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INTRODUCAO

O estrogénio é um dos principais horménios do organismo feminino, tendo papel regulador na
funcdo sexual e reproducao, sob controle do eixo hipotdlamo-hipéfise-ovarios (RETTEBERG; JIA;
BRINTON, 2014; BATES et al., 2013). A menopausa € marcada pela reducéo da concentracdo de
estrogénio circulante, especialmente estradiol (E2), em consequéncia da perda de funcdo ovariana.
A diminuicdo dos niveis de estrogénio esta relacionada a alteracGes nas funcGes metabdlicas e
troficas, e causa diversos sintomas que incluem fogachos, sudorese, alteragdes de humor e sono,
além de fadiga, perda de elasticidade da pele e resisténcia dos ossos (SUCKLING, 2006). O
estradiol, conhecido por ser o estrogénio de maior importancia no organismo feminino, é um
potente antioxidante, com efeito preventivo sobre a peroxidacdo lipidica em tecido hepéatico (HUH
et al., 1994). Sabe-se que, em ratas, a ovariectomia acelera o ganho de massa corpoOrea, mais
especificamente de tecido adiposo ou de proteinas (BATES; BOWLING, 2013).

Além disso, a falta do estrogénio per se associado as mudangas metabolicas ocasionadas em fungéo
do declinio de sua disponibilidade no organismo feminino, predispde o organismo a um aumento da
producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS),
responsaveis pelo aumento do estresse oxidativo (BETSY et al., 2009). Outro fator importante
gerador de estresse celular é a lipoperoxidacao, que é considerada uma das maiores fontes de lesdes
diretamente as membranas celulares, sendo essas lesdes mediadas por radicais livres (DATTILO et
al., 2015), resultando em produtos dessa reacdo, como o Malondialdeido (MDA). Dessa forma, o
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organismo precisa alterar suas defesas celulares, como por exemplo, a defesa executada pelas
proteinas do estresse, onde se destacam as proteinas de choque térmico de 70kDa (HSP70)
(NAKHJAVANI et al., 2010).

A familia HSP70, quando no ambiente intracelular, atua principalmente como chaperona molecular,
ou seja, no auxilio durante dobramento de proteinas, impedindo 0 mau dobramento e no transporte
citosélico das mesmas (ALBERTS et al., 2010), sendo assim, terapias térmicas sao estudadas a fim
de descobrir se podemos aumentar o contetldo de HSP70 e combater o estresse oxidativo (EO)
(KRAUSE et al., 2015).

Além da defesa das HSP, temos as enzimas Catalase (CAT) e Superoxido Dismutase (SOD) como
primeira linha de defesa do organismo contra o estresse oxidativo, atuando pelo combate ao EO, a
fim de manter o equilibrio redox do organismo (BARBOSA et al., 2010). Portanto, como tentativa
manter o estado de homeostasia, 0 organismo tende a aumentar suas linhas de defesa, podendo
potencializar a sintese de proteinas do estresse, acompanhadas por um aumento da atividade das
enzimas antioxidantes.

Deste modo, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da terapia de choque térmico sobre
expressao de HSP70 e pardmetros de estresse oxidativo hepatico, em ratas ovariectomizadas.

MATERIAL E METODOS

Animais: foram utilizadas neste estudo 32 ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus), adultas (20
semanas), virgens, provenientes do biotério da UNIJUI. Os animais foram mantidos sob ciclo
claro/escuro 12h/12h, temperatura ambiente de 22+2°C e umidade relativa do ar a 60%. A
alimentacdo consistiu em dieta comercial (NUVILAB®) e agua ad libitum. Os procedimentos
foram aprovados pela Comisséo de Etica da UNIJUI (CEUA 003/2015), de acordo com as diretrizes
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal.

Delineamento experimental: os animais foram divididos em 4 grupos (n: 8): Controle (C): animais
submetidos a falsa cirurgia e mantidos em normotermia; Terapia de térmica (TCT): animais
submetidos a falsa cirurgia e terapia térmica; Ovarectomizadas (OVX): animais submetidos a
intervencdo cirargica COM remocdo bilateral dos ovarios e mantidos em normotermia;
Ovarectomizadas + Terapia de choque térmico (OVX+TCT): animais submetidos a intervencao
cirargica com remocdo bilateral dos ovarios e a terapia térmica. Ao final do estudo os animais
foram mortos por decapitacdo em guilhotina para roedores e tiveram seus tecidos coletados para
analises posteriores.

Procedimento cirdrgico (ovarectomia): o procedimento cirargico foi realizado pela médica
veterinaria responsavel pelo Biotério da Unijui, no bloco cirdrgico do Hospital Veterinario da
Universidade. A ovarectomia (OVX) em roedores envolveu a remocao bilateral dos ovérios. Os
animais ndo ovariectomizados foram submetidos a falsa operacdo, onde tiveram seus ovarios
identificados e expostos cirurgicamente. Para os procedimentos cirlrgicos os animais foram
submetidos a anestesia utilizando o seguinte protocolo farmacoldgico: medicacdo pré-anestesica:
morfina 5 mg/kg IP; inducéo: isofluorano a 4% inalatorio; manutencao: isofluorano a 2% inalatorio;
pos-operatério: morfina5 mg/kg SC a cada 4h por 24 horas. O procedimento cirdrgico apresentou
GRAU DE SEVERIDADE considerado MODERADO, pois se trata de cirurgia sob anestesia geral
e analgesia apropriada (sulfato de morfina, 5 mg/kg no trans e pds-cirdrgico por 24h). Apos o0s
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procedimentos cirdrgicos, todos os animais foram submetidos a tratamento pos-operatdrio
apropriado composto de monitoramento da temperatura corporal e de sinais de dor.

Terapia Térmica: a terapia de choque térmico foi iniciada 7 dias apds o procedimento cirdrgico.
Todos os grupos foram anestesiados antes de cada intervencdo. A anestesia foi utilizada para
garantir a supressdo do controle da temperatura pelo sistema nervoso central do animal e deste
modo, aumentar a temperatura corporal do animal ao valor pré-estabelecido de 41 °C para
efetivacdo do choque térmico e expressdo de proteinas de choque térmico (CHUNG et al., 2008;
LUDWIG, 2013). A intervencdo foi realizada com uma sessdo semanal, por um periodo de 12
semanas. Os animais dos grupos TCT e OVX+ TCT foram colocados em recipiente com agua
mantida a 42 °C, com a maior parte do corpo submerso (exceto cabeca e membros anteriores). A
temperatura corporal foi monitorada com termémetro retal durante todo o periodo em que ele estava
no banho. Ao atingirem temperatura corporal de 41 °C foi considerado o inicio da sessao de choque
térmico, sendo mantidos no banho, com temperatura corporal entre 41 e 41,5 °C, por 15 minutos
(CHUNG et al., 2008; BATHAIE et al.,, 2010; LUDWIG, 2013). Os grupos C e OVX foram
mantidos em banho com &gua a 37 °C e temperatura corporal entre 36,5 e 37,5 °C. Apés o periodo
de banho, os animais foram secos, mantidos cobertos com toalhas no laboratorio, com temperatura
ambiente de 24 °C até recuperacdo da anestesia. Foi administrado, em cada animal solucdo
fisioldgica (2,5 mL), por gavagem, para hidratacdo. Apos recuperados da sessdo de choque térmico,
os animais foram levados de volta ao biotério.

Expressdo de HSP70 em tecido hepatico: a expressdo de HSP70 em tecido hepético foi realizada
por anélises de imunoblotting (LAEMMLI, 1970).

Dosagem de proteinas: a concentracdo de proteina do tecido foi determinada pelo método
espectrofotométrico proposto por Bradford, 1976.

Teste das substancias reativas ao Acido Tiobarbitdrico — TBARS: a determinacio da peroxidacio
lipidia foi realizada pela técnica de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (BUEGE;
AUST, 1978).

Determinacdo do contetdo das enzimas superoxido disutase (SOD) e catalase (CAT): a analise da
atividade de SOD foi realizada pela técnica de inibicdo da auto-oxidacdo do pirogalol
(MARKLUND; MARKLUND, 1974). A atividade da Catalase (CAT) foi realizada de acordo com
a descricdo de Aebi (1984).

Anélise estatistica: para as analises de concentracdo de HSP70, concentracdo de MDA e atividade
enzimatica de SOD e CAT foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0. Os resultados foram
expressos como médias * desvio padrdo (DP) e analisados por ANOVA de uma via, com teste post-
hoc de TUKEY, considerando nivel de significancia estatistica o limite de 5% (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relativos a concentracdo HSP70 indicam ndo ter havido alteracdo desta proteina no
tecido hepatico em nenhum grupo experimental (Figura 1A). Quanto aos parametros de estresse
oxidativo, observa-se que a atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT, ndo se apresentam
alteradas em nenhum grupo experimental, considerando as unidades de SOD/mg de proteina
(Figura 1C) e unidades de CAT/mg de proteina (Figura 1D). Contudo, observa-se alteracdo nos
niveis de MDA (mmol/L) (Figura 1B) do grupo TCT quando comparado ao grupo C.
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Figura 1. Avaliacio de parametros relacionados ao estresse oxidativo em ratas em 12 semanas de normoterapia,
tratamento de choque térmico, ovariectomia e combinacao de tratamento de choque térmico e ovariectomia.
Concentrag6es de iHSP (A), concentragdo de MDA (B) e atividade enzimatica da SOD (C) e CAT (D) em tecido
hepético. Andlise estatistica por Anova de uma via, seguida do teste post hoc de Tukey, considerando P<0,05. Dados
expressos como média=DP. * vs C para P=0,0117.

A andlise da razdo entre o conteido de SOD e de CAT (Figura 2) nos diferentes grupos
experimentais ndo apresentou diferenca entre 0s grupos experimentais.
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Figura 2. Avaliacdo da razdo SOD/CAT em tecido hepatico dos grupos C (A), TCT (B), OVX (C) e OVX + TCT (D).
Analise estatistica por ANOVA de uma vida, seguido de teste de post-hoc de Tukey, considerando significancia de
P<0,05 Dados expressos como médiatDP. P=0,2674 e R=0,16009.

A andlise da correlacdo entre as concentracdes de MDA e iHSP70, nos diferentes grupos
experimentais (Figura 3), indica haver uma correlacdo inversa entre a concentragdo celular de
HSP70 (iHSP70) e a concentracdo de MDA, ou seja, quanto maior a concentracdo de iHSP70,
menor a concentragdo de MDA nos animais do grupo TCT. Observa-se neste mesmo grupo
experimental (TCT), aumento na concentracdo de MDA, indicando maior nivel de lipoperoxidacéo.
Este resultado sugere que a terapia de choque térmico tem implicacBes sobre a ativacdo de
mecanismos de defesa hepaticos contra a lipoperoxidacdo, envolvendo a HSP70, apesar de ndo ter
sido observado aumento na concentracdo hepatica desta proteina, no respectivo grupo experimental
em relacdo aos demais.
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Figura 3. Avaliagdo da correlacéo entre a concentracdo de mmol MDA/L e concentragdo de iHSP em tecido hepatico de
animais do grupo TCT, revelando uma correlagdo inversa. Dados expressos como médiatDP. Andlise estatistica por
teste de correlacdo de Pearson, onde r = - 0,7455, P=0,0337.

Outros estudos (OKA et al., 2013) apresentam resultados similares aos obtidos em nosso trabalho,
nos quais sdo mostrados niveis aumentados de HSP70 em figado de ratos, 6 a 72 horas apés a
sessdo de terapia térmica, sendo que a expressdo maxima ocorreu entre 12 e 48 horas ap0s a sesséo,
relacionando ao presente trabalho, encontramos relacdo no aumento de HSP70 hepatico, ao passo
gue ocorre uma diminuicdo da concentracdo de MDA, propondo um caso de protecdo do organismo
ao estresse.

CONCLUSAO

Né&o foram observadas alteragdes hepaticas nos parametros de HSP70 e de estresse oxidativo, em
razdo de ovariectomia. A terapia de choque térmico pode estar associada a maior lipoperoxidacéo
hepética, contudo, a correlacdo inversa entre o nivel de MDA e de iHSP70 nesta condicdo
experimental, pode representar a ativagcdo da resposta ao estresse neste tecido.
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