et al., 2012; Samuel et al., 2004).

Tem sido demonstrado que as concentracdes plasmaticas de albumina sao
baixas em individuos obesos quando comparados a pessoas ndo obesas, e ha uma
correlacdo negativa com o indice de massa corporal (IMC) e percentual de gordura
(Salas-Salvadé et al.,, 2006; Wang et al.,, 2012). Ademais, h& diversos estudos
correlacionando inflamagéo, obesidade e doencgas cardiovasculares (Bentley-Lewis
et al., 2007; Bull6 et al., 2003; Gregor, Hotamisligil, 2011). Esse quadro é
acompanhado pelo aumento de diversas citocinas pré-inflamatorias, como TNF-q,
IL-6, IL-1B, CCL2, dentre outras (Berg, Scherer, 2005; Gregor, Hotamisligil, 2011;
Shoelson et al., 2006). Um dos efeitos destas citocinas pro-inflamatoérias € interferir
na sintese hepatica de proteinas de fase aguda negativa, que inclui a albumina
(Don, Kaysen, 2004; Salas-Salvadé et al.,, 2006). Dessa maneira, a reduzida
concentracédo de albumina detectada no presente estudo nas ratas castradas pode
ser explicada pelo contexto da obesidade induzida pela dieta hiperlipidica, modelo
associado a doenca inflamatéria subaguda (Gregor, Hotamisligil, 2011).

A ovariectomia bilateral induziu reducdo nos parametros da funcdo renal
avaliados, uréia e creatinina. Em humanos, um trabalho recente demonstrou que

mulheres num estagio de menopausa igual ou inferior a cinco anos ndo apresentam
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modificacdes nos niveis plasmaticos de uréia e creatinina (Matsui et al., 2014), e a
terapia de reposicdo hormonal ndo modifica ambos parametros, embora tenha
apresentado efeitos favoraveis em outros aspectos renais, como na taxa de filtracao
glomerular (Kaygusuz et al., 2012). Em modelos experimentais, Ulas e Cay (2011)
demonstram que ratas castradas e alimentadas com dieta padréo nao tiveram
alteragbes nos niveis plasméaticos desses marcadores da fungdo renal quando
comparadas aos animais controles, e a suplementacdo com estradiol também nao
exerceu qualquer efeito. Considerando que a creatinina pode ser sintetizada pelos
rins (Ambrose et al., 1983), figado (Myers et al., 2006) e pancreas (Perrone et al.
1992), enquanto a uréia, que é derivada do catabolismo de proteinas, e é formada
exclusivamente por enzimas hepaticas no ciclo da uréia (Lamb, Price, 2008), é
possivel sugerir que a reducdo desses marcadores renais apresentados nas ratas
ovariectomizadas em nosso estudo poderia estar relacionada com um desbalanco
da funcéo hepética, devido ao possivel acumulo de gordura no figado, uma vez que
este 6rgdo € importante para a sintese da uréia e creatinina. Ademais, ndo ha
relatos diretos na literatura que reportam a influéncia do DHEA sobre os niveis de
creatinina plasméatica, mas foi possivel observar que baixas concentracdes de
DHEAS aumenta o risco de mortalidade em pacientes dependentes de hemodiélise
(Hsu et al., 2012; Kakiya et al., 2012).

De modo geral, nossos resultados demonstraram que a ovariectomia
influenciou de forma negativa varios aspectos metabdlicos avaliados, como a
homeostase glicémica que foi associada a obesidade, e parametros bioquimicos,
além de provocar alteracbes nas etapas iniciais da via de sinalizacdo da insulina
(Apéndice 1). Embora alguns trabalhos publicados por nosso laboratério e a literatura
especifica demonstrar que o DHEA pode exercer efeitos benéficos sobre a
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, neste estudo observamos que a
deidroepiandrosterona, além de nao ser capaz de recuperar a acao da insulina nos

tecidos avaliados, piorou a sensibilidade a insulina nesses animais.
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6 CONCLUSAO

Esse estudo confirma que a ooforectomia bilaterial levou ao aumento da
massa corporal e obesidade, resultando no aparecimento do quadro de resisténcia a
insulina e intolerancia a glicose, além de promover alteracdes tecido-especificas nas
etapas iniciais da via de sinalizagcédo de insulina. Ademais, o tratamento com DHEA
piorou a sensibilidade a insulina, além de induzir maior ingestao caldrica nesses
animais.

Tomados em conjuntos, nossos resultados sugerem que suplementagéo com
DHEA néo € benéfica em todos os modelos, uma vez que o uso desse esteroide
pareceu induzir um estado androgénico nos animais, cujos efeitos foram refletidos

sobre os parametros enddécrinos e metabalicos.
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APENDICE A - Representacéo gréfica do percentual (%) da frequéncia de
ocorréncia de cada fase do ciclo estral antes e apds a ooforectomia ao longo de 4

dias
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APENDICE B - Percentual (%) de ganho de peso dos animais durante o periodo
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APENDICE C - Efeito da ovariectomia bilateral sobre a média do consumo de
alimento, ingestao hidrica e caldrica e percentual de preferéncia pela racdo
hipercalorica/hiperlipidica 5 e 9 semanas ap0ds a castracao

52 semana 92 semana
Interacao
SHAM OVX SHAM OvVX
Consumo de 12,1+1,8 14,0+2,6 13,242,2 13,1+2,1 NS
alimento (g/dia)
Ingestéo energética 64,9+9,5 74,7+14,0 70,5+11,6 70,1+11,2 NS
(kcal/dia)
Preferéncia pela 34,745,1 39,9+7,5 37,616,2 37,5+6,0 NS
racao (%)
Ingestdo hidrica 23,5+6,1 25,5+7,5 27,0+8,7 21,1454 p=0,0475

(mL/dia)

Nota: Os dados foram representados pela média + DPM. O tamanho amostral variou entre 10 e 20
animais. 2Way ANOVA, Bonferroni.

Abreviaturas:

NS: estatisticamente néo significativo

Ingestéo energética = média do consumo de racdo x energia metabolizavel da dieta

Percentual de preferéncia (%) = (quantidade ingerida da dieta x 100) / 40 g da dieta ofertada

APENDICE D - Constante de desaparecimento da glicose (K1) mensurado nas
ratas apos 5 e 9 semanas de ooforectomia
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Apos restricdo alimentar de 6 h, os animais acordados receberam uma carga de insulina ip (0,75U/kg de
peso corporal). A glicose foi determinada por meio de glicosimetro em amostras de sangue retiradas da
cauda nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos apds a administracdo de insulina. (A) Kyt
correspondente a 52 semana e (B) 92 semana ap0s a ooforectomia. As barras representam a média *
DPM, n=9-16. Teste t de Student.
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APENDICE E - Teste de tolerancia a glicose (ipGTT) de animais ap6s 9 semanas de

castracao
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Apos restricao alimentar de 6 h, os animais acordados receberam uma solugéo de glicose 20% (2,0 g/kg de
peso corporal) na cavidade intraperitoneal. A glicose foi determinada por meio de glicosimetro em amostras
de sangue retiradas da cauda nos tempos 0 (basal), 15, 30, 60 e 120 minutos apdés a administragdo da
carga de glicose. (A) Curva glicemia e (B) andlise da area total sob a curva (AUC) da glicemia gerada apos
o teste. As barras representam a média =+ DPM, n=15. Teste t de Student.

APENDICE F — Express&o proteica e grau de fosforilacdo de proteinas envolvidas
nas etapas intracelulares iniciais da acdo insulinica no figado de ratas tratadas com
veiculo ou DHEA apés 12 semanas de ooforectomia normalizadas com Ponceau

SHAM SHAM+DHEA OoVX OVX+DHEA
IRB 0,53+0,20 0,44+0,09 0,51+0,14 0,56+0,23
IRS1 0,25+0,16 0,24+0,18 0,49+0,15 0,49+0,18
PI3K 0,49+0,17 0,42+0,12 0,57+0,14 0,51+0,18
AKT1/2/3 0,55+0,21 0,39+0,12 0,39+0,05 0,31+0,08
p°>*YIRS1 0,71+0,12 0,64+0,08 1,22+0,32 1,51+0,32
SHAM SHAM+DHEA OoVX OVX+DHEA
Insulina - + - + - + - +
pp95 576+305  2083+446 5864208 15124239 531+163 2235+406 454+117  1810+296

p>""AKT 0,08+0,09 0,51+0,23 0,08+0,08 0,27+0,08 0,18+0,13 0,59+0,20 0,21+0,08 0,60+0,05

Nota: Valores absolutos das leituras das densitometrias épticas ja normalizadas por Ponceau e que
foram transformados em percentagem (%) de Unidades Arbitrarias. Os dados foram expressos pela média
+ DPM. N=6-8 e 3-4, para expresséo proteica e para avaliacdo do grau de fosforilagéo, respectivamente.
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APENDICE G - Expressio proteica e grau de fosforilagdo de proteinas envolvidas
nas etapas intracelulares iniciais da acéo insulinica no masculo gastrocnémio de
ratas tratadas com veiculo ou DHEA apds 12 semanas de ooforectomia
normalizadas com Ponceau

SHAM SHAM+DHEA OVX OVX+DHEA
IRB 0,52+0,16 0,60+0,21 0,38+0,15 0,38+0,15
IRS1 0,38+0,13 0,35+0,13 0,29+0,14 0,23+0,12
PI3K 0,56+0,16 0,58+0,07 0,59+0,06 0,64+0,16
AKT1/2/3 0,50+0,15 0,50+0,09 0,44+0,12 0,39+0,13
p°>rYRS1 1,18+0,35 0,95+0,56 1,30+0,63 1,17+0,25
SHAM SHAM+DHEA OVX OVX+DHEA
Insulina - + - + - + - +
pp95 1391+180 2203+176  1232+131 2062+124 1179+260 1895+319 624426  1233+135
pp185 1061+418  1994+193 8424241 17374198 632+475 1049+281 688+156  910+448

p>™“"AKT  0,25#0,18 0,60+0,12 0,23%0,05 0,55+0,19 0,24+0,12 0,51+0,12 0,16x0,05 0,47+0,04

Nota: Valores absolutos das leituras das densitometrias Opticas ja normalizadas por Ponceau e que
foram transformados em percentagem (%) de Unidades Arbitrarias. Os dados foram expressos pela média
+ DPM. N=6-8 e 3-4, para expresséo proteica e para avaliacdo do grau de fosforilagéo, respectivamente.

APENDICE H - Express&o proteica e grau de fosforilacio de proteinas envolvidas
nas etapas intracelulares iniciais da acao insulinica no coracao de ratas tratadas
com veiculo ou DHEA apés 12 semanas de ooforectomia normalizadas com

Ponceau
SHAM SHAM+DHEA OoVX OVX+DHEA
IRB 0,45+0,17 0,48+0,05 0,50+0,10 0,57+0,11
IRS1 0,54+0,15 0,37+0,20 0,31+0,15 0,31+0,21
PI3K 0,70+0,09 0,56+0,16 0,47+0,16 0,55+0,16
AKT1/2/3 0,46+0,11 0,45+0,18 0,42+0,14 0,44+0,17
SERCA2 0,39+0,23 0,30+0,14 0,34+0,13 0,28+0,07

p>**YIRS1 1,38+0,43 1,76+0,55 1,64+0,66 0,76+0,20
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SHAM+DHEA OVX OVX+DHEA
Insulina - + - + - + - +
pp95 760+83 1970+241 703+8 1674+694 934+152 1589+353 678+308 1566+282
ppl85 595+70 2199+196 865+468 625+98 671+£315 942+410 458+261 882+182
psemSAKT 0,15+0,09 0,67+0,15 0,19+0,04 0,45+0,08 0,12+0,05 0,56+0,08 0,11+0,05 0,62+0,09

Nota: Valores absolutos das leituras das densitometrias Opticas ja normalizadas por Ponceau e que
foram transformados em percentagem (%) de Unidades Arbitrarias. Os dados foram expressos pela média
+ DPM. N=6-8 e 3-4, para expressao proteica e para avaliacao do grau de fosforilagao, respectivamente.

APENDICE | - Tabela geral dos resultados obtidos

Variaveis Castragdo DHEA Variaveis Castragdo DHEA

Peso corporal 1 - IRB figado - -
IMC e indice de Lee 1 - IRB musculo ! -
Naso-anal final 1 - IRB coragéo - -
Consumo alimentar 1 0 IRS1 figado 1 -
Ingestéo energética 1 1 IRS1 musculo ! -
Eficiéncia alimentar 1 - IRS1 coragédo ! -
% pref. pela racdo 1 1 PI3K figado - -
Ingestéo hidrica ! ! PI3K musculo - -
Kt 1 ! PI3K coragdo ! -
ipGTT ! - AKT1/2/3 figado ! 1
TA SC, PG e RP 1 - AKT1/2/3 muasculo - -
Coragédo - - AKT1/2/3 coragao - -
Rins - - SERCAZ2 coragdo - -
Utero ! - pp95 figado - l
DHEA l 0 pp95 musculo - -
Estradiol l 0 pp95 coracao - -
Insulina - - pp185 muasculo l -
Glicemia - - pp185 coracéo l -
CT, HDL-c e LDL-c - - p-IRS1 (Ser307) figado 1 -
VLDL-c ! - p-IRS1 (Ser307) masculo - -
TAG l - p-IRS1 (Ser307) coragéo - -
Proteinas totais - - p-AKT (Serd73) figado 1 -
Albumina ! - p-AKT (Ser473) musculo - -
Uréia ! - p-AKT (Ser473) coragdo - -
Creatinina l l

ALT - -

AST - -

Nota: Os simbolos utilizados na tabela estdo descritos abaixo.
(1) — houve aumento; (]) — houve redugéo; (-) — ndo madificou.
Abreviaturas:
IMC: indice de massa corporal
% pref. pela racdo: percentual de preferéncia pela racao
Kirr: constante de desaparecimento da glicose
ipGTT: teste de tolerancia a glicose
TA SC, PG e RP: tecido adiposo subcutaneo, periuterino e retroperitoneal
DHEA: deidroepiandrosterona
CT: colesterol total
HDL-c: colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade)



LDL-c: colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade)
VLDL-c: colesterol VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade)
TAG: triacilglicerol

ALT: alanina aminotransferase

AST: aspartato aminotransferase

IRB: subunidade B do receptor de insulina

IRS1: substrato 1 do receptor de insulina

IRS2: substrato 2 do receptor de insulina

PI3K: fosfatidilinositol 3-cinase

AKT1/2/3: proteina cinase B isoformas 1, 2 e 3

SERCA2: célcio ATPase do retriculo endoplasmatico isoforma 2
pp95: proteinas fosforiladas na regido de 95 kDa

ppl85: proteinas fosforiladas na regido de 185 kDa

p-IRS1 (Ser307): fosforilagdo do IRS1 no residuo serina 307
p-AKT (Ser473): fosforilagdo da AKT no residuo serina 473
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