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RESUMO

Os estrogenos, hormonios pertencentes ao grupo dos esteroides gonadais, t€ém importante
papel na fisiologia reprodutiva feminina. Aproximadamente na quinta década de vida, as
mulheres entram na menopausa que ¢ caracterizada por uma queda de producdo dos
hormonios sexuais e que pode ser acompanhada sintomas responsaveis pela diminuicdo da
qualidade de vida, destacando-se as ondas de calor. Essa disfun¢do pode ser revertida através
da terapia de reposi¢cdo hormonal. O tecido adiposo marrom (TAM) é um tecido termogénico
e desempenha um importante papel na produgdo de calor devido a sua grande quantidade de
mitocondrias e a presenca da proteina desacopladora 1 (Ucpl). Com isso, este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito do estradiol sobre o balanco de calor e sobre as mitocondrias
do TAM em ratas ovariectomizadas (OVX), que sdo utilizadas nos estudos das ondas de calor
na menopausa. Para isso, foram realizadas analise de temperatura e calorimetria de ratas OVX
com e sem reposicao de estradiol (E2), e fragmentos do TAM foram submetido & microscopia
eletronica de transmissdo para avaliar a morfologia das mitocondrias € PCR em tempo real
para analise da expressao de genes relacionados a biogénese (Pgcla), fusao (Mfnl e Mfn2) e
termogénese (Ucpl) mitocondrial. Nossos resultados mostraram que o estradiol previne o
aumento de temperatura que acontece nos animas ovariectomizadossem alteracdo na
temperatura interna. J4 os dados da calorimetria ndo apontaram diferengas na taxa metabodlica
basal das ratas. As mitocondrias dos animais tratados com E2 foram maiores e apresentaram
expressao de Mfn2 aumentada e Mfinlreduzido em relacdo ao grupo OVX. Os adipocitos dos
animais castrados apresentram maior densidade volumétrica mitocondrial, expressdo
aumentada de Pgcla e Ucpl, ¢ tamanho reduzido das mitocondrias, sugerindo maior
atividade termogénica dos adipdcitos dos animais OVX. Nossos resultados sugerem que a
ovariectomia promove aumento na termogénese através de alteracdes morfofuncionais em

mitocondrias do TAM e que o estradiol é capaz de prevenir essas alteragoes.

Palavras-chave: menopausa, ovariectomia, ondas de calor, termogénese, tecido adiposo

marrom, mitocondria.



ABSTRACT

Estrogens, hormones related to the gonadal steroid group, play an importat role in female
reproductive physiology. Approximately in the fifth decade of life, as women enter the
menopause, which is characterized by a drop in production of hormones, there are some
symptoms responsible for the loss of quality of life, such as the hot flashes. This dysfunction
can be reversed through hormone replacement therapy. Brown adipose tissue (BAT) is a
thermogenic tissue, playing an important role in the production of heat due to its large amount
of mitochondria and the presence of uncoupling protein 1 (Ucpl). The aim of this study was
to evaluate the effect of estradiol on the heat balance and on the mitochondria of BAT in
ovariectomized rats (OVX), which are used in the study of hot flashes during menopause. For
this purpose, we analysed the temperature and calorimetry of OVX rats with andwithout
estradiol replacement(E2), and fragments of BAT was used to perform transmission electron
microscopyto evaluate the mitochondrial morphology and real time PCR to the analysis of the
expression of genes related to biogenesis (Pgcla), fusion (Mfnl and Mfn2) and thermogenesis
(Ucpl) in mitochondria. The OVX animals exhibited higher tail temperature than the E2
group without alteration in the internal temperature. The calorimetry data did not
showdifferences in the basal metabolic rate of the rats. The mitochondria of the animals
treated with E2 were larger and showed increased Mfn2 expression and reduced
Mfnlcompared to the OVX group. The adipocytes of the castrated animals presented
increasedmitochondrial volume density, higherPgc/a and Ucplexpression, and reduced
mitochondrial size, suggesting a greater thermogenic activity of the adipocytes fromthe OVX
animals. Our results suggest that ovariectomy promotes an increase in thermogenesis through
morphofunctional changes in mitochondria of BATand that estradiol is able to prevent these

alterations.

Key words: menopause, ovariectomy, hot flashes, thermogenesis, brown adipose tissue,

mitochondria.
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1 INTRODUCAO

Os estrogenos, hormonios pertencentes ao grupo dos esteroides gonadais, sdo
essenciais na fisiologia femininae desempenham importante papel em varias células e tecidos.
Muitos desses papéis foram observados em mulheres que estavam na menopausa, portanto, na
auséncia desses hormodnios. A senescéncia ovariana ocorre entre a quarta e quinta década de
vida da mulher, levando a diminui¢do dos horménios sexuais, destacando-se os estrogenos.
Tais mudancas hormonais também podem ser induzidas cirurgicamente através de
ovariectomia bilateral, levando, assim como na menopausa, na queda dos hormoénios sexuais
(Al-Azzawi e Palacios, 2009; Wend et al., 2012).

O controle termorregulatério é vital para a manutengdo da homeostase térmica do
organismo dentro de uma faixa ideal para a manutencao e integridade dos sistemas. Durante a
menopausa, as alteracdes hormonais desequilibram essa homeostase, promovendo as ondas de
calor observadas na menopausa. As ondas de calor sdo um dos sintomas mais comuns em
mulheres na menopausa, ocorrendo em aproximadamente 73% das mulheres, afetando a
qualidade de vida e o trabalho dessa parcela da populacdo (Freeman, 2007; Sassarini, 2012).
Essas ondas se caracterizam por periodos de calor intenso, sudorese e vasodilatagdo
periférica. Embora o aparecimento dessas ondas de calor coincida com a retirada do
estrogeno, os mecanismos pelos quais isto ocorre ndo estdo completamente elucidados
(Charkoudian, 2003; Freedman, 2005; Thurston, 2017).

O tecido adiposo marrom (TAM) desempenha um importante papel no controle
termorregulatorio em pequenos mamiferos (Heaton, 1978; quarta, 2012), além de ser alvo
para os hormdnios sexuais (Quarta, 2012). Em roedores, o TAM ¢ provavelmente o tecido
termogénico mais importante, porque ¢ capaz de aumentar a producdo de calor através do
desacoplamento da cadeia respiratoria da producdo de ATP nas mitocondrias, dissipando o
gradiente de protons gerado pela cadeiarespiratoria na forma de calor. Este mecanismo ¢
mediado através da proteina desacopladora 1 (Ucpl), localizada na membrana mitocondrial
interna (Pedersen, 2001; Cuenca, 2007).

A mitocondria ¢ uma organela dinamica e sua atividade esta relacionada aalteragoes
em suamorfologia e em sua biogénese, requerendo a contribui¢do do genoma mitocondrial e
nuclear (Ostronoff, 1996). O co-ativador 1 ‘alfa’ do receptor ativado por proliferador do
peroxissoma (Pgcla) € o principal regulador do processo de biog€nese mitocondrial. A

regulagdo dessas vias metabolicas e celulares pelo Pgcla ¢ feita através de uma variedade de
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fatores de transcrigdo (Puigserver, 2003). Além da biogénese, estudos recentes apontam que a
arquitetura mitocondrial esta diretamente relacionada ao seu estado funcional (Schrepfer &
Scorrano, 2016). Para que ocorra alteragdes na morfologia mitocondrial, h4 a participagdo de
diferentes proteinas que atuam nos processos de fusdo e fissdo das membranas mitocondriais,
resultando em estruturas que vao desde uma rede reticular integrada até a formacgdo de
particulas amplamente dispersas (Hoppins, 2007).

Os trabalhos realizados sobre os mecanismos que geram as ondas de calor investigam
principalmente as vias centrais que desencadeiam a dissipagdo de calor. Até o momento, ndo
sdo investigadas alteragdes periféricas que podem promover um aumento da producdo de
calor e que possam contribuir para o fendbmeno das ondas de calor. Tendo em vista as
informagdes supracitadas, nossa hipotese ¢ que a auséncia de estradiol que ocorre na
menopausa promove um aumento na producdo de calor que contribui para o fenomeno das
ondas de calor através de alteracdes mitocondriais que promovem aumento da termogénese.
Para isso, utilizaremos ratas ovariectomizadas (OVX), que sdo empregadas como modelo
experimental para o estudo de ondas de calor na menopausa, e investigaremos o efeito da
castragdo ¢ da reposicdo hormonal com estradiol sobre as mitocondrias do TAM, que um dos

tecidos com maior produgdo de calor em roedores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Menopausa

A menopausa como um evento da vida, foi notada por Aristoteles em 384-322 a.C,
quando observou que as mulheres na faixa de 40 anos cessavam a menstruacdo, bem como
seu periodo fértil (Utian, 1997). A senescéncia ovariana (ou climatério) € um processo gradual
que culmina aproximadamente na quinta década de vida. A diminui¢do da fun¢do ovariana ¢
evidenciada pela irregularidade da menstruagado, declinio da fecundidade e aumento de indices
de abortos espontaneos. Clinicamente, a menopausa ¢ diagnosticada ap6s a auséncia de fluxo
menstrual durante um ano (Al-Azzawi, 2009). Durante a menopausa os niveis de estrogenos
caem bruscamente, levando a perda do feedback negativo sobre a liberagdo das
gonadotrofinas hipofisarias (FSH — hormdnio foliculo estimulante; LH — hormdnio
luteinizante) e do hormdnio libertador de gonadotrofina (GnRH) cujos niveis tornam-se
elevados no sangue (Hall, 2015). A menopausa pode ocorrer de maneira natural devido a
deplecdo folicular espontanea ou iatrogénica (secundaria) que ocorre devido a remogdo dos
dois ovarios (ovariectomia bilateral) ou na disfungdo ovariana ocasionada por
radioterapia/quimioterapia ou algum processo patoldgico (Davis, 2015).Com isso, a
ovariectomia bilateral ¢ amplamente utilizada em modelos experimentais de animais na
menopausa (Al-Azzawi e Palacios, 2009)

Em uma meta-andlise feita por Schoenaker e colaboradores, percebeu-se que a média
de idade para a menopausa ¢ de 48,78 anos, havendo, porém, uma heterogeneidade entre os
estudos, com a média variando de 46 a 52 anos. A idade de menopausa também parece estar
relacionada geograficamente, sendo geralmente menor nos paises da Africa, América Latina e
Oriente Médio, e maiores nos paises da Europa e na Australia, seguida pelos EUA. Em um
estudo populacional feito pelo mesmo autor, que avalia a média de entrada na menopausa em
relacdo a nivel de educacdo, foi encontrado que mulheres com nivel médio entravam na
menopausa 4 meses depois quando comparadas as mulheres com nivel baixo de educacdo, e 8
meses mais tarde em mulheres com nivel elevado de escolaridade. Embora haja alguma
discrepancia entre os estudos, o tabagismo e sedentarismo parecem adiantar a menopausa,
enquanto o indice de massa corporal ndo exerce efeitos sobre o adiamento ou adiantamento do
climatério (Schoenaker, 2014).

Além das disfun¢des reprodutivas associadas a menopausa, varios distarbios so

responsaveis pela diminuicdo da qualidade de vida de mulheres nesse periodo, sendo eles:
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sudorese noturna, irritabilidade, dores de cabeca, disfungdes cardiovasculares, disturbios de
sono e ondas de calor. Esses sinais e sintomas ocorrem em 50% a 80% das mulheres na meia-
idade, podendo ocorrer antes da interrupcao completa do ciclo menstrual (Abdi, 2016; Pedro,
2003). A falta de estrogeno na menopausa também resulta em diversas mudangas/disfunc¢des
no organismo, como: perda Ossea, tendéncia a um maior acumulo de tecido adiposo na regido

abdominal, maior propensdo a eventos cardiovasculares e diabetes (Davis, 2015).

2.2 Estrégenos

Os estrogenos sao hormonios pertencentes ao grupo dos esteroides gonadais essenciais
na fisiologia feminina. Esses esteroides desempenham importantes papeis em varios sistemas,
tendo participacdo no sistema reprodutivo, na manutengdo da massa dssea, além de efeitos
cardioprotetores. Muitos desses papéis foram observados em mulheres que estavam na
menopausa, apresentando, com a queda de hormonios, osteoporose ¢ maiores chances a
eventos cardiovasculares, além da disfun¢do no sistema reprodutivo (Al-Azzawi, 2009; Wend
et al., 2012).

O estrogeno ou seus derivados tém um importante papel no sistema nervoso central
(SNC). Durante o desenvolvimento, diferentes aspectos neuronais como sinapses ¢ formacao
do circuito neuronal, estdo sob o controle de estrogenos, independente do género. Além disso,
a maturacdo do SNC sexo-especifica, esta intimamente ligada a presenca ou auséncia de
estrogeno durante uma janela pré-determinada do desenvolvimento cerebral. O estrogeno atua
centralmente através da circulagdo periférica atingindo o SNC, ou da formagdo local nos
neurdnios. Na vida adulta, os estrégenos sdo essenciais no controle do eixo hipotalamico-
hipofisario da reprodugdo (Arnold, 2012).

Sendo fundamentais na fisiologia da mulher, os estrogenos sdo responsaveis pelo
desenvolvimento e regulacdo do sistema reprodutor e caracteristicas secundarias femininas.
As formas estrogénicas humanas sdo: estrona (Ei), 17B-estradiol (E2) e estriol (E3). Sao
formas derivadas do colesterol e prontamente difundidos através da membrana para dentro da
célula para se ligar ao seu receptor ¢ gerar sua resposta biologica. O E» € o mais potente e
prevalente dos estrogenos endogenos, porém muitos metabolitos do E> possuem atividade
hormonal (Nazari, 2016).

O E2 ¢ sintetizado sob o controle citocromo P450 aromatase (P450arom) (Fig.1), que
converte a testosterona em estradiol ¢ androstenediona em estrona. A P450arom que ¢

codificada pelo gene humano CYP19 (Fig. 1). Nos ovarios, o Ez € produzido pelos foliculos
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ovarianos durante a fase reprodutiva como resultado de agdes coordenadas das células da teca
interna e da granulosa do foliculo ovariano sob influéncia das gonadotrofinas
hipofisarias.OLH age sobre as células da teca estimulando a secrecdo de androstenediona e
testosterona, que sdo convertidos em E; e E> nas células da granulosa pela acao da P450arom

apos do FSH (Meinhardt, 2002).
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FIGURA 1: Esquema simplificado da esteroidogénese no ovario. (Adaptado de Meinhardt, 2002).

Os estrogenos agem através de sua ligagdo a dois receptores principais, sendo eles: o
receptor de estrogeno alfa (ERa) e o receptor de estrogeno beta (ERB). Uma vez ativado pelo
Ea2, os receptores (ER) se dimerizam, translocam-se para o nucleo e se ligam ao elemento
responsivo ao estrogeno (ERE) localizado na regido promotora do gene-alvo. No nucleo, os
receptores de estrogeno modulam a transcrigdo génica, e os produtos proteicos resultantes
determinam as agdes biologicas exercidas pelo esteroide sexual. Estudos mostraram também
que os estrogenos podem ativar mecanismos nao genomicos envolvendo diferentes vias de
sinalizagdo celular (Mattingly, 2008). O GPER, um receptor acoplado a proteina G, destacou-se
recentemente como um receptor de estrogeno de membrana capaz de ativar vias rapidas de
sinalizacdo celular, tais como MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases - Proteina-quinases

ativadas por mitégenos) e PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) (Levin, 2005; Wend, 2012).
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Zhai e colaboradores (2000) também demonstraram a importancia do estrégeno na
funcdo mitocondrial em animais knockou tpara o ERa (ERKO), e animais ovariectomizados,
onde animais ERKO que sofriam isquemia e reperfusdo apresentavam danos ultraestruturais
nas mitocondrias e um declinio da fungdo da cadeia respiratoria mitocondrial (Zhai et al.,
2000). Um estudo similar com animais castrados com e sem reposi¢do de estradiol
demonstrou que o dano nas mitocondrias dos cardiomiocitos e o declinio da funcdo da cadeia
respiratoria em animais ovariectomizados eram revertidos quando tratados com E; (Zhai,

2000).

2.3 Termorregulacio e ondas de calor

O sistema termorregulatorio € de extrema importancia para a homeostase térmica, pois
mantém a temperatura do organismo em uma faixa ideal para o funcionamento adequado dos
orgaos e sistemas, independente da temperatura ambiente. A zona termoneutra ¢ definida
como uma faixa de temperatura ambiental que o controle fisiolégico da temperatura €
realizado pela perda de calor seco, ocorrendo dentro de uma faixa onde o estresse térmico € o
minimo possivel (Rance, 2013).

A regulacdo da temperatura € um circuito complexo composto pelos sistemas
neuroendocrino, autondmico e respostas somatomotoras. A termorregulagdo funciona através
de feedback bidirecional, onde vias aferentes enviam informacdes sobre a temperatura
corporal e a estimulagdo térmica de varias areas do sistema nervoso central, incluindo grupos
neuronais do tronco encefalico, enviam sinais eferentes para produzir a resposta
termorregulatoria (Deecher, 2005; Deecher, 2007).

A resposta termorregulatoria pode ocorrer tanto através do controle do fluxo
sanguineo que promove conservacdo ou dissipagdo de calor, quanto através do aumento da
termogénese. A regulacdo do fluxo sanguineo ¢ fundamental para a manutengdo da
temperatura diante de situagdes que tendem a desequilibrar a homeostase térmica. A
vasodilatacdo pode aumentar o fluxo sanguineo na superficie corporal de 6 a 8 L/min durante
um aumento severo da temperatura para facilitar a dissipagcdo de calor. Enquanto na exposi¢ao
ao frio, a vasoconstricdo diminui a perda de calor, protegendo o organismo contra a
hipotermia (Imai, 2013; Taylor, 1984). Outro exemplo do aumento da termogénese ¢ a
ativagdo do tecido adiposo marrom (TAM) (Cannon, 2004). Foi descrito por Nakamura e
Morrison, em 2006, vias eferentes centrais da area pré-Optica que medeiam o controle da

termogénese do TAM, demonstrando ser este, importante para o controle termorregulatério.
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A temperatura corporal geralmente se encontra dento de uma faixa especifica, com
oscilagdes que variam de acordo com o ritmo circadiano. O processo fisiologico de
conservacao e dissipacdo de calor € responsavel pela manutencdo da temperatura, € uma
regulacdo estreita ¢ necessaria para o funcionamento ideal do organismo. A falha nesse
controle ocasiona em uma dissipacdo exacerbada de calor apresentada como sintomas
vasomotores ou Hot flashes (Deecher, 2007).

As ondas de calor ou Hot Flashes sdo sinais muito comuns em mulheres na
menopausa, sendo notada em cerca 80 a 95% das mulheres durante esse periodo. As ondas de
calor sdo semelhantes a resposta de dissipacdo de calor, com sudorese e vasodilatacao
periférica, contudo os mecanismos que promovem as ondas de calor ndo estdo ainda
completamente elucidados (Freedman, 1999). Segundo estudo feito por Avis e colaboradores
(2015), os sintomas vasomotores da menopausa, assim como as ondas de calor e sudorese
noturna, podem variar com a etnia, estado emocional, estilo de vida, niveis de estresse e
depressao, e dura em média 7,4 anos.

Em um estudo epidemiologico sobre prevaléncia da menopausa e sintomas associados,
Feldman e colaboradores (1985) mostrou que de 594 mulheres estudadas, 525 (88,4%)
relataram sintomas de ondas de calor no periodo de transi¢cdo para a menopausa. 60% das
mulheres que relataram sintomas de ondas de calor foram na faixa dos 40 a 50 anos de idade,
sendo 45 anos a idade com maior prevaléncia.

A alteracdo nos niveis séricos dos hormoniossexuais tem um papel importante na
etiologia dos sintomas vasomotores encontrados nas ondas de calor. A terapia com estrogeno
tem se mostrado eficiente em aliviar os sintomas associados aos hot flashesem 95% das
mulheres na menopausa. Em mulheres na p6s-menopausa, a terapia de reposi¢cao hormonal
com estrogeno ¢ capaz de diminuir a temperatura em repouso em aproximadamente 0,5°C

(Bcerug, 1998; Charkoudian, 2003).

2.4 Tecido adiposo marrom

O tecido adiposo marrom (TAM) € um 6rgdo altamente especializado responsavel pela
termogénese sem tremores, que permite que animais endotérmicos lidem com condigdes onde
a temperatura esta muito baixa. Assim, o TAM desempenha um papel importante no controle
do balango energético em pequenos mamiferos devido a sua alta capacidade termogénica que

se da devido a grande quantidade de mitocondrias e a presenca da proteina desacopladora 1
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(Ucpl), sendo eficiente entdo na geracdo de calor afim de manter a temperatura corporal
constante (Heaton, 1978; Vucetic, 2011; Quarta, 2012).

Em roedores, o TAM ¢ provavelmente o tecido termogénico mais importante, pois €
capaz de aumentar a produgdo de calor através do desacoplando da cadeia respiratoria da
producdo de ATP nas mitocondrias, dissipando o gradiente de protons gerado pela corrente
respiratoria na forma de calor. No TAM, este mecanismo ¢ mediado através da Ucpl,
localizada na membrana mitocondrial interna (Pedersen, 2001; Cuenca, 2007).

O TAM pode gerar calor em resposta a mudangas da temperatura ambiente ou dieta,
em um processo chamado de termogénese adaptativa. A termogénese do TAM pode ser
ativada em resposta ao frio através da liberag@o local de norepinefrina (NE) pelos neuronios
simpaticos. A NE, por sua vez, realiza a lipdlise através da sinalizacdo por cAMP. Apos a
lipdlise, a liberagdo de acidos graxos livresservirdo de substrato para oxidacdo além de
promover a ativacdo da Ucplque aumentara a termogénese por esse tecido (Cannon, 2004;
Gantner, 2016).

2.5 Mitocondria

As mitocondrias sdo organelas intracelulares que evoluiram a partir de relagdes
endossimbioticas. Ha aproximadamente 2 bilhdes de anos atras, uma bactéria consumidora de
oxigénio (que se tornaria mitocondria) foi endocitadapela célula hospedeira, que nao tinha
mitocondria, para se tornar a célula de mamifero que conhecemos hoje. Como resultado, a
mitocondria agora sustenta a vida humana através da producdo de energia e sinalizacdo
intracelular (Picard, 2018)

O genoma mitocondrial € de extrema importancia, porque codifica genes essenciais
para produgdo de energia na cadeia respiratoria. Esta, também conhecida como cadeia
transportadora de elétrons, esta localizada na membrana interna, na crista mitocondrial, e
contém 5 complexos enzimaticos multiproteicos. A maioria das proteinas mitocondriais sdao
codificadas pelo genoma nuclear (> 1500), exceto por 13 que sdo codificadas pelo genoma
mitocondrial (Picard, 2018).

Além da produgdo de energia e de desempenhar um papel crucial no metabolismo
energético celular, a mitocondria desempenha papéis importantes na apoptose, proliferagao
celular, esteroidogénese, sinalizacdo celular e metabolismo lipidico. As mitocondrias sdo

dindmicas e passam por rearranjos continuos através do processo de fusdo e fissdo
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mitocondrial, dependendo do ambiente, assim como o estado nutricional (Zorzano et al,
20009).

A biogénese mitocondrial, consiste no aumento do contetdode mitocOndrias por
célula, e no aumento da atividade das mitocondrias pré-existentes, e requer contribuicdo do
genoma mitocondrial e nuclear. Ha evidéncias crescentes na literatura que o co-ativador 1
‘alfa’ do receptor ativado por proliferador do peroxissoma (Pgcla) ¢ o regulador principal da
biogénese mitocondrial. Uma vez ativado, ele estimula o metabolismo oxidativo mitocondrial
do TAM, a comutacdo do tipo de fibra no musculo esquelético, e varios aspectos da resposta
ao jejum do figado. A regulagdo dessas vias metabolicas e celulares pelo Pgcla ¢ feita através
de uma variedade de fatores de transcricdo (Ostronoff, 1996; Lee, 2005, Puigserver, 2003).

Segundo Mattingly e colaboradores (2008), o estrogeno estimula a fungdo
mitocondrial através da ag@o genOmica envolvendo interacdo direta dos receptores de
estradiol a e B com o elemento responsivo ao estrogeno (ERE) no promotor do gene do fator
respiratorio nuclear-1 (NRF-1). O NRF-1 ¢ um fator transcricional que regula a expressdo de
genes mitocondriais codificados, como por exemplo o fator transcricional mitocondrial A
(TFAM). Além da acdo através da ativacdo de receptores nucleares, o estradiol também atua
através de mecanismos nao gendmicos envolvendo diferentes vias de sinalizagdo em especial
a via do fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/proteina quinase B (Akt). Por sua vez, a via
PI3K/Akt converge com outras vias na regulacdo de expressao e sinalizagdo de NRF-1, sendo
também responsavel pelo controle da biogénese mitocondrial em células de mamiferos em
resposta a estimulos ambientais e fisiologicos (Filardo & Thomas, 2012; Lee, 2005; Cuenca,
2006; Ge et al., 2012; Suliman, 2003).Em suma, o estrogeno é capaz de modificar a atividade
mitocondrial através da regulacdo do processo de biogénese mitocondrial(Vucetic, 2011)

Outra proteina que também participa da biog€nese mitocondrial ¢ a proteina quinase
ativada por AMP (AMPK), que ¢ um dos sensores do estado energético celular e funciona
como um dos principais reguladores da reprogramacdo do metabolismo. A AMPK foi vista
principalmente como um sensor de deplecao energética intracelular aguda, mas sua funcdo
mais ampla na regulacdo a longo prazo do equilibrio energético de todo o corpo ¢ agora
reconhecida, assim como sua modulagdo da termogénese no TAM (Morentin, 2014).

Além da biogénese mitocondrial, estudos recentes apontam que a arquitetura
mitocondrial esta diretamente relacionada ao seu estado funcional. Para que ocorra alteracdes
na morfologia mitocondrial, ha a participagdo de diferentes proteinas que atuam nos processos
de fusdo e fissdo des membranas mitocondriais, resultando em estruturas que vao desde uma

rede reticular mitocondrial integrada até uma morfologia mitocondrial amplamente dispersa,
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permitindo o intercimbio dindmico de constituintes da membrana interna e externa (Schrepfer
& Scorrano, 2016; Hoppins, 2007). As proteinas de fusdo e fissdo mitocondrial sdo essenciais
para a func¢do celular, garantindo a eficacia bioenergética.

A fusdo mitocondrial € um processo complexo que envolve a fusdo de duas
membranas lipidicas (interna e externa). Esse processo ¢ constituido por duas etapas, onde as
membranas externas e internas se fundem em momentos diferentes. A proteina pro-fusdo
localizada na membrana mitocondrial interna, OPA1 (gene da atrofia dptica 1), e as proteinas
de fusdo localizadas na membrana externa (mitofusinas ou Mfn) sdo essenciais para que o
processo de fusdo ocorra, visto que uma irregularidade nas Mfn ou na OPA1 ja ¢ suficiente
para que o processo de fusdo mitocondrial se interrompa (Meeusen et al., 2004; Zorzano,
2009). As Mfns e OPA1 sdo proteinas ancoradas nas membranas mitocondriais e apresentam
atividade GTPase, que ¢é essencial para sua atividade. Apesar dessas semelhangas, a OPA1
possui muitas caracteristicas especificas em sua regulamentacdo que ndo sdo compartilhadas
com as Mfns. A OPA1 demonstra uma regulagdo pos-transcricional e pos-traducional tnica e
acentuada. A OPA1 ¢ expressa em oito isoformas de splicing alternativo em humanos, o que
mostra atividades quantitativamente diferentes que promovem a fusdo mitocondrial. Além
disso, as oito isoformas sdo reguladas por protedlise e mostram diferentes locais de clivagem.
Essas isoformas exercem atividades distintas na promocao da fusdo e formagdo de cristas
mitocondriais. De fato, o controle da morfologia das cristas mitocondriais parece ser uma
caracteristica especifica da atividade da OPA1, ja que a disfungdo das mitofusinas (Mfnl ou
Mfn2) ndo induz estruturas de cristas anormais (Chen et al., 2003; Ishihara et al., 2006; Frezza
et al., 2006; Zorzano, 2009).

Condicoes onde sdo requeridas maiores taxas de sintese de ATP estdo associadas ao
alongamento mitocondrial, tendo, portanto, maiores taxas de fusdo. Em contrapartida, o
processo de fissdo esta relacionado ao estresse mitocondrial, culminando com a apoptose.
Entretanto o processo de fissdo mitocondrial no tecido adiposo marrom ndo ¢ deletérico. De
fato, a estimulagdo adrenérgica no tecido adiposo marrom induz uma série de mudangas na
arquitetura mitocondrial, incluindo a alta taxa de fragmentacdo. Este fenomeno favorece o
desacoplamento mitocondrial € o consumo energético (Molina, 2009; Twig, 2011; Pisani,
2018).As proteinas que se destacam no processo de fissdo mitocondrial sdo as Drpl(proteina
relacionada a dinamina 1) e proteina de fissdo mitocondrial 1 (Fis/). A Drpl foi amplamente
caracterizada e provavelmente promove a fissdo da membrana através de uma forca

mecanico-quimica durante a endocitose. Ja a Fis/ ¢ uma proteina de 18kDa ancorada na



27

membrana mitocondrial externa e também esta envolvida na fissdo mitocondrial (Boutant,

2017; Meeusen, 2006; Das, 2012; Hoppins, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da reposicdo hormonal com 17-estradiol sobre o balangode calor

corporal e sobre as mitocondrias do tecido adiposo marrom deratas wistar.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da reposi¢cdo hormonal com17p-estradiol sobre:
e Balanco de caloratravés de medidas de temperatura corporal e calorimetria indireta;
e Morfologia e densidade volumétrica mitocondrial no tecido adiposo marrom;
e Expressdo de genes envolvidos nos processos de termogénese, fusdoe biogénese

mitocondrial no tecido adiposo marrom.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas 14 ratas (7 em cada grupo) adultas (5 meses) Wistar provenientes do
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram
alojados no Biotério do Laboratorio Experimental de Treinamento Fisico, Departamento de
Educacao Fisica da UFVJM, acondicionados em caixas de polipropileno coletivas (41x34x16
cm) com 4 animais e expostos ao ciclo claro/escuro invertido de 12h das 06 as 18 horas, em
um ambiente com temperatura de 22° C £ 2°C, circulacdo de ar por meio de exaustor e livre
acesso a agua e ragdo. Os animais foram mantidos, manipulados e eutanasiadosde acordo com
os principios €ticos para uso de animais de laboratorio do “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011)e de acordo
com as diretrizes com Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), obedecendo os critérios da Lei N° 11.794 de 8 de Outubro de 2008. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (CEUA-UFVJM) (protocolo
032/2017).

4.2 Delineamento experimental

Para o modelo de ondas de calor na menopausa, foi realizada ovariectomia bilateral. A
afericdo da temperatura (cauda e interna), calorimetria indireta e termometriaforam realizadas
14 dias apds a castracdo, periodo em que ocorre o fenomeno de ondas de calor nesse modelo
de acordo com Kobayashi et al. (2000)(Kobayashi et al., 2000). Para reposicdo hormonal
foram implantadas na fascia subcutdnea dos animais, no momento da ovariectomia, capsulas
de Silastic com 17-estradiol (Grupo E2)ou 6leo (Grupo OVX). Para aferi¢do da temperatura
foi realizada a habituagdo dos animaisao contensor durante quatro semanas. A habituacdo
comegou duas semanas antes da ovariectomia e foi realizada até o 13° dia apos a castracao,
apenas com intervalo de 3 dias apds a ovariectomiapara recuperacdo dos animais. Todas as
medidas foram realizadas no 14° dia apds a castragdo, no ciclo ativo do animal (ciclo escuro),
pareando-se sempre um animal do grupo OVX com um do grupo E2.No 15° dia foi realizada

a eutandsia por exsanguinagdo apds anestesia. O utero e o tecido adiposo marrom (TAM)
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interescapular foram dissecados e pesados. Fragmentos do TAM foram quimicamente fixados
para as analises por microscopia ou congelados em N> liquido e armazenados em freezer -

80°C para biologia molecular.

2 semanas
1
|I 1
Inicio da o
. - Ovariectomia + E2 ou Veh
ambientacdo no
contensor
N ) | .
o 8 OVX+E2 Coleta de Coleta de -
=1 dados in tecido adiposo =
e g OVX+Veh vivo/Eutanasia marrom -

FIGURA 2: Esquema do delineamento experimental realizado nos grupos ovariectomizados tratados
com estradiol e veiculo.Os animais foram habituados durante 4 semanas (com inicio 2 semanas antes
da ovariectomia até o dia da coleta de dados in vivo). Apds eutandsia o tecido adiposo marrom foi

usado para PCR em tempo real ou para microscopia eletronica de transmissdo (MET).

4.3 Ovariectomia e reposicio hormonal

A cirurgia de ovariectomia foi realizada sob anestesia com solucdo de cetamina
(Cloridrato de cetamina; 80 mg/Kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg, i.p.). Foi realizada tricotomia
da regido abdominal lateral, a pele e a musculatura foram incisas longitudinalmente, na regido
abaixo da ultima costela e proxima ao nivel do rim. Os ovarios foram identificados e
retirados, ¢ a pele suturada com fio absorvivel. Para reposicdo hormonal foi realizada
tricotomia da regido interescapular e através de uma pequena incisdo foram implantadas na

fascia subcutanea dos animais capsulas de Silastic contendo de 17f-estradiol dissolvido em
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6leo de milho(6 pg/capsula/rata) (Fonseca, 2016)ou somente 6leo.A capsula consiste de um
tubo de silicone poroso de dimensdes: comprimento de 20mm, didmetro interno de 1,02mm e
didmetro externo de 2,16mm ApoOs a cirurgia, os animais receberam tratamento profilatico

com pentabiotico (24000 UI/Kg, i.m.) e analgésico (Flunixina meglumina; 2,5 mg/Kg, s.c.).

4.4 Analises in vivo

4.4.1 Temperatura da cauda e temperatura interna

A afericdo da temperatura da cauda e da temperatura interna foi realizada com os
animais acordados em contensdo. Os animais foram habituados diariamente no contensor em
tempos crescentes (30 minutos, 1h e 2h) por 2 semanas. Apos este periodo, as ratas foram
ovariectomizadas e entdo, 14 dias depois, realizadas as medidas da temperatura. Para medir a
temperatura da cauda, foi colocado um termossensor de alta precisdo na superficie dorsal da
cauda, a 1cm da base. A temperatura interna foi realizada através da inser¢do de sonda retal
conectada a um termometro com 4,0 cm de profundidade. Os registros de temperatura foram
realizados em intervalos de cinco minutos, durante umahora, em uma sala fechada, com a

temperatura ambiente controlada variando entre 20 e 22 °C.

4.4.2 Termometria

A termometria foi realizadana sala climatizada com sistema de controle de temperatura
e umidade relativa do ar do Laboratério de Fisiologia do Exercicio (LAFIEX) do Centro
Integrado de Po6s-Graduacdo e Pesquisa em Saude (CIPq) da UFVJM. Os animais foram
previamente ambientados na sala por 2 horas durante 3 dias, permanecendo separados
individualmente em caixas de polipropileno. As imagens foram obtidas através da camera
termografica FLIR T450sc (FLIR Systems AB, Danderyd, Sweden) a uma distancia fixa de
Im com intervalos de 5 minutos durante uma hora. Os animais foram mantidos livres na
caixa. Foi avaliada a temperatura maxima da cauda a uma distancia de aproximadamente lcm
da base através do Software FLIR tool (versd@o 5.13). As medidas de temperatura ponto a

ponto foram transferidas para uma planilha e submetidos a analise estatistica.
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4.4.3 Calorimetria indireta

As medidas de consumo de oxigénio (VO2), produgdo de dioxido de carbono (VCOz),
taxa metabolica basal (EE) e coeficiente respiratério (R.Q.) foram realizadas com auxilio
decalorimetro indireto (Panlab, Harvard Apparatus, Espanha) acoplado a caixa metabdlica
(fluxo de ar = 1,0/min), local em que as ratas foram acomodadas(Melo et al., 2016). O sistema
foi calibrado com mistura conhecida de gases. O VO, e VCO; foram medidos continuamente
por meio de sistema computadorizado e os parametros metabdlicos foram avaliados utilizando
o software especifico para analise do metabolismo respiratorio (software Metaoxy, Harvard
Apparatus, Espanha). A medida foirealizada durante duas horas, em uma sala fechada, com a

temperatura ambiente controlada variando entre 20 e 22 °C.

4.5 Analises por microscopia

4.5.1 Preparacdo das amostras para microscopia eletronica de transmissdo

Para avaliacdo de alteragdes mitocondriais do tecido adiposo marrom (TAM), os
animais foram eutanasiados e fragmentos do tecido foram fixados em Karnovsky
(glutaraldeido 5% e paraformaldeido 4%), ambos em tampao cacodilato0,1M, pH 7,3 durante
24 h a 4 °C. Em seguida, as amostras foram submetidas a pos-fixa¢do com tetroxido de dsmio
2% reduzido com ferrocianeto depotassio 1,5%, durante 2h a temperatura ambiente, com o
objetivo de aumentar o contraste das organelas. Em seguida, as amostras foram lavadas em
agua destilada e mantidas em acetado de uranila 2% (contrastacdo em bloco) overnight. Os
espécimes foram desidratados em uma bateria crescente de alcoois e incluidos em resina Epon
812. Para sele¢do da area do TAM para analise por microscopia eletronica, foram realizados
cortes semifinos de 200nm de espessura, corados com azul de toluidina borato de s6dio 1% e
observados por microscopia de luz. Em seguida, foram realizadas sec¢des de 60nm de
espessura que foram depositadas em telas de cobre, contrastadas com nitrato de chumbo de
Reynolds e avaliadas ao Microscopio Eletronico de Transmissdo (TEM) modelo Tecnai G2-
12 Spirit (Fei Company, Hillsboro, Oregon, USA), a 80kV do Centro de Microscopia da

UFMG. Esse microscopio apresenta resolucao de ponto de 0.49 nm.
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4.5.2 Densidade volumétrica mitocondrial

Para analise do conteildo mitocondrial, foram utilizadas micrografias obtidas através
da camera CCD modelo SIS-MegaView 3 com resolugdo de 1373 x 1070 pixels acoplada ao
TEM. Foram obtidas de imagens do citoplasma de 10 adipodcitos de cada animal com aumento
de 11000X. A densidade volumétrica mitocondrial dos adipocitos foi mensurada através do
método classico de contagem de pontos com a sobreposi¢do de uma grade de 204 pontos (500
X 500nm) projetados sobre cada imagem de acordo com Queiroz et al. (2017)(De Queiroz et
al., 2017). Foram utilizadas imagens apenas do citoplasma de cada célula. As analises foram
realizadas com o auxilio do software Image J (US National Institutes of Healthy, Bethesda,
USA).

4.5.3 Medidas mitocondriais

Para analise do tamanho e formato das particulas mitocondriais dos
adipocitosfoiutilizado o software Image J (US National Institutes of Healthy, Bethesda,
USA).Cada mitocondriadas micrografias eletronicas foicontornada manualmente, obtendo-
seas medidas de perimetro, area, maior e menor didmetro.Para andlise dos pardmetros
relacionados ao formato das mitocondrias, foram obtidos valores de elipsidade (maior
didmetro/menor didmetro) e esfericidade [4 x (4rea)/n x (maior diAmetro)?]. Foram analisadas

ao todo 3137 mitocondrias de 30 adipocitos/grupo.

4.5.4 Quantificacdo de goticulas lipidicas dos adipocitos por microscopia de luz

Para quantificacdo das goticulas lipidicaspresentes nos adipocitos do tecido adiposo
marrom foram utilizadas 5 imagens aleatorias do tecido adiposo marrom de 3 animais de cada
grupo. Para aquisicdo das imagens foram mantidas constantes as condi¢des de luz e tempo de
exposicdo apos iluminacdo Kohler do microscopio. As fotografias foram obtidas através de
objetivas 100x usando imersdo com 6leo com o auxilio do microscopio Olympus BX-53F2,
sendo as imagens obtidas RGB de 2560 x 1920 pixels, resolucao de 18,5 pixels/um e formato
TIFF. As imagens digitais foram convertidas em imagens bindrias, tornando as imagens com
conteido celular em negro e as goticulas lipidicas em branco. Em seguida foi calculada a

porcentagem da area em branco.
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4.6 Biologia Molecular

4.6.1 Extracdo de RNA total e retro transcricdo

As amostras congeladas em N liquido foram descongeladas e homogeinizadas
manualmentecom adi¢ao de 500 pL. de Trizol. Como as amostras tinham alto teor de gordura,
o lisado foi centrifugado por 5 minutos a 12.000g a 4°C e o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente para permitir a completa
dissociagdo do complexo nucleoproteico. Em seguida foi adicionado 100 pL de cloroférmio
em cada tubo, incubados por 3 minutos em temperatura ambiente, seguida de centrifugacao
por 15 minutos a 12.000g (4°C), a qual separou a solugdo em trés fases: uma fase organica no
fundo do tubo, uma fase constituida principalmente por DNA que se localizava na parte média
e uma fase aquosa contendo RNA total, localizada no sobrenadante. A fase aquosa
(transparente) foi transferida para novos tubos de 1,5 mL e o restante foi descartado. Entdo,
foram adicionados 250 pL de alcool isopropilico seguido de incubagdo por 10 minutos em
temperatura ambiente. O material entdo foi centrifugado por 10 minutos (12.000g, 4°C) para
promover a precipitacio do RNA total. Os sobrenadantes foram descartadose o precipitado
(pellet) foi ressuspendido em 500 pL de etanol a 75%, seguido de centrifugagdo por 5 minutos
a 7.500g (4°C) e o sobrenadante descartado novamente.

Posteriormente, os tubos com precipitado de RNA foram deixados secando sobre um
papel toalha por 5 minutos e entdo foram ressuspendidos em 20 uL de dgua ultra-pura livre de
DNAse e RNAse e aquecido a 55°C por 10 minutos em banho maria para solubilizagdo do

RNA.

4.6.2 Transcricdo reversa

Para se obter o cDNA, foi realizado a transcri¢do reversa, onde, inicialmente, foram
adicionados 11,5 pL da amostra com 1 puL. do Randon Primer e incubados a 70°C por 5
minutos, depois retirados e incubados mais 5 minutos em gelo. Em seguida, a mistura anterior
foi adicionada ao mix contendo: 4 pL de tampdo TR4, 1,5 pL de cloreto de magnésio, 1,5 pL
de mix de nucleotideos, 1 pL de enzima TR4 e 2 pL de agua. A amostra final foi entdo
colocada em um termociclador, programado da seguinte maneira: 5 minutos a 25°C, 1 hora a

37°C e 15 minutos a 70°C.
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4.6.3 PCR em tempo real

Apds a sintese de cDNA foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificagdo do cDNA com pares de primers baseados em sequéncias previamente publicadas
ou desenhados com auxilio do Primer-BLAST (NCBI, National Center for Biotechnology
Information, U.S. National Library of Medicine USA) (Tabela 1). Para o normalizador foi
utilizado o gene de expressao constitutiva gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Os
primers utilizados foram produzidos pela Sintese Biotecnologia (Belo Horizonte, Brasil).

O PCR em tempo real foi realizado, utilizando-se ¢ 5 pL de SybrGreen PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0,4 uL do primerde interesse, 3,6 pulL de
agua DPEC, e 1 pul. de amostra totalizando 10 uL. de volume final. Todas as reagdes foram
realizadas em duplicatas em placas Opticas de 48 pogos (Applied Biosystems). Os pardmetros
para o PCR foram: um ciclo a 52°C por 2 min, um ciclo a 95°C por 10 min e 40 ciclos a 95°C
por 30 segundos ¢ 50°C por 1 min. O controle negativo da reac¢do foi obtido substituindo a
amostra de cDNA por agua DEPC.

A quantifica¢do relativa do mRNA foi realizada através do método 244, de acordo
com LIVAK & SCHMITTGEN (2001)(Livak and Schmittgen, 2001). O Ct (Threshold cycle)
dos genes alvos foi normalizado com o Ct do gene de expressdo constitutiva através da

seguinte formula:

ACt=Ct Gene alvo __ CtGapdh

Em seguida foi calculado o AACt para receptor de cada grupo, tendo como referéncia a

média do ACt do grupo OVX:

AACt = ACt Genealvo _ média do ACt Grupo OVX

Para posteriormente se obter o0 2744,



TABELA 1: Primers utilizados para o PCR em tempo real.
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Genes Primer Forward (5°—3’) Primer Reverso (5°—3) Tamanho Referéncia
(pb*)
an 1 ATGTGTCGCCTTCTTGCTCT ATCTACTGCCTGGGGACCTT 69 (Sacks etal., 2018)
Wn 2 ATGTGTCGCCTTCTTGCT CT ATCTACTGCCTGGGG ACCTT 135 (Sacks et al., 2018)
chla ATGTGTCGCCTTCTTGCT CT ATCTACTGCCTGGGG ACCTT 179 (Amengual-Cladera
etal., 2012)

Ucpl AGACAGAAGGATTGCCGAAACT TCTTGCTTCCCAAAGAGGCAG 150 Desenho novo*
Gapdh ACATGGCCTCCAAGGAGTAA GGATAGGGCCTCTCTTGCTCA 74 Desenho novo*

* Primers desenhados com auxilio do Primer-BLAST (NCBI, National Center for Biotechnology Information,

U.S. National Library of Medicine USA).

4.7 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 6.0

(Prism Software, Irvine, CA, USA). Os resultados foram expressos como média = erro—

padrdo da média e os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov and

Smirnov. Os dados apresentaram distribuicao paramétrica e foram submetidos ao teste T de

Student. Os dados de expressdo génica também foram submetidos & analise de correlagdo

usando o coeficiente de correlagdo de Pearson seguida de regressdo linear simples. O nivel de

significancia adotado em todos os testes foi p < 0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Balanco de Calor

Logo antes da eutandsia os animais foram pesados para ajustar a dosagem de
anestésico, bem como para se ter um parametro de avaliagdo na pesagem dos tecidos post
mortem. Os dados dos pesos dos animais, do tecido adiposo marrom (TAM) e do utero sdo
mostrados na Tabela 2: Foi observado aumento significativo dos uteros dos animais com
reposicdo hormonal com E, aos 14 dias apds a ovariectomia, indicando a eficacia o
tratamento. Também foi observado menor peso do tecido adiposo marrom dos animais com

tratamento hormonal.

TABELA 2: Caracterizagdo dos parametros corporais de ratas ovariectomizadas sem
reposi¢do hormonal (OVX) e com reposi¢ao com 17f-estradiol (E2) (n = 7/grupo).* : Teste T
de Student.

Parametros ovx E2 Valor de P*
Peso Corporal (g) 257,70+£14,01 243,70 £ 3,62 0,3525
Tecido adiposo Marrom (g) 0,20+ 0,02 0,13+ 0,01 <0,05
Tecido adiposo Marrom (g) / Peso 0,84 + 0,09 0,57+ 0,07 <0,05
corporal (Kg)
Utero (g) 0,16 £ 0,01 0,34 £ 0,03 < 0,001
Utero (g) / Peso corporal (Kg) 0,62 + 0,06 1,41+ 0,14 < 0,001

Para avaliar o efeito da reposi¢do hormonal com E; sobre o balango de calor de ratas
ovariectomizadas, foram realizadas medidas da temperatura interna, da cauda, calorimetria
indireta e andlise da temperatura da superficie da cauda por termometria. Como pode ser
observada na Figura 3, asratas castradas apresentarammaiores oscilagdes da temperatura da
cauda, condizente com o modelo de ondas de calor. O tratamento hormonal com estradiol
aboliu essas oscilagdes. Ndo foram observadas oscilagdes na temperatura interna em ambos
grupos.Ao avaliar a média da temperatura interna e cauda no intervalo de 1 hora, ndo foi
observada diferenca significativa na temperatura interna, ja o grupo OVX apresentou
temperatura da cauda significativamente maior (24,6° + 0,3 °C) que o grupo E2 (22,7 £ 0,3

°C), indicando menor dissipagdo de calor apos a reposi¢cdo hormonal (FIG. 4).
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FIGURA 3: Medida de temperatura interna ¢ da cauda de ratas ovariectomizadas sem reposi¢ao

hormonal (OVX) e com reposi¢do com 17B-estradiol (E2). Foram feitas medidas de 5 em 5 minutos

durante uma hora.
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FIGURA 4: Média das temperaturas da cauda (A) e da temperatura interna (B) de ratas

ovariectomizadas sem reposi¢cdo hormonal (OVX) e com reposi¢do com 17f-estradiol (E2) durante 1

hora de registro ; *: p<0,05, teste T de Student (n= 7/grupo).

A temperatura da superficie da cauda também foi avaliada por termometria como pode

ser observado na Figura 5, observou-se oscilagdo das medidas de temperatura em ambos os

grupos com maiores picos de dissipagdo de calor no grupo OVX. Também foi observada uma

reducdo da area sob a curva da temperatura da cauda apos tratamento hormonal com estradiol.
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FIGURA 5: Medida da temperatura da cauda de ratas ovariectomizadas sem reposi¢do hormonal
(OVX) e com reposi¢do com 17B-estradiol (E2) durante 1 hora de registro através da camera
termossensivel. Foram feitos registros de 5 em 5 minutos durante uma hora. A) Variacdo da
temperatura durante o tempo amostrado. B) Imagens termomeétricas representativas de um animal de
cada grupo; C) Area sobre a curva da temperatura da cauda (C) durante 1 hora de registro. *: p<0,05,

teste T de Student (n= 7/grupo).
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Para dar continuidade a analise do balango de calor, foi realizada calorimetria indireta
que permitiu avaliar o metabolismo respiratorio dos animais, principalmente o consumo de O>
(VO2) que ¢ uma medida indireta da producdo de ATP e de calor pelas mitocondrias. Como
pode ser observado na Figura 7, ndo houve diferenca significativa entre ambos os grupos em

nenhum dos parametros avaliados.
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FIGURA 6: Dados de calorimetria indireta de ratas ovariectomizadas sem reposi¢do hormonal (OVX)
e com reposi¢do com 17f-estradiol (E2) durante 2 horas de registroA) Consumo de oxigénio (VCOy);
B) Producdo de gas carbdnico (VCO,); C) Coeficiente respiratorio (R.Q); D) Taxa metabolica basal
(EE). Nao foram observadas diferengas significativas (Teste T de Student, n= 7/grupo).

5.2 Microscopia

Para compreender o efeito do estradiol sobre TAM, foi avaliado as alteragdes na

populagdo mitocondrial dos adipdcitos através de microscopia eletronica de transmissdo
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(TEM). Como pode ser observado na Figura 7 os adipdcitos apresentam citoplasma
relativamente abundante, nucleo ligeiramente excéntrico, goticulas lipidicas de tamanhos

diversos e mitocondrias com cristas paralelas distribuidas aleatoriamente no citoplasma.

FIGURA 7: Micrografia eletronica de transmissdo de adipdcitos marrons de ratas ovariectomizadas
sem reposicdo hormonal. (A) e com reposicdo com 17B-estradiol (B). As mitocondrias foram

destacadas de verde; C: capilar; L: goticulas lipidicas; Nu: nucleo.

Apo6s a andlise de densidade volumétrica, observou-se conteido mitocondrial

significativamente menor no grupo com reposicdo hormonal (27,1%) em compara¢do com o
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grupo OVX (32.4%) (FIG. 9). J& o grupo E2 apresentou maior porcentagem de goticulas
lipidicaspor microscopia de luz (FIG. 10).
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FIGURA 8: Densidade volumétrica (Vv) mitocondrial do tecido adiposo marrom de ratas
ovariectomizadas sem reposi¢do hormonal (OVX) e com reposi¢do com 17p-estradiol (E2); *: p<0,05,

teste T de Student (n= 30 adipdcitos/grupo).
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FIGURA 9: A) Percentual de contetido citoplasmatico do tecido adiposo marrom de ratas

ovariectomizadas sem reposi¢do hormonal (OVX) e com reposi¢do com 17B-estradiol (E2); B)
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Imagem representativa do corte semifino de 200 nm de espessura corado com azul de toluid; Barra de

escala = 10pm; *: p<0,05, teste T de Student (n= 15 imagens/grupo).

Ao se avaliar o tamanho das particulas mitocondrias, observou-se que os adipdcitos
dos animais tratados com estradiol apresentavam mitocondrias significativamente maiores que
o grupo OVX (FIG. 11), sugerindo maior processo de fusdo mitocondrial no grupo E2 ou de
fissdo no grupo OVX. Os parametros de tamanho mitocondrial avaliados foram: area,
perimetro, maior e menor didmetros. Ao se avaliar a razdo entre perimetro:area, observou-se
que o grupo OVX apresentou valores significativamente maiores, indicando maior superficie

de troca entre mitocondrias e citoplasma nos adipocitos desse grupo (FIG. 12).
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FIGURA 10: Parametros de tamanho mitocondrial do tecido adiposo marrom de ratas
ovariectomizadas sem reposi¢do hormonal (OVX) e com reposicio com 17B-estradiol (E2); A) Area;
B) Perimetro; C) Maior diametro; D) Menor didmetro; *: p<0,05, teste T de Student (n = 30 adipdcitos
/grupo).
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FIGURA 11: A) Razdo perimetro:area das mitocondrias do tecido adiposo marromde ratas
ovariectomizadas (OVX) e ratas ovariectomizadas tratadas com 17f3-estradiol (E2); *: p<0,05, teste T

de Student (n= 15 imagens/grupo).

No entanto, ao se avaliar os parametros de formato das particulas mitocondriais ndo
foram observadas diferencas nos pardmetros de esfericidade e elipsidade entre ambos os

grupos. (FIG. 13).
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FIGURA 12:Parametros de formato de particulas mitocondriais do tecido adiposo marrom de ratas
ovariectomizadas sem reposi¢do hormonal (OVX) e com reposi¢do com 17B-estradiol (E2); *: p<0,05,

teste T de Student (n = 30 adipocitos /grupo).

5.3 Expressao génica

Para elucidar os mecanismos moleculares responsaveis pelas diferengas dos
parametros mitocondriais observados na microscopia no presente estudo, fizemos a analise de
genes relacionados combiogénese mitocondrial (Pgcla)termogénese (Ucpl) e fusdo

mitocondrial (Mfinl e Mfn2).Foi observada expressdo reduzida do RNAm dos genes
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paraPgcla,Ucpl eMfnldos animais com reposicdo hormonal (FIG. 14A-C), e expressdo
aumentada da Mfn2 nesse mesmo grupo (FIG. 14D). Foi observada também forte correlacdo

entre a expressao dos genesPgcla, Ucpl e Mfnl como pode ser observada na Tabela 3.
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FIGURA 13: Expressao génica relativa (RNAm) para os genes Pgcla (A), Ucpl (B), Mfnl (C) e
Mifn2 (D) no tecido adiposo marrom de ratas ovariectomizadas sem reposi¢do hormonal (OVX, n = 5)

e com reposi¢do com 17-estradiol (E2, n = 7); *: p<0,05, teste T de Student.



TABELA 3: Analise de correlagdo da expressio génica relativa.
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Pgcla Ucpl Mfnl Mfn2
B P R? B P R? B P R? B P
chla 0,891 0,0002 0,793 0,849 0,0001 0,772 -0,262 0,465
Ucpl 0,841 0,002 0,708 -0,285 0,457
an] -0,585 0,098

Mfn2
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6 DISCUSSAO

As ondas de calor sdoum fenémeno experenciado pela maioria das mulheres durante a
fase de transicdo da menopausa, sendo caracterizada por sudorese, calor intenso e
vasodilatacdo periférica, acarretando em prejuizos na qualidade de vida nessa parcela da
populacio. E sugerido que a diminui¢io dos estrogenos durante a transi¢do da menopausa
aumenta a sensibilidade das vias neurais termorreguladoras levando a ativagdo inapropriada
dos mecanismos de dissipagdo de calor (Dacks and Rance, 2010).Com isso, a reposi¢do
hormonal com estrégeno vem sendo utilizada como uma das medidas farmacologicas efetivas
no tratamento desses sintomas (Mallhi et al., 2018; Santoro et al., 2015). A maioria dos
estudos investigam a acdo do estrogeno na prevencdo das ondas de calor utilizando medidas
de dissipagdo de calor. Porém, at¢ o momento, ndo foi investigado o papel da produgéo de
calor durante esse fendmeno. No presente estudo, observamos que a ovariectomia promove
um aumento da dissipac@o de calor (temperatura da cauda) e que a reposi¢do com estrogeno ¢é
capaz de diminuir essa dissipacdo sem alterar a temperatura interna que se mantém
semelhante ao grupo castrado. Esses resultados sugerem queo estradiol é capaz de prevenir as
ondas de calor e que a diminuicdo do estrogeno promovida pela ovariectomia leva a um
aumento na producao de calor.

Além da analise da temperatura com termossensores, realizarmos termometria para
avaliar a temperatura da superficie da cauda. Essa técnica ¢ bastante sensivel, permitindo
analisar de forma ndo invasiva a temperatura da superficie corporal (Catkosinski et al, 2015).
Durante a analise por termometria, observamos a diminui¢do dos picos de dissipagdo de calor
através da temperatura da superficie da cauda no grupo E2, semelhante ao observado quando
utilizado o sensor preso na cauda. Também foi observada variagdes maiores das medidas de
temperatura tanto dos animais E2 quanto dos OVX. Essa variabilidade pode ter ocorrido
devido ao fato dos animais estarem livres nas caixas. Mesmo assim, ao se analisar area sob a
curva da temperatura da cauda, foi observado valores menores nos animais com reposicao
hormonal, semelhante ao registro obtido com o sensor de temperatura da cauda.

Estudos anteriores também demonstraram que o estradiol promove a diminui¢do da
temperatura da superficie da cauda de ratas ovariectomizadas na fase clara do ciclo circadiano
(Hosono et al., 2001; Kobayashi et al., 2000; Lee et al., 2016; Opas et al., 2004; Pan et al.,
2001). No presente estudo, analisamos a temperatura dos animais na fase escura que ¢ o

periodo ativo do animal, quando o efeito da ovariectomia sobre o aumento da dissipacdo de
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calor ¢ maior de acordo com outros estudos(Berendsen et al., 2001; Bowe et al., 2006).Alguns
trabalhos semelhantes ao nosso que fizeram a reposi¢do hormonal de E2 com capsula
subcutdnea também observaram uma diminuicao da temperatura da cauda sem alteragdes na
temperatura interna (Dacks and Rance, 2010; Kobayashi et al., 2000; Mittelman-smith et al.,
2015), corroborando nossa hipotese que, além do efeito vasomotor induzidopela diminuicao
do estrogeno apos ovariectomia, a reducdo desse hormonio também interfira na termogénese
contribuindo para ocorréncia das ondas de calor.

Dando continuidade ao estudo sobre o balango de calor dos animais castrados com e
sem reposicdo hormonal, realizamos a calorimetria indireta para avaliarmos o metabolismo
desses animais. Sabendo-se que o oxigénio ¢ utilizado para oxidar os substratos energéticos e
que o gas carbonico ¢ eliminado pela respiracdo, ¢ possivel calcular a taxa metabolica, ou
"produgido de energia", que significa a conversdo de energia quimica de substratos energéticos
em energia quimica armazenada na forma de ATP e na energia dissipada na forma de
calor(Diener, 1997). Nao observamos diferenca entre os animais com € sem reposicao
hormonal para nenhum dos pardmetros fornecidos pela calorimetria. E importante ressaltar
que apesar dessa técnica fornecer dados precisos sobre a taxa metabolica dos animais, o
consumo de O2(VO3) pode estar relacionada tanto a producdo de ATP quanto a producdo de
calor, ndo sendo possivel quantificar ambas producdes separadamente por esse
método(Simonson and Defronzo, 1990). Com isso, podemos inferir que a auséncia de
diferenca na taxa metaboélica entre ambos os grupos ndo descarta a possibilidade do aumento
na produgdo de calor induzida pela ovariectomia. Nigro et al (2014) da mesma forma, nao
encontrou diferenca entre consumo de oxigénio pelas mitocondrias isoladas do TAM em
animais castrados em relagdo ao seu grupo controle. Nesse mesmo estudo, no entanto, quando
a atividade de Ucp! era inibida, foi observado um aumento na sintese de ATP no grupo OVX
(quando comparado com o grupo Sham) com 12 semanas apds a ovariectomia, sugerindoque
a a ovariectomia pode levar a um aumento da termogénese nesse modelo estudado.

Diferentes estudos mostram que a ovariectomia pode promover diminui¢do da taxa
metabolica basal acompanhada pelo aumento no ganho de peso, enquanto a reposicio
hormonal com estradiol previne esses efeitos (Giles et al., 2010; Laudenslager et al., 1980;
Ryuk et al., 2017). Ha estudos que mostraram que a ovariectomia promoveu aumento no
ganho de peso ndo por alteragdes na taxa metabolica dos animais mas por um aumento da
ingestdo de energia metabolizavel (Asarian and Geary, 2002; Dagnault et al., 1996; Richard,
1986; Witte et al., 2010).No presente estudo, ndo observamos alteracdes metabdlicas nem

diferenca no peso corporal entre nossos grupos experimentais apos duas semanas.
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Corroborando nossos resultados, outros trabalhos também ndo observaram alteragdes no
ganho de peso ou na taxa metabdlica dos animais apds ovariectomia (Bartness and Wade,
1984; Carlisle et al., 1979; Laudenslager et al., 1980; Nigro et al., 2014). Essas diferencas
entre varios estudos podem refletir diferencas metodologicas tanto relacionadas a via de
administrac@o e duragdo do tratamento com estradiol, quanto ao inicio da reposi¢do hormonal
apos a ovariectomia.

Ao avaliarmos o peso do tecido adiposo marrom (TAM) interescapular, verificamos
que o mesmo estava reduzido no grupo E2, indicando a possivel influéncia do estrogeno nesse
tecido. Como o TAM ¢ um tecido altamente termogénico devido a grande quantidade de
mitocondrias e alta expressdo de Ucpl (Shabalina et al., 2013), resolvemos avaliar as
mitocondrias desse tecido. Além disso, a regido interescapular ¢ o local onde esta localizado o
maior coxim de TAM em roedores, contribuindo significativamente para termogénese
independente de tremores nesse modelo (Cannon and Nedergaard, 2004). Ao avaliarmos o
conteudo mitocondrial do TAM por microscopia eletronica de transmissao, observamos que o
conteudo dessas organelas se encontrava aumentado nos adipocitos dos animais OVX,
sugerindo a ocorréncia de biogénese mitocondrial nesse grupo. Para confirmar se realmente
estava ocorrendo biogénese mitocondrial, avaliamos a expressio do RNAm para o Pgcla,
principal regulador da biogénese mitocondrial (Ventura-Clapier et al., 2008). Foi constatado
aumento da expressdo de Pgcla no grupo castrado, corroborando nossos resultados de
microscopia.

Alguns trabalhos relatam que o estradiol pode levar a um aumento da expressdao de
Pgcla mesmo sem alteragdo no contetido mitocondrial no TAM (Nadal-casellas et al., 2011;
Nigro et al., 2014). Esses trabalhos inferiram a quantidade de mitocondria através da atividade
da citrato sintase (Nadal-casellas et al., 2011) e quantidade de DNA mitocondrial (Nadal-
casellas et al., 2011; Nigro et al., 2014). Como revisado por Medeiros (2008), apesar dessas
técnicas serem utilizadas para inferir de maneira indireta a quantidade de mitocondria, ¢
recomendado utilizar varios ensaios diferentes para que se possa concluir que esta ocorrendo
biogénese mitocondrial de fato, sendo a microscopia eletrdnica o padrdo ouro para esse tipo
de avaliacdo (Medeiros, 2008). Além disso, estudo recente mostrou através de diferentes
ensaios para quantificagdo de mitocondriasque a microscopia ¢ o método mais preciso nesse
tipo de investigacdo(Dahl et al., 2015). Dessa forma, nosso estudo permite inferir que esta
ocorrendo mais biogénese mitocondrial no grupo castrado.

O aumento do contetdo mitocondrial no grupo sem reposicdo hormonal também

sugere maior atividade termogénica do TAM apds ovariectomia. Com isso, avaliamos a
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expressdo da expressdo Ucpl, principal proteina desacopladora da cadeia transportadora de
elétrons no TAM (Cannon and Nedergaard, 2004). Ja esta estabelecido na literatura que
baixas temperaturas e agdo hormonal da norepinefrina(NE) controlam a expressdao de Ucpl no
TAM (Cannon and Nedergaard, 2004).A NE liberada através dos terminais simpaticos que
inervam o TAM ¢ responsavel pela diferenciacdo desses adipocitos através do aumento da
expressao de Ucpl(Herron et al., 1990), biogénese mitocondrial e proliferagio celular
(Bronnikov et al., 1992; Valladares et al., 2000).No presente estudo, observamos niveis
aumentados do RNAm desse gene nos animais ovariectomizados além de forte correlagio
positiva entre a expressao génica de Pgcla e Ucpl. Barbato et al. (2015) também mostrou
aumento da expressdo do Pgcl/a no TAM acompanhado por um aumento da expressdo de
Ucpl (Barbato et al., 2015). Apesar disso, o efeito da reposi¢ao hormonal com estradiol sobre
a expressdo da Ucpl no TAM apresenta resultados contraditorios na literatura. Ha trabalhos
que mostraram aumento da expressdo do mRNA desse gene (Monjo et al., 2003; Morentin et
al., 2014; Pedersen et al., 2001; Valle et al., 2008) ou auséncia de efeito (Grethorst et al.,
2015; Nigro et al., 2014; Rodriguez et al., 2002). Também ha estudos que corroboram nossos
resultados onde foi mostrado que o estradiol inibe a termogénese do BAT (Puerta et al., 1993)
através da diminuicdo da afinidade/densidade dos receptores adrenérgicos nos adipdcitos
(Malo and Puerta, 2001). Uma explicacdo plausivel para essas diferencas pode estar no
esquema e no tempo de tratamento. Outra possibilidade da diminuicao do efeito estradiol em
induzir a expressao do RNAm para Ucp! em nosso modelo pode ser devido a reducao da
expressao dos receptores de estrogeno pelo proprio estrogeno (Borras et al.,, 1994). De
qualquer maneira, estudos futuros sdo necessarios para esclarecer os mecanismos de
regulagao temporal da expressao de Ucp! pelo estradiol no TAM.

Ao avaliarmos o tamanho das mitocondrias, observamos que o grupo tratado com
estradiol apresentava valores de area, perimetro e didmetros aumentados. Esses resultados
indicam que estd ocorrendo predominancia de fusdo mitocondrial no grupo tratado com
estradiol e/ou de fissdo no grupo ovariectomizado. Ja € conhecido que as mitocondrias sofrem
ciclos continuos de fusdo e fissdo (Liesa and Shirihai, 2013) e que o TAM das fémeas de
roedores contém conteudo e tamanho mitocondrial maiores (Rodrigues-Cuenca et al., 2002).
Em situacdo de estresse bioenergético as mitocondrias sofrem processo de fragmentacdo que
pode culminar em apoptose (Molina et al., 2009). Entretanto, o processo de fissdo parece ndo
ser deletério para o TAM. De fato, a estimulagdo adrenérgica do tecido adiposo marrom de
roedores induz mudangas substanciais na arquitetura mitocondrial com aumento da taxa de

fragmentagdo que favorece o aumento da termogénese (Wikstrom et al., 2014). Nesse estudo
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também ¢é sugerido que a fragmentagcdo mitocondrial pode ser uma estratégia adaptativa mais
eficiente para a sintese de novas proteinas mitocondriais noTAM como a Ucp! e proteinas da
cadeia transportadora de elétrons, potencializandoa capacidade termogénica desse tecido
(Wikstrom et al., 2014).

Estudo recente também mostrou que a mitocondria do TAM melhora sua capacidade
oxidativa através do processo de fissdo mitocondrial pela acdo da proteina Drpl e que o
aumento no gasto de energia estd mais direcionado a producao de calor do que sintese de ATP
(Pisani et al., 2018).Quando avaliamos a expressdo dos genes responsaveis pelo processo de
fusdo mitocondrial, observamos maior expressdao de Mfnl no grupo OVX e Mfn2 no grupo
E2, sugerindo que se a fusdo mitocondrial for predominante no grupo com reposicao
hormonal, certamente esse processo estd ocorrendo através da Mfn2 (Bach et al., 2003).
Nossos resultados também ndo descartam a possibilidade do predominio de fissdo
mitocondrial no grupo OVX. No presente estudo ndo foi possivel a investigacao da expressio
de genes envolvidos na fissdo mitocondrial, sendo necessarias andlises futuras da expressao
desses genes para confirmar se a ovariectomia aumenta a fissdo mitocondrial.

Quanto ao formato das mitocondrias (elipsidade e espericidade), ndo encontramos
diferencas significativas entre os grupos. Estudo de Pisani et al. (2018) mostrou que
mitocondrias Upcl-positivas apresentavam formato preferencialmente arredondado enquanto
as Upcl-negativas tem formato preferencialmente alongados (Pisani et al., 2018). Ja em
relacdo a razdo perimetro/area, encontramos um valor aumentado, indicando maior superficie
de contato entre a mitocondria e o citoplasma celular que poderia facilitar o processo de
intercAmbio de moléculas. Estudo anterior com cultura de adipdcitos marrons mostrou que as
células tratadas com 17f-estradiol apresentam goticulas lipidicas maiores (Rodriguez et al.,
2002). No nosso estudo também observamos maior densidade de goticulas lipidicas nos
animais tratados com estradiol. Certamente o grupo sem reposi¢cdo hormonal por apresentar
contetido mitocondrial aumentado, maior expressdo de Pgcla e Ucpl, mitocondrias menores
(predominio de fissdo mitocondrial que aumenta a capacidade oxidativa), maior relacdo
perimetro/area e menor densidade lipidica (sugestivo de mais lipolise), indicam um possivel
aumento da termogénese nos adipocitos desse grupo.

No presente estudo observamos que a ovariectomia e a reposi¢do hormonal com
estradiol influenciam a morfologiadas mitocondrias do TAM e a expressao de alguns genes.
Uma limitacdo do nosso estudo foi ndo ser possivel distinguir se ha uma acdo direta do
estradiol sobre os adipdcitos, pois os mesmos apresentam receptores para estrogenos

(Pedersen et al., 1991; Wade and Gray, 1978) ou efeito indireto através de modulagao central
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(Cannon and Nedergaard, 2004). O hipotalamo é conhecido como centro termorregulador e
trabalhos recentes mostram que o estradiol pode modular a temperatura corporal através de
sua acdo sobre neurdnios hipotaldmicos (Morentin et al., 2014). Evidéncias sugerem que o0s
sintomas vasomotores durante as ondas de calor sdo coordenados por neurénios KNDy no
nacleo arqueado do hipotalamo (Rance et al, 2013). Esses neur6nios produzem trés
neuropeptideos, sendo eles: kisspeptina (Kissl), neuroquinina B (NKB) e dinorfina
(dynorphyn). Eles sdo considerados como reguladores centrais da reprodugdo e sua atividade
pulsatil ¢ responsavel pela secregdo de GnRH (Irwig et al., 2004; Navarro et al., 2009). Esses
neuronios KNDy detectam os niveis circulantes de hormdnios sexuais € modulam a atividade
dos neurénios GnRH, que por sua vez controla o feedback negativo das gonadotrofinas (LH e
FSH) (Mittelman-smith et al., 2012). Na menopausa e na castragdo ocorre um aumento da
expressdo de neuronios KNDy (Rance, 2009). Quando os niveis circulantes dos hormonios
sexuais declinam, os neur6nios KNDy ficam mais ativos, aumentando a secrecdo de
gonadotrofinas na tentativa de aumentar os niveis dos hormonios sexuais (Mittelman-smith et
al., 2012). Apesar dessa limitacdo do nosso estudo em definir se a reposi¢cdo hormonal com
estradiol apresenta efeito direto ou indireto sobre as mitocondrias do TAM, nossos resultados
abrem novas perspectivas de investigacdo dos mecanismos envolvidos na producdo de calor
durante o fendmeno de ondas de calor na menopausa através da modulacdo da morfofisiologia
mitocondrial.

Na Tabela 4 apresentamos uma sintese comparativa dos resultados obtidos no presente estudo.

TABELA 4: Sintese dos resultados obtidos

PARAMETROS FISIOLOGICOS/SISTEMICOS

Peso Corporal OVX =E2
Peso do utero OVX <E2
Peso do TAM OVX>E2
Temperatura da cauda OVX>E2
Temperatura interna (retal) OVX = E2
VO OVX =E2
VCO:, OVX =E2
RQ OVX =E2

EE OVX=E2




MICROSCOPIA

Vv Micondrial OVX>E2
Perimetro mitocondrial OVX <E2
Area mitocondrial OVX <E2
Comprimento OVX>E2
Razdo Perimetro/Area OVX > E2
Elipsidade OVX =E2
Esfericidade OVX =E2
% Goticulas lipidicas OVX <E2

EXPRESSAO GENICA (mRNA)

Pgcla OVX>E2
Ucepl OVX > E2
Mfnl OVX > E2

Mfn2 OVX <E2

54
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7 CONCLUSAO

A ovariectomia induz um aumento da dissipagdo de calor e a reposi¢do hormonal com
estrogeno previne os efeitos da ovariectomia sem alteragdes na temperatura interna. Nossos
resultados sugerem que ovariectomia promove um aumento na termogénese através de

alteragdes morfofuncionais das mitocondrias do tecido adiposo marrom.
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