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INTRODUCAO

A menopausa é um evento do climatério caracterizado pela amenorreia, causada pela falta de E2,
gerada pela faléncia ovariana ou pela retirada dos ovarios (ovariectomia). O E2 desempenha papel
fundamental na funcdo reprodutiva e participa da regulacdo de outros processos como 0
metabolismo de lipidios e glicose, agindo nos tecidos adiposo, muscular, nervoso e cardiaco
(MONTEIRO; TEIXEIRA; CALHAU, 2014). Sua falta, portanto, pode acarretar alteracdes
metabdlicas, que sdo determinantes para o estabelecimento de um estado pré-inflamatério crénico.
E observado aumento dos niveis de marcadores pré-inflamatérios, tais como a interleucina-1 (I1L-1)
e fator de necrose tumoral-&#945; (TNF-&%#945;), indicando uma forte ligacdo entre os baixos
niveis de E2 e a inflamacdo (CENCI et al., 2000).

O sistema imune também pode ser comprometido apds a menopausa devido a diminuicdo da
concentracdo de estrogénio, em razdo do declinio da quantidade de linfocitos T e B, com
consequéncias sobre o desenvolvimento de doencas infecciosas, neoplasias e inflamac6es cronicas
(FARIA et al., 2013).

A investigacdo acerca de mecanismos endogenos envolvidos nas disfungdes pds-menopausicas,
bem como mecanismos de citoprotecdo capazes de prevenir danos e reduzir o risco de
desenvolvimento de doengas inflamatorias, & importante na perspectiva de minimizar agravos
decorrentes da baixa concentracdo de E2. Entre os mecanismos de citoprotecdo, destacamos a
proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70), a qual apresenta acéo anti-inflamatoria. Na falta de
E2, a producdo desta proteina também pode ser negativamente influenciada (HAMILTON et al.
2004).



[

SALAO o 'L‘C_,: it

CONHECIMENTO ot a9

CIENCIA ALIMENTANDO O BRASIL VI SEMINARIO DE INOVAGAO E TECNOLOGIA

Modalidade do trabalho: Relatério técnico-cientifico
Evento: XXIV Seminario de Iniciacdo Cientifica

Entre os fatores indutores da expressao de HSP70 podemos citar o estresse termico (ANSCKAR E
SISTONEN, 2011). Para tanto, no presente trabalho foi investigado o efeito da ovariectomia sobre o
perfil glicémico e hematoldgico e o respectivo efeito da terapia de choque térmico sobre os
referidos parametros.

METODOLOGIA

Foram utilizados 32 ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus albinus) virgens, adultas com 20
semanas de idade, provenientes do biotério da UNIJUI. Os animais foram mantidos sob ciclo
claro/escuro 12h/12h, temperatura ambiente de 22+2°C e umidade relativa do ar a 60%, alimentados
ad libitum, com racao padrdo (NUVILAB), contendo aproximadamente 52% de carboidratos, 21%
de proteinas e 4% de lipideos e com livre acesso a agua. Projeto aprovado pelo Comité de Etica da
UNIJUI, Parecer N° 003-15.

Grupos experimentais: Os animais foram alocados nos seguintes grupos de acordo com o
tratamento: Controle (C): animais submetidos a falsa cirurgia e mantidos em normotermia; Terapia
de choque térmico (TCT): animais submetidos a terapia de choque térmico e falsa cirurgia;
Ovariectomizadas (OVX): animais submetidos a intervencdo cirargica com remocao bilateral dos
ovarios e mantidos em normotermia; Ovariectomizadas + Terapia de choque térmico: (OVX +
TCT): animais submetidos a intervencao cirdrgica com remocéo bilateral dos ovarios e a terapia de
choque térmico.

Ovariectomia: Remocéao cirurgica bilateral dos ovarios. Os animais foram anestesiados, utilizando
0 seguinte protocolo farmacoldgico: medicacdo pré-anestésica: morfina 5 mg/kg IP; inducédo:
isofluorano a 4% inalatério; manutencdo: isofluorano a 2% inalatorio; pds-operatorio: morfina 5
mg/kg SC a cada 4h por 24 horas.

Terapia de choque térmico: Os animais dos grupos experimentais TCT e OVX+TCT foram
submetidos a terapia de choque térmico em sessfes semanais (1x/semana), por um periodo de 12
semanas. Em cada sessdo, 0s animais foram anestesiados com xilazina 10 mg.kg-1 (0,05 mL de
xilazina 2% para 100 g de rato) e cetamina 90 mg.kg-1 i.p. (0,09 mL de cetamina 10% para 100 g
de rato) para supressdo do controle da temperatura e inducdo da hipertermia. Foram colocados em
um recipiente (banho) com agua a 42 °C, tendo a temperatura monitorada com termémetro retal.
Tao logo apresentaram temperatura corporal de 41 °C, os animais foram mantidos no banho durante
quinze minutos (CHUNG et al., 2008). Os animais dos grupos ndo submetidos ao choque térmico
(grupos C e OVX) também foram anestesiados, porém mantidos em banho com agua de 37 °C e
temperatura corporal entre 36,5-37,5 °C, monitorada com termometro retal.

Teste de Tolerancia a Glicose: Os testes de tolerancia a glicose (GTT) foram realizados em todos
0S grupos experimentais em diferentes momentos de tratamento, ou seja, no tempo zero (antes da
cirurgia), na 4%, 82 e 122 semana de terapia de choque térmico. Os testes foram realizados 48h apés a
sessdo de choque térmico da semana e com 0s animais em jejum de 12 horas. Para a realizacdo do
teste de tolerancia a glicose, foi preparada uma solucdo de glicose 80% (m/v), administrada na
concentracdo 1g/kg, por via intraperitoneal (IPGTT). Para a obtencdo da curva glicémica, o valor da
glicemia em jejum foi mensurado apos 0s animais permanecerem no laboratorio por no minimo 30
minutos (tempo zero) e nos tempos de 30 e 120 minutos apos a injecdo de glicose. As medidas da
glicemia foram realizadas com sangue total em puncéo na parte distal da cauda dos animais, usando
aparelho de leitura glicémica capilar, glicosimetro, OptiumXceed da Abbott.
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Coleta das amostras: Para coleta do sangue os animais foram mortos por decapitacdo, e 0 sangue

troncular foi coletado em tubo com anticoagulante (EDTA) para determinacdo dos parametros
hematologicos (5pL de EDTA/500pL de sangue total).
Hemograma: Para a determinacdo automatizada foi utilizado o analisador hematologico Micros 60
(Horiba), seguindo as recomenda¢des do fabricante. Através desse equipamento foi possivel obter
0S seguintes parametros: contagem total de hemacias, hematocrito, hemoglobina, indices
hematimétricos (VCM, HCM e CHCM), amplitude de distribuicdo dos eritrocitos - RDW;
contagem total de leucocitos (WBC), contagem relativa e absoluta de leucécitos (neutrofilos,
eosinofilos, basofilos, linfocitos e mondcitos) além da contagem de plaquetas (Horiba).

Analise estatistica: Os dados foram apresentados em média + DP, sendo analisados por ANOVA
de uma via seguido pelo teste post-hoc de Tukey, com um nivel de significancia de 5% (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca no perfil glicémico (figura 1 A e B) antes e apds
a ovariectomia. Constatou-se que todos o0s animais, independente da intervencdo aplicada,
apresentaram padrGes de normoglicemia. A ovariectomia ndo alterou a resposta glicémica a
sobrecarga de glicose (figura 1 C e D) durante o teste de tolerancia a glicose, logo o tratamento com
0 choque térmico ndo desempenhou seu papel em melhorar a glicemia.
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Figura 1. Avaliacdo da glicemia de jejum e tolerancia a glicose, por meio da area sob a curva (ASC) durante as 12
semanas de terapia de choque térmico em ratos Wistar fémeas ovariectomizadas. (A) glicemia antes da cirurgia (T=0),
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P=0,4958. (B) glicemia ap6s a 122 semana de tratamento (T=12), P=0,2421. (C) ASC antes da cirurgia (T=0),
P=0,1879. (D) ASC ap6s a 122 semana de tratamento (T=12), P=0,8057. Analise estatistica realizada por ANOVA de
uma via, seguido de teste post-hoc de Tukey, considerando significncia valor do P< 0,05.

Em relacdo ao perfil hematoldgico, foram analisados diversos pardmetros relacionados ao
eritrograma, como a concentracdo de hemaécias, hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e
indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) (tabela 1). Nao foram observadas alteracdes nestes
parametros, em nenhum dos grupos experimentais.

Outros parametros hematoldgicos analisados se referem ao leucograma e a contagem de plaquetas.
Neste ultimo item, ndo foi observada diferenca entre os grupos experimentais. Com relacdo a
contagem total de leucdcitos (WBC) e seus subtipos, como linfdcitos, segmentados, bastonetes,
eosinofilos, mondcitos, os resultados apontam alteraces. O grupo de animais ovariectomizados e
submetidos a terapia de choque térmico (OVX + TCT) apresentaram maior concentracdo de
leucdcitos circulantes, quando comparado ao grupo controle (tabela 1). Em relacdo aos subtipos,
observa-se também que a concentracdo de linfocitos é elevada no grupo OVX + TCT, quando
comparado ao grupo C e também em relacdo ao grupo TCT (tabela 1).
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Tabela 1: Parametros Hematologicos dos grupos (C) Controle, (TCT) Terapia de choque térmico,
(OVX) ovariectomia, (OVX+TCT) ovariectomia +terapla de choque térmico.

Grupos
Variavel c TCT OVX OVX4TCT SN
(valor de P)
WBC (10mm?)  4.4040,90 4,6540,93 4564022 5,6340 42" 00246
Rusihp 479 54416 4846 5644 0.1078
‘unldad.’
Mot 412464 398457 4134164 4274148 0.9824
{unidade)
Eosinofilo 19425 9419 0.00 7120 0,2399
(unidade)
Monocitos
216427 242497 197439 219433 05038
(uﬂ'dad.'
LiwscKos 36464731 37241578 40504435 48984520 0.0021
(unidade)
?f‘:‘“ 1,140,37 133805 140 120 0.1228
0
:‘:’" s 11,324,00 13,36,10 1024380 8,243.71 0.1787
0
f:: o 0424053 0.2240,44 040 0,1440,37 01915
m""‘“'“ 4,4240,78 4,5540,88 4224066 3,7140,75 0,1900
Linfocito
s 83,0837 80,6468 852437 87,0846 0,0944
RBC (10°'mm?)  6.7840.59 6.6241.33 7144107 6.6340,68 06957
HBO 14,441,04 13,840,37 14,641 14 13,941,08 03516
(g/dL)
HCT
i 3754299 35,646,37 38,644,15 36,743,00 05208
PLT (109 mm?) 664481 6214111 660458 638499 0.7472
McV
o 55,341.70 54.142,20 54,743 45 55,413 45 0,7335
ok 2134091 21,141 62 20,741 55 21,141 31 08166
Pg)
MCHC (g/dL) 38,840,79 38,341.22 37,641 40 38.140.74 04335
?‘»‘D)w 13841087  13.640,83 13,740,680 13,940.50 0.1787
-
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Grupos experimentais: controle (C), terapia de choque térmico (TCT), ovariectomia (OVX), ovariectomia + terapia de
choque térmico (OVX+TCT). Leucécito (WBC); Eritrocitos (RBC); Hemoglobina (HBG); Hematocrito (HCT);
Volume corpuscular médio (MVC); Hemoglobina corpuscular média (MCH); Concentracéo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC); Amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (RDW). ANOVA, seguido pelo Teste de Tukey.
Resultados descritos em média + dp. N=7-9. WBC * P<0,05 vs C; Linfocitos ** P<0,05vs C e TCT.

A reducdo de estrogénio apds a ovariectomia pode estar associada ao aumento de marcadores
inflamatdrios. Nao observamos alteracfes no leucograma dos animais ovariectomizados (OVX).
Porém, a resposta dos animais ovariectomizados e submetidos a terapia de choque térmico (OVX +
TCT) pode sinalizar uma possivel ativacdo imunoldgica neste grupo. Outros estudos mostram que a
hipertermia, em tratamento repetitivo (terapia), causa aumento da concentracdo de leucocitos,
especialmente do tipo linfocitos (TOMIYAMA et al., 2015).

A terapia térmica por calor induz a expressao de HSP70, cujo efeito intracelular é anti-
inflamatdrio. Contudo, esta proteina € também liberada para o plasma, onde exerce acdo
estimuladora sobre o sistema imunolégico (KRAUSE et al., 2015), o que poderia explicar o efeito
da terapia térmica sobre o aumento da concentracao de linfécitos, observada no grupo de animais
ovariectomizados e submetidos a terapia de choque térmico.

CONCLUSAO

A ovariectomia ndo causou alteracdo na glicemia de jejum, na resposta glicémica a sobrecarga de
glicose e nos pardmetros hematoldgicos relativos ao eritrograma. Entretanto, animais
ovariectomizados e submetidos a terapia térmica apresentam linfocitose, sinalizando ativacdo do
sistema imunoldgico.

PALAVRAS-CHAVE: Menopausa; ovariectomia; leucdcitos; linfécitos; terapia térmica; glicemia.
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