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1. INTRODUCAO

A deficiéncia estrogénica, a exemplo da observada na menopausa, implica
em diversas alteracdes corporais, ginecoldgicas e extra-ginecoldgicas, além de
elevar o risco para eventos cardiovasculares na pés-menopausa (GRINGS et al.
2009). A terapia de reposi¢do hormonal com estrogénio nos ultimos anos tem sido
alvo de investigacdo quanto a dose e o periodo de inicio de sua administracao
(ZAHAR et al. 2005). Embora ndo desprovida de riscos, a reposi¢cado estrogénica
estd associada a prevencao de sintomas comuns na menopausa como a perda
O0ssea, a atenuacdo dos sintomas vasomotores e seu efeito cardioprotetor,
verificado pelo aumento do HDL (GRINGS et al. 2009). O efeito cardioprotetor
atribuido ao estrogénio estd ligado as suas acgbBes antioxidantes e
antiateroscleréticas, verificadas pelo aumento da catalase plasmatica e melhora
do perfil lipidico, com estimulo a sintese do HDL (GRINGS et al. 2009;
CASTANHO et al. 2012). Este efeito tem sido associado ao aumento na atividade
da Paraoxonase-1 (PON-1)( PEDROSA et al. 2009).

A Paraoxonase-1(PON-1) é uma enzima associada ao HDL, com funcéo
antioxidante e antiinflamatoria, que previne o dano oxidativo ao LDL e protege
contra a aterosclerose(KLEEMOLA et al.2002). Ata et al, avaliaram a associacéo
do estrogénio com a atividade da PON-1 e constataram que mulheres na pos-
menopausa, ao receberem reposicdo hormonal estrogénica, apresentam aumento
na atividade da PON-1 quando comparadas ao grupo controle. O efeito do
estrogénio sobre a enzima também foi constatado in vitro, aumentando a
atividade da PON-1 sem, no entanto, alterar sua expressao génica (AHMAD et al.
2010). O mecanismo de acdo do estrogénio sobre a PON-1 permanece a ser
elucidado, mas pode estar primariamente associado ao efeito antioxidante do
hormonio.

Estudos clinicos e experimentais recomendam que sejam cuidadosamente
eguacionados os fatores de risco associados a saude e os efeitos desejados da
terapia de reposicdo estrogénica. Considerando os estudos prévios postulou-se
no presente trabalho que a deficiéncia estrogénica reduzird a atividade da PON-1
e o HDL-Col e, que a reposicdo hormonal com estrogénio em ratas
ovariectomizadas, aumentara a atividade da enzima e a concentracdo de HDL-
Col. Sendo a magnitude desse efeito associado ao periodo de inicio da reposi¢cao
hormonal. Assim, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade da
PON-1 e a concentracdo de HDL-Col e analisar o ganho de peso em ratas
submetidas a ovariectomia e a reposi¢cdo hormonal estrogénica imediata e sete
dias da ovariectomia.
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2. METODOLOGIA

Utilizou-se 24 ratas Wistar provenientes do Biotério da Universidade Federal
de Pelotas, que foram divididas em 4 grupos experimentais: 1) cirurgia ficticia-
SHAM (n=6); 2) ovariectomizadas bilateralmente sem reposi¢ao estrogénica-OVX
(n=5);3) ovariectomizadas bilateralmente com reposi¢céo estrogénica imediata-RHI
(n=8) e 4) ovariectomizadas bilateralmente com reposicdo estrogénica sete dias
apos-RH7 (n=5). A reposicdo estrogénica foi realizada com uma canula de
silicone, preenchida com 10 pL de solucdo 5% (p:v) 17B-estradiol (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO) em 6leo de girassol, sendo vedada ap0s com
silicone. As céapsulas foram mantidas em solucdo salina durante a noite
precedente a sua utilizagdo e implantadas, sob anestesia, na regido subcutanea
entre as escapulas. Animais dos grupos SHAM e OVX receberam cépsulas
contendo somente 6leo de girassol. Apés 28° dia do procedimento cirurgico de
simulacdo da ovariectomia bilateral, o ciclo estral foi determinado nas fémeas
SHAM, as quais foram sacrificadas na fase do diestro. Apds 28 dias de tratamento
as ratas foram pesadas e sacrificadas por decapitacdo com guilhotina. A coleta de
sangue ocorreu imediatamente apdés a decapitacdo. As amostras de sangue
foram centrifugadas a 3500 rpm, por 10 min e armazenadas em freezer a -20°C
para analises posteriores.O Utero, o tecido adiposo peri-lombar e o figado foram
retirados por cirurgia e pesados em balanca digital de alta precisdo. Apds a
retirada dos 6rgdos os animais foram encaminhados ao biotério central para
descarte. A atividade arilesterase da PON-1 foi medida através da velocidade de
formacao de fenol e para a dosagem do colesterol ligado ao HDL utilizou-se o
método colorimétrico de Trinder.

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa BioEstat 5.3. O protocolo
experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de FEtica em
Experimentacdo Animal, sob protocolo nimero 2803.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas dos animais de cada grupo experimental quanto ao peso
corporal, ganho de peso e peso dos 6rgdos sdo mostradas na Tabela 1. O peso
corporal, a massa de tecido adiposo peri-lombar foi,significativamente, maior nas
ratas OVX guando comparada ao presente no grupo SHAM, RHI e RH7, p<0,05).
A reposicdo estrogénica sete dias apds ovariectomia-RH7 resultou em menor
massa de tecido adiposo peri-lombar em relacdo ao grupo controle

TABELA 1: Peso corporal, do figado, do tecido adiposo peri-lombar e razao
orgao/peso corporal em ratas Wistar submetidas acirurgia ficticia-SHAM, a
ovariectomia sem reposi¢ao estrogénica- OVX e a ovariectomia seguida de
reposicao estrogénica imediata-RHI e de reposi¢cao estrogénica sete dias
ap6s-RH7.
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TRATAMENTO PESO (g) RAZAO TECIDO/PESO CORPORAL
CORPORAL FIGADO GORDURA PL PF/PC PTA/PC PU/PC
SHAM (6) 247.5+22.0 8.8+0.9 1.5 +0.2 3.3+0.3 0.6+0.1 0.5 +0.05"
OVX (8) 283.1+28.7% 9.6+0.6" 1.8 +0.7* 3.2+0.1 0.6+0.2 0.06 +0.01"
RHI (8) 241.9 +20.0 9.9+1.0 1.3 £0.3 4.1+0.4" 0.5+0.1 0.3 +0.17
RH7 (5) 221.3+19.0 8.1+0.7 1.0 0.1 3.6+0.3 0.5+ 0.06 0.2 +0.05°

*p<0,05 comparado aos grupos SHAM, RHI e RH7, one way ANOVA, Post Hoc Tukey
p< 0,05comparadoaosgruposSHAM e RH7, one way ANOVA, Post Hoc Tukey
*p< 0,05comparadoaosgrupos RHI e RH7, one way ANOVA, Post Hoc Tukey
“p< 0,05comparadoaosgrupos SHAM e OVX, one way ANOVA, Post Hoc Tukey
“p < 0,05 comparado aos grupos SHAM, RHI e RH7, Kruskal-Wallis, Post HocSNK
p < 0,05 comparado aos grupos OVX, RHI e RH7, Kruskal-Wallis, Post HocSNK
“p< 0,05 comparado ao grupo SHAM, Kruskal-Wallis, Post HocSNK

A atividade da enzima PON-1, a concentragdo serica de HDL-Colesterol e a
razao entre a atividade da PON-1/ [HDL-Col] sdo apresentadas na Figura 1 A, B e
C. A atividade da PON-1 alterou-se em resposta ao periodo de inicio da reposicéo
estrogénica (Fig.1A). A atividade da PON-1 no soro de ratas OVX foi similar a das
ratas SHAM. Entretanto, a atividade da PON-1 no soro de ratas ovariectomizadas
com reposicado estrogénica imediata-RHI foi, significativamente, superior a
encontrada no soro de ratas submetidas a reposicdo com estrogénio sete dias
apos-RH7, p<0,05. A atividade da PON-1 no grupo RHI também foi maior
comparada a OVX e SHAM (Fig.1A).

A concentracdo sérica de HDL-Colesterol foi 1,17 vezes mais elevada
(p>0,05) no grupo RHI em relac&o aos grupos OVX e RH7 (Fig.1B).

A razao da atividade enzimatica da PON-1 em relacdo a concentracéo sérica
de HDL-Colesterol também se modificou em resposta ao tempo de inicio da
reposicao estrogénica (Fig.1C). A relacdo foi similar entre OVX e SHAM. Ja a
reposicdo imediata-RHI aumentou a relacdo PON-1/HDL-Col de maneira
significativa em relacdo a RH7, a OVX e ao controle (Fig.1C).
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FIGURA 1:A-Atividade da enzima PON-1 (kU/L), B-Concentracdo seérica
de HDL-Colesterol e C- Razdo da Atividade de PON-1/[HDL-Col],em
ratas Wistar submetidas a cirurgia ficticia-SHAM, a ovariectomia sem
reposicdo estrogénica- OVX e a ovariectomia seguida de reposigao
estrogénica imediata-RHI e de reposicdo estrogénica sete dias apos-
RH7. N= 5 a 8. «~ indica p<0,05 comparado aos grupos SHAM, OVX e
RH7, one way ANOVA, Post Hoc Tukey.

Este trabalho mostrou que a atividade da PON-1 pode sofrer influéncia do
periodo de inicio da reposi¢do estrogénica. Por outro lado, diferente do esperado
a atividade da PON-1 ndo se alterou na presenca ou auséncia fisiolégica de
estrogénio e pela reposicdo hormonal sete dias apds ovariectomia. Ainda,
mostrou uma diferenca significativa no ganho de peso total e na massa adiposa
peri-lombar nas ratas sem reposi¢ao estrogénica apds ovariectomia.

4.CONCLUSOES

E possivel admitir que a atividade da PON-1 sofre influéncia do periodo de
inicio da reposicdo estrogénica em ratas Wistar, sendo que a auséncia do
hormoénio associou-se ao aumento da adiposidade e do peso corporal. Esses
resultados motivam a ampliacdo da pesquisa sobre este tema.
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