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RESUMO

O sobrepeso atualmente é um agravante da saude tanto em humanosmRaito
Dentre as complicacbes, o desenvolvimento de Diabete Melito TipdV2)(B uma das
enfermidades mais comuns decorrente do quadro de sobrepeso ou obesidade. A ac¢
prejudicada da insulina, bem como a hiperglicemia e aumento do usmlale graxos como
substrato enérgico, irA levar o paciente diabético a desenvolver odivdistlurbios
metabdlicos, os quais incluem cardiopatias e aumento do riscoqie ai@diaco. Sabe-se
gue o sobrepeso esta relacionado com deficiéncia de estrogénios. Egiadtsm que
mulheres ap0s a menopausa, bem como animais de companhia apéscaocdstidem a
ganhar peso decorrente do acumulo de tecido adiposo visceral. Assidg um fator
predisponente para DM2, além de ficarem mais expostas a acéspéeieS Reativas de
Oxigénio (EROs) devido ao efeito antioxidante dos estrogénios.eDisgo, para evitar o
excessivo ganho de peso, bem como manter a efetiva sinalizacdo da acdonda iesusido
utilizados farmacos agonistas de receptores do horngdncagon-like peptidel (GLP-1)
para o tratamento dessa enfermidade. O GLP-1 é um horménio produzdocpkllas
enteroenddcrinas do intestino grosso e delgado. Durante a digestao;lo écédtretado e
atua no pancreas estimulando a liberacao de insulina, atuando dglioosa dependente no
controle glicémico, além de diminuir o esvaziamento gastriculteendo em saciedade. Os
farmacos agonistas dos receptores GLP-1 sdo empregados nortratden®M2 devido ao
seu menor risco de crises hipoglicémicas decorrente de sanmismeo de acdo. Além disso,
observou-se que GLP-1 apresenta ainda efeito cardioprotetor, diminuindecos de
doencas cardiovasculares em pacientes diabéticos. Entretanto, mismecaardioprotetor
ainda nao foi completamente elucidado. Diante disso, 0 presente &stadmtomo objetivo
avaliar o efeito do agonista de receptor de GLP-1, Liraglutitatag¢as castradas a fim de
observar o seu efeito na formacdo de EROs, bem como sua acdotabmlisrao de
carboidratos nos ventriculos cardiacos. Os resultados mostraram gu@ass tratados com
Liraglutida obtiveram menor concentracdo de glicogénio nos ventriculdgaas quando
comparados ao grupo castrado controle. Em relagcdo a formacao dedeiR@aEnento, bem
como a castracdo, ndo exerceram efeitos nas enzimas estudadss.conclusdo, 0s
resultados obtidos no presente estudo indicam que o GLP-1 atuediregano metabolismo
cardiaco, sugerindo mais estudos a respeito do metabolismo de gliéog#s graxos no

coragao.



ABSTRACT

Overweight is currently an aggravating health factor in both huraadspets.
Among the complications of overweight or obesity, there issk for the development of
Type 2 Diabetes Mellitus (DM2). Impaired insulin action, as vesllhyperglycemia and
increased use of fatty acids as an energetic substratéeadlithe diabetic patient to develop
various metabolic disorders, which include heart disease andsadreak of heart attack. It
is known that overweight is related to estrogen deficiency. &udndicate that
postmenopausal women, as well as companion animals after casttatid to gain weight
due to the accumulation of visceral adipose tissue. Thereforeatmastand /or obesity are
predisposing factors for DM2. Estrogen deficiency after castratr menopause can also
increase Reactive Oxygen Species (ROS) due to the lack oarttiexidant effect of
estrogens. Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) is a hormone produced lepntdreendocrine
cells of the large and small intestine. It is secretedr &t meal and acts on pancreas
stimulating insulin release, in a glucose-dependent fashion withrigdwvof hypoglycemic
crisis. GLP1 also decreases gastric emptying, resultingtietys Therefore, GLP-1 receptor
agonist drugs are used for the treatment of DM2. Also, GLP-h ltasdioprotective effect,
decreasing cardiovascular diseases in diabetic patients. Howineercardioprotective
mechanism of GLP1 has not yet been fully elucidated. Theref@eresent study aimed to
evaluate the effect of the GLP-1 receptor agonist, Liraglutidagatered female rats in order
to observe its effect on ROS formation and carbohydrate metabafiigra cardiac ventricles.
Liraglutide treatment reduced glycogen concentration of the cardemtricles when
compared to the control castrated group. Ovariectomy and liragutideadi altered the
activity of the studied antioxidant enzymes. As a conclusion, thdtgesbtained in the
present study indicate that GLP-1 acts on cardiac metabolism,ssnggkirther studies on

the metabolism of glucose and fatty acids in the heart.
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1 INTRODUCAO

A obesidade tem se mostrado um problema que vem se agravando tdmimanos
quando em animais de compantpat§. De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude, a
obesidade em humanos triplicou desde 1975. Em um levantamento feito em 20i®uebser
se que aproximadamente 39% dos adultos com 18 anos ou mais estavamoapeso. Em
relacdo aopets,a Pet Obesity Preventioemonstrou que, em 2017, cerca de 56% do caes e
60% dos gatos domésticos estavam obesos ou com sobrepeso nos Estado Odidas (P
ISIDORI, 2018). A etiologia da obesidade apresenta muitas semedhanga humanos e
animais de companhia (GODOY, SWANSON, 2014; OSTO, LUTZ, 2015; URBEI.,
2016). A domesticacédo alterou drasticamente o ambiente e 0 compodaleerdes e gatos,
que passaram de um ambiente em que precisavam cagar e compelimpoto para um
ambiente domeéstico e rico em alimento (GODOY, SWANSON, 2014)mAsemo em
humanos, cées e gatos obesos apresentam maior tendéncia a desenkbeteemdigo tipo 2
(DM2), reduzindo a expectativa de vida (GODOY, SWANSON, 2014).

ApoOs a menopausa, mulheres apresentam maior tendéncia a obesidiic giHdl,
2009; KIM et all., 2014; LIZCANO, GUZMAN, 2014). A deficiéncia de estrogénios
desencadeia alteracbes metabdlicas que elevam o0 risco de desendobrgas
cardiovasculares (DCV), artrite, Diabete Melito tipo 2 (DM2)simdrome metabdlica
(GODOY, SWANSON, 2014; KANDERet all., 2017, POZZA; ISIDORI, 2018). Roedores
fémeas ovariectomizadas também desenvolvem obesidade, reversivektepgia de
reposicao estrogénica (KIiMet all., 2014; MORENO et all, 2015). Os hormonios
estrogénicos atuam no metabolismo de glicose e lipidios e na didg@nae adipdcitos
influenciando assim a distribuicado de tecido adiposo no corpo éKil.., 2014; LIZCANO,
GUZMAN, 2014). O tratamento com estrogénio exdgeno atenua esse geadreente da
deficiéncia hormonal, além de reduzir a expressao de citocinamaifirias, como fator de
necrose tumoral alfa (TNé&) e interleucina 6 (IL-6) (BABAEIet all.., 2010; LIZCANO;
GUZMAN, 2014). Porém, hé forte associacdo entre a terapia esttago desenvolvimento
de carcinoma mamario (YAGER; DAVIDSON, 2006).

A predisposicdo as doencas cardiovasculares (DCV) é diferente leminens e
mulheres (BELLANTI et all., 2013, KANDERet all.,, 2017). Antes da menopausa, as
mulheres apresentam menor risco de desenvolver DCV, porém, apés a man@paus

incidéncia de infarto agudo do miocardio se eleva (KAND&Rall.,, 2017). Além de
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apresentarem efeitos metabodlicos, os estrogéniosseaam efeitos variados sobre
parametros de estresse oxidativo ou homeostasg (BddrP et all., 2002, BELLANTI et
all., 2013, KANDERet all., 2017).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo prddszicomo subproduto da
atividade mitocondrial e apresentam papel fisi@ogia sinalizacdo celular (BELLANHEt
all., 2013, KANDEREet all., 2017). As EROs sdo mantidas em equilibrio hom&ostaor
mecanismos pré — e antioxidantes. A enzima NADPIltlase (NOX) produz o radical
superéxido (@) ao transferir elétrons do NADPH para @ @Bigura 1). Esse radical é
convertido em peréxido de hidrogénie®4 pela superoxido dismutase (SOD). As enzimas
antioxidantes catalase (CAT) e glutationa perox@d@PX), dissociam o #,em HO e Q
(KALYANARAMAN, 2013; KANDER et all., 2017). O estresse oxidativo ocorre quando
essa homeostase redox é rompida em favor dos mauaipré-oxidantes, causando danos
em proteinas (adicdo de sulfidrilas), lipideosoffigroxidacéo) e ao DNA (BELLANTét all.,
2013, KALYANARAMAN, 2013, KANDERZet all., 2017).

Figura 1: Homeostase redox
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Fonte: KANDERet all., (2017).

Pacientes com DM2 apresentam risco muito elevada padesenvolvimento de
doencas cardiovasculares e faléncia cardiaca @igir (SARAIVA, SPOSITO, 2014;
OKOSHI, 2007). O DM2 decorrente do sobrepeso raseln desordens metabdlicas,
acarretando em estresse oxidativo, inflamacdo @delamento cardiaco (HAYAEt all.,
2004; VICENOVAet all., 2009; MATHEUSet all., 2013). O aumento do teor lipidico nos

midcitos leva a disfuncdo da cascata de sinalizdediasulina, o que resulta em inabilidade
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no deslocamento no transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) do citosolpaembrana
celular. O sobrepeso induz a superexpressédo de citocinas idil@satomo TNFy, IL-6 e
proteina C reativa (CRP) (PARK; PARK; YU, 2005), as quais s@ponsaveis pela
inflamac&o cronica, resultando em aterosclerose e DCV (VICENEN4II., 2009). O TNFe

inibe a lipase lipoproteica (LPL) e estimula a lipélise enp@adtios, o que resulta em
aumento de acidos graxos (AG) circulantes, contribuindo para aénesis insulinica
(GODQY, SWANSON, 2014). Estudos apontam que a hiperglicemia crénica é um des fator
que leva a danos oxidativos. O aumento da concentracdo intraceluliicad® induz a
formagcdo de produtos finais da glicacdo avancada (AGES) e amnsequéncia o
desenvolvimento de EROs, as quais causam danos ao tecido cardiazmmtaprejuizos no
relaxamento, contratilidade e rigidez miocéardica (MATHE&@ll., 2013). Esse aumento da
captacao e oxidacédo de AG ira levar a lipotoxicidade, ocasionandogdisf mitocondrial e
estresse do reticulo endoplasmatico (BUGGER; ABEL, 2014). Hsseses, por fim,
resultam em aumento do risco de disfuncdo diastdlica, diminuicdiagho de ejecdo do
ventriculo esquerdo e fibrose cardiaca, os quais podem levar a codgdicag
movimentacdo do Ca e ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (S-RAA),
assim, prejudicando a sinalizagédo de insulina e levando a um efettéride(Figura 2) (JIA;
CONNELL; SOWERS, 2018).

Figura 2: Mecanismos multiplos responsaveis pela cardiomiopatia diabétic
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Fonte: BUGGER; ABEL, 2014



12

Diversos medicamentos sao utilizados para o trateonge DM2 a fim de evitar os
danos causados por essa condicdo, entre eles,onsstag do receptor dglucagon-like
peptide 1(GLP-1RA). Oglucagon-like peptidel (GLP-1) € um hormdnio da classe das
incretinas sintetizado pelas células L do intesgirasso e delgado (BAGGIé&t all., 2017) e,
assim como o glucagon, o GLP-1 é proveniente deagssamento do pré-pro-glucagon
(Figura 3). Através de sucessivas clivagens, sivacdio ocorre através da enzima pro-
convertase 1/3, a qual se encontra em maior qua#idos enterdcitos, diferente do pancreas,
onde a pro-convertase 2 se encontra mais abundasitelulas alfa, o que leva a formacéo de
glucagon (VRANG; LARSEN, 2010).

Figura 3: Processamento do pré-pré-glucagon
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Fonte: CANTINI; MANNUCCI; LUCONI, 2016.

A secrecdo de GLP-1 ocorre fisiologicamente apdsyastdo de alimentos, porém,
poucos minutos apos a alimentacdo, o GLP-1 ja4 senéta em concentracfes séricas
elevadas mesmo antes do alimento chegar as cé&ul@soenddcrinas, sugerindo uma
estimulacdo neural para sua producao e liberacA&@O; DRUCKER, 2007). O GLP-1
atua através de um receptor acoplado a proteichaado de receptor de GLP-1 (GLP-1R),
o qual é localizado em diversos tecidos, tais c@ouimao, ilhotas pancreaticas, estbmago,
rins, hipotalamo e coracdo (CANTINI; MANNUCCI; LUG®, 2016). No pancreas, através

da ligacdo do GLP-1 com o seu receptor localizagocglulag-pancreéaticas, ha estimulacéo
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da atividade da adenilato ciclase e producéo deoldsfato ciclico de adenosina (AMPc). A
cascata de sinalizacdo leva a inibicdo dos Camaipatiassio sensiveis ao ATP afK),
fechamento dos Canais de potassio sensiveis @jeniték,) e abertura dos Canais de calcio
dependentes de voltagem (VDCC) com consequenteoldeigacdo e influxo de ¢a O
GLP-1 ainda sensibiliza o Receptor de rianodinaRIR¥ o Receptor de inositol trifosfato

(IPsR), 0 que potencializa o influxo de aesultando na secrecdo de insulina (Figura 4)
(MELONI et all., 2013).

Figura 4: Mecanismo insulinotropico do GLP-1
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Fonte: MELONIet all.,, 2012

Apo6s sua secrecdo, o GLP-1 é rapidamente clivacdsuddorma ativa GLP-1 (7-36)
para forma inativa GLP-1 (9-36) através da enziipeptidil peptidase 4 (DPP-4), assim,
possuindo uma meia-vida sérica de aproximadamentairitos in vivo (LOVSHIN;
DRUCKER, 2009).
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Devido ao seu mecanismo insulinotrépico e de supressdo de glucagormde for
glicose dependente, o qual resulta em menores riscos de hipoglicemia, cameaths GLP-
1RA tém sido usados no tratamento de DM2 (CéiNall.., 2014). Entre as moléculas
analogas ao GLP-1, estdo a Liraglutida, Exenatida, Lixisen&tidaglutida e Albiglutida, as
quais sao estruturalmente diferentes entre si, assim, variand@ farmacocinética e meia
vida em relacdo ao GLP-1 fisioldgico (Figura 5) (LOVSHIN, 2017).

Figura 5: Moléculas analogas ao GLP-1Em amarelo: sequéncia primaria do GLP-1
(7-36) humano. Outras cores: aminoacidos diferentes da sequéncia humana. SC: forma de

administracdo via subcutanea.
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Fonte: LOVSHIN, 2017

Trabalhos recentes relatam que o GLP-1 apresenta efeito bepéfi@ o sistema
cardiovascular. Utilizando modelo animal, observou-se que o tratamentdcténi-RA
diminuiu danos cardiacos causados por falha cardiaca, isquemia/@pexfimspertensao,
onde atuou na manutencéo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, dintiouigéo
cardiaco e da frequéncia de arritmias, além de aumentgta@a de glicose (RAVASSA,;
ZUDAIRE; DIEZ, 2012). Em pacientes humanos com DM2, a taxa de snpdiedoencas
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cardiovasculares e infartos apresentou menor incidéncia quando tratado&LP-1-RA
(MARSO et all.., 2016). Entretanto, o exato mecanismo dos beneficios do tratamento com
GLP-1-RA no tecido cardiaco ainda néo foi elucidado (ZHAd@ll..,2018).

1.10BJETIVOS

Apesar das diferencas no metabolismo entre diferentes esgécraamiferos, estudos
com roedores tém contribuido para o avanco da patofisiologia e getettatzesidade e da
DM2 (OSTO, LUTZ, 2015). Este trabalho tem como objetivo avakagfeitos da Liraglutida
sobre parametros de estresse oxidativo e metabolismo de glioosseas adultas castradas.
Pretende-se, com os resultados apresentados, fornecer dados pHraraompreensao dos
mecanismos cardioprotetores que o GLP-1 possa vir a oferecer, rayregditeratura e
visando um melhor controle e prevencdo de doencas cardiovascularesteneduso de

farmacos que utilizam o GLP-1 como principio ativo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas com 60 dias de idade da espg€aitus norvergicus
provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de draborat
(CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)yan®sais ficaram
alojados no biotério setorial do Instituto de Ciéncias Basicas e JECBS) nas condiges
padrbes de biotério: ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatunaladat (21 + 2°C),
umidade relativa do ar de 70% com fornecimento de racdo para rofdovdab CR1®) e
aguaad libitum Foram utilizadas caixas de polipropileno com 340 mm de largdf#® xnm
de comprimento x 200 mm de altura, sendo feita trés trocas d&sgamx semana com
aproximadamente 03 cm de cama de maravalha previamente autoclavada@oenidbegna de
3 animais por caixa, em conformidade com a Lei Arouca n° 11.794, de 8 deocigubd08
com credenciamento e acompanhamento do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Numero de aprovagdo do comité de ética: 32558.
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2.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Para a cirurgia, foi feita a sedagédo de cada animal concamhbinagéo de xilazina
(10 mg/kg) + cetamina (90 mg/kg) por via intraperitoneal (volomagimo de 3 mL). Apdés a
confirmacédo de auséncia de reflexo interdigital, foi feita tricotomia tkpd®antissepsia com
alcool 70°. Apds, utilizando um bisturi, foi realizada uma incisdo na naiscal dorsal
perpendicular & ultima vértebra para acesso a cavidade abdominaipdaéxteriorizado e
feita uma ligadura junto ao corno uterino com fio de sutura (ng@oonpanhada da exciséo
do ovario. Ao término da ovariectomia, seguiu-se para miorrafia eod@fia com sutura em
pontos simples isolados. A técnica foi utilizada para ambos os o#diB$S, 2012). Os
animais do grupo controle passaram pelo mesmo processo cirurgico,gsmnemocao dos
ovarios, sendo feita apenas a incisdo na musculatura seguidouda Sb&an). As ratas
ficaram sob observacgéo até o término do efeito anestésico, sendmpustge colocadas de
volta ao alojamento com Dipirona (1 mL/kg) diluida na agua de H@&lievES; FILHO;
MENEZES, 2013). Todos os procedimentos foram realizados por pesquisadmasos e

sob a supervisdo de um médico veterinario.

2.3 TRATAMENTO

Uma semana apos o procedimento cirargico, foi feita a retiradatdea e iniciado o
tratamento com Liraglutida (Victoza®) 4ug/kg uma vez ao de(Q@t all..,2014), o grupo
controle foi tratado apenas com salina e o ajuste da dosedailéeacordo com o ganho peso
registrado semanalmente. Assim, os animais foram divididos empfbsgao totalSham
tratado com salingShamcCitrl), shamtratado com liraglutidaShamLira), castrado tratado
com salina (OVX Ctrl) e castrado tratado com liraglutida XQ¥a). Todos os grupos foram
alimentados igualmente com racdo padrao para roedores eddilétum no decorrer do

tratamento.

2.4 EUTANASIA E COLETA DOS TECIDOS

Ao término do tratamento, os animais foram encaminhados para eatangsal foi
feita por meio de decapitacdo por uma guilhotina especifica patdares e sem anestesia,

sendo que para os anim&bam a eutanasia ocorreu no diestro, tendo a fase do ciclo estral
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determinado através de lavado vaginal (MARCONDES; BIANCHI;NNO®, 2002. A
escolha do método de eutandsia foi feita considerando causar o minialterdedes
fisiologicas nos tecidos (BROWNt all.., 2005). Apds, realizou-se imediata toracotomia
seguida da excisdo do coracdo para coleta de dois fragmentogealdi@ros ventriculos
esquerdo e direto, os quais foram armazenados em tub@pppodorhumerados e levados
ao freezer a temperatura -20°C, sendo assim conservados pasesamdizimaticas e

bioquimicas.

3 ANALISE DE ESTRESSE OXIDATIVO

3.1 HOMOGENEIZACAO

A amostra foi homogeneizada na presenca de uma solucao tampaiaidtga de
proteases constituida de KCI 1,15% + fluoreto de fenil-metil-sul{BNISF) equivalente a 5
mL/g de tecido em homogeneizador Ultra-Turrax por 30 segundos. Emdae@s
homogeneizados foram centrifugados em centrifuga refrigerada (4°C) a BdDAURante 20
minutos. O sobrenadante foi coletado e separado em ¢pipemdorfe congelados a -20°C
para a realizacdo dos ensaios enzimaticos (LLEStLAN., 1985).

3.2 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A quantificacdo de proteinas das amostras foi realizada segunétodavile Lowry,
no qual se utlizou uma solucdo de NaHC® em NaOH 1N (Reagente A), CusSO
(Reagente B1), Tartarato de Na e K 2% (Reagente B2) pastitaicdo do Reativo C, além
de Albumina sérica bovina e Folin. A absorbancia foi mensurada conmo adeisum
espectofotdbmetro com comprimento de onda ajustado para 625 nm. O pateuttieterminar
a concentracdo de proteinas das amostras foi feito utilizandes&grinear e o resultados
expressos em mg proteina/mL de amostra (LOVERMI., 1951).

3.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIOS TOTAIS

O método baseia-se na mensuragdo da fluorescéncia produzida pat@oxid 2,7-
diclorohidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) pelas espécrtivas de oxigénio presentes
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na amostra. A absorbancia foi avaliada utilizando espectofotdro@tn o comprimento de
onda ajustado para 480 nm. Os resultados foram expressos em pmol terb&ae/mg de
proteina (LEBEL; ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992).

3.4 CATALASE

A atividade da catalase foi avaliada através da decomposicdeQienttnitorada
diretamente pelo decaimento da absorbancia a 240 nm durante umdengaminuto em
espectrofotdmetro, a diferenca na absorbancia por unidade de tempdifadaitcomo
medida de atividade da catalase. O resultado foi expresso comdadévda Catalase =

mol/minuto/mg de proteina (AEBI, 1984).

3.5 SUPEROXIDO DISMUTASE

A atividade da SOD foi avaliada através da inibicdo do radical &kigercom o
pirogalol. A oxidacdo do pirogalol leva a formacédo de um produto colorid@ gieéectado
pelo espectrofotdmetro com o comprimento de onda ajustado para 420 nrcul® foafeito
através doA dos valores de absorbancia nos tempos 0,2 e 1,2 minutos e dividido pela
concentracdo proteinas. O resultado foi expresso como U SOD/ragidtz (MARKLUND,
1985).

3.6 NADPH OXIDASE

A atividade da NADPH Oxidase foi avaliada através do consumo do NADDR o
comprimento de onda ajustado para 340 nm. O calculo foi feito utilizandios valores de
absorbancia registrados nos tempos 0, 10, e 20 minutos e divididos pela eg&ioentr
proteinas. O resultado foi expresso em pumol de NADPH Oxidaseignoeé proteina (WEI,
2006).
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3.7 SULFIDRILAS

O método oxidativo é feito através de um reagente de cor contendo5asi-ditio-
bis-2-nitrobenzédico (DTNB), o qual é reduzido por tidis gerando o deraadoelo 4cido 2-
nitro-5-mercapto-benzoico (TNB) e detectado no espectrofotdbmetrococommprimento de
onda ajustado para 412 nm. O resultado foi expresso em nmol de TNB/mgpteina
(AKSENOV; MARKESBERY, 2001).

4 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS
4.1 CONCENTRACAO DE GLICOGENIO

Para realizar a extracdo do glicogénio, os fragmentos do temidm fpesados e
homogeneizados em tubdalcon na presenca de KOH 30% em banho fervente por 60
minutos. Feita a homogeneizagcdo, as amostras sdo lavadas exegrés alcool absoluto
(96%) e centrifugadas, o sobrenadante é descartadpetiebressuspenso com 0,5 mL de
agua destilada. Apds, é retirada uma aliquota e colocada em bammbef@or 60 minutos na
presenca de HCI 4N. Ao término, € adicionadeQ\ 2M para parar a reacao. A glicose é
quantificada seguindo as orientacdes do kit comercial para aedlisspectrofotdmetro da
Labtes® (VAN HANDEL, 1965).

5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Vidkngaracéo
dos resultados paramétricos foi feita utilizando ANOVA de duas etasplementado com o
pés-teste de Tukey para detectar diferencas entre os gruposparagéo dos resultados nao
paramétricos foi feita utilizando ANOVA de uma via, complementeaim o pés-teste de
Dunn. P<0,05 foi usado como critério de significanciasof@wareutilizado para as analises

estatisticas foi o Graphpad Prism® 6.
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6 RESULTADOS
6.1 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO TOTAIS

Os resultados relacionados a producdo de EROs (Figura 6) naontgyeese
diferencas significativas em relacdo ao tratamento outeacas ao final do periodo de 2

meses.

Figura 6: Efeito da Liraglutida e da ovariectomia sobre EROs TotalHomogenato dos
ventriculos esquerdo e direito. N = 6-7 para cada grupo. Ctrl: Tratados comlsedina
Tratados com Liraglutidé&sham Cirurgia sem castragdo. OVX: Ovariectomizados. Valores

expressos como média + desvio padréo. P>0,5.
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6.2 CATALASE
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Os resultados relacionados a atividade da enzima catalasea(F)ghndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao tratamento outeacas ao final do periodo de 2

meses.

Figura 7: Efeito da Liraglutida e da ovariectomia sobre a atividade da Catalase

Homogenato dos ventriculos esquerdo e direito. N = 6-7 para cada grupo. Ctrl: Tratados com

salina. Lira: Tratados com Liraglutid@ham Cirurgia sem castracdo. OVX:

Ovariectomizados. Valores expressos como média + desvio padrao. P>0,5.
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6.3 SUPEROXIDO DISMUTASE

Os resultados relacionados a atividade da enzima SOD (Figm&o&presentaram
diferencas significativas em relacdo ao tratamento outeacas ao final do periodo de 2

meses.

Figura 8: Efeito da Liraglutida e da ovariectomia sobre a atividade da Superoxido
Dismutase Homogenato dos ventriculos esquerdo e direito. N = 6-7 para cada grupo. Ctrl:
Tratados com salina. Lira: Tratados com Liraglutilaam Cirurgia sem castracdo. OVX:

Ovariectomizados. Valores expressos como média + desvio padrao. P>0,5.
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6.4 NADPH OXIDASE

Os resultados relacionados a atividade da enzima NADPH Ox{Bag&a 9) néo
apresentaram diferencgas significativas em relagdo aongrata ou a castracao ao final do
periodo de 2 meses.

Figura 9: Efeito da Liraglutida e da ovariectomia sobre a atividade da NADPH Oxidase
Homogenato dos ventriculos esquerdo e direito. N=6-7 para cada grupo. Ctrl: Tratados com
salina. Lira: Tratados com Liraglutiddham Cirurgia sem castracdo. OVX:

Ovariectomizados. Valores expressos como mediana + intervalo interquaPtH;s.
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6.5 SULFIDRILAS

Os resultados relacionados a oxidacdo de proteinas (Figura 1@presentaram
diferencas significativas em relacdo ao tratamento outeacas ao final do periodo de 2

meses.

Figura 10: Efeito da Liraglutida e da ovariectomia sobre Sulfidrilas Homogenato dos
ventriculos esquerdo e direito. N = 6-7 para cada grupo. Ctrl: Tratados comlsedina
Tratados com Liraglutid&sham Cirurgia sem castracdo. OVX: Ovariectomizados. Valores

expressos como mediana = intervalo interquartilico. P>0,5.
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6.6 CONCENTRACAO DE GLICOGENIO

Os resultados relacionados a concentracdo de glicogénio (Eijudos ventriculos
demonstraram que o grupo castrado controle (tratado com salinz® older concentracao
total de glicogénio em relacédo ao grupo castrado e ao Glugmtratados com Liraglutida.
Entretanto, os grupos castraddSkamtratados com Liraglutida ndo obtiveram diferencas
estatisticas entre si, bem como os grupos tratados com Lidaglgtistrado &ham) em

relacdo ao grup8hamcontrole.

Figura 11: Efeito da Liraglutida e da ovariectomia sobre a concentracao total de
glicogénia Homogenato dos ventriculos esquerdo e direito. N = 6-8 para cada grupo. Citrl:
Tratados com salina. Lira: Tratados com Liraglutilaam Cirurgia sem castracdo. OVX:
Ovariectomizados. Valores expressos como mediana + intervalo interquattilfecenca

significativa entre OVX Ctrl &hamLira. **Diferenca significativa entre OVX Ctrl e OVX

Lira. P<0,5
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, foi mostrada pela primeira vez a influénciedigdo dos
estrogénios sobre o metabolismo do glicogénio cardiaco, associadosatoisgbre o estado
oxidativo ventricular. Além disso, o efeito benéfico da Liraglutida, agonista dos
receptores de GLP-1 e relevante na secrecdo da insulina, tafmbélemonstrado neste

modelo.

A homeostase redox cardiaca das ratas foi avaliada pela daetggimidos niveis de
EROs total, da atividade da enzima pré-oxidante NOX, da atividade edasnas
antioxidantes CAT e SOD e dos niveis de danos oxidativos a proteias npetis de
sulfidrilas. Nao foram encontradas alteracdes significativasdalea castracdo ou ao
tratamento com Liraglutida, sugerindo que a homeostase redox foidenaBin revisao
bibliografica detalhada sobre as diferencas sexuais em pevéndet estresse oxidativo e
mecanismos patofisiolégicos cardiacos, Kanaer all.,, (2017) mostram que fémeas
apresentam tendéncia a ter menos estresse oxidativo do que maghasd® analisados
individualmente, os parametros apresentam resultados conflitantésidade da CAT néo
apresentou diferencas apos a castracao no coracao (&A8RP, 2002) e no figado de ratas
(MORENO et all.,, 2015), e a expressado génica dessa enzima nao modificou no plasma de
mulheres submetidas a histerectomia total associada a salpingeetaiia (BELLANTIet
all.., 2013). A atividade da SOD diminui ap0s a castracdo no coracéao (BARP., 2002)
mas ndo modificou no figado de ratas (MOREMQall., 2015). No plasma de mulheres
submetidas a histerectomia total associada a salpingo-oofor@ctraxpressdo génica da
SOD diminuiu (BELLANTIet all.., 2013). Logo ainda ndo ha consenso sobre as alteracfes na
SOD induzidas pela castracdo em fémeas (KANRERIl , 2017). Conforme KANDERt
all., (2017), ainda ndo hé consenso se existem diferengas entre sakvglade da NADPH

oxidase.

Apesar dos efeitos benéficos dos estrogénios sobre o dano oxidativaidm te
cardiaco (BARRet all.., 2002) e de estudos publicados demonstrarem deplecdo das enzimas
SOD e catalase ap0s a ovariectomia (CASTANE&Aall., 2006), ndo foram observadas
diferencas significativas nos parametros de estresse oxidati@liados em relacdo a
ovariectomia ou ao tratamento com Liraglutida, o que seria suged# adaptacdo do
organismo ao longo de 2 meses de tratamento. A grande dispersdadogsreferentes a
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danos oxidativos de proteinas nos grupos castrados tratados comtid@aglsalina reforca
essa hipétese.

A reducédo nos niveis de estrogénios durante a menopausa é acompanhadaspor va
alteracbes no metabolismo de carboidratos e lipideos, desencageadakeracbes na
expressdo de enzimas-chave em vias metabdlicas, tais como alihaseq frutose 2,6
bifosfatase, lipoproteina lipase (LPL) e transportadores desglidGLUT3, GLUT4)
(LIZCANO, GUZMAN, 2014). O estradiol modula a atividade da LPL, autanedo 0s niveis
de AG plasmaticos (LIZCANO, GUZMAN, 2014). O coracéo utilizgjaritariamente AG
como fonte de energia, sendo esse responsavel por aproximadamente B0ftadao de
ATP (BROWNSEY; BOONE; ALLARD 1997), e essa preferéncia enta quando ha maior
disponibilidade de AG, como em casos de obesidade ou diabetes (BAFRMUTAIRI;
USSHER, 2018). Porém, um desequilibrio na utilizacdo de substratos, caessiea
oxidacdo e captacdo de AG, leva a lipotoxicidade com consequente déuiulai eficiéncia
cardiaca, seja por formacao de ceramidas ou aumento do consumo de aaogémcardio
(MVO,) (BUGGER; ABEL, 2009). Aliado a isso, 0 prejuizo na sinalizatd@dnsulina e na
sua cascata de sinalizacéo leva ao actimulo intracelular@eoGpie contribui para rigidez
cardiaca. O acumulo de AG, bem como ganho de peso de tecido adiposonteaare
castracao, é um fator predisponente para o desenvolvimento dessgipatidiaca (HONG
et all..,2009).

A castracdo aumentou a concentragcdo de glicogénio no coragdo asmse rat
tratamento com liraglutida reverteu esse aumento (Figura 11)prfeiocolo similar, a
castracao de ratas aumentou o0 peso corporal e o tratamento cghitibi@areverteu esse
ganho de peso, além de aumentar a oxidac&dCd6licose nos tecidos adiposos gonadal e
perirrenal (Model, dados ainda ndo publicados). Dessa forma seygree apds a castragao,
ocorreu possivel resisténcia a insulina e aumento nos niveis deré&@antes, os quais
passaram a ser utilizados como principal substrato oxidativo pelgdoo(LAUGHLIN et
all.., 1994), possibilitando o acumulo de glicose na forma de glicogéniotadneato com
Liraglutida preveniu o desenvolvimento de resisténcia a insulina, plossive aumentou a
oxidagdo da glicose como no tecido adiposo, melhorando o perfil glicéande AG,
induzindo a normalizacdo do metabolismo cardiaco (Figura 12).



Figura 12: Hip6tese do mecanismo regulatério da Liraglutida sobre o

metabolismo de carboidratos no coragéo
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Ovariectomia

8 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse estudo demonstraram que a daraetceu
efeitos metabdlicos no tecido cardiaco. A diminuicdo da sintesécdgéglio no grupo OVX
Lira em relacdo ao grupo OVX Ctrl sugere que a Liragugcerce efeito benéfico no
metabolismo cardiaco apds a ovariectomia. Como perspectiva, @Elsweaiar os efeitos da
Liraglutida sobre a oxidac&o de lipidios e glicose, bem como e&alidos parametros de
estresse oxidativo ao longo do tratamento para monitoramento da respostavadigdatitas

perante a diminuicdo de estrogénios.
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