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RESUMO

A obesidade é caracterizada pelo aumento das reservas de gordura corporal e é a principal
causa de doencas metabdlicas no mundo. Na ultima década houve um aumento de 7,5% na
frequéncia de adultos obesos no Brasil, em mulheres houve um aumento de 8,2% nesse pe-
riodo, e atualmente sua relevancia equivale a aproximadamente 20 a cada 100 mulheres, aco-
metidas pela doenca. O impacto da obesidade, por si SO, sobre o sistema respiratério € muito
pouco estudado. O crescente aumento de mulheres obesas torna-se, ainda, mais preocupante
com as variagdes de hormonios sexuais durante a menopausa. Nesta fase, 0 aumento de peso
é naturalmente atrelado as variagdes de hormonios sexuais femininos e seus efeitos sdo im-
pactantes sobre os varios 6rgaos, inclusive os pulmdes. Este estudo teve como objetivo veri-
ficar se ha diferenca nos parametros mecanicos, histoldgicos e moleculares do sistema respi-
ratério em camundongos fémeas obesas e camundongos fémeas ndo obesas, ovariectomiza-
das ou ndo. Nossos resultados sugerem a existéncia de uma relagao entre expressao relativa
de ERs, a deposicao de colageno tipo 111, a dosagem sérica de estradiol e como eles influen-
ciam no peso dos animais e com a mecanica ventilatoria. Deste modo, podemos concluir que
existe uma relacédo entre a obesidade e os hormdnios sexuais femininos, especificamente o
estradiol, com o sistema respiratério e que esses dois fatores exercem uma influéncia sobre

a funcéo pulmonar.

Palavras-chave: Estradiol, Respiracdo Artificial, Colageno Tipo I, Resisténcia das Vias Res-

piratdria, Receptores Estrogénicos.



ABSTRACT

Obesity is characterized by increased body fat reserves and is the cause of metabolic diseases
in the world. In the last decade there was an increase of 7.5% in the frequency of obese adults
in Brazil, in women, there was an increase of 8.2% over this period, and the relevance today
is equivalent to approximately 20 every 100 women affected by the disease. The impact of
obesity, by itself, the respiratory system is not very studied. The incresing number of obese
women becomes even more worrying besides variations of sexual hormones during meno-
pause. In this phase, the high weight is naturally correlated to variations of female sex hor-
mones and their effects impacts various organs, including the lungs. The aim of this study
was to verify if there is a difference in the mechanical parameters, histological and molecular
respiratory system in obese female mice and non-obese female mice ovariectomized, or not.
Our results suggest positive correlation between relative expression of ERs, the deposition
of collagen type Ill, serum estradiol and how they influence the weight of the animals and
with the ventilatory mechanics. In this way, we suggest that there is a positive correlation
between obesity and female sex hormones, specifically the estradiol, with the respiratory

system and that these two factors exert an influence on pulmonary function.

Keywords: estradiol, ventilatory mechanics, type | collagen, airway resistance, estrogen re-

ceptors.
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1 INTRODUCAO

A funcéo basica do sistema respiratério € suprir 0 organismo com oxigénio (O2) e dele
remover o produto gasoso do metabolismo celular, o gés carbdnico (CO2) (ZIN, ROCCO e
FAFFE, 2008). O principal sitio de trocas gasosas a nivel pulmonar é o alvéolo. Os alvéolos
sdo delimitados por estruturas que, vistas em corte, se assemelham a hexagonos. Essa estru-
tura é composta por uma camada continua de células epiteliais ao redor de um fino intersticio.
A superficie alveolar é constituida principalmente por dois tipos de células: pneumacitos tipo
I e Il; macréfagos alveolares também estdo presentes na superficie epitelial. O intersticio
contém os capilares envolvidos na troca gasosa, tecido conjuntivo e uma grande variedade
de células responsaveis por manter a forma do alvéolo e as defesas a nivel alveolar (FRASER,
2005). A estrutura do pulmdo é composta principalmente por uma rede de tecidos conjunti-
vos, suas propriedades mecanicas sdo atribuidas ao colageno, elastina, proteoglicanos e aos
glicosaminoglicanos (GAGs) (SUKI e BATES, 2008).

A hiperresponsividade brénquica é uma resposta a um estimulo bronconstrictivo no
pulmé&o. Ela possui alguns mecanismos relacionados, tais como contratura excessiva da mus-
culatura lisa das vias aéreas, espessura e integridade da camada epitelial, alteracdes mecani-
cas dos brénquios, modificagdes no contetdo e no equilibrio das proteinas da matriz extra-
celular (MEC) e ainda regulacdo autonémica exacerbada (BENTO; HERSHENSON, 1998).
O processo inflamatério agudo ou crénico, com a liberacdo de uma vasta gama de mediadores
inflamatorios e citosinas, € importante na hiperresponsividade, bem como a intensidade da
fibrose subepitelial, a especifica infiltracdo de mastdcitos no musculo liso e a inflamacéo
eosinofilica da parede das vias aéreas (BLEASE et al., 2000). Além disso a hiperresponsivi-
dade também pode ser afetada negativamente por substancias biologicamente ativas liberadas
pelo tecido adiposo, que em pacientes obesos esta presente em excesso (TEIXEIRA, 2015).

A obesidade é a principal doenca endocrino-metabdlica crénica no mundo e consiste
no aumento das reservas de gordura corporal (FORMIGUERA; CANTON, 2004). Definida
pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) como "acumulo anormal ou excessivo de gor-
dura que pode prejudicar a satde", afetando o funcionamento de quase todos os 6rgaos e
tecidos do corpo (LEAN; LARA; HILL, 2006). A obesidade € tida como uma doenca crénica
e é um conhecido fator de risco para doencas como o diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo,
aterosclerose, apnea e algumas formas de cancer, tanto em seres humanos quanto em roedo-

res, além disso o0 ganho de peso na fase adulta esta associado ao aumento do risco de cancer
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de mama em mulheres pds-menopausicas e parece estimular o aumento da responsividade
das vias respiratorias, sendo considerada um fator de risco para a asma e para diversas outras
doengas (WEISS; HORE, 2004; LI; BOWERMAN; HEBER, 2005).

A menopausa € caracterizada pela deplecdo paulatina, porém efetiva dos niveis dos
hormdnios sexuais (estradiol e progesterona) na corrente sanguinea. Sendo assim, toda co-
municacao celular pré-existente que dependa destes hormonios se torna nédo efetiva (LI-
ZCANO; GUZMAN, 2014). A faléncia ovariana faz com que as mulheres menopausicas
apresentem uma maior chance na incidéncia de disturbios fisioldgicos decorrentes do enve-
Ihecimento humano. Tais como, hipercolesterolemia cardiopatias, obesidade, diabetes do
tipo 2, arteriosclerose, cancer de mama, osteoporose, alteracdes climatéricas (hot flashes),
ansiedade, depressédo, disfuncdo no trato reprodutor. (BEHR et al., 2012; GRAZIOTTIN;
SERAFINI, 2009; GU etal., 2011; HUSSAN et al., 2012; PHILLIPS; PINKERNELL; JING,
1997; STICE et al., 2009).

Os receptores de estrogénio (ERS) pertencem a classe pertencem a terceira classe de re-
ceptores nucleares (NR3) muitos dos quais sdo fatores de transcrigcdo ativados por ligantes
que regulam a expressao de gene, ligando-se na regido promotora dos genes (GERMAIN et
al. 2006). Foram descritas duas formas diferentes de ER: ERa e ERP. Eles sdo codificados
por dois genes distintos (ESR1 e ESR2, respectivamente) contendo 8 exons transcritos que
dao origem a seis dominios proteicos conservados (KAMPA, 2013). No sistema respiratorio
sabe-se que existem receptores alfa e beta estrogénicos nas células epiteliais bronquicas. Es-
tudos tem mostrado que os horménios sexuais exercem um papel fundamental no pulmao
(TOWNSEND, 2012; VERMA, 2011). Estes tem demonstrado grande relevancia no desen-
volvimento pulmonar, inflamacéo e cancer (SIEGFRIED, 2014).

A relacdo entre obesidade, hormonios sexuais e fun¢do pulmonar ndo é muito estu-
dada, sendo assim esse projeto teve como finalidade estabelecer a relagdo ou ndo dentre os
mencionados fatores, afim de melhorar o entendimento sobre o funcionamento do sistema

respiratorio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PULMAO

A principal fungdo do sistema respiratorio € levar o O do ar atmosférico para todos
os tecidos e 0rgdos no corpo e retirar o0 CO2 produzido por todos os tecidos e 0rgéos e levar
para o ar atmosférico. Eles possuem outra funcionalidade no organismo, tais como: manter
o0 equilibrio térmico, pois, com o aumento da ventilagdo pulmonar (hiperventilacdo) existe
uma perda maior de calor e 4gua. Além disso, eles auxiliam na manutengéo do pH plasmaético
dentro da faixa fisiologica, através da regulacdo e da eliminacéo de acido carbdnico (sob a
forma de COy). O sistema respiratorio também é utilizado para outros fins como a defesa
contra agentes agressores (ZIN, ROCCO e FAFFE, 2008).

O sistema respiratorio é dividido em algumas partes, a zona de transporte gasoso, que
é formada pelas vias aéreas superiores e arvore traqueobrdnquica, elas sdo encarregadas de
acondicionar e conduzir o ar atmosférico até o interior dos pulmdes; na zona respiratoria é
onde ocorre efetivamente as trocas gasosas € a zona de transi¢ao que se localiza entre as duas
primeiras zonas, onde comegam a ocorrer trocas gasosas, porém a niveis ndo-significativos
(ZIN, ROCCO e FAFFE, 2008).

A principal area de trocas gasosas ocorre nos alvéolos. Os alvéolos sdo estruturas que
se assemelham a hexagonos. Essa estrutura € composta por uma camada continua de células
epiteliais ao redor de um fino intersticio. A superficie alveolar é constituida principalmente
por dois tipos de células: pneumacitos tipo | e Il. Macréfagos alveolares também estdo pre-
sentes na superficie epitelial. O intersticio contém os capilares envolvidos na troca gasosa,
tecido conjuntivo e uma grande variedade de células responsaveis por manter a forma do
alvéolo e as defesas a nivel alveolar (FRASER, 2005).

As membranas basais endoteliais e epiteliais sdo separadas por um espaco intersticial
de extensdo variavel que contém tecido conjuntivo, como as fibras elasticas e colagenas e
uma variedade de células como os miofibroblastos e células intersticiais contrateis (FRA-
SER, 2005). As zonas de transporte e de transi¢do juntamente com artérias, veias, vasos lin-
faticos, nervos, septo interlobular e pleura, constituem a porc¢ao ndo parenquimal do pulméo
(FRASER, 2005). Os alvéolos das vias aéreas de transi¢do associados com os sacos alveola-
res mais distais constituem o parénquima pulmonar (FRASER, 2005).

A estrutura do pulméo é composta principalmente por uma rede de tecidos conjunti-

vos. A organizagao e as propriedades mecanicas ndo-lineares dos componentes desse tecido
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levam a um comportamento mecanico complexo (SUKI e BATES, 2008). Todos os tecidos
conjuntivos sdo compostos por células e MEC, que inclui &gua e macromoléculas biologicas.
As macromoléculas mais importantes para determinar as propriedades mecénicas do tecido
pulmonar sdo o colageno, elastina, proteoglicanos e os glicosaminoglicanos (SUKI e BA-
TES, 2008).

2.1.1 Parénguima pulmonar: Colageno e Fibras elasticas

O colageno é a mais abundante e mais frequentemente das macromoléculas, sendo
apontado como o principal para a integridade estrutural, ou seja, as fibras de colageno cons-
tituem o principal componente da matriz extracelular e sdo uma proteina fibrosa que consiste
em trés cadeias, que formam uma hélice tripla em forma de corda, fornecendo resisténcia a
tracdo a matriz extracelular (SUKI e BATES, 2008; MONTES, 1996). Além disso, 0 cola-
geno representa cerca de 20-30% do total de proteinas corporais e constitui o principal ele-
mento estrutural de érgdos e tecidos de vertebrados (OHARA, et al. 2007; VARMA, 2016).

Ha mais de 20 diferentes tipos de moléculas de colageno, apesar de sua ampla diver-
sidade no tecido conjuntivo, apenas seis tipos de colageno sdo conhecidos: os tipos 1, 1l, 111
sdo fibrilares e 1V, V, VI que nédo sdo fibrilar ou sdo chamados de amorfo. O intersticio do
parénquima pulmonar contém principalmente colageno do tipo | e Ill, que estabelece a es-
trutura basica da parede alveolar (SUKI e BATES, 2008).

A fibra de colageno tipo Il é mais flexivel e suscetivel a quebra, o colageno tipo | é
composto por fibrila mais espessa e reticulada (ROCCO et al. 2001), enquanto a fibra cola-
gena tipo 1V esté localizada principalmente na membrana basal. Sua rotatividade é um pro-
cesso dindmico, necessario a manutencao da arquitetura pulmonar normal (ROCCO et al.
2003). O acumulo final de colageno ndo depende apenas de sua sintese, mas também de sua
degradacdo (ROCCO et al. 2001, 2003) e varia¢des no contetdo de colageno do parénquima
durante o desenvolvimento (TANAKA e LUDWIG, 1999; TANAKA; AL-JAMAL,
LUDWIG, 2001), proporciona uma das principais funcdes do colageno que é a de manter a
estrutura fisica do corpo, devido a sua grande resisténcia mecanica conferida pela sua orga-
nizacdo macromolecular, que resulta na formacéo de fibras, principalmente, no caso do co-
lageno tipo | (UITTO, et al. 2008; TULLBERG-REINERT e JUNDT, 1999).

O tipo | trata-se da estrutura proteica mais abundante no corpo humano (RITTIE,
2017), e sintetizado pelos fibroblastos como um precursor soltvel, o procolageno tipo I, o

qual é secretado pelos fibroblastos e sofre a¢ao proteolitica para formar as fibras insoluveis
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de colageno (CHOI, et al. 2007). E € encontrado facilmente em membranas basais, ligamen-
tos, tenddes, pele e vasos sanguineos, onde Ihes confere suas propriedades mecéanicas de su-
porte de cargas (CHOI, et al 2007; VARMA, 2016).

O colageno tipo 111 é secretado por fibroblastos e outros tipos de células mesenqui-
mais, e estd intimamente associado a patologias como lesdo pulmonar, doencas hepaticas
virais e ndo virais, fibrose renal, hérnia e distarbios vasculares. O colageno tipo Ill, junta-
mente com o colageno tipo I, sdo os principais constituintes da matriz intersticial (NIELSEN;
KARSDAL, 2016).

Sendo assim, no sistema respiratorio as fibras de colageno tém uma grande importan-
cia pois desempenham um papel fundamental para as fungbes mecanicas (movimentos res-
piratorios) realizadas pelos pulmdes, no entanto, ndo foi elucidado como a fibra de coldgeno
deve contribuir para manter a estrutura pulmonar contra a carga mecanica baseada nos mo-
vimentos respiratorios (TOMODA,; HIROSHI; SHIGEYOSHI, 2013). Em estudos realizados
com tecidos pulmonares humanos em desenvolvimento de 12 a 40 semanas de gestacdo 0s
colagenos | e Il foram expressos de forma semelhante em e ao redor de varios tipos de
células no pulmao em desenvolvimento e além disso, as células do tipo miofibroblastos pa-
recem produzir mRNA para ambos os tipos de colageno nos alvéolos (KAARTEENAHO-
WIIK, et al. 2004). Em estudos com pacientes asmaticos a fim de analisar causas para remo-
delacdo das vias aéreas, ha respaldo para aumento de expressdo dos colagenos tipos I e IlI
nos pacientes com asma moderada a grave, associados a fibrose subepitelial (CHAKIR,
2003).

As fibras elésticas representam outro constituinte da MEC e compreendem trés com-
ponentes definidos de acordo com a quantidade de elastina e orientacdo das fibrilas: 1) fibra
oxitaniana composta por um feixe de microfibrilas, 2) fibras elaunina compostas por micro-
fibrilas e uma pequena quantidade de elastina, e 3) fibras elasticas totalmente desenvolvidas,
constituidas por microfibrilas e elastina abundante (MONTES, 1996). Muitos tipos de célu-
las, incluindo condroblastos, miofibroblastos e células musculares lisas, sintetizam essas fi-
bras. Devido as suas propriedades mecénicas, as fibras elasticas fornecem tensdo de recuo
para restaurar o parénquima a sua configuracdo anterior ap0s cessar o estimulo a inspiragéo.
Nos septos alveolares normais, uma camada subepitelial de fibras elasticas composta princi-
palmente por fibras elasticas totalmente desenvolvidas, confere uma grande elasticidade ao
tecido alveolar em situacdes normais (MERCER e CRAPO 1990). A elastose, conforme de-
terminada pela inflamacao septal e pela fragmentacéo das fibras, leva a uma perturbacéo da
arquitetura da parede alveolar (NEGRI et al. 2000; ROCCO et al. 2003). Em resposta ao
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aumento da destruicdo tecidual, é observada a reativacdo da sintese de elastina, resultando
em alteragdes significativas nas propriedades mecanicas do pulméao (ROCCO et al. 2001).

Deste modo, as fibras elasticas sdo compostas pela elastina e microfibrilas, que sao
na maioria fibrilina e fibulina. As fibras de elastina exibem significante heterogeneidade es-
trutural e sdo conectadas mecanicamente ao colageno (BROWN et al., 1994), por microfibri-
las e/ou proteoglicanos (KIELTY et al., 2002).

2.1.2 Responsividade das vias aéreas

Responsividade de via aérea se refere a facilidade com que as vias aéreas se contrai-
rem apds serem expostas a estimulos provocativos. Hiperresponsividade das vias aéreas de-
nomina-se pela capacidade exacerbada de individuos desenvolverem esta resposta decorrente
do uso de broncoconstritores. Esta resposta exagerada pode ser em razdo da hiperreatividade
e/ou da hipersensibilidade do organismo (RUBIN et al., 2002; QUTAYBA; JOANNE; JA-
MES, 2005). Sendo assim, a hiperresponsividade pode ser definida como um aumento na
facilidade e grau de estreitamento das vias aéreas em resposta a estimulos broncoconstritores,
como exercicio, exposicdo ao ar frio ou outros irritantes ambientais, como polen e poeira, ou
ainda apos estimulacdo mecanica das vias aéreas, como ocorrem com risadas ou com mano-
bras expiratorias forgadas. Segundo Lapa et al (2005) a hiperreatividade brénquica parece ter
uma distribuicdo normal na populacdo. Cerca de 20% da populacédo apresenta hiperresponsi-
vidade leve mesmo sem apresentar doencas respiratdrias (LAPA et al., 2005).

A hiperresponsividade brénquica pode possuir alguns mecanismos relacionados, tais
como contratura excessiva da musculatura lisa das vias aéreas, espessura e integridade da
camada epitelial, alteragdes mecanicas dos brénquios, modificacbes no conteudo e no equi-
librio das proteinas da MEC e ainda regulacdo autondémica exacerbada (BENTO & HERS-
HENSON, 1998). Todavia, a parcela de participacdo de cada um desses fatores ainda nao
estd totalmente esclarecida. A asma € um processo inflamatério agudo ou crénico, com a
liberacdo de uma vasta gama de mediadores inflamatorios e citocinas, é importante na hiper-
responsividade, bem como a intensidade da fibrose subepitelial, a especifica infiltracdo de
mastocitos no masculo liso e a inflamacdo eosinofilica da parede das vias aéreas (BLEASE
et al., 2000). Além disso a hiperresponsividade também pode ser afetada negativamente por
substancias biologicamente ativas liberadas pelo tecido adiposo, que em pacientes obesos
esta presente em excesso (TEIXEIRA, 2015).
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A responsividade das vias aéreas pode ser medida a partir de resultados obtidos em
testes de broncoprovocacdo, que consiste na aplicacdo de um broncoconstritor, como a me-
tacolina (inalada), até que um nivel preestabelecido de broncoconstri¢do seja atingido, o que
é tipicamente medido por uma queda de 20% no volume expirado forgado no primeiro se-
gundo. Esse teste baseia-se no pressuposto de que a musculatura lisa quando exposta a esti-
mulos irritantes, reage realizando a broncoconstricdo. Pacientes hiperresponsivos apresentam
broncoconstricao significativa com doses e concentragcdes menores de um estimulo se com-
parados a um individuo com responsividade normal (RUBIN et al, 2002).

Varios autores também demonstram que a mediacao de hormonios sexuais femininos
na exacerbacdo de sintomas da asma (BEYNON et al. 1988; GIBBS et al. 1984; MATSUO
et al. 1999), nos processos inflamatorios, recuperacao de injarias teciduais, e doengas vascu-
lares no pulmdo (LAHM et al, 2008; SPEYER et al, 2005).

2.2 OBESIDADE

A obesidade é a principal doenca endocrino-metabdlica cronica no mundo e consiste
no aumento das reservas de gordura corporal (FORMIGUERA; CANTON, 2004), resultado
da ingestdo de quantidades de alimento além do utilizado como fonte de energia em que todo
excesso de gorduras, carboidratos e até proteinas ingeridas sdo transformadas em gorduras e
armazenadas no tecido adiposo (GUYTON, 2006).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) ou World Health Organization
(WHO, 1998) a obesidade pode ser definida como "acimulo anormal ou excessivo de gor-
dura que pode prejudicar a satde", afetando o funcionamento de quase todos os 6rgaos e
tecidos do corpo (LEAN; LARA; HILL, 2006; WHO, 1998). Sabe-se que o desenvolvimento
da obesidade se inicia principalmente com uma dieta hiperenergética, em que o gasto ener-
gético é menor do gque o ganho, estando associada a um estilo de vida sedentario. Alguns
fatores podem agravar a obesidade tais como a pré-disposicdo genética e bioldgica de cada
individuo e o0 consumo excessivo de carboidratos e gorduras (CALLE; KAAKS, 2004; HILL,
2006).

Classificada pelo indice de massa corporal (IMC, kg/m?) que é correlacionado com a
gordura do corpo e é, portanto, uma medida Gtil na avaliacdo clinica e estudos epidemiol6gi-
cos (MCCLEAN et al., 2008).
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TABELA 1 - Célculo e Classificagio do indice de Massa Corporal (IMC)

IMC CLASSIFICACAO
<de 18,5 Abaixo do peso
18,6 4 24,9 Peso normal
25,0a29,9 Acima do Peso
30,0a34,9 Obesidade grau |
35,0a39,9 Obesidade grau Il (severa)
> 40 Obesidade grau 11l (m6rbida)

FONTE: Da autora
Entretanto, o IMC ndo é o melhor método para se classificar uma pessoa como obesa,

visto que este considera que alguns individuos possuem um IMC elevado devido a uma
grande massa muscular, nesse caso, como alternativa, podemos calcular realmente a porcen-
tagem de gordura total. A porcentagem de gordura total pode ser estimada de diversas formas
tais como a medida da espessura da prega cutanea e impedancia bioelétrica, ou pesagem
subaquatica, porém sdo praticas pouco utilizadas na clinica (GUYTON, 2006).

A obesidade é tida como uma doenca cronica e é um conhecido fator de risco para
doencas como o diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo, aterosclerose, apnea e algumas formas
de cancer, tanto em seres humanos quanto em roedores, além disso o0 ganho de peso na fase
adulta esta associado ao aumento do risco de cancer de mama em mulheres pds-menopausi-
cas e parece estimular o aumento da responsividade das vias respiratorias, sendo considerada
um fator de risco para a asma e para diversas outras doencas (WEISS; SHORE, 2004; LlI;
BOWERMAN; HEBER, 2005).

Ja se sabe que a obesidade compromete padrdes fisioldgicos da respiracao alterando
volumes, frequéncia, estado inflamatdrio/imunologico, tonus da musculatura lisa, e exacerba

crises de baixo fluxo aéreo ou aumento da resistividade das vias aéreas.

2.2.1 Prevaléncia

A prevaléncia mundial da obesidade tem aumentado ao longo das ultimas décadas,
atingindo proporcdes epidémicas e associando-se cada vez mais com aumento da mortalidade
(OGDEN et al., 2007). Dados da OMS apontam que entre 1980 e 2013, a propor¢éo de adul-
tos obesos no mundo subiu de 28,8% para 36,9% entre 0os homens e de 29,8% para 38% entre

as mulheres. Esses aumentos tém variado de 5% na China, Japao e alguns paises africanos a
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75% em algumas das ilhas da Polinésia. Na Europa, a prevaléncia triplicou nas ultimas duas
décadas (MCCLEAN et al., 2008).

Os dados mais preocupantes sobre a obesidade é que a taxas de obesidade infantil
vem aumentando significativamente pois padrfes de dieta e exercicio desenvolvidos na in-
fancia sdo dificeis de mudar, o que torna a obesidade infantil um forte fator de risco para a
obesidade adulta, estando associada a maior chance de morte prematura e de incapacidade
na vida adulta (MCCLEAN et al., 2008).

No Brasil esse aumento também é alarmante, segundo dados do Ministério da Salde
em 2016 a frequéncia de adultos obesos foi de 18,9%, ligeiramente maior em mulheres
(19,6%) do que em homens (18,1%), atingindo quase um em cada cinco brasileiros; que con-
trasta com os dados do mesmo em 2006, em que a frequéncia de obesos foi de 11,4%, onde
n&do se via uma tendéncia clara para nenhum dos sexos. Resultando num aumento de 7,5% de
obesos em uma decada, com um aumento claro de 8,2% entre as mulheres. Esse aumento de
pessoas obesas no Brasil se deve ao fato de profunda mudanca na composicao corporal da
populacéo, caracterizada pelo aumento da gordura e diminuicdo da massa livre de gordura
(composta pelo tecido muscular, tecido dsseo e agua) (EVANS, 1992). Além disso, 0 au-
mento do comportamento sedentario e mudancas de habitos alimentares e estilo de vida, as-
sociado ao aumento da renda, tem levado a mudanga nos perfis de peso da populagéo brasi-
leira, resultando em aumento da obesidade em mulheres de nivel socioeconémico mais baixo
e decréscimo nas mulheres de nivel socioeconémico mais alto nas regides mais desenvolvi-

das.

2.2.2 Fisiopatologia

O tecido adiposo é o principal reservatorio energético do organismo. E dividido em
tecido adiposo marrom (especializado na producdo de calor — termogénese - onde participa
ativamente do controle da temperatura corporal) e tecido adiposo branco (conhecido por sua
capacidade de armazenar energia na forma de triacilglicerol e como 6rgao enddcrino) (FON-
SECA-ALANIZ et al., 2006).

Existem dois principais tipos de tecido adiposo branco: subcutaneo e visceral. O sub-
cuténeo esta localizado entre a pele e 0 musculo, e o visceral esté localizado dentro das cavi-
dades do corpo, primariamente na cavidade abdominal. Os adipdcitos viscerais sdo mais me-
tabolicamente ativos que os subcutaneos, possuem alta atividade lipolitica provocando libe-

racdo de grande quantidade de acidos graxos livres, e sdo 0s principais responsaveis pelos
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problemas associados a obesidade. Assim, com evidéncias aumentadas dos riscos a saude
concomitante ao acimulo de gordura abdominal (visceral), duas medidas da adiposidade cen-
tral: a razdo cintura-quadril e, mais recentemente, a medida da circunferéncia da cintura; tém
sido comumente usadas em estudos epidemioldgicos (CALLE; KAAKS, 2004). O valor do
IMC também é muito utilizado, por ser um critério aceito mundialmente para classificar so-
brepeso ou obesidade.

No sistema respiratdrio, a obesidade esta associada a uma grande variedade de con-
digdes, incluindo sindrome de hipoventilacdo da obesidade, embolia pulmonar, pneumonia
de aspiracdo, apneia obstrutiva do sono (KOENIG, 2001). Evidéncias sugerem também as-
sociacdo entre obesidade e asma, assim como ha uma potencial ligacdo entre obesidade e
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), embora pouco se saiba a respeito dos mecanis-
mos desta associagdo (FRANSSEN et al., 2008).

Estudos longitudinais tém demonstrado que o aumento do peso corporal pode condu-
zir a reducdo da funcdo pulmonar, estando a distribuicdo de gordura corporal associada aos
efeitos metabolicos da obesidade. Os efeitos mecanicos da obesidade do tronco explicam, em
parte, as reducBes na complacéncia da parede toracica, na forca muscular respiratdria, no
tamanho das vias aéreas periféricas, funcdo e volumes pulmonares encontradas em indivi-
duos obesos e que podem conduzir a maior resisténcia das vias aéreas durante a respiracéo
corrente (MCCLEAN et al., 2008; FARAH et al., 2011). A gordura abdominal pode alterar
as caracteristicas de presséo e volume do térax e limitar a descida do diafragma, limitando
assim a expanséo do pulméo. Esta reducéo da ventilagao nas bases pulmonares pode provocar
o colapso de unidades pulmonares periféricas, anormalidades no volume de sangue nos pul-
mdoes e na relacdo de ventilagao/perfuséo e hipoxemia arterial, especialmente na posic¢ao su-
pina (MCCLEAN et al., 2008). Varios podem ser 0s motivos para resultar em tais alteragdes
em individuos obesos, incluindo compresséao por gordura e infiltracdo do térax ou 0 aumento
do volume de sangue do pulmao (SIN; JONES; MAN, 2002).

A obesidade pode promover ineficiéncia muscular respiratoria e criar aumento da de-
manda para ventilacdo (PARAMESWARAN; TODD; SOTH, 2006). Juntamente com todas
estas modificagcdes na fisiologia pulmonar, pacientes obesos também desenvolvem respira-
¢ao superficial, com redugdo nos volumes pulmonares, especialmente o volume de reserva
expiratorio, aumento do trabalho respiratdrio e menor capacidade vital forgada (CVF) e resi-
dual funcional (CRF) (DELGADO; BARRANCO; QUIRCE, 2008; MCCLEAN et al., 2008;
FARAH et al., 2011). Esta reducdo nos volumes pulmonares esta associada a diminui¢éo no

diametro das vias aéreas periféricas, que pode conduzir a alteraces na fun¢do do musculo
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liso brénquico. Isto, por sua vez, conduz a alteracao do ciclo de ponte cruzada actina-miosina,
que pode potencialmente aumentar tanto a obstrucdo, quanto a hiperreatividade brénquica
(HRB) (DELGADO; BARRANCO; QUIRCE, 2008).

2.3 MENOPAUSA: REDUCAO DOS HORMONIOS SEXUAIS

A menopausa é caracterizada pela deplecdo paulatina (figura 1), porém efetiva dos
niveis dos horménios sexuais (estradiol e progesterona) na corrente sanguinea. Sendo assim,
toda comunicacdo celular pré-existente que dependa destes horménios se torna ndo efetiva
(LIZCANO; GUZMAN, 2014).

Segundo a OMS (1981), foi definido que a menopausa € dividida em duas categorias
para a menopausa: Menopausa Natural que consiste na auséncia da menstruacdo por 12 me-
ses consecutivos sem causa 6bvia (como gravidez e lactacdo) apds a amenorreia e a Meno-
pausa Cirurgica que consiste na auséncia de menstruacao devida a remocdo do Utero e de um
ovario, ou a remocao de ambos os ovarios sem a remocao do Utero.

A faléncia ovariana na menopausa causa o hipoestrogenismo (queda de estrogénio).
Esse hipoestrogenismo influencia o processo fisiologico natural decorrentes do envelheci-
mento humano e faz com que as mulheres menopausicas apresentem um aumento na inci-
déncia de disturbios fisioldgicos decorrentes do envelhecimento humano. Tais como, hiper-
colesterolemia cardiopatias, obesidade, diabetes do tipo 2, arteriosclerose, cancer de mama,
osteoporose, alteracGes climatéricas (hot flashes), ansiedade, depressédo, disfungédo no trato
reprodutor. (BEHR et al., 2012; GRAZIOTTIN; SERAFINI, 2009; GU et al., 2011,
HUSSAN et al., 2012; PHILLIPS; PINKERNELL; JING, 1997; STICE et al., 2009). Além
disso, os principais sintomas da menopausa sdo: alteracdes no sistema reprodutor; sintomas
vasomotores (ataques de calor e suores noturnos); alteracbes de humor, sono, cognicao e
libido, apneia obstrutiva do sono. Os sintomas respiratérios aumentam, e os volumes pulmo-
nares declinam com a transi¢cdo para a menopausa, especialmente nas mulheres magras. As
mulheres também podem notar um aumento de sibilos apds a menopausa cirdrgica. A pele
torna-se mais fina, perde a elasticidade e fica mais ressecada em um processo gradual, du-
rante e apos a menopausa (MCKINLAY; BRAMBILLA; POSNER, 2008; DENNERSTEIN,
et al. 2000; WOODS, et al. 2007; WOODS, et al. 2008; FREEMAN, et al. 2007; SZOEKE,
et al. 2008; JARVIS; LEYNAERT, 2008; REAL, et al. 2008; BOLOGNIA, 1995).

Sabe-se ainda que os horménios sexuais desempenham uma fungédo protetora que

acaba sendo diminuida com a menopausa. Os estrogénios sinergia com os genes do tecido
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adiposo, para aumentar o tecido adiposo subcutaneo gluteofemoral e diminuir o tecido adi-
poso central em mulheres em idade reprodutiva, o que leva a efeitos cardiometabolicos pro-
tetores. A perda de estrogénios ap0s a menopausa, independente do envelhecimento, aumenta
a massa total de tecido adiposo e diminui a massa corporal magra, de modo que ha pouco
efeito liquido sobre o peso corporal. A menopausa também reverte parcialmente a distribui-

cdo tecido adiposo de protecdo das mulheres. (LEENERS, et al. 2017).

FIGURA 1- Alteragdes hormonais associadas ao envelhecimento reprodutivo
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LEGENDA: (a) Junto ao ovario, a secre¢do de inibina B pelas células da granulosa diminui quando a mulher
chega ao meio da fase dos 30 anos. Entéo, a deplecéo folicular resulta em taxas crescentes de ano-
vulagdo e diminuicdo das ondas ovulatérias de estradiol e estrona por volta do inicio da fase dos 40
anos. A secrecdo ovariana de testosterona continua. Uma parte da testosterona produzida pelos ové-
rios é convertida em estradiol pelas enzimas aromatases, e 0 restante é secretado como testosterona
ou sob a forma de um precursor de androgénio, a androstenediona. (b) na transi¢do para menopausa,
0s niveis circulantes diminuidos de inibina e, subsequentemente, as concentracdes decrescentes de
estradiol resultam na estimulacdo do hipotalamo para intensificacdo da secrecdo de horménio libe-
rador de gonadotrofina (GnRH). (c) os elevados niveis circulantes de GnRH estimulam a adeno-
hip6fise a aumentar a secre¢do de horménio foliculo-estimulante (FSH), e a isto se segue 0 aumento
da secrecdo de horménio luteinizante (LH). Eventualmente, as tentativas do cérebro de impulsionar
0 ovario a produzir estrogénio falhnam, mas a producao de androstenediona e testosterona pelas célu-
las tecais ovarianas continua no inicio da menopausa. (d) com os reduzidos niveis séricos de estro-
génio, os adipdcitos sdo estimulados a converter androstenediona em estrona via enzima aromatase.
(e) A sintese hormonal pela glandula suprarrenal permanece bastante constante e sofre alteracfes
associadas ao envelhecimento, mas que ndo estéo relacionadas a menopausa em si.

FONTE: REED; SUTTON, 2011 (adaptado)
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2.3.1 Modelo de Inducéo a Menopausa: Ovariectomia

Atualmente existem trés modelos animais que mimetizam a situagao vivida pela mu-
Iher na menopausa. Estes modelos reproduzem em grande parte 0s aspectos e 0s sintomas
advindo dessa nova fase. O primeiro modelo é a senescéncia reprodutiva natural, no qual se
espera 0 animal atingir a sua senescéncia reprodutiva natural, que no caso de roedores pode
ser por volta dos oito meses de vida (FINCH et al., 1984). O segundo modelo é por inducéo
quimica, no qual é injetado uma substancia quimica que acelera o processo de falha ovariana
(HOYER et al., 2001). E o terceiro modelo é através de uma intervengdo cirdrgica no qual
realiza a remocao dos ovarios (BRINTON, 2005). Os dois ultimos modelos nédo representam
a falha progressiva da funcdo ovariana que ocorre na menopausa natural (DEECHER et al.,
2008 e MIQUEL et al., 2006).

Dos trés modelos existentes para representar a menopausa, a ovariectomia bilateral é
amplamente utilizada em pesquisas que abordam o tema justamente por conferir muitos dos
sintomas que as mulheres costumar apresenta durante a fase pds-menopausa. Nos Gltimos
anos had um aumento no nimero de publica¢des especificas que abordam as consequéncias
deste modelo sobre a fisiologia do sistema nervoso central, a fungéo vascular e epitelial, ga-
nho de peso, estresse oxidativo (BEHR et al., 2012; CASTILLO et al., 2005; CASTILLO et
al., 2006; PEREZ-MARTIN et al., 2005; TRESGUERRES et al., 2008).

A ovariectomia (OVX) a é uma técnica cirurgica na qual é feita a retirada dos ovarios.
Existe duas metodologias para essa cirurgia, a primeira é feita por uma pequena incisdo trans-
versal peritoneal, localizacdo das trompas e a retirada dos ovarios. A segunda é uma meto-
dologia descrita por Lasota et al (2004) em ratas Wistar, no qual foi feita com duas incisdes
dorsolaterais, localizacdo dos ovarios e a retirada dos mesmos. Nosso trabalho foi em camun-
dongos fémeas Swiss, optamos por executar a ovariectomia bilateral com duas incisdes do
dorsolaterais, uma vez que essa técnica se demonstrou mais facil, menos demorada e menos
prejudicial para as ratas Wistar, bem como para camundongos fémeas Swiss (LASOTA et al,
2004).

2.4 HORMONIOS SEXUAIS: ESTROGENIO

Os horménios sexuais desempenham um papel essencial na vida da mulher, porém a

literatura é contraditoria. Os niveis hormonais variam durante a vida com a menarca, a fase
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menstrual, a irregularidade menstrual, a gravidez, a lactacdo ou com a proximidade da me-
nopausa (REAL et al. 2007). Estes hormonios sdo produzidos em gbnadas, glandulas suprar-
renais e a unidade feto-placentaria e séo divididos em duas categorias: hormoénios sexuais
femininos e hormonios sexuais masculinos. Os principais hormonios sexuais ovarianos fe-
mininos sdo estrogénios e progestinas. Sem davida o mais importante dos estrogénios é o
hormdnio estrégeno ou estradiol, e 0 mais importante das progestinas € a progesterona
(GUYTON, 2006; CARREY, 2007).

Os hormonios esteroides séo sintetizados (figura 2) a partir de um precursor comum
que é o colesterol, onde ele € primeiro convertido em pregnenolona pela cadeia de lado P450-
lig clivagem enzimatica (P450ssc). Pregnenolona é entdo convertida em progesterona, que é
usada para sintetizar os androgenos e estrogenos (PAYNE, 2004). A sintese dos androgénios
se da pela conversdo da estrona em androstenediona pela enzima aromatase. Essa enzima

também catalisa a conversdo de testosterona em estradiol (PAYNE, 2004).

FIGURA 2 - Biossintese dos hormonios esteroides derivados do colesterol.
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LEGENDA: A testosterona pode agir diretamente nos receptores andrdégenos ou indiretamente seguindo a con-
versdo a estradiol ou di-hidrotestosterona

FONTE: Adaptado a partir de LEHNINGER (2013) E BORST; YARROW (2015).

Existem quatro tipos de estrogénios (figura 3), B-estradiol, estrona, estriol e o estreol.
Estes estdo presentes em quantidades significativas no organismo da mulher, sendo o princi-
pal deles é o B-estradiol. Este, por sua vez, € 12 vezes mais potente que a estrona e 80 vezes
mais potente que o estriol (GUYTON, 2006; FUENTES, 2019).
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A concentragdo desses horménios pode variar, levando em consideracdo a fase na
qual a mulher se encontra, como por exemplo, o estriol e 0 estreol sdo predominantes em
mulheres gravidas, enquanto que o estradiol é a forma predominante nas mulheres ndo-gra-
vidas e na pré-menopausa, ja a estrona é o estrogénio predominante em mulheres na meno-
pausa (COUSE, 1997; FUENTES, 2019).

O estradiol € um hormdnio fundamental para a diferenciacdo sexual, reproducéo e
manutencdo da funcao sexual. Nas mulheres ele é produzido principalmente pelos ovarios,
mas também conta com uma parcela produzida pelas suprarrenais e pelo tecido adiposo. Nos
homens, cerca de 20% é produzido nos testiculos, o restante € obtido a partir da converséo
datestosterona (VERMEULEN, 2002; FUENTES, 2019). Em ambos exerce grandes funcdes
sob os sistemas cardiovascular, respiratério, muscular, esquelético, imunoldgico e sistema
nervoso central. A acdo principal do estradiol ocorre a partir da ligagdo com receptores
(TONWSEND, 2011). Atuando em trés niveis distintos: 1) na membrana em receptores se-
melhantes aos classicos e aos ndo classicos e em canais i6nicos dependentes de ligantes e
dependentes da voltagem; 2) nivel citoplasmatico - ativam cinases e induzem a NO sintase
endotelial, aumentando a sintese de NO; e 3) nivel nuclear: atuam sobre receptores classicos,

ERa, e ndo classicos, ERP (estes de menor afinidade para o estradiol).

FIGURA 3- Estrutura dos hormonios

HO HO

LEGENDA: B: Progesterona; C: Estriol; D: Estradiol; E: Estrona.

FONTE: TAM et al., 2011 (adaptado).

Os hormonios esteroides exercem um papel fundamental no pulméo (TOWNSEND,
2012; VERMA, 2011). No entanto, apenas os glicocorticoides e seus receptores tém sido

amplamente estudados, enquanto o impacto dos esteroides sexuais € parcialmente explorado
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e controverso. Siegfried (2014) tém mostrado a relevancia dos hormdnios sexuais, principal-
mente 0s estrogénios no desenvolvimento pulmonar, inflamacéo e cancer (SIEGFRIED,
2014). Outros estudos indicam que os horménios sexuais agem diretamente nas vias aereas
e nas células imunoldgicas para modular as vias respiratorias. Os esteroides sexuais (produ-
zidos ou circulando localmente) tém uma profunda influéncia no desenvolvimento pulmonar

e na etiologia das doencas respiratorias.

2.5 RECEPTORES DE ESTROGENO: ERa ¢ ERp

Os ERs pertencem a terceira classe de receptores nucleares (NR3) muitos dos quais
sdo fatores de transcricdo ativados por ligantes que regulam a expressao de gene, ligando-se
na regido promotora dos genes (GERMAIN et al. 2006). Essa classe inclui, além para ERs,
progesterona, andrégeno, glicocorticoide e receptores mineralocorticoides que medeiam o
sistema enddcrino agdes de esteroides, bem como dos receptores 6érfaos ERRa-y. Classica-
mente, 0s receptores NR3 atuam como nucleares e fatores de transcri¢do. No entanto, nos
Gltimos anos, a descoberta de isoformas receptoras, juntamente com a identificacdo do modo
alternativo iniciado por esteroides caminhos de acdo e sinalizacdo, ampliou a viséo sobre a
acdo do estrogénio (GERMAIN et al. 2006).

Os efeitos dos estrogénios podem ser medidos pela via ndo genémica e pela via trans-
cricional dos seus receptores. Os ERs contém um dominio de ligagdo do DNA do N-terminal
e um dominio de ligacdo de ligante do C-terminal (LBD) para estrogeno (KAMPA, 2013;
KOEHLER, 2005). Foram descritas duas formas diferentes de ER: ERa ¢ ERp (figura 4).
Eles sdo codificados por dois genes distintos (ESR1 e ESR2, respectivamente) contendo 8
exons transcritos que dao origem a seis dominios proteicos conservados (KAMPA, 2013).
Algumas variantes de ERp possuem diferengas especificas no exon 8 (FUQUA, 1999; SAIJI,
2002), essas diferencas provoca uma modulacdo diferenciada na sinalizagdo do estrogénio
(RAMSEY, 2004; LEUNG, 2006).
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FIGURA 4- Representacdo esquematica da estrutura de receptores de estrégeno (ER).
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FONTE: WANG, et al. 2005; THOMAS; GUSTAFSSON, 2011. (Adaptado)

Os receptores de estrogeno sao receptores nucleares expressos no pulmao, sendo que
a isoforma € ERo mais abundante quando comparado a ERP, amplamente desconhecida
(LUBAHN, 1993 e KREGE, 1998). Esses receptores ligam seus respectivos horménios, re-
sultando na translocacédo do receptor do citoplasma para o nucleo, onde pode ocorrer homo-
dimerizacgdo e, em alguns casos, heterodimeriza¢do. Classicamente, ERa é um ativador trans-

cricional melhor que ERP, com a sugestdo de que ERP antagoniza ERa (ZHANG e TENG,

2000; HALL e MCDONNELL, 1999).
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O receptor alfa estrogénico foi o primeiro a ser descoberto em 1958. A pesquisa foi
realizada em tecidos reprodutivos femininos, a partir disso foi possivel saber que esse recep-
tor quando ligado ao estradiol era capaz de migrar para o nlcleo da célula e estimular a
transcricdo de genes. Dez anos depois, um grupo de pesquisas descobriu uma proteina com
alto grau de homologia com o receptor alfa e a partir dessa semelhanca, essa proteina foi
denominada receptor beta estrogénico (JENSEN, et al. 1968; KUIPER, et al. 1996).

No sistema respiratorio sabe-se que existem receptores alfa e beta estrogénicos nas
células epiteliais bronquicas. Em relacdo a efeitos deste horménio sexual sobre esse sistema,
existem evidéncias que comprovam a acao do estradiol induzindo o relaxamento da muscu-
latura lisa das vias aéreas (TOWNSEND, 2010) e a broncodilatacdo a partir da inducéo de
oxido nitrico (TOWNSEND, 2011). Em patologias como a Asma, o papel potencial do es-
tradiol ocorre pela associacdo deste horménio com alteragcdes na mecéanica ventilatdria e na
inflamac&o das vias aéreas, porém, essa relacdo € bastante complexa e dependente de dife-
rentes concentracdes de hormonio, receptores e interacdo com outros hormdnios como a pro-
gesterona (BONS, 2013).

Outros estudos t€ém mostrado que em ratos ERa e ERP knockout revelou que ambos
os tipos de ER sdo necessarios para a formacao de unidades alveolares completas nas fémeas.
ERa garante que os pulmdes se diferenciem corretamente durante o desenvolvimento, le-
vando a um niimero normal de alvéolos por area de superficie. ERp, por outro lado, modula
0 desenvolvimento da matriz extracelular, levando a presséo de recolhimento normal tecido
elastico nos pulmdes. Além disso, ERa, mas ndo ERf, demonstrou-se para mediar uma res-
posta anti-inflamatoria (MASSARO, 2004; MASSARO, 2006; VEGETO, 2010).

Eles também desempenham uma funcéo protetora que acaba sendo diminuida com a
menopausa. Os estrogénios sinergizam com o0s genes tecido adiposo para aumentar o tecido
adiposo subcutaneo gluteofemoral e diminuir o tecido adiposo central em mulheres em idade
reprodutiva, o que leva a efeitos cardiometabdlicos protetores. A perda de estrogénios apos
a menopausa, independente do envelhecimento, aumenta a massa total de tecido adiposo e
diminui a massa corporal magra, de modo que ha pouco efeito liquido sobre o peso corporal.
A menopausa também reverte parcialmente a distribuicéo tecido adiposo de protecdo das
mulheres (LEENERS, 2017).
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3 OBJETIVO

3.1 GERAL

O objetivo geral deste estudo foi verificar o impacto da obesidade e o a auséncia dos

hormonios sexuais, sobre o sistema respiratorio.

3.2 ESPECIFICOS

1) Caracterizar o modelo do estudo (obesidade induzida pela supernutricdo pos-natal e
menopausa induzida pela reducéo dos niveis hormonal por meio da ovariectomia);

2) Estudar a fungdo pulmonar mediante a broncoconstricgdo/dilatagdo no modelo expe-
rimental de obesidade apds ovariectomia;

3) Investigar a morfologia do parénguima e vias aéreas (quantificacdo de fibras colage-
nas e elasticas) de fémeas de camundongos obesos e controle, ovariectomizadas ou
né&o;

4) Investigar a expressdo dos receptores alfa e beta estradiol no tecido pulmonar de fé-

meas de camundongos obesos e controle, ovariectomizadas ou néo;
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4 JUSTIFICATIVA

A obesidade e sua interacdo com o sistema respiratéorio tém sido estudadas nas ultimas
cinco décadas, contudo, o foco € dado em doencas potencializadas pela obesidade. O impacto
da obesidade por si s6 no tecido pulmao é subestimado. Ainda, os estudos apresentam varia-
dos métodos de induzir a obesidade que é pouco condizente com a forma natural da vida
animal. Desta forma, neste estudo foi escolhida a obesidade induzida pela supernutricéo pos-
natal, por ser a que mais representativa dentre as maneiras de induzir a obesidade. Além do
foco na obesidade, o presente estudo teve a finalidade de estudar a interacdo da obesidade e
0s hormonios sexuais em fémeas de camundongos.

A relacdo entre obesidade e hormonios sexuais ainda ndo € muito conhecida, princi-
palmente sobre a influéncia destes na fun¢do pulmonar. Faz-se necessario, portanto, um es-
tudo que relacione obesidade, variagdes hormonais como visto ha menopausa e na gravidez
com a funcédo pulmonar. Sabe-se que mulheres quando atingem a menopausa tém maior pro-
babilidade de se tornarem obesas e por consequéncia desenvolver doencas relacionadas ao
sistema respiratorio, como por exemplo, a asma. Ainda, tém estudos que correlacionam obe-
sidade e gestacdo com inumeras complicagdes na satde das mulheres.

Sendo assim, este estudo tem a finalidade de estabelecer a relacédo entre obesidade
com hormonios sexuais e fun¢do pulmonar. Além, complementar o entendimento sobre o
sistema respiratorio, nas condi¢cGes mencionadas, pode ser uma importante base de conheci-
mento para, futuramente, ser usada na pratica clinica e, assim, melhorar a qualidade de vidas

das mulheres.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados no total 102 camundongos da linhagem Swiss espécie
Mus musculus. Destes 102 animais, 20 fémeas e 10 machos (matrizes/genitores) geraram 0s
filhotes que foram o objeto de estudo do presente projeto, ou seja, foram utilizados 30 ani-
mais no total como matrizes. Tais animais foram obtidos do Biotério Central da UNIFAL-
MG e mantidos em caixas de polipropileno com tampa de aco inoxidavel, recebendo agua e
racdo comercial ad libitum sob ciclo claro-escuro de 12h (luz 07:00-19:00) no Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-
MG.

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso Animal da UNIFAL-
MG sob o protocolo de nimero 27/2018 e foram conduzidos de acordo com a declaracao de

Helsinki para o bem-estar de animais de experimentacéo.

FIGURA 5 - Quantidade de animais utilizados nos experimentos (matrizes e prole).

20 camundongos fémeas 10 camundongos machos

102 camundongos Swiss

72 camundongos fémeas
filhotes

FONTE: Da autora

5.2 INDUCAO E COMPROVACAO DA OBESIDADE

A prole gerada, seguindo o sistema de acasalamento Poiley e mantendo a proporgéo

de duas fémeas para cada macho (2:1; ou seja, 20 fémeas para 10 machos) foi manipulada
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apos o nascimento. Realizou-se o ajuste de ninhada (1° dia pds-nascimento) desta forma: os
filhotes fémeas foram distribuidos aleatoriamente em ninhadas de 03 ou 12 filhotes por mae,
formando assim os dois tipos de ninhada: ninhada reduzida (NR = 36) e ninhada normal (NN
= 36). O total de fémeas usadas neste experimento foi de 72.

Os filhotes NR, ou seja, de 03 filhotes fémeas por mée, tiveram aumento de disponi-
bilidade de leite e assim ocorreu a supernutricdo pds-natal com aumento de potencial lacto-
trofico (RAJIA, et al., 2010), tornando-se obesas. Os filhotes NN, de 12 filhotes fémeas por
mée, na sua grande maioria, ndo se tornaram obesos, sendo considerado controle. Os filhotes
foram desmamados ap6s 21 dias (3 semanas de vida). Portanto, formou-se dois grandes gru-
pos: Controles e Obesos.

O peso dos animais foi verificado em dois momentos, entre a 72 e 82 semana de vida
e na 112 semana antes do animal passar por qualquer manipulagdo experimental.

Os filhotes NR, ap6s o desmame, foram acomodados 3 por caixa (30x20x13cm) e 0s
NN 12 por caixa (41x34x16¢cm) e, ambos os grupos, foram alimentados com ragdo comercial.

Os filhotes machos, assim como as matrizes (genitores: fémeas e machos), foram eu-
tanasiadas.

Dentro do grupo controle obtivemos trés outros grupos, sendo controle (CC= 12 ani-
mais), controle sham (Csham = 12 animais) e controle ovariectomizado (COvx = 12 animais).
Ja no grupo obeso obtivemos mais trés outros grupos: obeso controle (OC = 12 animais),
obeso sham (Osham = 14 animais) e obeso ovariectomizadas (OOVx = 12 animais).

A obesidade foi comprovada ap6s a ortotanasia daqueles animais que foram subme-
tidos a medidas de mecanica ventilatéria. Os animais tomaram dose suplementar de anesté-
sicos, suficiente para provocar a eutandsia e retiramos a gordura abdominal presente no ani-
mal, essa gordura foi posteriormente pesada e o seu valor anotado. Isso para avaliar o grau
de adiposidade corporal, sendo considerado um analogo do indice de massa corporal, que
avalia o grau de adiposidade corporal (BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

5.3 IDENTIFICACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

OVx - submetidos a cirurgia de ovariectomia (retirada dos dois ovarios).
sham - falso operado: submetidos a manipulagao cirdrgica sem a retirada dos ovarios.

C - Controle: animais que ndo foram submetidos a nenhuma manipulacéo cirurgica.
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5.4 ESTRATIFICACAO DOS GRUPOS

Cada grupo foi dividido de acordo com o tratamento e posteriormente subdivididos
para realizagdo dos protocolos experimentais: 1) mecénica ventilatoria (n=8), 2) coleta de
sangue para a realizacdo do perfil bioquimico, dosagem de hormdnios (estrogénio e proges-
terona), testes histoldgicos e moleculares (n=4).

FIGURA 6 - Descricao compilada do uso dos animais.
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FIGURA 7- Delineamento experimental de cada grupo
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LEGENDA: Durante a 7-8% semana 0s animais foram pesados e posteriormente operados (A, B e C). Os proto-
colos experimentais foram mecanica ventilatoria ou coleta de sangue e drgaos.

FONTE: Da autora.

5.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO: OVARIECTOMIA/SHAM

Em torno da 7 a 82 semana de vida os animais dos grupos OV X foram submetidos a
ovariectomia (figura 8). No dia do experimento foram pesados e anestesiados com xilazina
(12mg/kg) e cetamina (120mg/kg) intraperitoneal (i.p.). Quando sob efeito anestésico e apds
verificacdo da auséncia de qualquer dor ou sensagédo de desconforto pelo animal, os animais
foram posicionados em mesa cirdrgica. Fizemos a tricotomia e antissepsia da parede abdo-
minal com alcool 70%, fizemos incisbes bilaterais. Depois de identificados os ovarios foi
feita a ligadura de seus pedunculos e em seguida e ressec¢do dos tecidos ovarianos. A parede
abdominal foi suturada em dois planos com sutura simples de fio de seda no tamanho de 4-0

ou 5-0. Apos a cirurgia foi feito 0 acompanhamento pds-operatdrio dos animais por 48h, foi
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administrado Bytril® 5% (0.1mg/kg s.c.) e cloridrato de tramadol (50mg/kg s.c.) de 12h em
12h. Os animais submetidos a cirurgia de ovariectomia foram mantidos em observagéo por
3 semanas, apos esse periodo foi realizado outros protocolos experimentais.

Os animais do grupo sham foram submetidos as mesmas condigdes dos grupos OVX,
exceto que ndo sofreram a resseccao dos tecidos ovarianos, sendo assim nosso controle ci-

rurgico.

FIGURA 8- Passo a passo da cirurgia de ovariectomia bilateral com incisfes dorsolaterais em camundongos

fémeas Swiss

LEGENDA: (A) Incisdo de 0.5cm na epiderme e peritonio; (B) Localizagdo e exposicdo do ovario; (C) Remo-
¢do dos ovarios; (D) sutura simples peritoneal; (E) sutura simples na epiderme; (F) ovariectomia
bilateral.

FONTE: Da autora
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5.6 MECANICA VENTILATORIA

Os grupos controle, sham e ovariectomizados foram submetidos ao procedimento de
mecanica ventilatoria entre a 10 e 11° semana de vida. Os animais foram novamente pesados
e anestesiados com xilazina (12mg/kg) e tiopental sddico (50mg/kg) intraperitoneal (i.p.).
Quando sob efeito anestésico e apos verificacdo da auséncia de qualquer dor ou sensacgéo de
desconforto pelo animal, os animais foram posicionados em mesa cirlrgica, para realizacdo
tragueostomia. Os camundongos foram colocados em uma pequena mesa aquecida (Heat
Pad — Insight) sob foco cirurgico em decubito dorsal, sendo seus membros fixados por fita
adesiva. Os membros superiores foram mantidos horizontalmente abduzidos a 90 graus em
relacdo ao corpo e os membros inferiores estendidos em diagonal. Apds o posicionamento
cirdrgico, realizou-se a introdugdo de uma canula de metal com calibre de 18G, sendo a cé-
nula fixada a traqueia por meio de fios de algodao (figura 9). Posteriormente, 0s animais
foram mantidos anestesiados e conectados a um ventilador mecénico (FlexiVent, SCIREQ,
Montreal, Canada, verséo 5.00) (figura 10 e 11) apropriado no modulo 1 para camundongos.
Este aparelho permite a manutengdo da vida em animais sedados e curarizados e também
atua na identificacdo da mecanica, por permitir que perturbagdes de volumes voluntarios se-
jam aplicadas ao pulméo via traqueia (SHUESSLER; BATES, 1995; BATES; ALLEN,
2006).

FIGURA 9 - Localizagdo da incisdo para traqueostomia

Linfonodo — —1- —— Pardtida

Glandula —— “— Linfonodo
sublingual

Jugular\v—\

Glandula submaxilar-

~— Traquéia

Inciséo e aporte
' da canula de
( traqueostomia

FONTE: COOK, 1965 — Adaptado
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FIGURA 10 - Ventilador para pequenos animais (FlexiVent, SCIREQ®, Canada)

FONTE: TEIXEIRA, 2014.

FIGURA 11- Diagrama do ventilador para pequenos animais (FlexiVent-SCIREQ®), utilizado para a coleta de

dados de mecanica respiratoria.
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FONTE: SHALABY et al., 2010 - Adaptado

Os animais foram avaliados com o térax fechado e ventilados com pardmetros cons-
tantes: volume corrente de 10ml/kg, frequéncia respiratdria de 120 ciclos/minuto e presséo
positiva expiratoria final (PEEP) de 3cmH20 conectado a uma valvula expiratoria do venti-
lador. Posteriormente induziu-se a paralisia muscular pela administracdo de brometo de pan-
crénico (0.5mL/kg, i.p.) e a analgesia foi através da administracdo cloridrato de tramadol
(50mg/kg, i.p.).
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A mecénica respiratoria foi medida pela aplicacdo de volumes utilizando a técnica de
oscilacOes forcadas (HANTOS, et al., 1992). O ventilador mecanico para pequenos animais
FlexiVent® foi controlado por um computador, intercalando a ventilagdo mecanica com ma-
nobras (perturbag6es) controladas de presséo e volume, para obter medidas precisas e repro-
dutiveis de mecénica respiratoria (REBER, et al., 2012). As perturbagdes utilizadas foram: a
TLC (capacidade pulmonar total) na qual consta de uma inflacdo profunda dos pulmdes a
uma determinada pressdo, seguida de uma retencdo da respiracdo normalmente de alguns
segundos, utilizada antes das nebuliza¢cdes com o objetivo de abrir espacos aéreos e padroni-
zar o volume, para que a droga se difunda de maneira homogénea nos pulmdes; SnapShot
gue é uma onda de oscilacdo forcada senoidal (frequéncia unica), que corresponde a frequén-
cia respiratoria do animal e tem por objetivo proporcionar resultados precisos (CHEN, et al.,
2006), e 0 Quick-prime-3 que é uma manobra que consiste na imposi¢do de um fluxo de ar
com amplitude correspondente a soma de sendides de frequéncias entre 1,00 a 20,5 Hz ao
longo de 3 segundos.

O software calcula a impedancia do sistema respiratério (Zrs) dos animais de cada

grupo, e para o calculo dos dados foram feitas correcdes, considerando as perdas devido a
compressibilidade dos gases (BATES, et al., 1989). Foram coletados: a posi¢do do pistdo
(Veyr) € a pressdo interna do cilindro (Pceyi) (HANTOS, et al., 1992). Vy foi corrigido para
obter o volume que efetivamente chega ao animal (V) e Pcy foi corrigido, nos dando o valor
de P pressédo de abertura das vias aéreas. Por intermédio da derivacdo no tempo de V, sera
obtido o fluxo (V’).

Para analise das impedancias obtidas, foi utilizado o modelo de fase constante, (HAN-

TOS, etal., 1992).
=T,
2.m. e

Onde Raw € a resisténcia de vias aéreas, law € a inertancia das vias aéreas ou inércia

Z{f) = Rawki:2.0: Fo Lyt

do ar, G caracteriza a dissipacdo de energia nos tecidos pulmonares, H caracteriza a energia

acumulada nos tecidos do pulmao, i é a unidade imaginéria, f é a frequéncia

2 . I:(H)
o= . arco tangente c

Serdo obtidos com o ventilador os parametros:
Rtot — resisténcia total
Raw - resisténcia de via aérea nos permite a analise, isoladamente das vias aéreas,

sem a interferéncia do tecido pulmonar;
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E - elastancia total

C - complacéncia total

Gtis - resisténcia tecidual;

Htis - elastancia do tecido pulmonar;

eta ou n - histeresividade

O animal foi ventilado por um tempo de aproximadamente por alguns minutos para
adaptacdo, ajuste do sistema respiratério ao fluxo recebido e verificagdo de possiveis vaza-
mentos, obstrucdes e correcdes no posicionamento. O ventilador mecanico manteve os ca-
mundongos ventilados e somente interrompeu essa ventilagdo em tempos determinados para
aplicar perturbacdes e assim obter os valores acima descritos. Todos 0s grupos receberédo
nebulizacdo (Aeroneb Nebulizador do Flexivent - Aeroneb, Aerogen, Irlanda) com salina
(Sal, 09% NacCl), o broncoconstritor metacolina (MCh, acetyl-s-methylcholine chloride,
Sigma®- Aldrich, St. Lois, USA) na concentracdo de 100mg/mL para promover a hiperres-
ponsividade bronquica, ou seja, a promover a broncoconstric¢do e o salbutamol (Salb, 1.5
mg/ml, Aerolin, Glaxo Smith Kline, Barnard Castle, England) para promover a broncodila-
tacdo. Primeiramente, foram determinados os valores basais e posteriormente as medidas dos
parametros respiratorios apos nebulizacdes com Sal, MCh e Salb. O nebulizador aerosolizou
0 sistema respiratorio durante 10 segundos e 5 segundos ap0s, 0s valores da mecanica respi-
ratoria foram registrados. Os registros foram repetidos de 15 em 15 segundos até o tempo de
90 segundos para cada substancia. O tempo de intervalo entre a administracdo delas foi 4
minutos (figura 12).

Apos o registro dos valores (figura 13), seguiu-se a analises dos dados. Os valores
analisados foram aqueles que suas perturbacdes apresentavam um coeficiente de determina-
¢ao (COD) de 0.95. O limite minimo para aceitar uma medicéao, logo ap6s, a média de cada
medicéo foi realizada e os valores foram plotados no Graphpad Prism.
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5.7 COLETA DE SANGUE PARA DOSAGEM DE CONCENTRAGCAO DE GLICOSE,
COLESTEROL, TRIGLICERIDES E HORMONIOS (ESTRADIOL E PROGESTERONA
TOTAL)

As amostras utilizadas para a coleta sanguinea e para a coleta dos pulmdes para a
realizacdo de cortes histoldgicos vieram de outros animais que ndo foram submetidos a me-
canica ventilatoria. Assim, desta forma evita que a mecanica ventilatoria causa variagoes de
volume e pressdo pulmonares que resultam na mudanca da estrutura e, consequentemente,
pode mascarar os efeitos a serem estudados da obesidade e da ovariectomia neste dérgéo.
Além disso, a administracdo dos farmacos para a inducgdo da broncoconstriccdo e da bronco-
dilatacdo podem provocar alteracGes fisioldgicas.

Para a coleta do sangue, os animais foram deixados de jejum por 8h e anestesiados
com isoflurano. Apo6s verificacdo da auséncia de qualquer dor ou sensacdo de desconforto
pelo animal, os animais foram posicionados em mesa cirdrgica. Iniciou-se o processo de co-
leta por meio de uma puncdo cardiaca. O sangue coletado foi imediatamente centrifugado a
1500 rpm por 5 minutos, o plasma coletado foi congelado e mantido em freezer a -80°C.

A concentracdo de glicose, colesterol e triglicérides foi feita com o teste enzimatico-
colorimétrico (Elisa - MD Millipore Corporation - Cat. #£ZRMI-13k) em duplicata. Pri-
meiro, foi pipetado amostras dos animais CC, Csham, COvx, OC, Osham e OOvx (3uL por
poco) na placa de 96 pogos, posteriormente o reagente enzimatico (300uL por pogo). Apds a
montagem da placa, que foi feita a leituras das amostras no espectrofotdmetro, nos valores
de absorbancia em espectro, 500nm para colesterol e glicose e de 505nm para o triglicérides.
Para o calculo dos valores das amostras, primeiro foi feita a média de cada amostra, incluindo
a média do branco e do padrdo. Depois disso, deve-se subtrair da média das amostras e do
padrdo o valor da absorbancia do branco, do valor obtido dessa subtracao foi realizado uma
equacdo (valor da sua amostra/valor do seu padrdo) X o valor do padrdo fornecido pelo Kit,
assim obtivemos o valor da concentracdo de glicemia, colesterol e triglicérides. A partir dos
valores obtidos, foi realizado o teste estatistico ANOVA utilizando o programa Graphpad
Prism 7.0.

A dosagem do estradiol e progesterona total foi feita por meio de um pool de amostras
de plasma de cada grupo apos ser centrifugado como descrito acima. A analise do estradiol
foi realizada pelo método de eletroquimioluminescéncia e a progesterona total pelo método
de quimiluminescéncia. As dosagens foram efetuadas pelo laboratorio de analises clinica

Hermes Pardini, Belo Horizonte.



45
5.8 REMOCAO DOS PULMOES E HISTOLOGIA

Diferente do pulmé&o dos humanos, o pulméo de camundongos possui uma estrutura
que consiste em um Iébulo pulmonar esquerdo sem fissuras, e o pulmao direito é dividido
em quatro lobulos distintos: o superior, mediano, inferior e o pés-cava (COOK, 1965). Para
a remocao dos pulmdes, o abdémen do animal foi aberto cirurgicamente, a veia cava e artéria
aorta abdominal foram seccionadas no intuito de permitir hemorragia macica para levar o
animal a morte. Posteriormente, o térax foi aberto e os pulmdes foram removidos em bloco
(coragdo e pulméo). O pulméo foi separado do coracdo e o pulméo esquerdo e fixado em
formalina 10% por aproximadamente 48 horas, depois desse periodo deixamos os pulmdes
em alcool 70% 7 dias. Apds esse tempo os 6rgdos foram submetidos a bateria de desidratagédo
seriada em alcool e xilol para depois serem embebidos em Paraplast. As amostras quando ja
solidificados e montados em blocos de madeira, fizemos cortes de 5 um de espessura em
micrétomo rotativo (Leica RM 2135) que foram coletados em laminas histoldgicas revestidas
por poli-L-lisina 10%. O pulmao direito foi congelado a -80°C para analise de transcri¢ao

relativa de ER. A figura 14 ilustra as regides pulmonares que foram utilizados nesse estudo.

FIGURA 14 - Pulmo de camundongo para experimentagao
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FONTE: COOK, 1965 - Adaptado

Os cortes histologicos foram utilizados para a anélise e quantificacdo de fibras elas-
ticas e colagenas das vias aéreas e dos vasos sanguineos pulmonares. Parte destes cortes fo-

ram utilizados para anélise de imunocitoquimica para ER.



46

Os coléagenos tipo |, 111 e totais foram corados pelo método de polarizagéo por picro-
sirius. Os colagenos exibem diferentes interferéncias, cores e intensidades de birrefringéncia
nas secOes de tecido; quantificadas em vias aéreas e vasos sanguineos (JUNQUEIRA et
al.,1978). As fibras elasticas, foram coradas pelo método de coloracdo de orceina, marrom,
foram quantificadas em vias aéreas e vasos sanguineos (NAKAMURA, et al., 1977).

Os dois protocolos de coloracdo sdo muito semelhantes passam pela fase de despa-
rafinizacdo com xilol, hidratagdo com uma bateria seriada de etanol absoluto, 95%, 80%,
70% e agua destilada, coloracdo (Orceina ou Picrosirius), desidratacdo (etanol em diversas
concentragOes), diafanizadas em xilol e montagem da lamina permanente com Entelan e la-
minula.

As laminas foram fotografadas em microscopio foténico (Nikon Eclipse 80i/Japan)
com camera digital acoplada (Digital Sigth-Fil/Nikon/Japan) e adquiridas pelo software de
andlise de imagens (NIS-Elements 3.1/Nikon/Japan). As medidas dos vasos sanguineos e das
vias aéreas, em ambos 0s métodos (picrosirius e orceina), foram feitas sob uma ampliacéo de
20x em uma luz convencional microscopio com luz polarizada para picrosirius e luz conven-
cional sem polarizacdo para orceina. A analise consistiu em 10 fotografias por animal nas
quais observamos a relacdo espessura da parede de vias aéreas/ area do limen.

A quantificacdo de ambas as fibras foi realizada pelo programa ImageJ através da

porcentagem de expressao por area marcada.

5.9 IMUNOHISTOQUIMICA PARA ER

As reacdes de imunohistoquimica para receptores de estrogeno a e 3 foram realizadas
apos os cortes histoldgicos de 5um de espessura de pulméo em parafina serem obtidos em
micrétomo diretamente sobre 1aminas tratadas com poli-L-lisina (1:8) e submetidos inicial-
mente para serem desparafinizados em xilol, hidratados em gradiente decrescente de alcool
e incubados com 1% de perdxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em
PBS por 30 minutos. Logo apds a lavagem com PBS (50mM), os cortes foram incubados
com 1% de albumina sérica bovina (BSA - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em PBS
por 30 minutos, seguido de incubacdo (over night — 4°C) com o0s anticorpos primarios: anti-
ERa ¢ anti-ERp (ambos 1:50, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ap6s lavagem com PBS
os cortes histologicos foram incubados com anticorpo secundario: anti-coelho biotinilado
(1:500, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 1 hora e streptavidina-peroxidase (1:150,
Chemicon International, Temecula, CA, USA) por mais 1 hora. Apds lavagem com PBS, 0s
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cortes foram revelados com 3,3 diaminobenzidina (Sigma, St Louis, USA) em TBS 50mM
contendo peroxido de hidrogénio 0,1%. Os cortes foram contra-corados com Hematoxilina
de Harris, montados em Entellan (Merck kGAa Darmstadt, Alemanha) e observados com
microscépio de luz (Nikon Eclipse 80i, Tokyo, Japdo) com cdmera acoplada. O controle ne-

gativo da reacéo foi obtido com procedimento similar, porém omitindo o anticorpo primario.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram obtidos do equipamento, coletados e distribuidos em planilhas
de Microsoft Excel. Posteriormente foram processados no software GraphPad Prisma (v 7.0,
San Diego, CA, USA) expressos como média + erro padrdo médio (SEM) somente os dados
de mecanica ventilatoria foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA) de dois
fatores para amostras independentes, enquanto os outros dados foram avaliados através da
andlise de variancia (ANOVA) com um fator para amostras independentes. Quando encon-
tradas diferencas significativas (p < 0,05), foi realizado o teste de Bonferroni post hoc para

comparagdes multiplas. O nivel de significancia foi de 5% (a = 0,05).
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6 RESULTADOS

Todos os resultados e analises encontrados abaixo, foram realizados em todos os gru-
pos experimentais (CC, Csham, COVx, OC, Osham e OOvx). Entretanto, as comparagdes
feitas entre os grupos CC vs. Csham e OC vs. Osham, ndo demonstraram diferencga, por esse
motivo, optamos por escolher um dos grupos para fazer as anélises e comparagdes, ou seja,

optamos pelos grupos Csham e Osham em vez de CC e OC.

6.1 VALIDACAO DA OBESIDADE

A validacdo da obesidade foi realizada pela medida de massa corpérea. Para isso compa-
ramos o peso dos animais adultos com 7-8 semanas de vida e com 10-11 semanas, calculando
a média desse valor. Outro método que utilizamos para validar a obesidade foi através da
quantificacdo da gordura abdominal.

De acordo com a figura 15 podemos perceber que o grupo Osham apresenta um acrés-
cimo tanto de massa corpérea (p<0,05) quanto de gordura abdominal (p<0,01) quando com-
parado ao grupo Csham. Os graficos apontam ainda que os animais dos grupos submetidos a
cirurgia de ovariectomia bilateral tiveram um incremento significativo tanto da massa corpé-
rea (p<0,05) quanto da gordura abdominal (Csham comparado ao COvx p<0,01 e Osham

comparado ao OOvx p<0,05).

Figura 15 - Valores de gordura abdominal e massa corpGrea expressos como média £ SEM.
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LEGENDA: (A) Gordura Abdominal; (B) Massa Corpdrea. * Csham comparado com COvx, ou, Osham com-
parado com OOvx (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); £ Csham comparado com Osham ou COvx
comparado com OOvx (Ep<0,05; ££p<0,01; £££p<0,001). Teste One-way Anova seguido do
teste de multipla comparagdo Bonferroni.

FONTE: Da autora.
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6.2 PERFIL BIOQUIMICO

A partir do plasma sanguineo determinamos o perfil bioquimico de todos o0s grupos
a partir de trés componentes, tais como a foram a glicose, o colesterol total e os triglicerideos.
Podemos observar que os animais obesos (Osham e OOvx) possui um aumento sig-
nificante na sua glicose e nos seus triglicerideos, quando comparados aos seus grupos con-
troles. No entanto as Unicas comparacdes que foram estatisticamente significativas € a de
Csham com o Osham para os triglicerideos. Indicando assim, que a obesidade é prejudicial

para o animal.

Tabela 2 - Valores bioquimicos expressos como média + SEM

Parametros (mg/dl) | Csham | COvx | Osham | OOvx
Glicose 130+9 14013 140+13 152+6
Colesterol Total 254 3016 27+8 29+1
Triglicerideos 107+12 121+8 133+8% 122+9

LEGENDA: Csham — controle falso operado, COVx — controle ovariectomizado, Osham — obeso falso operado
e OOVx — obeso ovariectomizado. Teste One-way Anova seguido de teste de maltiplas compara-
¢Bes Bonferroni. N= 4-8.

FONTE: Da autora

6.3 VALIDACAO DA OVARIECTOMIA BILATERAL

A validacdo da ovariectomia foi feita por meio de uma dosagem hormonal. Essa do-
sagem foi analisada a partir de um pool de sangue dos animais e seus respectivos grupos. Os
hormdnios analisados foram o estradiol e a progesterona, que sé@o produzidos em grande
quantidade pelos ovarios.

Segundo a tabela (3), nota-se uma reducéo drastica de ambos os hormdnios nos gru-
pos que foram ovariectomizados. Demonstrando assim, que a ovariectomia bilateral é efetiva

para simular a menopausa.

Tabela 3- Dosagem de estradiol e progesterona de animais controle e obesos, ovariectomizados e nao ovariec-

tomizado.
Horménios Csham COvx Osham OOvx
Estradiol (mg/ml) 21 14 20 5
Progesterona Total (ng/ml) 22,63 0,25 19 3,26

LEGENDA: Csham — controle falso operado, COVx — controle ovariectomizado, Osham — obeso falso operado
e OOVx — obeso ovariectomizado
FONTE: Da autora.
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6.4 MECANICA VENTILATORIA

Os valores basais e de salina dos grupos ndo diferiram significativamente entre si (P
> 0,1), como observado em outros trabalhos (MCALEXANDER et al., 2015; NEZIRI et al.,
2017). Visto isso, optamos por utilizar os valores de salina como comparacao, pois 0s demais
farmacos, metacolina (MCh) e salbutamol (Salb), foram diluidas em salina e também aeros-
olizadas.

Analisamos os resultados dos parametros obtidos pela mecénica individualmente,
uma vez que sao parametros distintos, na figura (16) temos os graficos de Rtot, E e C ja na
figura (17) temos os graficos de Raw, G, H e . Em Rtot (figura 16 - A) todos 0s grupos
(Csham, COvx, Osham e OOvx) estudados apresentaram um incremento da sua resisténcia
quando submetidos a MCh, um broncoconstritor. Apds induzir a broncoconstriccdo com
MCh, foi usado o broncodilatador Salb que apresentou resposta de queda na Rtot, retornando
os valores basais. O teste com o farmaco Salb., broncodilatador, demonstrou que Rtot volta
ao normal quando comparado a salina. A obesidade tem um grande efeito nos pulmdes, uma
vez que o grupo obeso € submetido ao teste com MCh a sua resposta é muito acentuada (p<
0,001) comparado ao grupo Csham. Outro fator que podemos observar é que o grupo OOvx
demonstra um retorno dessa broncoconstriccdo de modo semelhante ao do grupo COVXx e
Csham.

Na elastancia total (E) (figura 16- B) identificamos que os grupos (Csham, Osham e
OOvx) obtiveram o mesmo padréo que a Rtot nos testes com MCh e Salb. Nota-se que a
cirurgia de ovariectomia demonstra uma tendéncia na diminuicdo de E no grupo COvx
quando comparados a Csham.

Na resisténcia de vias aéreas (Raw) (figura 17 - D) detectamos que todos 0s grupos
(Csham, COvx, Osham e OOvx) apresentaram um acréscimo de Raw quando submetidos a
MCh. No entanto, o padrédo de resposta ao Salb se difere do que fora encontrado em Rtot, E
e C. Sendo assim, constatou-se que a resposta ao Salb ¢ diferente da salina nos grupos Csham
(p< 0,001); COvx (p<0,0001) e Osham (p<0,01). A excecéo a esse padrdo encontrado é o
grupo OOvx tem valores semelhantes a salina. Observou-se ainda em Raw a existéncia de
uma diferenca significativa entre os grupos Csham e Osham, no qual Osham apresenta um
perfil de MCh aumentado, esse valor aumentado que € atribuido a efeito causado pela obesi-
dade. Contudo, quando observamos os grupos Osham e OOvx, nota-se que a ovariectomia

provoca uma reducéo significativa (p< 0,0001) da MCh em Raw.
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Ao estudarmos os graficos com todos os grupos (Csham, COvx, OC e OOvx) da com-
placéncia total (C) e a resisténcia do tecido (Gtis) e elastancia do tecido (Htis) se mostrou
semelhante em todos os grupos e em todas as condicdes estudadas, ndo acusando diferenca
estatistica.

A histeresividade (1) € a relagdo existente entre o Gtis e o Htis. Este por sua vez exibiu
um aumento da sua resposta em MCh e um retorno dessa resposta ao nivel basal com o Salb.
em todos os grupos estudados (Csham, COvx, Osham e OOvx). Porém, a resposta a MCh
dos grupos que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia (COvx e OOvx) é significativa-
mente reduzida quando comparado aos seus respectivos grupos controle Csham e Osham (p<
0,01) (figura 17-G).



FIGURA 15 - Valores de mecanica respiratéria expressos como média + SEM.
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LEGENDA: (A) Resisténcia total; (B) Elastancia Total; (C) Complacéncia total; em camundongos fémeas,
grupos controle sham (Csham), controle ovariectomizado (COvx), obeso controle (OC) e obeso
ovariectomizado (OOvx), n= 5-8. * Salina vs MCh e Salb dentro do mesmo grupo (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). # comparacdo entre MCh e Salb. dentro do mesmo grupo
(#p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001; ##H#p<0,0001). $ comparacdo entre as MCh dos grupos
Csham com COvx e Osham com OOvx ($p<0,05). & comparagdo entre os grupos controle e
obesos (&p<0,01). Teste Two-way Anova seguido do teste de multipla comparacéo Bonferroni.

FONTE: Da autora.



FIGURA 16 - Valores de mecanica respiratdria expressos como média + SEM.
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FONTE: Da autora.
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6.5 ANALISE DAS FIBRAS COLAGENO I, Il E TOTAL DAS VIAS AEREAS INFERI-
ORES E DOS VASOS SANGUINEOS DO PULMAO

Analisamos e quantificamos o colageno presente nas vias aéreas e nos vasos sangui-
neos dos cortes histolégicos de pulméo (figura 19).

Podemos observar que nas vias aéreas (figura 18 - 1) houve um incremento de coléa-
geno do tipo I no grupo Osham quando comparado ao grupo Csham (seu respectivo grupo
controle). No entanto, quando analisamos o colageno do tipo Il notamos que ndo existe uma
diferenca estatistica entre os grupos controles e obesos e nem entre ndo ovariectomizados e
ovariectomizados. Ao analisamos 0s grupos ovariectomizados (COvx e OOvx) notamos que
houve uma reducéo do colageno tipo | quando comparado aos seus grupos controles (Csham
e Osham). Notamos que essa reducao persiste quando analisamos o colageno total e compa-
ramos eles aos seus respectivos grupos controle. O colageno total é a soma do colégeno do
tipo | e o colageno do tipo Ill.

Ao observamos os vasos sanguineos (figura 18 — 2) podemos identificar uma reducéo
do colageno tipo | quando comparados aos seus grupos controles (Csham e Osham). Notamos
que essa reducdo persiste quando analisamos o colageno total e comparamos eles aos seus
respectivos grupos controle. O colageno total é a soma do colageno do tipo | e o colageno do

tipo IlI.



FIGURA 17 — Valores da quantificacdo de colageno expressos como média + SEM
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LEGENDA: (1) Vias aéreas: (a) colageno tipo |, (b) colageno tipo 111, (c) Colageno total. (2) Vasos Sanguineos:
(d) colageno tipo 1, (e) colageno tipo Il1, (f) Colageno total. * Comparagdo entre Csham e COvx,
Osham e OOvx (*p<0,05; **p<0,01). £ Comparagdo entre Csham e Osham (&p<0,01). Teste One-

way Anova seguido do teste de maltipla comparagdo Bonferroni.

FONTE: Da autora
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FIGURA 18 - Cortes histologicos com espessura de Spm corados com picrosirius

LEGENDA: (A) Csham; (B) COvx; (C) Osham; (D) OOvx. Setas vermelhas indicam vias aéreas e as setas
verdes indicam vasos sanguineos. O colageno se encontra na membrana das vias a aéreas e dos
vasos sanguineos.

FONTE: Da autora.

6.6 ANALISE DAS FIBRAS ELASTICAS DAS VIAS AEREAS INFERIORES E DOS
VASOS SANGUINEOS DO PULMAO

Analisamos e quantificamos as fibras elasticas presente nas vias aéreas e nos vasos
sanguineos dos cortes histologicos de pulmao (figura 21)

Os graficos (figura 20) demonstram que ndo houve uma diferenca significativa entre
0s grandes grupos controles e obesos e entre 0s ndo ovariectomizados e os ovariectomizados,
ou seja, entre Csham vs. Osham e entre COvx e OOvx. Quando comparamos dentro dos
grandes grupos, ou seja, entre as comparagdes de Csham vs. COvx e de Osham vs. OOvx,

identificamos que eles também ndo possuem diferenca estatistica.
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FIGURA 19 — Valores da quantificacéo de fibras elasticas expressos como média + SEM.
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LEGENDA: (A) Fibras Elasticas —Vias Aéreas; (B) Fibras Elasticas — VVasos Sanguineos.
FONTE: Da autora

FIGURA 20 - Cortes histologicos com espessura de Spum corados com orceina.

LEGENDA: (A) Csham; (B) COvx; (C) Osham; (D) OOvx. Setas azuis indicam vias aéreas e as setas vermelhas
indicam vasos sanguineos. As fibras elasticas ficam na parte externa da borda das vias aéreas e dos
vasos sanguineos.

FONTE: Da autora.
6.7 IMUNOHISTOQUIMICA
A imunohistoquimica é um experimento que nos possibilita analisar a quantidade de

ERa e ERP presente nos cortes histologicos de pulmé&o (figura 24 e 25). Ao observarmos 0s

graficos (figura 22) notamos que néo existe diferenca significativa entre os grupos Csham e
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Osham e entre os grupos COvx e OOvx., podemos evidenciar que ERa ¢ mais predominante
do que ER no pulmao, ou seja, a quantidade de ERa chega proxima dos 30%, enquanto ERf3
chega proxima dos 10%.

Observando agora, somente o grafico de ERa (figura 22 — A), notamos que apés a
cirurgia de OVX, notamos uma reducdo na expressao relativa de receptores ativos quando
comparamos 0s grupos Csham vs. COVx e Osham vs. OOvx, no entanto, essa reducéo é mais
expressiva na comparagao entre o grupo Osham e OOvx (p<0,0001). No grafico de ERP
(figura 22-B), também identificamos uma reducdo na quantidade de receptores ativos (Csham
vs. COVx e Osham vs. OOvx), entretanto, essa reducao é mais significante na comparacéao
entre Csham e COVx (p<0,0001), possuindo assim, diferenca estatistica.

O resultado encontrado que se destaca nesse experimento é diferenca exorbitante en-
tre o grupo COVx e o grupo OOVx na quantidade de receptores ativos de ERB. O grupo
OOVx apresentou uma quantidade elevada de ERp (p<0,0001) quando comparado ao grupo
COVx.

FIGURA 21 — Valores da quantificagdo de ERa e de ERP expressos como média = SEM.
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LEGENDA: (A) ERa; (B) ERp. * Comparagéo entre Csham e COvx, Osham e OOvx (¥p<0,05; ****p<0,0001).
& Comparagdo entre COvx e OOvX (&&&& p<0,0001). Teste One-way Anova seguido do teste
de multipla comparagdo Bonferroni.

FONTE: Da autora.
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FIGURA 22- Cortes histologicos com espessura de Spum, corados com DAB, para imunohistoquimica controle
negativo.

LEGENDA: (A) Controle negativo de ERa. (B) Controle negativo de ERp.

FONTE: Da autora

FIGURA 23- Cortes histologicos com espessura de Sum, corados com DAB, para imunohistoquimica de ERa

LEGENDA: (A) Csham; (B) COvx; (C) Osham; (D) OOvx. As setas azuis indicam algumas marcag¢des de ERa
no grupo controle. As setas vermelhas indicam algumas marca¢des de ERa no grupo obeso.

FONTE: Da autora
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FIGURA 24 - Cortes histologicos com espessura de Spm, corados com DAB, para imunohistoquimica de ERf

LEGENDA: (A) Csham; (B) COvx; (C) Osham; (D) OOvx. As setas azuis indicam algumas marcagoes de ER[}
no grupo controle. As setas vermelhas indicam algumas marcac¢bes de ERp no grupo obeso.

FONTE: Da autora.

6.8 RELACOES ENTRE HORMONIOS E RECEPTORES

Nos graficos que relacionam dois fatores nos permite evidenciar a existéncia de uma
relacdo entre os pontos. Com o gréfico de relacdo entre a dosagem de estradiol no plasma
sanguineo dos grupos Csham, COVx, Osham e OOV, e a porcentagem da expressdo relativa
dos ERa e ERp, conseguimos identificar uma relagdo hormonio-receptor dependente, ou seja,
quando submetemos os grupos COVx e OOVXx a cirurgia de remoc¢éo dos ovarios, levando
assim uma reducado significante dos niveis séricos de estradiol e por consequéncia uma redu-
cdo de ERa e ERP.
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FIGURA 25— Relagdo entre a dosagem de Estradiol e a % encontrada na imunohistoquimica.
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LEGENDA: (A) Relacéo estradiol-ERa e (B) Relagdo estradiol-ERB. Csham — controle falso operado, COVx
— controle ovariectomizado, Osham — obeso falso operado e OOVx — obeso ovariectomizado.

FONTE: Autora.
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6.9 RELACAO COLAGENO TIPO | - RECEPTORES

A figura 27 revela a relagdo entre o colageno tipo | dos grupos Csham, COVx, Osham
e OOVx e a expressdo relativa dos ERa e ERB. Como dito anteriormente apds a ovariectomia
nos grupos COVx e OOVX, existe uma reducdo da expressao relativa de ambos ERs e a
reducdo de colageno tipo | nesses mesmos grupos. Sendo assim, podemos induzir sobre a
existéncia de uma relacédo entre as expressoes relativas de ERs com a deposic¢ao/producéo de

colageno total nas vias aéreas e nos vasos sanguineos.

FIGURA 26- Relacéo entre o colageno tipo | encontrado no ensaio com picrosirius e a % encontrada na imu-

nohistoquimica
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LEGENDA: (A) Relacéo colageno tipo I1I-ERa ¢ (B) Relagdo colageno tipo III-ERP.

FONTE: Da autora
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6.10 RELACAO COLAGENO TIPO III - RECEPTORES

A figura 28 revela a relagdo entre o colageno tipo 11l dos grupos Csham, COVX,
Osham e OOVx e a expressao relativa dos ERa e ERB. Como dito anteriormente apds a
ovariectomia nos grupos COVx e OOV, existe uma reducdo da expressao relativa de ambos
ERs e a reducéo de colageno tipo Il nesses mesmos grupos. Sendo assim, podemos induzir
sobre a existéncia de uma relagéo entre as expressoes relativas de ERs com a deposi¢éo/pro-
ducdo de col&geno total nas vias aereas e nos vasos sanguineos.

FIGURA 27— Relagdo entre o colageno tipo 11l encontrado no ensaio com picrosirius e a % encontrada na
imunohistoquimica.
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LEGENDA: (A) Relagéo colageno tipo Il11-ERa e (B) Relagdo colageno tipo ITI-ERp.

FONTE: Da autora
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7 DISCUSSAO

A relagdo entre obesidade e horm6nios sexuais ainda ndo é muito conhecida, princi-
palmente sobre a influéncia destes na funcdo pulmonar. Estudos tém mostrado que os hor-
monios sexuais exercem um papel fundamental no pulméo, porém eles tém se mostrado con-
traditorios (TOWNSEND, 2012; VERMA, 2011). A maioria dos estudos consideram apenas
uma alteragdo com grande relevancia, tais como, desenvolvimento pulmonar, inflamagéo e
cancer (SIEGFRIED, 2014), no entanto nenhum estudo relaciona a obesidade e 0s hormdnios
sexuais femininos, com o olhar voltado & compreensdo desses na fun¢éo pulmonar.

Dentre os métodos de inducédo da obesidade, 0 método de reducdo de ninhada é um
dos mais descritos na literatura. Uma vez que induzem a obesidade pelo aumento do potencial
lactotrofico e diminui a disputa pelo leite materno, gerando assim, uma superalimentacéo
poOs-natal precoce, que leva os animais na idade adulta a um aumento significante do peso
corporal. Sendo assim, nossos resultados corroboram os achados de outros pesquisadores ao
salientar que o método de ninhada reduzida € eficiente para a inducéo da obesidade, tal modo
que o grupo Osham apresentou um aumento significante da massa corporea e de gordura
abdominal (RADIJA et al. 2010; SCHMIDT et al. 2001; MORRIS; VELKOSKA; COLE,
2005). Além do aumento de massa corpérea e de gordura abdominal, o perfil bioquimico
aumentado para glicose e triglicérides encontrado nos animais obesos esta de acordo com a
classificacdo para o desenvolvimento de sindrome metabdlica, dado que o aumento glicose
e dos triglicerideos acima do normal € um indicativo do desenvolvimento de diabetes do tipo
2 e de aterosclerose (WEISS e SHORE, 2004; LI; BOWERMAN; HEBER, 2005).

Em camundongos fémeas, o ciclo reprodutivo é de curta duracdo (4 a 5 dias) e se
caracteriza por quatro fases marcantes, proestro, estro, metaestro e diestro, com caracteristi-
cas morfoldgicas celulares distintos, identificaveis no esfregaco vaginal (GOLDMAN et al.,
2007). Portanto constituem bom modelo para investigagédo de mudanca do perfil hormonal.
Gimenes Janior (2013), demonstrou em seu trabalho que ndo ha diferenca estatistica nos
niveis séricos de estradiol nas fases que antecedem o diestro, deste modo ndo houve a neces-
sidade de verificar em qual fase do ciclo nossas fémeas dos grupos Csham e Osham estavam.
A cirurgia de OV X induz a fase constante de diestro, através da reducgdo significantes dos
niveis séricos de estradiol e progesterona e € um dos métodos mais simples de induzir a
menopausa em camundongos, uma vez gque esses animais ndo passam pela menopausa (DE
OLIVEIRA etal., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2010; LIGEIRO DE OLIVEIRA et al., 2004;
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RIFFO-VASQUEZ et al., 2007). Neste sentido, realizamos a OVX e ap6s 21 dias do proce-
dimento cirargico, confirmamos o sucesso da cirurgia por meio da analise dos niveis séricos
encontrados no plasma sanguineo em nossos animais, de modo que os niveis hormonais en-
contrados em nossos grupos OV X séo significativamente reduzidos quando comparados ao
seu respectivo grupo sham. Entretanto, podemos notar que com a indugdo da menopausa 0s
niveis hormonais sdo mais altos em camundongos fémeas obesas do que em ndo obesas,
apoiando os achados por Freeman et al (2010), que mostrou que em mulheres ap6s a meno-
pausa, 0s niveis de progesterona foram mais baixos no geral, embora mais altos em mulheres
obesas do que em ndo obesas (21 vs 12 pg / ml, sem sobreposi¢do no 1C95%). Deste modo,
podemos dizer que o aumento de peso apos a OV X, sendo ele dos animais controles ou obe-
sos, corroboram os resultados encontrados por outros pesquisadores de que 0s baixos niveis
de estrogénio, leva ao aumento peso corporal e glicemia basal (BAILEY e AHMED-SO-
ROUR, 1980). Um estudo feito em camundongos fémeas que induziram a deplecéo de estra-
diol por animais nockout para ER e/ou pela OVX e posteriormente aplicaram estradiol ex4-
geno, demonstraram que os estrogénios regulam o metabolismo da glicose e dos lipidios. A
deficiéncia de estrogénio promove uma disfuncdo no metabolismo que predisponente a obe-
sidade, sindrome metabdlica e diabetes tipo 2. Além disso, foi demonstrado em roedores que
a aromatase, a principal enzima da producgéo de estrogénio, é uma das principais razoes para
que os camundongos knockout (ArKO) exibirem resisténcia a insulina, tolerancia a glicose
diminuida e aumento da gordura abdominal (JONES, et al. 2000). Dessa maneira, a auséncia
dos hormonios sexuais torna as fémeas do grupo OV X, susceptiveis ao ganho peso (HONG,
et al. 2009 e STUBBINS, et al. 2012).

Em algumas patologias, tal como a obesidade pode provocar a inflamag&o do parén-
quima pulmonar pode gerando alterac@es significativa na sua microestrutura, ou seja, estas
alterac@es estruturais provocadas pela inflamacao no parénquima pulmonar alteram, também,
a mecanica ventilatoria e, por consequéncia, o funcionamento do sistema respiratério de
modo geral. Com o intuito de se investigar mais sobre essas patologias que causam alteracoes
estruturais no parénquima pulmonar e por consequéncia na mecanica ventilatoria inventou-
se diversos ventiladores mecanicos, por meio de um conjunto de fisiologistas com os modelos
matematicos para auxiliar na compreensao e na busca de dados que permitam entender com
propriedade a func¢do pulmonar.

O flexiVent (SCIREQ®) é um desses ventiladores mecanicos criados para avaliar a
funcdo pulmonar e € muito utilizado na pratica experimental, ou seja, ele € muito utilizado

nos laboratdrios de pesquisa de base. Este equipamento é utilizado principalmente para medir
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a Raw e E em pequenos animais in vivo, frente a diferentes concentrages de MCh. O flexi-
Vent injeta no pulmao do animal um volume de ar atmosférico conhecido, esse volume inje-
tado gera uma pressao e essa pressao € processada pelo ventilador por meio de um transdutor.
Em seguida, com a pressdo e volume conhecidos, sdo obtidos os valores de Raw e E. Raw
pode ser definida como a capacidade do sistema condutor de gas e dos tecidos em resistir ao
fluxo aéreo (BATES, 2009). E ¢ a forca de recolhimento elastico do tecido pulmonar de
retornar a sua forma original apos ter sido “deformado” por uma forga; ¢ a variagao da pres-
sdo pelo volume mobilizado (AP/AV) (BATES, 2009, MORIY A, 2003). Na pratica clinica,
o termo elastancia é geralmente substituido pelo seu reciproco matematico, a complacéncia:
E = AP/ AV = 1/C onde E ¢ a elastancia do sistema respiratorio, AP ¢ a varia¢ao de pressao,
AV ¢é avariacdo do volume e C é a complacéncia do sistema respiratorio. ApGs o registro das
medidas basais, realiza-se diferentes testes provocacao utilizando substancias que promovem
alteracBGes na mecanica ventilatdria, tais como a MCh e Salb.

A MCh é um broncoconstritor que promove a contracdo muscular pela acdo em re-
ceptores colinérgicos muscarinicos (M1, M2 e M3). Sly et al (1995) demonstraram por meio
de um experimento que utilizou cées filhotes, que o subtipo M3 localizados na musculatura
lisa das vias aéreas, sdo alcancados mais facilmente pela MCh quando oferecida via endove-
noso em relacdo a administracdo de MCh pela via inalatdria. Os autores sugerem que pela
via inalatoria, a MCh precisa antes ser difundida pelo epitélio respiratorio para entdo alcancar
0 receptor. O subtipo M1 é localizado no parénquima pulmonar (alvéolos) e sdo mais facil-
mente alcancados pela MCh na forma inalada e seriam eles os principais responsaveis pela
resposta contratil do parénquima pulmonar.

O Salb. que ¢ um broncodilatador B2-adrenérgico de curta duracdo, os receptores f3
adrenérgicos sao divididos em 3 subtipos, B1, 2 e B3, sendo que o B2 modula o relaxamento
da musculatura lisa vascular e do sistema respiratorio (LYNCH e RYALL, 2008). Deste
modo o Salb. pode ser utilizado para relaxar a musculatura lisa e melhorar a fungdo pulmonar,
quando ha hiper-responsividade brénquica demonstrada por testes de broncoprovocagédo
(WEINBERGER, 2002; HALFHIDE; EVANS; COURIEL, 2005).

As medidas realizadas pelo flexVent foram posteriormente analisadas e dentre essas
medidas destacamos as alteragdes obtidas nos parametros de Rtot, Raw, C, E, n. Esses paréa-
metros serdo discutidos de uma maneira associada, relacionando os resultados adquirido pe-
los grupos.

Os parametros de Rtot e Raw nas fémeas Csham e COVx ndo apresentaram diferenca

estatistica quando comparadas um com o outro. O grupo Osham apresenta niveis aumentados
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apos a nebulizacdo de MCh nos parametros de Rtot e Raw, no entanto apresentam uma redu-
cdo em C. Estas alteracGes ja eram esperadas, uma vez que esses dados foram apresentados
por outros pesquisadores. Esses pesquisadores estabeleceram que essas alteragdes encontra-
das Rtot e Raw, na mecénica ventilatdria sdo causadas pela obesidade. A reducédo de C além
de estar relacionada com da obesidade, pode também estar relacionada com a caixa toracica.
Eles explicam, em parte, as reducdes na C da parede toracica, na forca muscular respiratéria,
no tamanho das vias aéreas periféricas, funcdo e volumes pulmonares encontradas em indi-
viduos obesos e que podem conduzir a maior resisténcia das vias aéreas durante a respiracéo
corrente (MCCLEAN et al., 2008; FARAH et al., 2011).

As alteragdes em Raw (aumento) e C (reducdo) ndo é encontrada no grupo OOvX,
pelo contrario, no grupo OOVX, Raw e C sdo semelhantes aos do grupo controle (Csham
e/ou COVx). Podemos sugerir nesse ponto que essa alteracdo ocorreu devido a auséncia dos
HSF, ou seja, a presen¢a dos HSF na obesidade é prejudicial para a fungdo pulmonar, uma
vez que, na sua auséncia, ndo houve resposta exacerbada na hiperresponsidade das vias aé-
reas ao teste com MCh.

Entretanto, os HSF em algumas doencas pulmonares, como a asma, tém funcéo pro-
tetiva durante os anos reprodutivos. Contudo, quando se inicia a menopausa ou a pos-meno-
pausa esse efeito é oposto, como visto por Troisi et al. (1995) que descreveram que mulheres
na pos-menopausa tém um risco diminuido de desenvolver asma de novo, em comparacao
com as mulheres na pré-menopausa da mesma idade. Embora esses dados voltem a sugerir
um papel dos esteroides sexuais nas alteracdes das exacerbacOes e gravidade da asma no
momento da menopausa, como na gravidez, um simples papel deletério versus protetor dos
esteroides sexuais femininos ndo pode ser facilmente atribuido (TOWNSEND, 2012).

Melgert et al. (2005) foram um dos primeiros a apontarem o comportamento contra-
ditério dos HSF, por meio de experimentos com camundongos fémeas, descobriram que as
fémeas sdo mais suscetiveis a doenga das vias aereas (por exemplo, induzidas por sensibili-
zacgdo e desafio a ovalbumina) quando comparadas aos machos, desse modo as fémeas apre-
sentam niveis mais altos de IgE, maior inflamacéo bronquiolar e resisténcia relativa ao gli-
cocorticoide (CORTELING; TRIFILIEFF, 2004; SEYMOUR et al., 2002; HAYASHI; et al.,
2003). Nestes modelos animais, os andrégenos parecem ter um papel protetor, sendo o es-
tradiol pré-inflamatorios. Por exemplo, a castragcdo no sexo masculino agrava a doenga (HA-
YASHI; et al., 2003), enquanto a ovariectomia ou bloqueio do receptor de estrogénio (ER)
nas mulheres a alivia (revertida por estradiols exdgenos) (LIGEIRO DE OLIVEIRA, 2004).
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Deste modo podemos sugerir que a auséncia ou a presenca dos HSF sé é prejudicial
ou benéfica quando se tem uma doenca pré-existente, como por exemplo a obesidade. Town-
send (2012) corrobora a nossa suposic¢ao, uma vez que, a acao dos HSF pode ser prejudicial
ou benéfica quando se tem uma doenga pré-existente citando doencas que afetam o sistema
respiratorio, tal como a asma, rinite alérgica, atopia, DPOC, FC, entre outras. Sendo assim,
a auséncia dos HSF na obesidade tem funcéo protetiva para o sistema respiratorio.

O parametro que analisa E apresentou 0 mesmo padrdo de resposta ao da Rtot, com
excecdo do grupo COVx. Este grupo, quando comparado ao Csham, apresenta uma tendéncia
na reducgéo de E, ou seja, o grupo COVx expressa maior rigidez no tecido pulmonar quando
comparado ao seu grupo controle. Esse resultado encontrado na mecéanica ventilatéria corro-
bora os dados encontrados na imunohistoguimica, no qual, houve uma redugdo na expressao
relativa de ambas as isoformas de ERs. Essa tendéncia na reducdo de E, pode estar ligada
diretamente com a fun¢@o de ERB no pulmao, de modo que a reducdo na expressao relativa
de ERp ativo, pode provocar uma reducao no recuo do tecido elastico pulmonar. Massaro et
al. (2004) em experimentos com camundongos fémeas nockout para ERp, ou seja, esses ca-
mundongos fémeas ndo apresentam o gene que codifica o ERB, obteve resultados semelhan-
tes aos nossos. Além disso, os autores relacionaram em camundongos fémeas nockout para
ERp, o recuo do tecido elastico e a massa corpdrea destes camundongos. Massaro et al.
(2006) demonstraram por meio de experimentos em camundongos fémeas nockout para ERf3
com 8 semanas, que esses animais possuem massa corpdrea menor quando comparados ao
seu grupo naive, ou quando é comparado ao grupo de camundongos fémeas nockout para
ERa. No entanto, esse estudo contradiz parcialmente o que encontramos ao avaliarmos a
massa corporea dos nossos animais, podendo isso ocorrer devido a diferenca de idade dos
nossos camundongos no momento da experimentacédo, ou ao fato de que nossos camundon-
gos COVx apresentam também uma diminui¢ao dos ERa, e como Massaro et al. (2006)
afirma em seu trabalho que camundongos fémeas nockout para ERa demonstraram um ganho
de peso quando comparados ao seu grupo naive e ao grupo nockout para ERp. Sendo assim,
podemos induzir que aumento de peso dos nossos animais COVx deve-se a idade a qual eles
foram manipulados e a redugao do ERa.

O parametro da histeresividade (1)) ndo é muito estudado, ele indica a razdo de energia
dissipada por ciclo em relacdo a armazenada (NAGASE; LUDWIG, 1998), ou seja, ela é
calculada a partir da relacédo entre Gtis e Htis, e seu valor aumenta a medida que o pulmao se

torna mecanicamente heterogéneo. Assim, a histeresividade pode ser usada como indicativo
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dessas heterogeneidades ventilatorias; além disso ela esta diretamente relacionada aos com-
ponentes da matriz extracelular (SERRA, 2013; ROCCO, 2003).

Podemos observar nos nossos resultados que n apresenta uma reducao significativa
nas comparagdes entre Csham com COvx (p<0,01) e entre Osham com OOvx (p<0,05). Esse
dado encontrado no faz sugerir que com redugéo expressiva dos HSF por meio da OVX ha
reducdo da heterogeneidade na ventilacéo, sendo esse um resultado positivo. Uma vez que a
heterogeneidade ventilatdria € causada por diversos fatores diferentes, por exemplo, colapso
e superdistensdo dos alvéolos, distorcao dos alvéolos patente, edema, inflamagéo com infil-
tragdo de neutrdfilos e células mononucleares e alteracdes no contetdo de colageno e fibra
elastica (ROCCO, 2003).

O processo de remodelamento pulmonar envolve um constante processo de reparo e
regeneracdo das estruturas da parede das vias aéreas e parece contribuir significativamente
para a perda de funcéo pulmonar, principalmente em pacientes com asma grave (IN’T VEEN;
et al., 2000). Qualquer alteracdo na parede alveolar é provavelmente consequéncia da mu-
danca na composicao de colageno do tecido (LANG et al., 1994). Em estudos anteriores no
laboratorio, foi observado pelo Western Blot do tecido pulmonar de camundongos machos,
aumento da deposicdo de fibras colagenas pulmonares (TEIXEIRA, 2014). Neste trabalho,
observamos um aumento da deposicdo de fibras colagenas pulmonares do tipo | nos animais
obesos de ninhada reduzida (Osham), corroborando os dados de Teixeira et al. (2014) com
seu trabalho em camundongos machos. Teixeira et al. (2014) também sugere um maior re-
modelamento pulmonar periférico nos animais obesos por ninhada reduzida, provavelmente
decorrente de inflamacdo, pois as citocinas liberadas podem estimular a produgéo de fibras
elasticas e de colageno | por miofibroblastos e por outros mecanismos como desequilibrio na
sintese e degradacdo na matriz extracelular. As alteracdes encontradas na quantificacao de
fibras colagenas tipo | nas vias aéreas e nos vasos sanguineos em nosso estudo corrobora 0s
achados de Teixeira et al. 2014 e os de Rocco et al. (2003). Estes ultimos autores demonstra-
ram, em camundongos machos que sofreram de lesdo pulmonar aguda, alteragdo nos compo-
nentes da matriz extracelular e consequentes alteraces na mecanica ventilatoria. Desta
forma, a relacdo entre o colageno e a mecanica ventilatoria existe também em camundongos
fémeas obesas.

Apos a cirurgia de OVX notamos reducdo na quantidade de fibras colagenas. Essa
reducdo ocorreu em ambos os grupos OVX (COVx e OOVX) e, portanto, nos leva a sugerir
que a sintese/deposicao/degradacédo de fibras colagenas pode ter como ator coadjuvante o0s

hormonios sexuais, uma vez que, na sua auséncia a quantidade de colageno reduz (p<0,01).
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No entanto, a reducdo de fibras coldgenas no grupo OOVx pode ser apontada como benéfica
a esse grupo, dado que, como visto anteriormente, o0 aumento de colageno no grupo Osham
é prejudicial para funcionalidade respiratoria, pois provoca um maior remodelamento pul-
monar. Deste modo, com a reducdo significante dos HSF esse remodelamento ndo acontece.
Como dissemos anteriormente, os HSF sdo contraditérios, uma hora tem comportamento
protetivo, como vimos no nosso grupo COVX, visto que na sua auséncia houve uma piora na
mecanica ventilatoria.

No grupo OOVx o qual passou pela inducgéo da obesidade, o comportamento dos HSF
é oposto ao encontrado no grupo COVX, ou seja, a sua auséncia é benéfica, posto que na sua
auséncia houve uma melhora da mecéanica ventilatoria. Rizk et al. (2007) correlacionou 0s
HSF com o tecido conjuntivo periuretral feminino e a capacidade desses hormonios para
induzir alteracGes estruturais ou funcionais em componentes individuais, por exemplo o co-
lageno | e 111 presente nos vasos sanguineos periuretrais. Foram verificadas evidéncias para
o envolvimento de estrogénio e / ou progesterona no controle urinario, pois na sua auséncia
deste os camundongos fémeas desenvolveram o quadro de incontinéncia urinaria, demons-
trando mais uma vez o papel contraditério dos ERs na fisiologia feminina.

A expressdo relativa de ERs encontrada em nossos resultados esta de acordo com o
visto pela literatura. As isoformas ERa ERP s@o encontradas no pulmao, sendo que a iso-
forma ERa é abundante quando comparado a ERB (LUBAHN, 1993; KREGE, 1998). Nossos
resultados também apontam que néo existe uma diferenca significativa entre o grupo Csham
e Osham na expresséo relativa de ambas isoformas, demonstrando assim que a obesidade néo
altera a expressao relativa de ERa ¢ ERB nos pulmdes. Apos a cirurgia de OVX, nossos
camundongos fémeas demonstraram uma reducao na expressao relativa de ambas as isofor-
mas ativas. A reducdo de ERa esta relacionada ao aumento de peso, ja a redugdo de ERp esta
relacionada com a manutencéo do peso (MASSARO; MASSARO, 2004). Sendo assim, po-
demos relacionar o aumento de peso dos animais do grupo COVx com a redugdo de ERa,
porém esse aumento de peso ndo foi tdo significativo devido a redu¢ao de ERf, mantendo
assim, um equilibrio no peso de COVx quando comparado ao grupo OOVX. Entretanto, a
quantidade de ERP do grupo OOVx ¢ significativamente maior quando comparamos com 0
grupo COVXx (p<0,0001) e tais resultados faz acreditar que haja relagdo entre o0 aumento ex-
pressivo do peso do grupo OOVX e a expressao relativa de ERB. Apesar da expressao relativa
de ERP estar diminuida em comparagdo ao grupo Osham, ndo estad nem préximo da expresséo

relativa de ER, quando comparamos os grupos Csham vs. COVX.
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O grafico da relacdo da dosagem sérica de estradiol e expressao relativa de ERs indi-
cou ser esta relacdo hormonio-receptor dependente. Uma vez que, apos a OV X existe uma
reducdo drastica da dosagem sérica de estradiol e por consequéncia uma diminui¢do propor-
cional na expressao relativa de ambos os ERs. Sendo assim, redugéo do estradiol na corrente
sanguinea provoca uma diminuicdo na expressao relativa de ambas as isoformas de ER ati-
vas.

Aparentemente 0 ERa se relaciona diretamente com a deposicao de colageno tipo I
nas vias aereas e nos vasos sanguineos, visto que apds a OV X diminui a deposicao de cola-
geno tipo I e a expressio relativa de ERa ativo no tecido pulmonar. E observado também, no
grafico de relacdo entre ERP e a deposi¢ao de colageno tipo I uma redugéo, porém ele ndo
evidencia uma clara relacdo entre o ERP e a deposigdo de colageno tipo I. Esses dados en-
contrados, nos fazem sugerir que existe uma relacdo direta e proporcional entre somente entre
colageno tipo I e ERa.

O grafico que relaciona a deposi¢do de colageno tipo Il nas vias aéreas e nos vasos
sanguineos com a expressao relativa de ERpB ativo demonstra uma relag¢do entre esses dois
fatores. Deste modo, sugerimos que existe uma relacéo entre a deposicédo de colageno tipo
[T e a expressao relativa de ERP ativo, dado que eles apresentam comportamento diretamente
proporcional um ao outro. Portanto, podemos dizer que os graficos de relagao ilustram bem
a hipotese de que a expressao relativa de ERs pode estar relacionada com a dosagem sérica

de estradiol, o peso dos animais, com a mecanica ventilatoria e com colageno.
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8 CONCLUSAO

Os resultados discutidos nos levam as conclusoes:
- Os resultados da mecéanica ventilatdria revelaram que a obesidade em fémeas de camun-
dongos Swiss altera os parametros ventilatdrio, tais como Rtot, Raw e a histeresividade, prin-
cipalmente no teste provocativo de broncoconstriccdo, indicando que a obesidade provoca
uma hiperresponsividade pulmonar. No entanto, 0s animais obesos ovariectomizados ndo
manifestaram esse comportamento no teste provocativo de broncoconstri¢do e broncodilata-
¢do. Tais resultados nos levam a sugerir que os horménios sexuais femininos alteram os pa-
rametros encontrados na mecanica ventilatoria (Rtot e Raw), interferindo diretamente nos
receptores muscarinicos e 3 adrenérgicos Ou nas suas agoes.
- Salientamos que a obesidade interfere na secrecdo/degradacdo de colageno do tipo | e total
resultando em aumento dos mesmos. No entanto, nos animais obesos ovariectomizados apre-
sentaram 0 mesmo padrdo encontrado no grupo Csham ou seja, 0s animais obesos ovariec-
tomizados demonstram uma reducdo na secrecao/degradacédo de colageno tipo I. Essa redu-
¢ao nos leva a sugerir que o modo como a secre¢do/degradacao de coldgeno no pulméo ocorre
pode estar relacionado com a quantidade de estradiol no plasma sanguineo e na expressdo de
ERa e ERP. Deste modo, constatamos a existéncia entre o colageno tipo | com a expresséo
ERa e entre o colageno tipo III com a expressdo de ERB. Ainda, a quantificacdo de ERa e
ERp revelou uma relacédo entre os receptores de estradiol e o seu nivel hormonal plasmatico,
ou seja, uma relagdo hormonio receptor-dependente.

Finalmente, sendo assim, podemos concluir que existe uma relacdo entre a obesidade
e 0s hormonios sexuais femininos, especificamente o estradiol, com o sistema respiratorio e

que esses dois fatores exercem uma influéncia sobre a fun¢do pulmonar.
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