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Resumo vii

E bem estabelecido que os horménios ovarianos modulam o metabolismo das células
adiposas e possuem um efeito protetor contra doengas cardiovasculares. No presente estudo
avaliamos o papel do estradiol sobre o metabolismo do tecido adiposo de ratas Wistar-Kyoto
normotensas (WK) e espontaneamente hipertensas (SHR). As ratas foram ovariectomizadas e
21 dias apo6s, receberam inje¢des do veiculo (0,1 mL de 6leo/100 g de peso corporal) ou com
estradiol (5pg/0,1 mL/100 g de peso corporal).

Foi verificado que a administragdo de estradiol apds a ovariectomia (OVX) reduziu
significativamente a pressdo arterial sistolica, apenas do grupo SHR. A administracdo de
estradiol reduziu, nos dois grupos de animais, o diametro celular dos adipocitos mesentéricos
e periuterinos, € aumentou o nimero de células apenas nos tecidos das fémeas WK. O nimero
de células do grupo SHR foi sempre superior ao dos WK, independentemente do tratamento.

A atividade da enzima lipase lipoprotéica do tecido adiposo aumentou nas ratas
ovariectomizadas dos dois grupos, embora a os valores obtidos para as SHR fossem cerca de
50 — 300% inferiores aos obtidos para as WK. A administragdo de estradiol reduziu a
atividade da enzima, independentemente do grupo ou tratamento.

A presenga de insulina (2,5 ng/mL) no meio de incubagdo, estimulou a captagdo de
glicose pelos adipdcitos periuterinos e mesentéricos dos dois gupos de animais. Entretanto, o
efeito foi mais acentuado nas ratas que receberam estradiol. O tratamento com estradiol
aumentou a lipolise basal dos adipdcitos periuterinos nos dois grupos, WK ¢ SHR. Quanto aos
adipocitos mesentéricos, o tratamento com estradiol aumentou a lipolise basal apenas do
grupo WK. A curva dose-resposta para o efeito antilipolitico da insulina mostrou que os
adipocitos mesentéricos das SHR tratadas com estradiol foram mais sensiveis a inibi¢do da
lipdlise estimulada pelo isoproterenol. A atividade lipolitica dos adipocitos isolados das SHR
foi superior ao das WK independentemente do tratamento, sugerindo uma sensibilidade

aumentada ao isoproterenol, em relagdo ao WK.



Resumo viil

Observou-se que apenas no tecido periuterino de ratas WK tratadas com estradiol,
ocorreu um aumento significativo nos niveis de expressdo do gene do receptor de ativacao
peroxissomal (PPAR) do tipo y. Nas SHR, observou-se um nivel menor de expressao do gene
do PPARY em relacdo as WK e ndo foram observadas diferencas de expressao deste gene nos
tecidos periuterino em resposta ao tratamento. Entretanto, no tecido adiposo mesentérico, os
niveis do mRNA do PPARy foram maiores que os de outros tecidos e o tratamento com
estradiol aumentou de maneira significativa os niveis de expressao deste gene. Quanto ao
PPARa, verificou-se que o tratamento com estradiol aumentou significativamente os niveis de
expressao deste fator de transcri¢ao no figado dos dois grupos de animais. A expressao deste
gene aumento no coracao das SHR tratadas com estradiol.

Os resultados apresentados no presente trabalho sugerem que a falta de estradiol pode
aumentar o risco cardiovascular, através de um aumento da pressdo arterial, conforme
evidenciado nas ratas SHR. A redu¢do da sensibilidade a insulina apdés OVX reduziu a
capacidade da insulina em suprimir a lipolise apds estimulo com isoproterenol, bem como
reducdo da captagdo de glicose pelos adipocitos. Por outro lado, o aumento da sensibilidade
insulinica evidenciado pela administracdo de estradiol, pode ser conseqiiente ao aumento da
expressdo do PPARy e indiretamente do PPARa (através de seu efeito redutor da
adiposidade). Os adipdcitos viscerais sdo considerados lipoliticamente mais ativos que outros
depositos lipidicos, de modo que o aumento da captagdo de glicose, importante para o
fornecimento de glicerol-3-fosfato, pode contribuir para reduzir a liberagdo de acidos graxos
através de um aumento da esterificacdo e desta forma, reduzir o afluxo de acidos graxos ao

figado.



Abstract X

It is well established that ovarian hormones modulate the metabolism of adipose cells
and present a protective effect against cardiovascular disease. This study evaluated the
estradiol’s effects on adipose tissue metabolism of normotensive, Wistar-Kyoto (WK) and
spontaneously-hypertensive rats (SHR). Twenty one days after ovariectomy (OVX) the rats
received vehicle (0,1 mL 0il/100 g bw) or estradiol (5pg/0,1 mL/100 g bw).

Following estradiol administration, a significant decrease of systolic arterial pressure
in the SHR was observed. Our results show in both goups, that adipocytes isolated from
estradiol treated animals were smaller than that isolated from the vehicle treated rats, and
increase in the cell number was observed only in WK rats. The number of adipocytes from
SHR was higher than WK, independently of treatment.

Adipose tissue lipoprotein lipase activity increased after OVX in both groups,
although in the SHR the values were 50% - 300% smaller than that observed in WK rats.
Estradiol administration decreased the enzyme activity, independently of the group or
treatment.

The presence of insulin (2,5 ng/mL) in the incubation media, stimulated glucose
uptake by periuterine and mesenteric adipocytes from WK and SHR groups. However, the
effect was more evident in the estradiol treated rats. The replacement with estradiol
significantly increased basal lipolysis in periuterine adipocytes from both groups. In relation
to mesenteric adipocytes, the treatment with estradiol significantly increased basal lipolysis
only in WK rats. The dose-response relationship for insulin inhibition of lipolysis
demonstrated that mesenteric adipocytes from SHR treated with estradiol are considerably
more sensitive to insulin inhibition of isoproterenol-stimulated lipolysis than those from WK
animals. The lipolytic activity in the SHR was higher than that of WK independent of the

treatment, suggesting an increased sensitivity to isoproterenol in relation to the WK rats.



Abstract X

It was observed that in the periuterine tissue of WK treated with estradiol, a significant
increase occurred in the expression levels of peroxisome proliferator activated receptor y
(PPARY), not observed in the mesenteric tissue. In the SHR it was observed a lower
expression of PPARY in relation to the WK and differences of expression of this gene due to
the treatment was not observed in periuterine tissue. However, in the mesenteric tissue, the
levels of PPARy mRNA were higher than that of other sites and the treatment with estradiol
significantly increased the expression levels of this gene. The treatment with estradiol
significantly increased the expression of PPARa in the liver, of both groups. In the SHR the
treatment with estradiol increased, in a significant way, the levels of PPARa also in the heart.

The results presented in the present work suggest that the estradiol deficiency can
increases the cardiovascular risk, through the increase in blood pressure, as shown in SHR.
The reduction of sensitivity to insulin after OVX unchained problems such as the inability of
the insulin to suppress lipolysis after stimulus by catecholamines. The reduction of sensitivity
for insulin was also harmful to the glucose uptake after OVX. It was evidenced that, the
administration of estradiol, through the increase of PPARy and PPARa expression increased
the sensitivity for insulin. Visceral adipocytes are lipolyticaly more active than other depots,
and the increase in glucose uptake, important for glycerol-3-phosphate production, may
contribute to decrease fatty acids secretion by increasing esterification and consequently

decreasing the flux of fatty acids to liver.
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O acumulo de lipidios no tecido adiposo esta associado a alteragdes profundas do
sistema cardiovascular, incluindo entre outras, um aumento da pressdo sanguinea sistémica
(FERRANINI, 1992). Um nimero crescente de evidéncias sugere que a distribuicao de tecido
adiposo em humanos, ¢ um fator critico na relagdo entre obesidade e doencas
cardiovasculares, uma vez que o acimulo de gordura abdominal estd associado ao risco de
desenvolvimento de doenca cardiovascular ¢ mortalidade (LARSSON e cols, 1984;
DONAHUE e cols, 1987, BJORNTORP, 1984; KISSEBACH e cols, 1994). Individuos
obesos apresentam alto risco para o desenvolvimento de diabetes tipo II e outras
anormalidades metabodlicas que promovem o desenvolvimento de aterosclerose (PI-SUNYER,
1993). Desta forma, a obesidade ¢ atualmente considerada um importante e independente
fator de risco para morbidade cardiovascular e mortalidade, especialmente quando do tipo
visceral (KISSEBACH ¢ cols, 1994).

Observagdes clinicas indicam que os hormdnios esterdides femininos estdo envolvidos
na determinacdo da distribuicdo da massa adiposa, isto ¢, maior acumulo de gordura
subcutanea na regido gluteo-femural (KISSEBACH e cols, 1985) e menor na regido visceral
(KVIST e cols, 1988). Essa distribuicdo de gordura tende a desaparecer, ou pelo menos
reduzir parcialmente na menopausa, quando ocorre acimulo de gordura visceral, a qual pode
ser prevenida pela terapia de reposi¢do hormonal (HAARBO e cols, 1991; WAJCHENBERG,
2000). A perda sistémica de estrogenos estad associada ao aumento da adiposidade, e
conseqiientemente da incidéncia de doencas metabolicas tanto em humanos (TCHERNOF e
cols, 2004) quanto em camundongos (D'EON e cols, 2005). A reposi¢do, somente com
estrogenos ou combinada com progesterona, pode prevenir o acimulo de massa adiposa
(REUBINOFF e cols, 1995). Por exemplo, foi descrito no Women's Health Initiative que as
mulheres que receberam terapia de reposicao hormonal ficaram mais magras, mais sensiveis a

insulina e menos propensas a desenvolver diabetes tipo II (MARGOLIS e cols, 2004). Essas
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observagdes sugerem uma importante e benéfica funcdo para os estrogenos na regulagdo

energética.

1.1. Metabolismo do tecido adiposo

Tradicionalmente, a principal fun¢do do tecido adiposo ¢ armazenar energia sob a
forma de triacilglicer6is (TAG), a qual ¢ determinada pelo balango entre a sintese e a hidrolise
destes lipidios (KERSTEN 2001). Nesse tecido, a sintese de TAG depende da disponibilidade
e captacdo de 4cidos graxos (AG) liberados das lipoproteinas circulantes pela lipase
lipoprotéica (LPL) (GOLDBERG, 1996), da sintese de novo (lipogé€nese) de acidos graxos
dentro do tecido (KERSTEN, 2001), e de um suprimento adequado de glicerol-3-fosfato para

a esterificagao a TAG (RESHEF e cols, 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo do tecido adiposo. 1. Captacdo de glicose através do transportador
de glicose 4 (GLUT 4); 2. Lipogénese; 3. Sintese dos TAG; 4. Captagdo de dcidos graxos
(AG) liberados das lipoproteinas circulantes pela lipase lipoprotéica (LPL); 5. Lipolise; 6.
Ativagdo da enzima lipase hormonio sensivel (LHS) por fosforilagdo pela proteina quinase
dependente de AMPc (PKA); AC(adenil ciclase; RA f; (receptor adrenérgico f;).
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A disponibilidade aumentada de lipidios e de glicose estimula o transporte de AG e a
atividade lipogénica, respectivamente, contribuindo, desta forma, para o aumento da
deposi¢ao lipidica no tecido adiposo (SPIEGELMAN e cols, 1996). No estado alimentado, os
TAG provenientes da dieta sdo absorvidos e transportados nos quilomicra para o tecido
adiposo, onde sdo hidrolizados pela LPL e os &cidos graxos liberados sdo captados e
armazenados no tecido. O excesso de carboidratos na dieta estimula a sintese de novo de
acidos graxos (lipogénese) no figado e no tecido adiposo (KERSTEN, 2001). Nestes tecidos,
a glicose ¢ convertida em piruvato, e entdo a acetil-CoA e posteriormente a malonil-CoA
numa reacao catalizada pela acetil-CoA carboxilase, enzima que cataliza o passo limitante da
via lipogénica (DENTIN e cols, 2004). Os acidos graxos sintetizados a partir da malonil-CoA
sdo esterificados a TAG e armazenados no tecido adiposo, ou no caso do figado, secretados
em lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) (BROWNING e cols. 2004). Os TAG
contidos nas VLDL também sdo hidrolizados pela lipase lipoprotéica e os acidos graxos sdao
captados e esterificados com glicerol-3-fosfato derivado da glicose, para posterior
armazenamento no tecido adiposo (RAJALA e cols, 2003).

A LPL, uma enzima chave no metabolismo das lipoproteinas ¢ sintetizada no tecido
adiposo, e translocada ao seu sitio fisioldgico de acdo nos capilares, onde se liga as cadeias de
proteoglicanas heparan sulfato no endotélio vascular (KARPE e cols, 1998). Neste local, a
enzima pode atuar sobre as lipoproteinas ricas em TAG (quilomicron e VLDL). A hidrdlise
dos TAG pela LPL resulta na producdo de 4cidos graxos, os quais podem ser captados pelo
tecido para esterificagdo ou oxidacdo ou liberados no plasma complexados a albumina como
acidos graxos nao esterificados (AGNE). A atividade da LPL do tecido adiposo varia durante
o dia de acordo com o estado nutricional e foi demonstrado que a quantidade de enzima ativa
aumenta apos uma sobrecarga oral de lipidios (KARPE, 1992). Além disso, verificou-se que a

insulina aumenta a atividade da enzima (KARPE, 1992). A captagdo dos acidos graxos pelos
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adipdcitos ¢ realizada por difusdo facilitada através de proteinas transportadoras. A CD36 foi
descrita como uma das proteinas que facilitam o transporte de 4cidos graxos (AITMAN e
cols, 1999), e estd presente em inumeras membranas biologicas promovendo o processo de
captagdo de 4acidos graxos no coragdo, musculo esquelético e tecido adiposo. A CD36
apresenta a molécula de acidos graxos para outra proteina, a proteina transportadora de acidos
graxos (FATP), que como a CD36, ¢ uma proteina integral da membrana e atua como um
facilitador da difusdo para o interior da célula (ABUMRAD e cols, 1993).

A hidrolise dos TAG armazenados no tecido adiposo também constitui um fator
importante na regulagdo dos estoques de lipidios corporais (Figura 1). Em condi¢des de baixa
oferta de substratos como durante o jejum, inani¢cdo, em periodos de demanda energética
aumentada como no exercicio, ou em certas condi¢des de estresse observa-se um aumento da
lipomobilizagdo e conseqiiente liberagdo de AGNE complexados a albumina, e de glicerol do
tecido adiposo para utilizagdo em uma variedade de tecidos, como musculo, figado e rim.
Durante o processo lipolitico, ocorre ativagdo da enzima lipase hormonio-sensivel (LHS)
(SZTALRYD e cols, 1995) por fosforilagdo pela proteina quinase dependente de AMP ciclico
em resposta a ativagdo de receptores [3-adrenérgico (STRALFORS e cols, 1983;
STRALFORS e cols, 1984; SZTALRYD e cols, 1995).

A ocorréncia desses processos depende das necessidades energéticas do individuo e €
regulada por sinais nutricionais, neurais € hormonais (SPIEGELMAN e cols, 1996). A
lipogénese ¢ estimulada por dieta rica em carboidratos (KERSTEN, 2001), inibida por 4cidos
graxos insaturados (JUMP e cols, 1994) e pelo jejum (KERSTEN, 2001). A insulina constitui
o fator hormonal mais importante a influenciar a lipogénese ao estimular a captacdo de
glicose pelas células adiposas, através de recrutamento dos transportadores de glicose
(GLUT4) para a membrana plasmatica bem como pela ativacdo de enzimas glicoliticas e

lipogénicas (KERSTEN, 2001). Esses efeitos sdo obtidos através da ligacdo da insulina ao seu
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receptor na superficie da célula ativando, desta forma, a atividade de tirosina quinase e a
indugdo dos efeitos downstream, através da fosforilagao da tirosina (LANE e cols, 1990;
NAKAE e cols, 1999). Além disso, a insulina também tem efeitos sobre a expressdo de genes
lipogénicos, provavelmente, através da proteina ligadora do elemento regulado por esterol
(SREBP-1) (KERSTEN, 2001). A isoforma SRBP-Ic ¢ a principal mediadora da agdo
insulinica sobre a glicoquinase hepdtica (responsavel pela fosforilagdo da glicose) e sobre a
expressao de genes lipogénicos (FORETZ e cols, 1999).

Estudos recentes mostram que o tecido adiposo desempenha outras fungdes
importantes ao atuar como um 6rgdo endocrino (TRAYHURN e cols, 2001). Foi verificado
que os adipdcitos secretam proteinas envolvidas numa variedade de fungdes, incluindo
homeostase da glicose, balango energético e metabolismo dos lipidios, muitos dos quais sdo

regulados pela insulina (TRAYHURN e cols, 2001; ARNER, 2003).

1.2. Obesidade e distribuicéo regional de gordura

Os adipocitos distribuem-se por dois tipos de compartimentos: o subcutdneo e o
visceral, os quais diferem quanto a atividade metabolica. Os compartimentos subcutaneo e
visceral constituem 80% e 10% da gordura corporal total, respectivamente (ARNER, 2001), e
o restante compreende outros depositos, tais como retroperitoneal e perirenal. Estudos
realizados em adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral de humanos do sexo masculino
mostram que estas células possuem maior atividade lipolitica e resisténcia ao efeito
antilipolitico da insulina, quando comparada com adipdcitos proveniente de outros depdsitos
(KISSEBAH e cols, 1994; BIORNTORP 1996; BJORNTORP 1990; BOLINDER e cols,
1983).

O aumento da concentragdo plasmatica de AG provenientes do tecido adiposo visceral,

e drenados ao figado pela circulagdo porta poderiam resultar em alteracdes do metabolismo
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hepatico e levar as complicacdes metabolicas observadas na obesidade (BIORNTORP, 1990).
Estudos realizados em hepatdcitos mostram que o aumento da concentragdo de AGNE no
meio de incubagdo altera a sensibilidade celular a insulina (HENNES e cols, 1990). Além
disso, a exposicao do figado a concentragdes elevadas de acidos graxos ¢ acompanhada por
aumento da sintese de apo B e de secrecdo hepatica de VLDL (BJORNTORP, 1988).

A expressao do mRNA e atividade da LPL sdo maiores nas células adiposas gluteo-
femurais que nos adipdcitos abdominais de mulheres com producdo normal de esteroides
ovarianos (ARNER e cols, 1991). No que se refere ao processo lipolitico, tem sido verificada
uma relag@o oposta, com o tecido adiposo visceral apresentando maior mobilizagao de acidos
graxos induzida por catecolaminas (LONNQVIST e cols, 1997).

O aumento crénico da concentragdo plasmatica de 4cidos graxos ndo esterificados esta
associado a obesidade, ao diabetes tipo 2 e enfatiza o papel do adipdcito no desenvolvimento
da resisténcia a insulina (ARNER, 2002; BODEN e cols, 2002). Na obesidade visceral, existe
diminuicdo na supressao da lipolise mediada pela insulina, levando ao aumento na circulagao
da concentracdo de AGNE, a qual contribui para resisténcia periférica e hepatica a insulina
por prejudicar as vias de sinalizagdo do hormonio. Por exemplo, o aumento da concentracdo
plasmatica de AGNE diminui o transporte de glicose mediado por insulina no tecido
muscular, por inibicdo dos eventos de sinalizacdo, levando a redugdo da transloca¢do do
GLUT4 (BODEN e cols, 2002). Os principais alvos da inibicdo do transporte de glicose
mediado pelos AGNEs incluem o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e a proteina
quinase C, uma molécula chave envolvida na sinalizagdo da insulina no musculo esquelético
(IDRIS e cols, 2002).

Nos adipdcitos, a resisténcia a insulina aumenta a atividade da lipase hormoénio
sensivel (LHS) resultando em hidrolise elevada dos TAG e aumento no influxo de 4cidos

graxos ao figado (BROWNING, HORTON, 2004). No figado, os acidos graxos podem ser
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oxidados na mitocondria para a producao de ATP, ou serem esterificados a TAG, conforme ja
mencionado, e incorporados nas particulas de VLDL (BROWNING JD, HORTON JD, 2004).
No figado, a hiperinsulinemia induz a proteina ligante do elemento responsivo ao esterol-1c
(SREBP-Ic¢) levando a ativagdo transcricional dos genes lipogé€nicos constituindo um ponto
regulatorio chave, a regulacdo da acetil CoA carboxilase pela insulina (HORTON e cols,
2002). Simultaneamente, a hiperglicemia ativa a proteina ligadora do elemento responsivo ao
carboidrato (ChREBP), a qual ativa a transcricdo da enzima glicolitica piruvato kinase, e de
genes lipogénicos (KAWAGUCHI e cols, 2002). As ag¢des sinérgicas de SREBP-Ic e
ChREBP ativam as enzimas necessarias para conversdao do excesso de glicose para acidos
graxos. No figado, a conseqiiéncia da ativacdo da via lipogénica ¢ o aumento da producao de
malonil-CoA, a qual inibe a carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1), proteina responsavel
pelo transporte dos 4cidos graxos para dentro da mitocondria (MCGARRY e cols, 1977), com
conseqiiente inibicdo da B-oxidagdo, aumento dos acidos graxos e acimulo de TAG no figado

no estado de resisténcia a insulina (BROWNING JD, HORTON JD, 2004).

1.3. Tecido adiposo e atividade estrogénica

Embora ndo se observe sintese de novo de estrogenos no tecido adiposo, ele expressa
as enzimas e os receptores necessdrios para a atividade tecidual dos mesmos (SIMPSON e
cols, 1997; PEDERSEN e cols, 1996), como por exemplo, a aromatase, uma enzima
importante na conversao de androgénios a estrogénios (SIMPSON e cols, 1997).

A via classica de acdo estrogénica, refere-se ao efeito nuclear envolvendo a
participacdo direta dos receptores como fatores de transcri¢cdo, sem afetar passos anteriores da
acdo estrogénica (NADAL e cols, 2001). No que se refere as vias alternativas, a sinaliza¢ao
pode ser iniciada na membrana ou no citosol e resulta em efeitos locais diretos (como

modulagdo da atividade de um canal i6nico e excitabilidade celular) ou em efeitos tais como a
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regulacdo da transcri¢do génica secunddria a ativagdo de cascatas de sinalizagdo via AMPc ou

proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (NADAL e cols, 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de a¢do dos estrogenos. Os alvos aparecem em 3 niveis celulares
diferentes: 1. Na membrana incluindo os receptores nucleares classicos (ER), os ERs ndo
classicos e os canais ionicos ativados por voltagem e por ligantes. 2. Alvos citosolicos
representados pelos ERa e ERf cldssicos. 3. Alvos nucleares que modulam a expressdo

génica. CREB (proteina ligadora do elemento responsivo ao AMPc) (NADAL e cols, 2001).
Um aspecto importante da sinalizacdo por estrogenos foi a identificacao de sitios de
ligagdo existentes na membrana de células PB-pancreaticas (Figura 3). A modulagdo da
secrecdo de insulina nesta célula pelo 17B-estradiol (NADAL e cols, 1998) ¢ mediada pelo
receptor de membrana denominado y-adrenérgico, mas ndo relacionado com os receptores
nucleares classicos (ER), conforme demonstrado em experimento de imunohistoquimica
(NADAL e cols, 2000). O efeito dos estrogenos nas células P-pancreédticas determina
fechamento dos canais de potassio dependentes de ATP e a potenciacdo subseqiiente dos

sinais de calcio e secrecao de insulina através da cascata de sinalizagao envolvendo GMPc
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(NADAL e cols, 2001). O efeito do 17B-estradiol potencializa a secrecdo de insulina

estimulada por glicose (NADAL e cols, 2001).

Figura 3. Modulagdo da secre¢do de insulina pelo estrogeno. A ligacdo do 17 f-estradiol ao
receptor y-adrenérgico ativa a guanilato ciclase (GC) e subseqiientemente a fosforilagdo de
canais de potassio dependentes de voltagem pela proteina quinase G, (PKG). A fosforilagdo
do canal de potassio resulta em seu fechamento, despolariza¢do da membrana e abertura
dos canais de calcio dependentes de voltagem. A entrada de calcio promove a secre¢do de
insulina (NADAL e cols, 2001).

Uma das primeiras evidéncias da existéncia de receptores para estrogenos no tecido
adiposo foi reportada por WADE e GRAY em 1978. Estes autores demonstraram ligagdo de
alta afinidade do [*H]-estradiol em extratos citosolicos dos tecidos adiposos parametrial e
inguinal de ratas ovariectomizadas. Esses dados indicaram a existéncia de receptores de
estrogenos no tecido adiposo com propriedades semelhantes aos receptores do tecido

reprodutivo, porém, em concentragdes menores. Estudo posterior destes pesquisadores

(GRAY e cols, 1981) revelou a presenca de [*H]-estradiol no niicleo de células adiposas.
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Foi verificado que as concentragdes de receptores de estrogeno e de progesterona siao
maiores no tecido adiposo subcutineo que no visceral, enquanto a concentragdo dos
receptores de androgenos € maior no visceral que no subcutdneo em camundongos tanto
machos como fémeas. Essas diferengas nas concentragdes dos receptores dos hormonios
esteroides nos tecidos adiposos visceral e subcutdneo podem explicar o fato dos homens
apresentarem maior acumulo central de gordura e as mulheres terem maior acimulo de
gordura na regido gluteo/femural (MAYES e cols, 2004). Portanto, os efeitos biologicos dos
estrogenos nos tecidos-alvos sdo dependentes da concentracdo dos receptores estrogénicos e
da concentracdo intracelular dos estrogenos, sendo esta tltima, dependente da concentragao
plasmatica, da biossintese e do metabolismo local do horménio (MIETTINEN e cols, 2000).

Os hormonios sexuais parecem regular varios componentes do sistema de sinalizacao
de membrana, incluindo a cascata do AMPc e a cascata do fosfatidilinositol (MAYES e cols,
2004). Estudos anteriores mostram que o tratamento de adipdcitos com estradiol produziu
aumento da concentracdo intracelular de AMPc e da lipolise em 5 minutos (MITZNEGG e
cols, 1974). Além disso, foi verificado que a administracio de estradiol a fémeas
ovariectomizadas (OVX) aumentou a resposta lipolitica de adipdcitos incubados com
isoproterenol, epinefrina entre outros, a qual foi acompanhada por aumento da concentragao
de AMPc e atividade da adenil ciclase (PASQUIER e cols, 1988). Estas respostas para os
estrogenos parecem ser deposito-especificas, pois a ovariectomia causa uma diminui¢cdo na
producdo de AMPc em adipdcitos parametriais de ratas, mas ndo em adipdcitos subcutaneos.

A cascata do fosfatidilinositol, também parece ser regulada pelos hormonios esteroides
sexuais. Verificou-se que o conteido de proteina quinase C, em células adiposas subcutianeas
e parametriais de ratas foi reduzido pela ovariectomia e restaurado por tratamento com
estradiol e progesterona (LACASA e cols, 1994). Além disso, foi demonstrado que os

estrogenos ativam a via das MAPK em adipocitos de ratos (LACASA e cols 1997). Foi
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postulado que esta via envolve ERa de membrana, proteina G, proteina quinase C e MAP

quinase quinase (MEK) (DOS SANTOS e cols, 2002).

1.3.1. Estrogenos e adipogénese

A adipogénese ¢ entendida como a capacidade de pré-adipdcitos, presentes no
parénquima do tecido, se diferenciarem em novos adipdcitos e reconstituirem o tecido.
Mudangas do numero de adipocitos ocorrem mediante um complexo arranjo de eventos que
envolvem proliferagao e diferenciagdo dos pré-adipocitos (FONSECA-ALANIZ e cols, 2006).
A diferenciacao do pré-adipodcito em adipocito ¢ um processo altamente controlado. Fatores
de transcri¢ao adipogénicos incluindo o PPARY, a proteina ligadora do elemento regulado por
esterol (SREBP) e as proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (CCAAT/enhancer binding
protein — C/EBPs) desempenham um papel chave na complexa cascata transcricional que
ocorre durante adipogénese (FREYTAG e cols, 1994; HU e cols, 1995). A insulina, o fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), o hormonio de crescimento e os glicocorticoides
sdo sinais positivos importantes para diferenciagdo do adipocito in vivo e in vitro (AILHAUD
e cols, 1994; SMAS e cols, 1995).

Os pré-adipocitos sdo linhagens celulares derivadas de células-tronco embriondrias
multipotentes de origem mesodérmicas, com capacidade de se diferenciar em adipdcitos,
condrécitos, osteoblastos e midcitos (KONIECZNY ¢ cols, 1984; TOMLINSON,
STEWART, 2002) (Figura 4).

As isoformas do C/EBPs (a, B e 0) sdo altamente expressas no adipocito e sdo
induzidas durante a adipogénese. O C/EBPa tem um papel importante na diferenciacdo de
pré-adipdceitos em adipdcitos e atua na conversdo de fibroblastos em adipdceitos (HU e cols,

1995). O C/EBPJ também induz adipogénese, possivelmente por estimular a expressdo do

receptor y ativado por proliferadores dos peroxissomos (PPARY), cujo gene contém sitios
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C/EBP na sua regido promotora (TONTONOZ e cols, 1994b). O envelhecimento ¢ um
processo caracterizado pelo declinio funcional de muitos sistemas, incluindo o tecido adiposo
branco, que se reduz em individuos idosos. A capacidade de pré-adipocitos em se diferenciar

e acumular lipidios diminui com a idade (KIRKLAND e cols,1994).

Célula tronco 4
pluripotente Recrutamento

Pré-adipaocito *
Proliferacao
o
Diferenciacao

Adipdcitos

Figura 4. Esquema do processo de diferenciac¢do do adipocito
(TOMLINSON, STEWART, 2002).

A fung¢do dos hormonios sexuais na adipogénese ¢ ainda pouco entendida. Tem sido
descrito que no tecido adiposo humano, os estrégenos modulam a adipogénese in vitro por
aumentar a replicacdo de pré-adipocitos (RONCARI e cols, 1978) sem alterar o processo de
diferenciagdo (HAUNER e cols, 1987). Outros trabalhos realizados em fémeas OVX
mostraram que o 17B-estradiol produziu um efeito positivo sobre a capacidade proliferativa

de pré-adipocitos subcutaneos, mas nao de parametriais (DIEUDONNE e cols, 2000).
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Os efeitos biologicos dos hormdnios esterdides sdo principalmente mediados por seus
receptores especificos. Os receptores de estrogenos e androgenos sao expressos em pré-
adipocitos e adipéceitos de ratos (PEDERSEN e cols, 1991; DIEUDONNE e cols, 1995) e
humanos (MIZUTANI e cols, 1994; MILLER e¢ cols, 1990). Nestas cé¢lulas, os nimeros de
receptores de estrogenos e androgenos sdo variaveis de acordo com a origem anatomica
(DIEUDONNE e cols, 1995; JAUBERT e cols, 1995) sugerindo que pré-adipécitos e

adipdcitos sdo células-alvo para os hormonios sexuais.

1.4. Tecido adiposo e leptina

A leptina é um hormonio produzido pelo tecido adiposo que influencia a deposi¢do de
lipidios neste tecido. Este hormonio foi identificado como o produto de um gene designado
OB (obeso), ¢ desempenha papel importante na regulagdo da ingestdo alimentar, gasto
energético e peso corporal (ZANG e cols, 1994). A leptina afeta principalmente o tecido
adiposo, inibindo a lipogénese (SIEGRIST-KAISER e cols, 1997) e promovendo oxidacdo e
catabolismo dos TAG, e em doses elevadas produz deple¢do total do tecido adiposo branco
(HALAAS e cols, 1997). Esses efeitos sao obtidos, em parte, por redugdo da expressdo de
genes envolvidos na sintese de acidos graxos e de TAG (SOUKAS e cols, 2000).

A ovariectomia tem sido descrita por alguns autores como causadora de diminui¢ao da
expressdo do gene da leptina no tecido adiposo branco de ratas e essa diminui¢cdo pode ser
revertida pela reposi¢do com estrogenos (SHIMIZU e cols, 1997; YONEDA e cols, 1998;
BRANN e cols, 1999). Por outro lado, outros estudos mostram que a reposi¢do com estrogeno
ndo altera a expressdo do gene da leptina nesses tecidos (WU PENG e cols, 1999; LUKKAA
e cols, 2001). Essas discrepancias poderiam ser causadas por diferencas na regulacdo da
secrecdo de leptina por sitios diferentes de tecidos adiposos. SHIMUZU e cols (1997)

mostraram que embora a expressao de gene da leptina diminua no tecido adiposo branco
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subcutdneo e retroperitoneal de ratas ovariectomizadas, a expressdo do gene da leptina
aumentou no tecido adiposo branco mesentérico desses animais. MACHINAL e cols (1999)
observaram que ovariectomia diminuiu em 25% a expressdo da leptina em adipdcitos peri-
renais. Trabalhos nos quais os adipécitos de fémeas ovariectomizadas foram expostos por 24
horas ao 17B-estradiol mostraram aumento da expressao do gene ob e aumento da secre¢do de
leptina por células do tecido adiposo subcutaneo, perirenal e parametrial (MAYES, 2004).
Esse aumento pode ser prevenido por antiestrogenos e actinomicina (KRISTENSEN e cols,
1999). Portanto a distribuigdo regional do tecido adiposo pode influenciar acentuadamente os
niveis de leptina e sua regulagdo pelos hormdnios esterdides (MAYES e cols, 2004). Também
foi verificado que a leptina estimula a produg¢do de estrogenos através do aumento da
expressao e atividade da aromatase em células da granulosa e células adiposas (CATALANO

e cols, 2003).

1.5. Receptores ativados por proliferadores dos peroxissomos (PPARS)

O controle do metabolismo lipidico e a homeostase da glicose sdo processos
complexos que envolvem a expressdao coordenada de numerosos genes. A expressao destes
genes pode ser regulada através de fatores de transcri¢ao ativados por ligantes, denominados
receptores nucleares, os quais respondem a sinais de moléculas lipofilicas. Entre estes
receptores nucleares, os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARSs)
desempenham uma fun¢do importante no metabolismo quando ativados por acidos graxos e
seus derivados (BOCHER e cols, 2002). Esses receptores foram identificados em 1990
quando a isoforma o (PPARa) demonstrou ser um receptor de xenobidticos capaz de induzir
a proliferacdo de peroxissomos no figado de roedores. Posteriormente, outros genes dos
PPARs foram identificados, o PPARy e PPARP (também chamado de PPARS) (BOCHER e

cols, 2002).
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Os receptores nucleares reconhecem e se ligam ao DNA em sitios especificos
chamados de elementos responsivos, o0s quais consistem de duas seqiiéncias de
hexanucleotideos (AGGTCA) intercaladas por um ou dois espacos € um nucleotideo
(STAELS e cols, 1998). Apos ativacdo por seus respectivos ligantes, os PPARs formam

heterodimeros com o receptor retindico X (RXR), o qual ¢ ativado pelo acido 9cis-retindico,

Fibratos

Glitazonas 9cRA

|

s PG

AGGTCA N AGGTCA

PPRE

Figura 5. Ativadores naturais e sintéticos dos PPARs. Apos ativagdo pelos seus respectivos
ligantes, os PPARs heterodimerizam com o receptor retinoico X (RXR), e entdo se ligam aos
elementos responsivos especificos na regido regulatoria dos genes alvos denominados
PPREs. 9cRA, acido 9cis-retinoico (STAELS e cols, 1998).

e liga-se aos elementos responsivos dos PPARs denominados PPREs (Figura 5). O complexo
(PPAR-RXR), depois de ligado nos elementos responsivos, pode ativar ou reprimir a
expressao de varios genes (STAELS e cols, 1998).

Dentre os varios ligantes dos PPARs ja identificados, os acidos graxos de cadeia longa

sdo os ligantes naturais das trés isoformas (WILLSON e cols, 1997). Os fibratos, uma classe
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de drogas hipolipidémicas sdo agonistas sintéticos dos PPARa, enquanto que as glitazonas
sdo os ligantes de alta afinidade para PPARy (WILLSON e cols, 1997).

A relacdo entre os PPARs e obesidade tem incentivado as pesquisas sobre estes fatores
de transcri¢do, devido a sua importancia na regulacio do metabolismo energético
(KERSTEN, 2002). O PPARy ¢ a isoforma mais expressa no tecido adiposo. Foram
identificadas duas isoformas do PPARy: o PPARy; O PPARy,. Este ultimo tem 30
aminoacidos adicionais na por¢do N-terminal que confere a ele um dominio de ativagdo
independente de ligantes, tornando-o mais efetivo na ativagao da transcri¢ao do gene (ZANG
e cols, 2004; VIDAL-PUIG e cols, 1997).

O PPARYy estimula tanto adipogénese durante a fase de diferenciacao celular, quanto a
deposicao lipidica na fase adulta (KERSTEN, 2002); além de melhorar a acdo da insulina
(SCHIFFRIN e cols, 2003) e induzir apoptose em adipocitos maduros de ratos obesos Zucker
(OKUNO e cols, 1998). Verificou-se, que o PPARy ¢ um potente estimulante da cascata de
diferencia¢do de pré-adipdceitos em adipdcitos em cultura, onde ele atua sinergicamente com
C/EBPa. para promover (TONTONOZ e cols, 1994) ou para induzir a diferenciagdo de
fibroblastos em adipdcitos (HU e cols, 1995). Foi demonstrado que a ativacdo do PPARy
induz acentuadamente a expressdo génica da gliceroquinase (GUAN e cols, 2002), a
gliceroneogénese (TORDJMAN e cols, 2003) resultando em aumento do fornecimento de
glicerol-3-fosfato e conseqliente aumento da re-esterificacdo de acidos graxos no tecido
adiposo (BOTION e cols, 1995; RESHEF e cols, 2003) e figado (BOTION e cols, 1998;
RESHEF e cols, 2003). Os agonistas do PPARY, como tiazolidienodionas e seus derivados
rosiglitazonas, troglitazonas e pioglitazonas melhoraram a sensibilidade insulinica, e por isso

tém sido usadas como antidiabéticos eficientes (SCHIFFRIN e cols, 2003).
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O PPARa ¢ um alvo nuclear para os acidos graxos, drogas hipolipidémicas (fibratos)
(PATSOURIS e cols, 2004) e esta envolvido em varios aspectos da fungdao mitocondrial,
incluindo biogénese mitocondrial e oxidacdo de acidos graxos (GULICK e cols, 1994). O
PPARa ¢ expresso principalmente em tecidos ricos em mitocondrias, tais como o figado,
musculo, tecido adiposo marrom e rim, € parece coordenar um programa genético que adapta
os tecidos a oxidacdo de 4&cidos graxos (GULICK e cols, 1994). Em roedores, o PPARa
regula a expressao de genes envolvidos na captacao de acidos graxos, ativagdo dos ésteres
acil-CoA, B-oxidagdo mitocondrial e peroxissomal bem como a sintese de corpos cetdonicos
(STAELS e cols, 1995). As concentragdes intracelulares de acidos graxos sdo controladas por
proteinas transportadoras, como a FAT/CD36 e FATP1 que controlam a entrada de &cidos
graxos através da membrana celular; e pela acil-CoA sintetase (ACS) que mantém os acidos
graxos dentro da célula através da conversdo para derivados de ésteres (BOCHER e cols,
2002). Os ativadores do PPARa induzem a expressdo da carnitina palmitoil-transferase |
(KERSTEN e cols, 1999) no musculo e figado, favorecendo, desta forma, a captagdo e
oxidagdo mitocondrial de &cidos graxos. Através desses efeitos sobre a expressdo dos
transportadores € dos genes que expressam as enzimas envolvidas na oxidagdo, os agonistas
do PPARa aumentam a oxidagdo e diminuem a quantidade de acidos graxos disponiveis para
sintese de TAG (BOCHER e cols, 2002).

Desta forma, o PPARy modula a homeostase lipidica promovendo a diferenciagdo dos
pré-adipdcitos e armazenamento de lipidios no tecido adiposo, enquanto o PPARa regula a

oxidacao dos acidos graxos e o metabolismo do glicerol, estimulando a conversdo de glicerol

para glicose no figado (PATSOURIS e cols, 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Fungdo dos PPARs no controle do metabolismo dos TAG (TG), dos dcidos
graxos (AG) e do glicerol. As setas em vermelho representam as vias reguladas pelo
PPARy e setas amarelas pelo PPARa. Gli, glicerol; AG, dcidos graxos;, AGNE, acidos
graxos ndo esterificados; GK, gliceroquinase; DHAP, dihidroxiacetonafosfato; G3P,
glicerol 3-fosfato (PATSOURIS e cols, 2004).

1.6. Modelos de estudo

1.6.1 Menopausa: ovariectomia

A ovariectomia ou a perda da funcdo ovariana devido a menopausa diminui a
concentragdo de estrégenos, aumenta o peso corporeo ¢ a massa de tecido adiposo branco em
animais (PALLIER e cols, 1980) ¢ humanos (TONKELAAR e cols, 1989), os quais sao
revertidos pela reposi¢do hormonal (MAYES e cols, 2004; HAARBO e cols, 1991). Tem sido
verificado que a prevaléncia de sindrome metabolica aumenta com a menopausa o que pode
explicar parcialmente a aceleragdo de doencas cardiovasculares ap6s menopausa (CARR,
2003). A transicdo de pré- para pos-menopausa esta associada ao aparecimento de muitas
caracteristicas da sindrome metabolica incluindo a obesidade central (intra-abdominal),
aumento do peso corporal, hipertensdo, e mudanga para um perfil lipidico mais aterogénico,
além de aumento dos niveis plasmaticos de glicose e de insulina (DESPRES, 1993). O

aparecimento destes fatores de risco pode ser resultado direto da faléncia ovariana ou, pode
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ser conseqiiente as alteragdes metabolicas resultantes da redistribui¢do de gordura central pela
deficiéncia de estrogenos (CARR, 2003). Um melhor entendimento dessas alteragdes
metabolicas durante a menopausa ajudard no reconhecimento e tratamento de mulheres com
risco para doengas cardiovasculares contribuindo para intervengdes mais apropriadas (CARR,

2003).

1.6.2 Linhagem de rato espontaneamente hipertenso (SHR)

Nao estd claro se a transicdlo a menopausa aumenta o risco de doencas
cardiovasculares em todas as mulheres ou somente naquelas que desenvolvem as
caracteristicas da sindrome metabolica. Desta forma, avaliamos no presente estudo, os efeitos
dos estrogenos sobre o processo de deposicdo lipidica em fémeas espontaneamente
hipertensas (SHR), uma vez que existem poucos estudos na literatura sobre o assunto.

A linhagem de rato espontaneamente hipertenso (SHR) ¢ um modelo experimental da
sindrome metabolica humana, na qual a hipertensao arterial estd associada a dislipidemia e
reducdo da utilizacdo de glicose mediada pela insulina (REAVEN e cols, 1989; AITMAN e
cols, 1997; CESARETTI e cols, 2006). Nesta linhagem, assim como na hipertensdo essencial
humana, o aumento da pressdo arterial se da de forma progressiva, e a hipertensdo arterial se
associa com outros fatores de risco, como a hipertrofia ventricular esquerda, resisténcia a
insulina, hipertrigliceridemia e intolerdncia a glicose (PRAVENEC e cols, 2004). A
resisténcia a insulina tem sido atribuida também a maior atividade adrenérgica verificada
nesses animais, a qual diminui a sensibilidade a insulina, por promover inibi¢do direta da
cascata de transducdo do sinal e conseqiientemente menor translocacdo do GLUT4 para a

membrana celular, determinando desta maneira, a hiperglicemia (CHIAPPE e cols, 2004).
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2.1. Objetivo geral
Investigar a influéncia do estradiol sobre 0 metabolismo lipidico de diferentes sitios de

tecido adiposo de ratas controle (Wistar-Kyoto) e espontaneamente hipertensas (SHR).

2.2. Objetivos especificos
Em ratas Wistar e SHR, ovariectomizadas e tratadas ou ndo com estradiol:
a) Medir a pressao arterial dos animais;
b) Avaliar a ingestao alimentar, peso corporal e dos tecidos e celularidade;
c) Determinar os niveis de triglicerideos, glicerol, insulina e glicose no sangue;
d) Avaliar in vitro, a sensibilidade a insulina do sistema de transporte de glicose e 0
efeito antilipolitico da insulina;
e) Avaliar a captacdo das lipoproteinas circulantes através da medida da atividade da
lipase lipoprotéica;

f) Determinar a expressao de leptina, PPARy e PPARa nos tecidos adiposos e 0rgaos.



3. Material e métodos
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3.1. Animais e seu tratamento

Foram utilizadas ratas Wistar-Kyoto (WKY) normotensas e espontaneamente
hipertensas (SHR) com aproximadamente trés meses de idade e pesando cerca de 200 g,
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e
Biologia-CEDEME da UNIFESP, Sédo Paulo, SP. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, sob niimero 064/03. As
ratas foram divididas nos seguintes grupos experimentais:

— WKY e SHR intactas,

— WKY castradas, tratadas com estradiol,

— WKY castradas, tratadas com veiculo,

— SHR castradas, tratadas com estradiol,

— SHR castradas, tratadas com veiculo.

Esses grupos (4 animais por caixa) foram mantidos em ambiente com controle de luz
(14 horas luz, das 6 as 20 h) e temperatura (23 + 3 °C) tendo livre acesso a dgua e racdo. Com
a finalidade de caracterizar o estado hipertensivo, foram realizadas pelo menos 3 medidas
pressoricas de cada animal através do método de pletismografia de cauda (modelo do
aparelho: RT BP 2000 - Kent Scientific, USA).

As ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral e ap6s um periodo de trés
semanas, 0s animais receberam tratamento com estradiol ou veiculo por quatro dias. No
quinto dia, as ratas foram sacrificadas por decapitacdo e os tecidos adiposos (periuterino,
mesentérico e retroperitoneal), figado, coracdo e rim removidos e utilizados imediatamente ou
congelados em nitrogénio liquido e conservados em congelador a -80 °C. O sangue do tronco

foi coletado em tubos heparinizados ou citratados para obtencdo de plasma.
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3.2. Ovariectomia e reposi¢do hormonal

Apds anestesia com tribromoetanol a 2,5% (1 mL da solucdo para cada 100 g de peso
corporal) foram feitas incisdes em ambos os flancos, para a remocao dos ovarios e a pele foi
suturada, de acordo com técnica corrente em endocrinologia. Para reposicdo hormonal foi
utilizado benzoato de estradiol (Benzoginoestril, SARSA — Hoechst Marion Roussel) diluido
em oOleo de milho. Foi administrada a dose de 5 ug/0,1 mL por 100 g de peso corporal,
durante quatro dias consecutivos, transfixando-se a massa muscular da coxa traseira das ratas
(BELO e cols. 2004). Os animais controle receberam 0,1 mL de 6leo de milho por 100 g de

peso corporal durante 0 mesmo periodo.

3.3. Isolamento de adipdcitos

As ratas foram sacrificadas por decapitacdo e os adipdcitos isolados a partir dos
tecidos adiposos periuterino e mesentérico, conforme descrito por RODBEL (1964). Apds
digestdo com colagenase as células foram filtradas, lavadas trés vezes com tampao HEPES 30
mmol/L (pH 7,4) contendo NaCl 137 mmol/L, KCI 5 mmol/L, NaHCO3; 4,2 mmol/L, CaCl,
1,3 mmol/L, MgCl, 0,5 mmol/L, MgSO, 0,5 mmol/L, KH,PO,4. Em seguida, as células foram
ressuspensas na propor¢do de 1 grama de tecido para 20 mL de tampéo, de modo que cada
mL do meio continha 50 mg de células, e utilizadas para os estudos de lipolise, captacdo de

glicose, medida do nimero e do didmetro celular.

3.4. Estudo de lipolise
A liberacédo de glicerol para 0 meio de incubag&o foi utilizada como indice lipolitico.
Os adipocitos foram incubados em condicfes basais ou estimulados pelo isoproterenol (0,1

umol/L) ou 0,1 umol/L de isoproterenol mais diferentes concentragdes de insulina regular
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(0,1 a 25 ng/mL) durante 60 minutos. Ao término do periodo de incubacdo, uma aliquota do

infranadante foi colhida e a concentracao de glicerol foi medida por espectrofotometria.

3.5. Didmetro e numero de células

A suspensdo de células de adipdcitos, preparadas no ponto 3.3, foram analisadas em
camara de Newbauer. O diametro das células foi medido no quadrante interno e 0 numero de
células foi contado nos 4 quadrantes externos da camara. Para o calculo do numero de células

utilizamos a seguinte formula:

N° células/mL = (N° de células contadas) = (N° de quadrantes contados) X 10* X fator de

diluicdo

3.6. Captacao de glicose

A captagdo de 2-deoxy-[*H]glucose foi utilizada para determinar a sensibilidade
insulinica sobre a captacdo de glicose (Botion e cols, 1999). Os adipdcitos (~200.000) foram
incubados em condi¢bes basais e estimuladas pela insulina (2,5 ng/mL) e a captacdo de 2-
deoxy-[*H]glucose foi avaliada ap6s 3 minutos de incubagdo. Logo apds, as células foram
separadas do meio de incubacéo através de centrifugacdo em tubos contendo 6leo de silicone,

e a radioatividade contida nos adipdcitos foi determinada por cintilacéo liquida.

3.7. Medida da atividade da lipase lipoprotéica
A lipase lipoprotéica foi extraida dos tecidos adiposos periuterino e mesentérico em
tampdo tris-HCI contendo detergentes (IVERIUS e cols, 1986). A atividade da enzima foi

determinada no homogenato, através da hidrélise do substrato contendo [9,10-*H]trioleina
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emulsificada com lecitina (NILSSON-EHLE e cols, 1976), e contendo soro de rato em jejum

por 24 h como fonte de apolipoproteina CllI. O ensaio enziméatico fundamenta-se na reacao:

TAG (glicerol tri-*H-oleato) LPL _ glicerol + (*H-oleato)

A reacdo foi interrompida pela adicdo da mistura cloroférmio-metanol-heptana na
proporcdo 1,41:1,25:1(v/v/v) (BELFRAGE e cols, 1969), e os [*H]-4cidos graxos liberados

por atividade da enzima, foram quantificados por espectrometria de cintilagdo liquida.

3.8. Extracédo e determinacao do glicogénio hepético

O glicogénio hepatico foi extraido de 0,5 g de tecido em KOH 30%, submetido a
fervura em banho-maria, por 1 hora e apos retirar do banho acrescentou-se 5 gotas de Na,SO,4
saturado e 4,5 mL de etanol absoluto para tornar a solugdo alcoolica a 70%. Apds
centrifugacdo a 2000xg por 10 minutos o sobrenadante foi decantado e lavado 2 vezes com
agua e etanol e posteriormente diluido 100 vezes com agua destilada. Para determinacdo do
glicogénio utilizou-se o método da antrona (HASSID, 1957) e a leitura foi realizada por
espectofotometria a 620 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de glicogénio por

100 mg de figado (%).

3.9. Transcricao reversa - reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

O RNA total foi extraido com Trizol™ (Life Technologies) e posterior extracdo com
cloroférmio-isopropanol conforme protocolo do fabricante. Para reacdo da transcriptase
reversa, foi utilizado kit da Pharmacia/Biotech para sintese do cDNA. O cDNA foi entéo

amplificado para a leptina, PPARy e PPARa utilizando iniciadores especificos. Como
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controles da quantidade de RNA utilizado, foram determinados também os niveis de
expressao de beta-actina de cada uma das amostras. Foram utilizados 0s seguintes iniciadores:

Leptina
5 CCTGCTCCAGCAGCTGCAAGS3 (Sense)
5"CATGATCCTCGGGAGCCCG3’ (Anti-sense)
Beta-actina
5 CGAGGCCCAGAGCAAGAGAG3’ (Sense)
5 AGGAAGAGGATGCGGCAGTGG3 (Anti-sense)
PPARy
5TTATGGGTGAAACTCTGGGS3  (Sense)
5 CAACCATTGGGTCAGCTC3 (Anti-sense)
PPAR«
5 GGCCCGGGTCATACTCGC3  (Sense)
5 CAGTACATGTCTCTGTAGATCS (Anti-sense)

As amostras eram entdo submetidas ao seguinte protocolo de incubacao:

1) 95°C por 4 minutos,

2) 95°C por 45 segundos,

3) 1 min e 30 seg, a 60° C para a leptina e PPARo. e a 51° C para PPARy e 62° C para

[-actina,
4) 72°C por 1 minuto,
5) Repetir as etapas de 2 a 4 por 36 vezes,

6) 72°C por 5 minutos para assegurar o processo completo de extenséo final.
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As amostras provenientes do PCR foram aplicadas em gel de agarose a 1% e apés
corrida eletroforética a 100 volts por 45 minutos, a banda de interesse foi visualizada com os

seguintes pares de base (pb): leptina, 536; PPARa., 735; PPARY, 272 e B-actina, 536.

3.10. Dosagens bioquimicas

O glicerol liberado no meio de incubacédo, a glicose e os triglicerideos plasmaticos
foram quantificados por métodos enzimaticos (LABTEST, Lagoa Santa, MG). A insulina foi
guantificada por radioimunoensaio utilizando o kit LINCO research (Saint Louis, Missouri,
EUA). Para a medida da concentragdo plasmatica de glicerol utilizou-se kit enzimatico
gentilmente fornecido pelo Dr. Leonides Rezende Junior da KATAL diagnostica (Belo

Horizonte, MG).

3.11. Analise dos dados
As comparacgdes estatisticas entre varios grupos foram feitas por ANOVA one way
seguida de Newman-Keuls. Para comparacdes entre dois grupos foi utilizado o teste t de

student. O nivel de significancia adotado foi de P<0,05.
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4.1. Pressao sanguinea
Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que as fémeas SHR utilizadas nos
experimentos apresentaram pressao arterial sistdlica superior ao grupo WK utilizado como

controle, em todos os tratamentos a que foram submetidas.
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Figura 7. Pressao arterial sistolica de ratas WK e SHR intactas e ovariectomizadas (OVX)
submetidas ou ndo a tratamento com veiculo (OVX+O) ou com estradiol (OVX+E).
*P<0,05vs WK; N = 6.

Quanto ao efeito dos diferentes tratamentos sobre a pressdo arterial sistdlica de ratas
WK ndo foram observadas diferengas significativas. No que se refere ao grupo SHR,
verificou-se que a administragdo de estradiol reduziu significativamente a pressdo arterial
sistolica destes animais, mas ndo o suficiente para atingir os niveis de pressdo normais

observados nos animais controle WK.

4.2. Ingestdo alimentar
A reposi¢cdo com estradiol nas ratas WK provocou uma diminuigdo significativa da
ingestdo alimentar, o que ndo foi observado nas ratas SHR. Nas SHR verificou-se que,

independente do tratamento a ingestdo alimentar foi superior a das ratas WK (Figura 8).
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Figura 8. Ingestdo alimentar de ratas ovariectomizadas Wistar e SHR ap6s reposi¢ao com
estradiol e 6leo. *P<0,05 vs Oleo; *P<0,05 vs WK (N=4)

4.3. Peso corporal
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Figura 9. Peso corporal de ratas WK e SHR ovariectomizadas, ap0s reposicdo com estradiol

ou 6leo. *P<0,05; N=8.

Foi observado no grupo WK que a ovariectomia seguida de administragdo do veiculo

produziu aumento de peso corporal e que o tratamento com estradiol diminuiu

significativamente o peso destes animais. Entretanto ndo foram observadas alteragdes nas

fémeas SHR (Figura 9).
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4.4. Peso dos tecidos adiposos, nimero e diametro celular

O tratamento com estradiol reduziu significativamente o peso dos tecidos adiposos
periuterino e retroperitoneal tanto das ratas WK, quanto das SHR ovariectomizadas. O peso
dos tecidos adiposos das ratas SHR, independentemente do tratamento utilizado, ¢

acentuadamente menor do que o das fémeas WK (Figura 10).
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Figura 10. Peso dos tecidos adiposos periuterino e retroperitoneal de ratas WK e SHR
ovariectomizadas e tratadas com 6leo ou estradiol. *P<0,05 vs 6leo; "P<0,05 vs WK (N = 3).

Os dados da Tabela 1 mostram o numero ¢ diametro dos adipocitos isolados a partir
dos tecidos adiposos periuterino e mesentérico. Conforme pode ser observado, a
administracao de estradiol reduziu o didmetro celular nos dois grupos de animais e nos dois
tecidos adiposos utilizados. No que se refere ao numero de células, verificou-se que a
administracdo de estradiol aumentou o numero de células apenas nos tecidos das fémeas WK.
O numero de células nos tecidos das SHR foi maior (50 a 300%) que nos tecidos das WK,
independentemente do tratamento. Também pode ser observado que o niimero de células do

tecido mesentérico € superior ao do periuterino nos dois grupos de animais.
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Tabela 1. Numero e diametro de adip6citos isolados a partir dos tecidos adiposo periuterino

e mesentérico de ratas WK e SHR

_ WK SHR
Tecido
_ Tratamento | Diametro | N°de células | Diametro | N°decélulas
adiposo
(Hm) (x10%) (um) (x10%)
Veiculo (6leo) 97+2 57+4 75+1 147 £ 28
Periuterino
Estradiol 75+1% | 105+15% | 69+2% 167 + 13
Veiculo (6leo) 68 £1 90 + 6# 60 + 1# 278 £ 18#
Mesentérico
Estradiol * *# i #
63+1 171 £ 16 54 £ 1 299 4+ 40

#
*P<0,05 Vs 60leo; P<0,05 vs periuterino (n = 4).

As Figuras 11 e 12 representam a distribui¢ao de freqiiéncia dos diametros das células
adiposas periuterinas € mesentéricas. Conforme pode ser observado, a administragcdo de
estradiol deslocou a curva de distribuicdo de freqiiéncia das células adiposas periuterinas

(Figura 11A) ¢ mesentéricas (Figura 12A) para a esquerda nos animais WK.
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Figura 11. Diametro das células adiposas do tecido periuterino de (A) WK e (B) SHR. N = 4.



Resultados 35

Nas fémeas SHR, este deslocamento da curva de distribui¢do da freqiiéncia nao foi tao
aparente quanto no grupo WK, sendo que apenas o tecido mesentérico mostrou tendéncia em

desviar para a esquerda (Figuras 11B ¢ 12B).
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Figura 12. Diametro das células adiposas do tecido mesentérico de WK (A) e SHR (B).N = 4.

4.5. Caracteristicas plasmaticas das fémeas WK e SHR

A Tabela 2 mostra as caracteristicas plasmaticas gerais dos dois grupos de animais.
Conforme pode ser observado, a reposicdo com estradiol ndo alterou a concentragdo
plasmatica de glicose, nos dois grupos de animais, entretanto, o grupo SHR apresentou
aumento da glicemia em relagdo ao grupo WK. A concentragao de insulina no plasma ndo
sofreu alteragao no grupo WK. Por outro lado, verificou-se que a concentragdo plasmatica de
insulina das fémeas SHR que receberam veiculo foi maior em relagdo ao mesmo tratamento
nas fémeas WK, e a administragdo de estradiol reduziu a hiperinsulinemia deste grupo de
animais. O tratamento com estradiol aumentou de forma significativa a concentragdao
plasmatica de glicerol em ratas SHR ovariectomizadas, sendo que nas WK ndo foram
observadas diferengas significativas. No que se refere aos triacilglicerois, verificou-se que o
tratamento com estradiol aumentou de forma significativa a concentragdo de triacilglicerois

no plasma, em ambas as linhagens, sendo que o aumento foi maior na SHR.
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Tabela 2. Caracteristicas plasmaticas de fémeas WK e SHR

WK SHR
Parametro
Oleo Estradiol Oleo Estradiol
. # #
Glicose (mmol/L) 7,36 £0,09 7,01 £0,20 208 +0.12 210+ 0.26
Insulina (pmol/L) 164 +8 148 +9 s+ 17 | 1734 10%
Glicerol (mmoI/L) 0,230+ 0,13 0,256 + 0,17 0,167 £ 0,14 0216 +0 11*
TAG (mmol/L # * # *
mmol/L) 0.47+0,11" | 0,88+0,07 0,72+0,07 | 1,15+0,12

.- , #
Os valores representam a média + EP. (n = 6). *P<0,05 vs 6leo mesmo grupo; P<0,05vs
WK mesmo tratamento.

4.6. Atividade da enzima lipase lipoprotéica

Os niveis de atividade da enzima LPL dos tecidos adiposos mesentérico e periuterino

de ratas WK e SHR tratadas com estradiol ou 6leo sdo representados na Figura 13.
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Figura 13. Atividade da enzima LPL no tecido adiposo mesentérico e periuterino de ratas
WK e SHR tratadas com estradiol ou 6leo. *P<0,05 vs 6leo; #P<0,05 vs WK oleo; **P<0,05

vs WK E. (N = 3).
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Em ambos os tecidos e nas duas linhagens observou-se diminuicdo da atividade da
LPL apos tratamento com estradiol em comparagao com o veiculo (6leo). Os resultados da
figura 13 também mostram que os valores obtidos para o grupo SHR foram inferiores aos

obtidos para as WK.

4.7. Concentracgdo hepética de glicogénio

A concentragdo hepatica de glicogénio foi semelhante nas duas linhagens de animais
ovariectomizados que ndo receberam a reposi¢ao hormonal. A administracdo de estradiol
aumentou significativamente a concentracdo hepatica de glicogénio das ratas WK e SHR,

embora os valores obtidos para as WK fossem superiores aos das SHR (Figura 14).
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Figura 14. Concentracdo hepatica de glicogénio em ratas WK e SHR ovariectomizadas e

#
tratadas com 6leo (O) e estradiol (E). N=5. *P<0,05 mesmo grupo; P<0,05 vs SHR E.

4.8. Captacédo de glicose por adipdcitos periuterinos
A captacdo da 2-deoxi-glicose foi avaliada em condi¢des basais (sem adi¢cdes) ou
estimulada por insulina (2,5 nmol/L). Conforme pode ser observado nos adipocitos

periuterinos, houve aumento da captacdo de glicose estimulada pela insulina em relagdo ao
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basal nos dois grupos de animais (Figuras 15A1 ¢ 15A2). Entretanto, nos animais que
receberam estradiol o transporte de glicose estimulado pela insulina foi superior quando

comparado as fémeas ndo tratadas, tanto no grupo WK quanto no SHR (Figura 15).
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Figura 15. Transporte de glicose em condi¢cdes basal e estimulada pela insulina em

adipocitos periuterinos (P) de ratas WK (Al) e SHR (A2) ovariectomizadas tratadas com
estradiol (E) ou com 6leo (0). N = 5. *P<0,05 vs basal; “P<0,05 vs PO Ins.

4.9. Captacéo de glicose por adipocitos mesentéricos

Nos adipdcitos mesentéricos das fémeas WK, verificou-se um aumento do transporte
de glicose estimulado pela insulina em relacdo ao basal, tanto nos animais que receberam,
quanto naqueles que ndo receberam a reposi¢do hormonal (Figura 16Al), e os niveis de
captagdo de glicose estimulados pela insulina foram maiores nos animais que receberam
estradiol. Os dados da Figura 16A2 mostram que a insulina aumentou a captacdo de glicose
nos adipdcitos mesentéricos de ratas SHR, em relacdao ao basal nos dois grupos de animais, e
que os valores tanto da captagdo basal quanto da estimulada pela insulina foram maiores no
grupo tratado com estradiol. O tratamento com estradiol aumentou significativamente a

captacao de glicose no estado basal.
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Figura 16. Transporte de glicose em condi¢cdes basal e estimulada pela insulina em
adipocitos mesentéricos de ratas WK (Al) e SHR (A2) ovariectomizadas tratadas com
estrogeno ou com 6leo. N = 4.*P<0,05 vs basal; **P<0,05 vs MO basal; #P<0,05 vs MO
Ins.
4.10. Atividade lipolitica do tecido adiposo periuterino

O indice lipolitico foi medido através do glicerol liberado para o meio de incubagao

por adipdcitos isolados do tecido adiposo periuterino de ratas WK e SHR tratadas com

estradiol ou dleo, e sdo expressos por 50 mg de células representado nas Figuras 17A e 18A.
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Figura 17. Glicerol liberado por adipdcitos isolados do tecido adiposo periuterino de ratas
WK tratadas com estradiol ou éleo. Os resultados sdo expressos por 50 mg de células. B,
basal; Iso, isoproterenol. Wistar (N = 4). *P<0,05 vs dleo.
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Também esta representado o efeito estimulante do isoproterenol (0,1 uM) sobre o processo
lipolitico, no qual sdo descontados os valores da liberagdo basal de glicerol (Figuras 17A2 e
18A2). Os resultados mostram que nas ratas WK o tratamento com estradiol aumentou
significativamente a lipolise do tecido adiposo periuterino em condi¢des basais (sem adigdes),
enquanto que nem o efeito anti-lipolitico ou o efeito estimulante do isoproterenol foram
diferentes entre os grupos (Figura 17Ale 17A2).

Nas SHR constatou-se também um aumento significativo da lipolise basal dos
adipdcitos periuterinos, apds o tratamento com estradiol. Quanto ao efeito anti-lipolitico da

insulina ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos (Figuras 18A e 18B).
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Figura 18. Glicerol liberado por adipdcitos isolados do tecido adiposo periuterino de SHR
tratadas com estradiol ou 6leo. Os resultados sdo expressos por 50 mg de células. B, basal;
Iso, isoproterenol. SHR (N = 6). *P<0,05 vs 6leo.
4.11. Atividade lipolitica do tecido adiposo mesentérico

Neste tecido, e na linhagem WK, o tratamento com estradiol aumentou
significativamente a lipolise basal do tecido adiposo mesentérico (Figura 19A1). Quanto ao

efeito anti-lipolitico da insulina ndo foi encontrada diferenca significativa entre os dois grupos

(Figura 19A1).
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Figura 19. Glicerol liberado a partir de adipdcitos isolados do tecido adiposo mesentérico de
ratas WK tratadas com estradiol ou dleo. B, basal; Iso, isoproterenol. Wistar (N = 4).
*P<0,05 vs oleo.

A linhagem SHR mostrou um padrdo de resposta diferente. Nao foram observadas
diferencas significativas na liberagdo, basal e estimulada pelo isoproterenol, de glicerol entre
os tratamentos. Porém, o tecido mesentérico das ratas que receberam estradiol mostrou de

maneira significativa sensibilidade maior ao efeito anti-lipolitico da insulina, ao contrario das
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Figura 20. Glicerol liberado a partir de adipdcitos isolados do tecido adiposo mesentérico de
ratas SHR tratadas com estradiol ou 6leo. B, basal; 1so, isoproterenol. SHR (N = 4). “P<0,05
vs Oleo.
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ndo tratadas, que ndo apresentaram resposta ao efeito anti-lipolitico da insulina (Figuras
20A1, 20A2). Este fato foi comprovado através das inclinagdes das curvas dos tratamentos
que sao diferentes, e através do test-t que apresentou diferenca significativa para as
inclinagdes.

Os resultados da figura 21 demonstram que a atividade lipolitica estimulada por 0,1
uM de isoproterenol ¢ superior nas SHR sugerindo uma sensibilidade aumentada ao

isoproterenol em relagdo ao grupo WK.
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Figura 21. Comparacdo das respostas lipoliticas entre os tecidos obtidos de animais WK e
SHR tratadas com estradiol ou 6leo.

4.12. Expressao dos genes

Os niveis de expressdo dos genes da leptina, PPARa ¢ PPARY nos tecidos adiposos
periuterino, mesentérico e retroperitoneal, ¢ dos tecidos hepatico, cardiaco e renal de ratas
WK e SHR tratadas com estradiol ou com 6leo foram determinados através da técnica RT-
PCR. Os niveis de expressdo da B-actina foram determinados como controle da quantidade de

RNA utilizado para cada amostra. Desta forma, a relacdo entre os niveis de expressao dos
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diferentes genes com os da P-actina dos diversos tecidos e 6rgdos servem de pardmetro de
comparagdo para os tratamentos com estradiol ou o6leo nas duas linhagens de ratas. Os
produtos da reagdo em cadeia da polimerase foram aplicados em gel de agarose cujos
resultados estdo representados nas Figuras 22, 23 e 24. Na parte A das figuras estdo
representados os produtos obtidos para os cDNAs da linhagem WK, enquanto que na parte B
sdo apresentados os resultados obtidos para a linhagem SHR seguidos dos respectivos cDNA
da B-actina. O tamanho dos produtos esperados para os diferentes cDNAs sdo os seguintes:

leptina 589 pares de bases (pb), PPARy 272 pb, PPARa 735 pb e B-actina 536 pb.

4.12.1. Niveis de expressao da leptina

Conforme demonstrado na Figura 22A, houve diferenga nos niveis de expressdo da
leptina apenas no tecido adiposo mesentérico das fémeas WK sem reposi¢do hormonal. No
grupo SHR, verificou-se que o tratamento com estradiol aumentou a expressao do mRNA da
leptina nos tecidos adiposos periuterino (Figura 22B). Além disso, pode ser observado que a

expressao do mRNA da leptina no grupo WK é maior que a do grupo SHR (Figura 22).
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Figura 22. Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produttos de amplificagdodo cDNA da
leptina por RT-PCR extraido dos tecidos adiposos periuterino (P) e mesentérico (M) de ratas
WK (A) e SHR (B) tratadas com estradiol (E) ou com 6leo(O). N=3. *P<0,05.
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4.12.2. Niveis de expressao do PPARYy

Observou-se que no tecido periuterino de ratas WK tratadas com estradiol, ocorreu um
aumento significativo nos niveis de expressdo do gene do PPARy (Figura 23A), ndo sendo
observadas diferencas no tecido mesentérico. Porém, no tecido retroperitroneal o tratamento
com estradiol provocou uma redugdo significativa dos niveis de expressdo deste gene. Nas
fémeas SHR, observou-se uma expressao menor do gene do PPARy em relagdao as WK e nao
foram observadas diferencas da expressao deste gene nos tecido periuterino e retroperitoneal.
Entretanto, no tecido mesentérico a expressado do mRNA PPARYy foi superior a dos outros
tecido e o tratamento com estradiol aumentou de maneira significativa os niveis de expressao

deste gene (Figura 23B).
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Figura 23. Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de amplificacdo do cDNA do
PPARy por RT-PCR extraido dos tecidos adiposos periuterino (P), mesentérico (M) e
retroperitoneal (R) de ratas WK (A) e SHR (B) tratadas com estradiol (E) ou com éleo (O).
N =3. *P<0,05.
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4.12.3. Niveis de expressdo do PPARa,

Na Figura 24 estao representados os resultados obtidos para a expressdo do PPARa.
Para as ratas WK o tratamento com estradiol aumentou significativamente os niveis deste
gene no figado, ndo havendo diferenga significativa entre os grupos na expressao deste gene
no cora¢do. No rim, o tratamento com estradiol diminuiu de forma significativa a expressao
do PPARa (Figura 24A). Um aspecto interessante ¢ que a expressdo deste gene no coragio
foi superior a dos outros tecidos independentemente do tratamento utilizado (Figura 24A).

Nas SHR o tratamento com estradiol aumentou de forma significativa os niveis de
PPARa no figado e no coragdo, porém, os niveis no coragdo sao bem menores que oS

encontrados na WK. No rim, o tratamento com estradiol diminuiu de maneira significativa a

expressao deste gene (Figura 24A).
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Figura 24. Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de amplificacdo do cDNA do

PPARa por RT-PCR extraido do figado (F), coracdo (C) e rim (R) de ratas WK
ovariectomizadas (A) e SHR (B) tratadas com estradiol (E) ou com 6leo (O). Wistar, N=5¢
SHR, N = 3, *P<0,05.
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Nestes estudos foram avaliados os efeitos do estradiol sobre a adiposidade de fémeas
ovariectomizadas normotensas (WK) ou hipertensas (SHR). Os estrogenos sdo considerados
reguladores importantes do desenvolvimento e da deposi¢ao lipidica no tecido adiposo, em
humanos, em roedores e outras espécies (WADE e cols, 1985).A op¢ao pela linhagem de
ratos espontanecamente hipertensos (SHR) deveu-se ao fato de os mesmos constituirem um
modelo muito estudado de sindrome metabolica humana, no qual a hipertensdo esta associada
a dislipidemia e a resisténcia insulinica do metabolismo da glicose (AITMAN e cols, 1997). O
surgimento dos fatores metabolicos de risco em fémeas pode ser resultado direto da faléncia
ovariana ou alternativamente, resultado indireto de alteragcdes metabdlicas conseqiientes a
deficiéncia de estrogeno. Nao estd ainda bem estabelecido se a deficiéncia de estrogeno
aumenta o risco cardiovascular em todas as fémeas ou somente naquelas que desenvolvem as
caracteristicas da sindrome metabolicas.

Os resultados obtidos mostram que a reposi¢do com estradiol reduziu a pressao arterial
nas fémeas SHR ovariectomizadas, o que é condizente com estudos de outros laboratdrios nos
quais se observou que tanto a administragdo cronica de estradiol (SONG e cols, 2005) quanto
a de curta duragdo (BELO e cols, 2004) promovem redugdes significativas da pressao arterial.
Os estudos de BELO e cols (2004) mostraram que a queda da pressdo arterial induzida pelo
tratamento com estradiol se correlacionou com o aumento dos niveis plasmaticos do peptidio
natriurético atrial. Este peptidio ¢é liberado por em resposta ao estiramento dos cardiomiocitos
secretores e reduz a pressao arterial através de seus efeitos natriurético e diurético (DE BOLD
e cols, 1981; LANG e cols, 1985).

No entanto, a diminui¢do da pressdo sanguinea em resposta a administracdo de

estradiol observada nas SHR, ndo foi suficiente para atingir os niveis de pressdo normal
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observados nas ratas WK, o que sugere a existéncia de outros fatores também envolvidos no
mecanismo de regulacdo da pressdo sanguinea.

Estudos recentes confirmam que o tecido adiposo perivascular mesentérico libera o
fator de relaxamento derivado do adipécito (ADRF), o qual possui uma ag¢ao inibitoria sobre a
resposta contratil induzida por vérios vasoconstritores (LOHN e cols, 2002; VERLOHREN e
cols, 2004). O efeito inibidor da resposta contratil ¢ mediado pela ativagdo do musculo liso
vascular através da abertura de canais de potassio dependentes de voltagem nas artérias
mesentéricas (VERLOHREN e cols, 2004). Esses achados reforcam a nogao de que o tecido
adiposo perivascular contribui para a manuten¢do do tonus basal das artérias mesentéricas e
para a regulacdo da contratilidade destas artérias pela ativagdo dos canais de potdssio
(VERLOHREN e cols, 2004). Embora nao tenha sido quantificada a massa de tecido adiposo
mesentérico, a inspe¢ao visual mostrou que as fémeas SHR possuem massa reduzida deste
tecido quando comparadas as fémeas WK, confirmando os achados de GALVEZ e cols,
(2006). A quantidade reduzida de tecido adiposo mesentérico nas SHR pode ser um fator
adicional ao desenvolvimento de hipertensao nestes animais.

E bem estabelecido na literatura que a deficiéncia de estrogenos promove aumento do
peso corporal, € que a administragdo deste hormonio reduz o peso corporal. No presente
estudo verificou-se que a administragdo de estradiol resultou em queda do peso corporal nas
fémeas WK ovariectomizadas, a qual foi acompanhado por reducao da ingestao alimentar e da
massa adiposa. A redu¢@o da ingestdo alimentar induzida pela administracdo de estradiol esté
de acordo com trabalhos ja publicados (WADE e cols, 1985; LIANG e cols, 2002;
SHIMOMURA ¢ cols, 2002; D’EON e cols, 2005). Entretanto, diferenca entre os grupos
tratados e ndo-tratados ndo foi observada nas ratas SHR. Nesta linhagem, os resultados

sugerem que a reducdo da adiposidade ocorrida apds tratamento com estradiol ndo depende da
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ingestdo alimentar, uma vez que estes animais ingeriram maior quantidade de alimento que o
grupo WK tratado com estradiol. Esses dados s3o consistentes com aqueles relatados em
trabalhos que utilizaram camundongos nocaute para o receptor-a. de estrogeno (aERKO)
(HEINE e cols, 2000) e com aqueles observados em camundongos transgénicos portadores de
deficiéncia da aromatase (ArKO) (MISSO e cols, 2003) os quais apresentam aumento da
adiposidade sem varia¢do da ingestdo alimentar. O aumento de ingestdo alimentar verificada
nas fémeas SHR poderia ser conseqiiente a reducdo da expressio do mRNA da leptina
verificada nos tecidos adiposo periuterino e mesentérico desses animais, quando comparada
aos animais WK. Dentro do mesmo grupo das SHR, o tratamento com estradiol aumentou a
expressdo da leptina no tecido periuterino. Estes dados sdo consistentes com trabalhos da
literatura que mostram que estradiol aumenta leptina em ratas OVX (SHIMIZU e cols, 1997,
YONEDA ¢ cols,1998; BRANN e cols, 1999). Nas ratas WK-OVX, o tratamento com 6leo,
aumentou a expressdao do gene no tecido mesentérico. Essa discrepancia poderia ser causada
por diferengas na secrecdo e regulacdo da leptina em varios tecidos adiposos. Outros trabalhos
da literatura mostraram que embora a expressao da leptina diminua no tecido adiposo branco
subcutaneo e retroperitoneal de ratas OVX, a expressdo da leptina aumenta no tecido adiposo
branco mesentérico desses animais (SHIMUZU e cols, 1997).

A partir dos resultados foi possivel evidenciar que, associadas as redug¢des da massa
dos tecidos adiposos periuterino, mesentérico e retroperitoneal das ratas WK, o tratamento
com estradiol aumentou significativamente o nimero de células. Analisando os diametros
celulares, verificou-se que a distribuicdo de freqiiéncia encontra-se desviada para a esquerda,
mostrando que o tratamento com estradiol induziu prolifera¢do celular e reducdo do tamanho
do adipdcito. No que se refere as fémeas SHR, o tratamento com estradiol aumentou de forma

significativa o nimero de células em relacdo ao grupo WK. Quanto aos tecidos adiposos
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periuterino e mesentérico ficou evidenciada apenas redugdo do didmetro celular. A massa
adiposa reflete tanto o nimero, quanto o tamanho do adip6cito, sendo que este ultimo é uma
evidéncia direta do teor de triacilglicerois armazenados (D’EON e cols, 2005). Desta forma, a
reducdo da massa de tecido adiposo nas fémeas SHR coincidente com a reducdo do didmetro
médio do adipdcito, sugere que o efeito do estradiol neste tecido € mediado, em grande parte,
pelos efeitos deste hormonio sobre o tamanho do adipécito. O efeito hiperplasico do estradiol
observado neste trabalho com as ratas WK foi observado também em estudos que mostraram
a participacao do estradiol na forma¢ao de novos adipdcitos (adipogénese) no qual estradiol
estimulou a proliferacdo de pré-adipocitos da linhagem de células 3T3-L1 (LEA-CURRIE e
cols, 1999). O estradiol estimulou a proliferacao de pré-adipécitos em fémeas, mas este efeito
nao foi observado em machos (DIEUDONNE ¢ cols, 2000).

Foi possivel observar neste estudo, que a reposi¢cdo hormonal ndo alterou a glicemia
dos dois grupos de animais. Entretanto, a concentracdo plasmatica de glicose nas WK foi
menor que a observada nas SHR, tanto nas fémeas que receberam estradiol quanto naquelas
que receberam o veiculo. No que se refere a insulina, observou-se aumento da concentragao
plasmatica deste hormoénio no grupo SHR em relagdo ao WK, independentemente do
tratamento, e também que a administracdo de estradiol, apenas no grupo SHR, reduziu
significativamente a concentragdo plasmatica de insulina. Esses achados indicam que, apesar
do aumento da insulina, este ndo foi suficiente para manter a concentragdo plasmatica de
glicose no mesmo nivel que a observada para o grupo WK. Além disso, verificou-se que as
fémeas SHR tratadas com estradiol, requerem menos insulina para manter uma glicemia
semelhante a do grupo tratado com o veiculo, o que sugere que estes animais possuem maior
sensibilidade a insulina que o grupo ndo tratado. A redugdo da concentragcdo plasmatica de

insulina provavelmente também desempenha um papel no aumento da concentragdo



Discussdo 51

plasmatica de glicerol, observada no grupo tratado com estradiol, o que poderia resultar de
uma atividade lipolitica aumentada. Nossos estudos sugerem um papel do estradiol sobre a
sensibilidade insulinica apenas nas SHR, corroborando resultados anteriores obtidos por
GALIPEAU e cols (2002), nos quais foi demonstrado que as fémeas requerem menos insulina
para manusear uma mesma quantidade de glicose e apresentavam maior sensibilidade
insulinica em relagdo a ratos machos submetidos ao teste oral de tolerancia a glicose. Além
disso, outras evidéncias sugerem que a hiperinsulinemia/resisténcia insulinica poderiam levar
a hipertensdo tanto em humanos quanto em animais (VERMA, 2000; REAVEN, 2003), o que
poderia contribuir parcialmente para o estado hipertensivo observado nas fémeas SHR. Outros
estudos demonstraram que drogas que melhoram a sensibilidade insulinica e diminuem a
concentragdo plasmatica de insulina previnem o desenvolvimento da hipertensdo em ratos
espontaneamente hipertensos (BHANOT e cols, 1994; VERMA ¢ cols, 1994). Os resultados
deste trabalho apresentaram diminuicdo da pressdo arterial na linhagem SHR apds o
tratamento com estradiol. A resisténcia a insulina pode levar diretamente a hipertensdo por
ativacao do sistema nervoso simpatico (REAVEN, 1988). O aumento do tonus simpatico pode
contribuir para aumento da concentracdo de acidos graxos livres (AGLs) associados com
sindrome metabolica desde que hipertensdo tratada com [ bloqueadores tem menor
concentragdo de AGLs comparado com hipertensdo tratada com diuréticos (MAISON e cols,
2000).

Nossos resultados também mostram que a administragdo de estradiol aumentou a
concentragdo plasmatica de TAG e reduziu a atividade da enzima LPL dos tecidos adiposos
periuterino e mesentérico, nos dois grupos de animais. Dados da literatura confirmam os
resultados citados acima, os quais mostram que estradiol diminuiu o didmetro das células. O

estrogeno pode inibir diretamente a deposicao lipidica através da diminui¢do da atividade da



Discussdo 52

LPL, uma enzima que regula a captacao de lipides para os adipocitos (ENERBACK e cols,
1993, COOKE e cols, 2004). A LPL ¢é uma enzima regulatéria chave do metabolismo
energético, responsavel pela hidrolise dos TAG contidos nas lipoproteinas circulantes
(quilomicron e VLDL) para posterior captacdo dos acidos graxos pelo tecido adiposo. Varios
estudos demonstram que a ovariectomia em ratas resulta em aumento da LPL do tecido
adiposo, enquanto que a reposi¢do hormonal diminui a atividade da enzima (PEDERSEN e
cols, 1992; HAMOSH ¢ HAMOSH, 1975; KIM ¢ KALKHOFF, 1975; HOZUMI e cols,
2000). A atividade da enzima ¢ regulada tanto ao nivel transcricional quanto pos-
transcricional (SEMENKOVICH e cols, 1989). Outros estudos mostraram que o estrogeno
reduziu acentuadamente o acimulo de lipidios e expressdo da LPL, bem como o acimulo de
TAG em adipocitos 3T3-L1 diferenciados, e transfectados com receptor de estrégeno
(HOMMA e cols, 2000), e que a reposi¢cao hormonal em camundongos diminui a expressao
da LPL do tecido adiposo (D’EON e cols, 2005). Em geral, parece que a insulina promove
acumulo lipidico pelo aumento da atividade da LPL (BJORNTORP, 1996), o que poderia
explicar parcialmente a diferenga na massa adiposa entre as WK e SHR. O aumento da
concentragdo plasmatica de TAG ap6s administracdo de estradiol pode ser conseqiiente a
reducdo da atividade da LPL. Além disso, a menor deposi¢do lipidica, observada no presente
trabalho, nas fémeas tratadas com estradiol pode ser conseqiiéncia, pelo menos em parte, da
menor captacao lipidica catalizada pela LPL.

Quanto ao metabolismo de carboidratos, verificou-se que nas ratas WK e SHR, a
administracdo de estradiol provocou um aumentou significativo na deposicdo de glicogénio
hepatico, fato que ¢ condizente com outros estudos na literatura (CARRINGTON e cols,
1985; CAMPBELL e cols, 2002). Os valores obtidos para as fémeas WK que receberam

estradiol foram superiores aos obtidos para as SHR. A ingestdo de carboidratos ¢ rapidamente
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seguida por aumento da oxidacao de glicose e armazenamento como glicogénio no musculo e
figado, sendo este processo regulado pela insulina (FERY e cols, 2003). A mobilizagio destes
estoques ocorre no estado pds-absortivo, quando a glicose retorna ao estado basal, ou quando
existe necessidade de energia. (FELBER e cols, 1995). Dois parametros apontam para uma
acdo insulinica normal nestes animais: o aumento da deposi¢do de glicogénio no figado e o
aumento da captacdo de glicose pelo tecido adiposo, corroborando os resultados observados
por CAMPBELL e cols (2002).

Os estudos realizados com adipocitos in Vvitro mostram que a administragdo de
estradiol estimulou a captagdo de glicose estimulada pela insulina nos dois grupos de animais.
Nos adip6citos periuterinos, observou-se um padrdo de resposta semelhante nos dois grupos,
sendo que a insulina estimulou a captacdo tanto nos animais tratados quanto nos nao tratados
com o estradiol. Entretanto, os animais que receberam estradiol apresentaram uma captagao
estimulada pela insulina superior a verificada nas fémeas nao tratadas tanto nas WK quanto
nas SHR. Quanto ao grupo SHR, verificou-se, em adipocitos mesentéricos, que a
administracdo de estradiol aumentou a captacdo de glicose basal e estimulada pela insulina,
confirmando que nesta linhagem de animais a reposi¢cdo hormonal aumenta a sensibilidade
insulinica. Estes resultados sugerem que a deficiéncia de estradiol em ratas com baixa
sensibilidade a insulina pode afetar o metabolismo de carboidratos no tecido mesentérico. Foi
verificado que a quantidade total de GLUT4 em animais tratados com estradiol era
significativamente maior em células do tecido adiposo omental (WESTERGREN e cols,
2005), e desta forma, é possivel sugerir que o aumento da captagdo de glicose estimulada pela
insulina em adipocitos mesentéricos de animais tratados com estradiol esteja relacionada ao

aumento da expressao deste transportador de glicose quando comparado ao grupo nao tratado.
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Entretanto, parte do aumento basal da captacdo de glicose por adipocitos mesentéricos do
grupo tratado pode ser causada por niveis diferentes de expressao de GLUTI.

No que se refere a lipdlise, a administragdo de estradiol aumentou a liberacao basal de
glicerol dos tecidos adiposos periuterino ¢ mesentérico das ratas WK nao sendo verificadas
diferengas no efeito anti-lipolitico da insulina apds a reposi¢do hormonal. Resultados
semelhantes foram observados em fémeas Wistar durante o diestro, bem como em estudos de
microdialise in situ realizados em fémeas ovariectomizadas, apos administragdo de estrogeno
(DARIMONT e cols, 1997). Também pode ser observado que a estimulagdo adrenérgica pelo
isoproterenol ndo foi influenciada pela reposi¢ao hormonal, corroborando resultados obtidos
em fémeas humanas, nas quais a terapia de reposi¢do com estradiol ndo alterou a atividade
lipolitica estimulada pela noradrenalina de adipécitos subcutineos (REBUFFE-SCRIVE e
cols, 1987).

Da mesma forma que a observada para o grupo WK, a atividade lipolitica basal de
adipocitos periuterinos apresentou-se aumentada no grupo SHR tratado com estradiol, ndo
sendo verificadas diferencas no efeito anti-lipolitico da insulina apo6s a reposi¢do hormonal.
Quanto ao tecido adiposo mesentérico, pode ser observado que o tratamento com estradiol
aumentou a sensibilidade deste tecido ao efeito anti-lipolitico da insulina, sem alterar a
lipdlise basal. Estes resultados reforcam a evidéncia de que as SHR ovariectomizadas
apresentam diminuicdo da sensibilidade insulinica, e que a reposi¢do hormonal melhora a
atividade de vias metabolicas influenciadas pela insulina. Os dados encontrados mostraram
que estradiol atenua o desenvolvimento da resisténcia a insulina, o que é condizente com a
literatura (LIU e cols, 2004).

Os resultados de lipolise das WK e SHR agrupados dos tecidos adiposos mostram que

as SHR apresentam maior liberagdo de glicerol que as WK. As SHR geralmente apresentam
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fluxo simpatico aumentado (CABASSI e cols, 2002) em relagdo as ratas WK, o que leva ao
aumento da lipolise (YOUNGSTROM e cols, 1998). Em adip6citos de ratos, as catecolaminas
controlam lipomobilizacdo através da interacdo com receptores P adrenérgicos, os quais
ativam adenilato ciclase, proteina kinase dependente de AMPc e lipase hormonio sensivel.
Essa sinalizac¢do resulta na hidrolise dos triacilglicer6is armazenados e diminui o tamanho do
adipocito (LAFONTAN e cols, 1993). Esse mecanismo ¢ de especial importancia para o
tecido adiposo mesentérico porque ele ¢ densamente inervado pelo sistema nervoso simpatico
(YOUNGSTROM e cols, 1995). Além disso, lipolise estimulada por catecolaminas é mais
efetivamente inibida por insulina nos adipécitos do mesentérico que outros depositos
(PONDE e cols, 1991). Assim, a diminui¢do da concentracao de insulina no plasma da SHR
tratada também favorece lipdlise estimulada por catecolaminas no tecido adiposo mesentérico
desta linhagem (GALVEZ e cols, 2006). No tecido adiposo, o mecanismo responsavel pela
resisténcia a insulina estd associado ao aumento da liberagdo de acidos graxos livres dentro da
circulagdo, o que pode induzir resisténcia a insulina no tecido muscular e possivelmente no
figado (BODEN e SHULMAN 2002; RODEN e cols, 2000).

Conforme citado previamente, os adipocitos mesentéricos sao considerados
lipoliticamente mais ativos. Isso ¢ compativel com, e requer, uma captacdo maior de glicose
por estes adipdcitos para fornecer o glicerol-3-fosfato necessario para aumentar a sintese de
TAG. Essa sintese ¢ importante para manter os estoques de TAG inalterados, em um tecido
com alta taxa de lip6lise. Além disso, a redugdo dos AGNE na veia porta regula o clearance
hepatico de insulina, reduzindo consequentemente a liberacdo hepatica de glicose ¢ a
hiperinsulinemia. Foi relatado que o tecido adiposo perivascular atenuou a resposta vascular
de anéis aorticos a epinefrina (SOLTIS e CASSIS, 1991). Outros estudos confirmaram o

efeito inibitério da gordura perivascular aoértica (LOHN e cols, 2002) e mesentérica
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(VERLORHEN e cols, 2004) sobre a resposta contratil a uma variedade de estimulos
vasoconstritores. Um estudo mais recente mostrou que alteragdes da massa adiposa visceral
pode contribuir para o aumento da resisténcia vascular na linhagem de rato espontaneamente
hipertenso (GALVEZ e cols, 2006). Os autores observaram que os animais SHR tém menos
tecido adiposo mesentérico perivascular com adipocitos menores ¢ um conteudo de lipidio
total ¢ de leptina menor, em relagdo ao grupo WK, corroborando os achados do presente
trabalho.

A deposigao lipidica ¢ dependente do equilibrio entre os processos de captagdo, sintese
e mobilizagdo dos trigliceridios no tecido adiposo (ARNER, 2001). Estudos demonstram que
as vias metabolicas sdo controladas em diferentes niveis, em resposta a estimulos ambientais e
hormonais (SPIEGELMAN e cols, 1996), e este controle é exercido, pelo menos em parte, ao
nivel transcricional da expressao génica (KERSTEN e cols, 2002). A regulacdao da expressao
génica ¢ executada por fatores de transcri¢do especificos, destacando-se os receptores
ativados por proliferadores dos peroxissomos (PPARs) (KERSTEN e cols, 2000), mais
diretamente ligados aos objetivos do presente estudo. Para examinar as mudancas mediadas
pelo estradiol, as quais promovem redug¢do da massa de tecido adiposo, foi investigada a
expressdo do PPARa, cuja ativagdo estd relacionada a redugdo da adiposidade. Os resultados
mostram que as fémeas que ndo receberam reposi¢do hormonal, tanto as WK quanto as SHR,
apresentaram redugdo da expressdo deste fator de transcricdo quando comparado com as
tratadas. Esta redugdo da expressio do PPARa observada no figado das fémeas
ovariectomizadas ndo tratadas, tanto WK quanto SHR, pode ter contribuido para o aumento
da massa lipidica nestes animais, uma vez que nestas condi¢des ocorre redugdo da expressao
das enzimas envolvidas na oxidacao de acidos graxos. Esses resultados sdo condizentes com

aqueles apresentados por CAMPBELL e cols, (2003). Esse efeito do estradiol na utilizagdo de
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lipides como fonte de energia reflete o aumento da eficiéncia das vias metabdlicas
melhorando a eficacia do processo de oxidagdo dos acidos graxos e inibicdo do estoque de
gorduras (lipogénese) no tecido adiposo, figado e musculo. O estradiol pode indiretamente
afetar a lipolise por induzir a enzima lipolitica lipase horménio sensivel (PALIN e cols,
2003), por aumentar os efeitos lipoliticos da epinefrina (ACKERMAN e cols, 1981) e por
promover aumento da oxidag¢do dos acidos graxos e contribuir para diminuigdo da deposi¢do
de tecido adiposo (MISSO e cols, 2003). A LPL e apolipoproteina C-III sdo suprimidas pelo
PPARa (AUWERS e cols, 1996; SCHOONJANS e cols, 1996). Estes dados sdo condizentes
com os resultados deste trabalho que mostram que tratamento das ratas OVX com estradiol
diminuiu LPL e aumentou em ambas as linhagens a expressdo do PPARa, o gene envolvido
na oxidagdo dos acidos graxos.

O tratamento de fémeas ovariectomizadas com estradiol aumentou a expressdo do
PPARY nos tecidos adiposos periuterino das ratas WK e mesentérico das SHR. Estes
resultados sdo condizentes com dados da literatura onde os estrogenos foram capazes de
induzir a produgdo de ligantes endogenos do PPARy (MA e cols, 1998). O PPARy ¢ um fator
de transcrigdo que participa da ativagdo da adipogénese e aumento da sensibilidade insulinica
(ROSEN e cols, 2001). Os resultados deste trabalho mostraram nas WK, apos tratamento com
estradiol, aumento do nimero de adip6citos e diminuicdo do didmetro celular, e nas SHR
apenas diminuicao dos didmetros. Estes dados sdo condizentes com trabalhos da literatura nos
quais verificou-se que as thiazolidinedionas (TZDs), uma classe de farmacos que melhora a
hiperglicemia, pelo ao menos em parte, por melhorar a sensibilidade a insulina (OLEFSKY e
cols, 2000), ativam o PPARy (KAHN e cols, 2000). As TZDs aumentam o numero e
diminuem o tamanho dos adipocitos (FRAYN, 2002). O aumento do numero pode ocorrer

através da estimulacdo da adipogénese, enquanto a reducdo do tamanho das células pode ser
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devido a diminuicao tecidual dos niveis de insulina, resultando na reducdo do estoque de
lipides e do efeito antilipolitico. Os adipodcitos pequenos sdo mais sensiveis a insulina (KAHN
e cols, 2000), e podem atuar eficientemente no tamponamento do excesso de acidos graxos
livres no periodo pos-prandial, enquanto que nos adipdcitos grandes esta eficiéncia no
tamponamento dos acidos graxos diminui (FRAYN, 2002).

A desativacao dos genes relacionados ao metabolismo como o PPARa ¢ o PPARy ¢é a
principal fase para iniciacdo da sindrome metabdlica (obesidade, resisténcia a insulina e
hipertensao) (FERRE, 2004). A perda de peso induzida pela dieta aumenta PPARa e PPARYy
no tecido adiposo e coragdo, e essas mudangas estdo associadas com aumento da sensibilidade
da insulina, reduc¢do da pressdo sangiiinea e freqiiéncia cardiaca (VERRETH e cols, 2006).
Ainda em relagdo ao tecido adiposo mesentérico, somente nas SHR pdde ser observado que o
tratamento com estradiol aumentou a sensibilidade deste tecido ao efeito anti-lipolitico da
insulina. Esse fato acontece provavelmente devido a um aumento da expressdo do PPARY no
tecido adiposo mesentérico e indiretamente através do aumento da expressdo do PPARa no

figado e coragdo.

Conclusdes: A linhagem WK nao apresenta predisposi¢do genética para resisténcia a insulina
e ap6s ovariectomia ndo foi observada diminui¢do da sensibilidade a insulina. Os tecidos
adiposos periuterino e mesentérico ndo foram comprometidos respondendo ao efeito anti-
lipolitico da insulina e aumento da captagdo de glicose ap6s estimulo com insulina. O
estradiol diminuiu significativamente o didmetro das células e aumentou o nimero de células
provavelmente devido ao aumento do PPARYy no tecido periuterino. Apos administracdo de
estradiol observou-se aumento do PPARa no figado, e no coragdo observou-se grande

expressao deste gene quando comparado com as fémeas SHR, mas entre o grupo WK nao foi
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significativamente diferente. Provavelmente o aumento da expressdo deste gene pode ser
responsavel pela diminuicao ectopica dos estoques de lipides no figado e grande sensibilidade
da insulina nas ratas WK.

A predisposicdo genética a resisténcia a insulina apresentada nas SHR pode estar
mascarada pelo estrogeno e apds ovariectomia a deficiéncia de estrogeno induziu o
surgimento da sindrome metabolica. A reducdo da sensibilidade & insulina apéos OVX
desencadeou problemas tais como a inabilidade da insulina para suprimir a lipdlise apos
estimulo das catecolaminas. Observou-se que o tecido adiposo mais prejudicado foi o
mesentérico, por ser esse densamente inervado pelo sistema nervoso simpatico.

A administragdo de estradiol, através do aumento da expressao génica do PPARy pode
ter contribuido para o aumento da sensibilidade a insulina, evidenciada através do aumento da
captacdo de glicose. O aumento da expressdo do PPARa no figado, através de uma aumento
da B-oxidacdo dos 4cidos graxos associado a redugdo da atividade da lipase lopoproteica
contribuiram para a menor deposi¢do lipidica observada nas fémeas que receberam estradiol.
O achado de um efeito anti-lipolitico aumentado, associado ao aumento da sensibilidade
insulinica do sistema de transporte da glicose em adipdcitos mesentéricos isolados de fémeas
tratadas com estradiol poderia contribuir para a manutengdo dos estoques de TAG. Isto, por
sua vez, poderia contribuir para a redu¢do da pressdo arterial observada no grupo SHR apds

tratamento com estradiol.
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