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RESUMO

O envelhecimento celular e as alteracdes metabdlicas, de modo geral,
estdo associados ao aumento do estresse oxidativo e da inflamagdo
cronica e de baixo grau, os quais afetam e causam danos teciduais mais
frequentemente em mulheres na fase da menopausa e pés-menopausa. O
objetivo deste estudo foi avaliar os marcadores enzimaticos e ndo-
enziméticos de estresse oxidativo, disfuncbes do perfil lipidico e
pardmetros pro-inflamatérios em ratas ovariectomizadas (OVX),
avaliando o impacto e as diferengas entre o perfil destes animais com
uma curta duragdo da retirada dos ovarios (OVX com 15 dias) e uma
longa duragdo (OVX com 60 dias). No protocolo de curta duracdo, 0s
animais foram operados e randomizados em grupos falso-operados
(SHAM) ou OVX, tratados com veiculo ou Estradiol (E2) durante 15
dias. No protocolo de 60 dias, os grupos SHAM e OVX foram tratados
com veiculo (10 mM PBS), e os outros quatro grupos OVX foram
tratados com NAC (N-acetilcisteina) 10 e 25 mg/kg, ou LA (&cido-alfa-
lipoico) 25 e 50 mg/kg, a cada 48 h, todos por gavagem. Os resultados
demonstraram que os animais OVX apresentaram ganho de peso
corporal e de gordura retroperitoneal, atrofia uterina, aumento dos niveis
séricos de TNF-a, IL-6 e colesterol total, quando comparados aos
animais SHAM. Além disso, marcadores de estresse oxidativo no soro,
coracdo, figado e rim (como TBARS, carbonil e sulfidril) foram
alterados para um status pré-oxidante pela OVX, havendo também a
deplecdo de GSH e antioxidantes totais ndo enzimaticos, bem como a
diminuicdo da atividade de Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa
redutase (GR). Entretanto isto ndo ocorreu com as enzimas superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT). A suplementacdo com NAC e LA
preveniu a deplecdo de GSH e dos antioxidantes ndo enzimaticos, bem
como impediu a diminuicdo da atividade de GPx e GR, e 0 aumento de
TNF-a, IL-6 e colesterol induzidos pela OVX de longa duragdo. Os
efeitos da NAC e LA demonstraram ser independentes da ativacdo de
NRF2 ou da atividade similar ao E2, uma vez que estes antioxidantes
ndo promoveram a ativacdo de NRF2 e ndo foram capazes de simular os
efeitos fenotipicos observados em ratas OVX suplementadas com E2.
Esses achados nos fornecem evidéncias para uma relagdo entre a
deplecdo de hormdnios sexuais femininos, 0 aumento de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e a inflamacgdo crénica e de baixo grau
juntamente com distlrbios metabdlicos. O tratamento com antioxidantes
como NAC e LA pode ser Gtil para melhorar essa condicdo por meio de
mecanismos independentes de acdo tipo-estrogénio, podendo ser



utilizados para amenizar os danos causados pelo envelhecimento celular
e perda hormonal, especialmente em mulheres em menopausa que ndo
sdo elegiveis ou ndo respondem a terapia de reposicdo hormonal.

Palavras-chave: Menopausa. Estradiol. Antioxidantes. Estresse
Oxidativo. Citocinas. Envelhecimento.



ABSTRACT

Sexual hormone deficiency has been associated with metabolic changes,
oxidative stress and subclinical inflammation in postmenopausal
women. Hormone replacement therapies are effective in many instances,
even though many patients either do not respond or are not eligible. The
aim of this study was to evaluate the impact of short- (15 d) versus long-
term (60 d) sexual hormone depletion and whether antioxidant
supplementation with N-acetylcysteine (NAC) and alpha-ILipoic aAcid
(LA) improves oxidative stress, metabolic, and inflammatory parameters
in ovariectomized (OVX) rats. Short-term OVX rapidly depleted
circulating estrogen, causing uterine atrophy and body weight gain
without affecting oxidative damage, inflammatory and lipid metabolism
markers. In contrast, long-term OVX augmented oxidative damage in
serum and peripheral tissues as well as increased serum total cholesterol,
TNF-o and IL6 levels. Triglycerides, glucose and HDL cholesterol were
not altered. Long-term OVX-induced oxidative stress was associated
with depletion of GSH and total non-enzymatic antioxidants as well as
decreased activity of Glutathione Peroxidase (GPx) and Glutathione
Rreductase (GR), but not superoxide dismutase and catalase. NAC and
LA supplementation prevented GSH and total non-enzymatic
antioxidants depletion as well as restored GPx and GR enzyme
activities, TNF-a, IL6 and cholesterol in OVX rats. NAC and LA effects
appear to be independent on NRF2 activation or estrogen-like activity,
since NAC/LA did not promote NRF2 activation and were not able to
emulate estrogen effects in OVX rats and estrogen-receptor-positive
cells. The herein presented data suggest that NAC and LA may improve
some deleterious effects of sexual hormone depletion via estrogen-
independent mechanisms.

Keywords: Menopause. Estradiol. Antioxidants. Oxidative Stress.
Cytokines. Aging.
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1. INTRODUCAO

1.1 MENOPAUSA: ASPECTOS CLINICOS DA DEPLEGAO
HORMONAL

O envelhecimento é um processo multifatorial determinado pelo
declinio fisiologico, bioquimico e funcional dos 6rgaos. Segundo dados
da OMS (Organizacdo Mundial da Saude, 2016), de modo global, a
expectativa de vida estd crescendo consideravelmente, logo cresce o
nimero de mulheres que atingem a fase da menopausa e pds-
menopausa, podendo esta fase preencher até um terco do tempo de suas
vidas.

O termo "menopausa” foi usado pela primeira vez em um artigo
em 1821 por Gardanne. Entretanto, ha relatos de que ha mais de dois mil
anos atras, o filosofo Aristdteles (384-322 A.C) ja observava que a
maioria das mulheres perdia a fertilidade a partir dos 40 anos de idade.
De fato, apenas no final do século XIX obteve-se uma compreensdo
clara da ligacéo entre o final da menstruacédo, perda da funcéo ovariana,
e 0s sintomas fisiolégicos desta condicdo. Os tratamentos eram em sua
maioria ineficazes e muitas vezes perigosos (BABER; WRIGHT, 2017).
Um importante ginecologista britanico, Edward Tilt, fundador da
London Obstetric Society e o psiquiatra britdnico Henry Maudsley,
acreditavam que a menopausa era uma espécie de loucura, a qual levava
a instabilidade mental. Alguns dos tratamentos utilizados incluiam
sedativos, emplastros de beladona, 6pio entre outros. No século XX,
houve uma revolucdo na endocrinologia reprodutiva. Em 1923, Allen e
Doisy conseguiram isolar a molécula de estrogénio e, em 1929,
Butenandt ganhou o Prémio Nobel por isolar os estrogénios da urina de
mulheres gravidas e identificar a férmula estrutural da substancia pura,
conhecida como estrona (BUTENANDT, 1929; HERTIG, 1983;
FOXCROFT, 2011).

Em 1966, Robert Wilson publicou: Feminine Forever, em que ele
traz a menopausa como sendo uma condicdo ocasionada pela deficiéncia
hormonal, sendo curavel e totalmente evitavel. Apds este achado, teve-
se outra visdo sobre a menopausa e, em 1978, foi criada a Sociedade
Internacional de Menopausa, a qual durante o periodo de 2014 — 2016
esteve presente em 30 congressos cientificos em todo o mundo, com o
objetivo principal de melhorar a saldde e o bem-estar das mulheres na
menopausa e pos-menopausa (BABER e WRIGHT, 2017).

A menopausa é um evento que comumente inicia-se por volta dos
45 até 55 anos de idade e que determina, paulatinamente, o fim da fase
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fértil feminina (Consenso Nacional de Menopausa, 2016), sendo a
mulher considerada menopausica ap6s completar 12 meses de auséncia
de menstruacdo (MIQUEL et al., 2006). Esta condicdo pode ser por
condigdes genéticas; deficiéncias enzimaticas; doencas autoimunes;
secunddria a quimioterapia e/ou radioterapia; infeccdes; menopausa
cirtrgica; histerectomia; embolizacdo das artérias uterinas; entre outros
(BABER; PANAY; FENTON, 2016).

Este evento é caracterizado pela faléncia ovariana, que afeta o0s
niveis dos hormonios sexuais circulantes, estrogénio e progesterona,
cuja diminuicdo estd associada com o aumento da incidéncia de
disfungdes e patologias tipicas do processo do envelhecimento celular,
direcionando ao  sobrepeso e obesidade, hipotireoidismo,
hipercolesterolemia, disfungBes cardiovasculares (aterosclerose e
hipertensdo), osteoporose, alteracbes climatéricas, canceres como o de
mama, bem como transtornos de humor (ansiedade e depressdo)
(PHILLIPS et al., 1997; GU et al, 2011; HUSSAN et al., 2012 e
GRAZIOTTIN e SERAFINI, 2009). Adicionalmente, o processo de
envelhecimento acentuado pela menopausa estd intimamente
relacionado com o aumento nos niveis de agentes pré-oxidantes nos
tecidos e citocinas pro-inflamatorias circulantes e teciduais, 0s quais
afetam de modo cronico e gradual a funcdo celular (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

Dentre todas essas possiveis alteraces que surgem com o
envelhecimento celular, estd a producdo dessincronizada de GnRH
(hormdnio liberador de gonadotrofinas) e diminuicdo da liberacdo de
LH (horménio luteinizante) pela adeno hipofise. Essas alteracbes do
sistema nervoso central, juntamente com o declinio ovariano prejudicam
a maturacdo dos foliculos ovarianos, a produgdo de horménios (inibina
B, horménio anti-Midilleriano (AMH) e estradiol) e a ovulacdo, levando
a irregularidades e alteragcGes no ciclo reprodutivo, igualmente como o
aumento da expressdo de FSH (hormonio foliculo-estimulante) (Figura
1) (DAVIS et al., 2015).
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Figura 1: Perda da funcdo ovariana na menopausa. O envelhecimento
hipotaldmico e ovariano causam a produgdo dessincronizada de GnRH
(horménio liberador de gonadotrofinas) e diminuicdo da liberacdo de
LH (horménio luteinizante) pela adeno hipdfise. Essas alteracfes do
sistema nervoso central, juntamente com o declinio ovariano prejudicam
a maturagdo dos foliculos ovarianos, a producdo de horménios (inibina
B, horménio anti-Midilleriano (AMH) e estradiol) e a ovulagdo, levando
a irregularidades e alteragdes no ciclo reprodutivo, igualmente como o
aumento da expressao de FSH (horménio foliculo-estimulante)
(Adaptado de: DAVIS et al., 2015).
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1.2 ESTRADIOL

1.2.1 Acles

O horménio estrogénio é produzido principalmente nos ovarios,
corpo liteo e placenta. No entanto, uma quantidade pequena, porém
significativa, pode ser produzida por 6rgdos ndo gonadais como figado,
coracdo, tecido adiposo, pele e cérebro. Ha trés formas principais de
estrogénios fisiologicos em mulheres: estrona (E1), estradiol (E2 ou 17-
B-estradiol) e estriol (E3), sendo que cada um representa diferentes
produtos formados a partir do colesterol por reacdes em série ao longo
de sua biossintese (SHUPNIK, 2002).

O principal produto de todo o processo de biossintese do
estrogénio é o E2, sendo o mais potente durante o periodo de pré-
menopausa na vida de uma mulher, enquanto que o E1 desempenha um
papel maior na poés-menopausa, quando é sintetizado a partir da
desidroepiandrosterona no tecido adiposo. O estrogénio menos potente é
0 E3, sendo formado a partir do E1 por meio da 16a-hidroxilagdo,
desempenhando um papel maior durante a gravidez quando produzido
em grandes quantidades pela placenta (SHUPNIK, 2002).

A fonte priméaria do estradiol na mulher ocorre através das
células da teca e células da granulosa dos ovarios. As células tecais nao
produzem estrogénio, mas produzem andrégenos, por outro lado, as
células da granulosa ndo produzem andrégenos, mas podem converté-
los em E2. Os estrogénios derivados dos ovérios sdo liberados na
circulacdo geral e atingem tecidos responsivos ao estrogénio, incluindo
orgdos reprodutivos e ndo reprodutivos (HILLIER, 1994). O cortex
suprarrenal sintetiza o estrogénio a partir do colesterol, a enzima
P450scc, medeia a conversdo do colesterol em pregnenolona. Em nivel
celular, em astrdcitos e neurdnios, encontra-se a enzima aromatase e,
sua expressdo é especifica para células nessa regido do cérebro,
sugerindo que a producao local de E2 é importante para certas fungoes
cerebrais (REGO et al., 2009).

A aromatase € um membro da superfamilia de enzimas do
citocromo P450, e é amplamente expressa em tecidos, incluindo cérebro,
gbnadas, vasos sanguineos, figado, ossos, pele, tecido adiposo e
endométrio. No ovério, a aromatase é encontrada apenas nas células da
granulosa e luteais, sendo responsavel pelo ultimo passo na sintese de
E2 (Figura 2). Em ambos os sexos, foi demonstrado que a atividade da



23

aromatase nas células estromais adiposas subcutaneas, igualmente como
nos niveis da aromatase no RNAm do tecido adiposo, aumentam com o
envelhecimento, o que pode causar uma Série de sintomas e distlrbios
no organismo, como exemplo, a contribuicdo para o surgimento de
cancer de mama ER-positivo (receptor de estrogénio positivo)
(SANTEN et al,, 2009; CARREAU; VIENNE; GALERAUD-DENIS,
2008).

A producdo de estrogénio comeca com a sintese da
pregnenolona a partir do colesterol, catalisada pela enzima de clivagem
do citocromo P450 (P450scc). A pregnenolona é entdo convertida nas
células da teca e da granulosa em progesterona pela 3-B-hidroxiesteroide
desidrogenase (3-HSD), sendo entdo convertida em androgenos via
citocromo P450 17a-hidroxilase (P450170) e 17-B-hidroxiesteroide
desidrogenase (17p-HSD) nas células da teca durante a fase folicular, e
a conversdo de E2 é catalisada pela aromatase (P450Arom) nas células
da granulosa (Figura 2) (CUI; SHEN; LI; 2013).

CELULAS DA TECA CELULAS DA GRANULOSA
( coLesteroL | = 1 [coLEsTEROL
<
m
l PASOSCC < P450SCC
s
PREGNENOLONA % PREGNENOLONA
=
lswso l 38-HSD
PROGESTERONA PROGESTERONA
l P45017«
17p-HSD
ANDROGENOS ANDROGENOS
P450Arom

ESTRADIOL

Figura 2: Sintese de estrogénio no ovario (Adaptado de: CUI; SHEN;
LI, 2013).

Algumas agdes do E2 sdo capazes de aumentar os receptores de
lipoproteinas no figado, resultando na diminuicdo das concentragGes
séricas da lipoproteina de baixa densidade (LDL). Outras ocorrem por
meio de diferentes mecanismos intracelulares devido a sua atividade
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como antioxidante, pois, a molécula de E2 possui grupamentos
hidrofendlicos, o que lhe confere acdo como sequestradores de radicais
livres, diminuindo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(NIKI; NAKANO, 1990).

Sabe-se que 0 E2 também aumenta a expressdo da enzima
superoxido dismutase (SOD), aumentando a sintese de mediadores
vasoativos derivados do endotélio e diminuindo a expressao de enzimas
pro-oxidantes como a NADPH oxidase. Outra funcdo em que participam
¢ a vasodilatacdo, através do aumento da formacdo e liberagcdo do 6xido
nitrico (NO) e prostaciclinas nas células endoteliais, reduzindo o ténus
vascular através da abertura de canais de célcio por um mecanismo
dependente de GMPc (guanosina monofosfato ciclica) (NIKI, 1992;
KIM et al., 1996).

1.2.2 Sinalizacdo

Os efeitos fisioldgicos e especificos do E2 sdo mediados pelos
RE (receptores estrogénicos) intracelulares, os quais compreendem dois
subtipos distintos de receptores: RE- a ¢ RE-B, e seus co-reguladores,
regulando a transcricdo de genes alvo através da ligacdo a sequéncias-
alvo especificas de DNA (MOGGS e ORPHANIDES, 2001). A maioria
destes RE sdo encontrados no citoplasma e no nucleo, sendo que os RE-
a predominam no Utero e na glandula maméria e os RE- se encontram
principalmente no sistema nervoso central; cardiovascular; imunolégico;
trato urogenital; 0ssos; rins e pulmbes (GUSTAFSSON, 2000).

Os receptores RE-a e RE-p possuem igual afinidade de ligacao
com o E2 e com outras substdncias, como os fitoestrogénios e
moduladores seletivos de receptores de estrogénio (SERMs), os quais
podem se ligar a0 RE-a e ao RE-f seletivamente. O RE-a e o RE-f} sdo
codificados por genes diferentes, ESR1 e ESR2, respectivamente. O
gene para o RE- a esté localizado no locus cromossomal 6g25.1 e para o
RE-B esta na posicdo 14q22-24 (SIGNORETTI, LODA, 2001
KOEHLER et al., 2005).

Estes receptores sdo classificados como receptores nucleares do
tipo I, pois ambos sdo encontrados no citosol e fazem translocacao
nuclear depois da ligagdo com o ligante, formando homodimeros ou
heterodimeros. A sinalizacdo é dependente da ligagdo ao estrogénio e
comeca com a ligagdo deste ao receptor, entretanto, a resposta
transcricional celular especifica ao estrogénio depende de mdultiplos
fatores. O fator mais imediato ¢ a composicdo de proteinas co-
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reguladoras em uma determinada célula e as caracteristicas dos
promotores de genes responsivos ao estrogénio. Mesmo que 0S
hormdnios sejam moduladores da transcricdo, o padrdo de modulagéo de
genes também dependera de outras vias sinalizadoras que estejam ativas
na célula no momento da exposicdo ao horménio (HELDRING et al.,
2007).

Os estrogénios induzem mudancas celulares através de
diferentes mecanismos, no mecanismo conhecido como classico, ha a
difusdo para o citosol, se ligando ao RE localizado no ndcleo ou
citoplasma. Este complexo nuclear estrogénio-RE se liga aos elementos
responsivos ao estrogénio (EREs), direta ou indiretamente, por meio de
interaces proteina-proteina com a proteina ativadora 1 (AP1) ou,
através de regides promotoras de genes responsivos ao estrogénio. Esse
processo resulta no recrutamento de proteinas co-reguladoras da
transcricdo génica para promover uma resposta fisiolégica de aumento
ou diminuicdo dos niveis de RNAmM associados a sintese de proteinas
(dependendo do contexto/tipo celular), ocorrendo dentro de algumas
horas (DEROO, 2006).

Um segundo mecanismo de acdo para a via classica envolve
interacOes proteina-proteina, em que os complexos RE-ligante interagem
com fatores de transcricdo, como exemplo com o Nrf2 e NF-kB,
influenciando na transcrigéo génica (MOGGS; ORPHANIDES, 2001).

Os estrogénios possuem um outro mecanismo, conhecido como
mecanismo ndo-classico, o qual ocorre dentro de segundos ou minutos.
A ac8o ocorre por meio do RE localizado na membrana plasmaética ou
no citoplasma, resultando em respostas celulares a partir da ativagdo de
vias intracelulares de transdugdo de sinal, como exemplo, 0 aumento dos
niveis de Ca?* ou NO e a ativacdo de cinases (DEROO, 2006).

Os mecanismos de acdo descritos anteriormente estdo ilustrados
na Figura 3, em que: (i) demonstra a via classica dos estrogénios; (ii) via
ndo-classica e (iii) outras proteinas de ligacdo ao estrogénio (EBP)
associadas a membrana ndo-RE, podendo também desencadear uma
resposta intracelular.
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Figura 3: Mecanismos de acdo dos estrogénios. Sendo: SERMs
(Moduladores seletivos do receptor de estrogénio); ER (Receptor de
estrogénio); CoReg (Co-regulador); ERE (Elemento responsivo ao
estrogénio) e EBP (Proteinas de ligacdo ao estrogénio) (DEROO, 2006).

1.3 ESPECIES REATIVAS, ANTIOXIDANTES E ESTRESSE
OXIDATIVO

Em sistemas bioldgicos, diversos oxidantes radicalares e néo-
radicalares sdo produzidos constantemente. Os radicais livres s&o
definidos como moléculas ou fragmentos moleculares contendo um ou
mais elétrons desemparelhados em seus orbitais externos. Este
desemparelhamento de elétrons confere alta reatividade, tornando-os
capazes de reagir com qualquer composto situado proximo a sua Orbita
externa, causando reacles de Oxido-reducdo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1995).

Por outro lado, compostos oxidantes ndo-radicalares, como o
peroxido de hidrogénio (H:0.) e o hipoclorito/acido hipocloroso,
também sdo oxidantes fortes que participam da sinalizagdo redox e do
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dano oxidativo em sistemas bioldgicos. Assim, as espécies reativas
(radicais livres e oxidantes ndo-radicalares) derivados de oxigénio e
nitrogénio, mais conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO)
e espécies reativas de nitrogénio (ERN), sdo moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curta (comparado a outras biomoléculas) e
quimicamente muito reativas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1995).
Embora a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial seja um dos
principais sitios de producdo de ERO, ha outras fontes que podem
produzir estas espécies, como os neutroéfilos durante o burst respiratdrio,
0s peroxissomos quando uma quantidade alta de acidos graxos de
cadeias longas é metabolizada e, em casos de reperfusdo, quando a
molécula de adenosina monofosfato (AMP) é continuamente degradada
a hipoxantina, podendo ser convertida a xantina e acido Urico através da
acdo da xantina oxidase (CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979;
DOWNEY, 1990; PYNE, 1994; RECZEK e CHANDEL, 2015).

Os mecanismos que envolvem o0s compostos atuantes e
formados a partir do aumento de ERO nuclear e citoplasmatico sdo
muito complexos, sendo ocasionados, muitas vezes, por patologias e/ou
processos fisioldgicos em busca da homeostase celular. As ERO podem
alterar a expressao génica, modulando tanto a proliferacdo e adaptacéo
celular (em baixos niveis), assim como induzindo mutagénese ou morte
celular (quando em altos niveis) (Figura 4) (KREUZ e FISCHLE, 2016).
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Figura 4: Consequéncias do aumento de ERO nuclear e citoplasmético.
(Sendo: 3-DG: 3-desoxiglucosona; Ang Il: Angiotensina 1lI; CAT:
catalase; COX: ciclooxigenase; ER: reticulo endoplasmatico; GAPDH:
Gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase; GSH: glutationa; LOX:
lipoxigenase; NO: oOxido nitrico; NOS: oOxido nitrico sintase; NOX:
NADPH oxidase; PRDX: Peroxirredoxina; ROS: espécies reativas de
oxigénio; SOD: superoxido dismutase; SOD*: SOD (com mutac¢do); TF:
fator de transcricho; TRX: Tiorredoxina. * indicam dano
macromolecular) (KREUZ e FISCHLE, 2016).
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A geracdo de ERO ocorre durante o metabolismo oxidativo
fisioldgico na cadeia respiratéria mitocondrial. Sob condi¢des normais
95 - 98% do oxigénio molecular consumido pelas células é reduzido a
agua, porém, 2 - 5% do oxigénio sofre reducdo ao longo da cadeia
respiratoria, formando elementos intermediarios reativos, como os
radicais anion superdxido (‘02 (JUNIOR et al, 1998; FRIDOVICH,
1998). O ‘O, é considerado o principal produto da atividade
mitocondrial, uma vez que as demais ERRO sdo formadas a partir deste
radical. Embora seja considerado um radical pouco reativo e pouco
difusivel, pode estar associado a lesdes biologicas secundarias, dado que
é precursor de outras ERO. O HO;, apesar de ndo ser um radical livre, €
um metabdlito do oxigénio extremamente deletério, pois participa da
Reagdo de Fenton, que origina o radical hidroxila ("OH), o qual ¢é
altamente reativo. Além disso, o HO2 é capaz de atravessar camadas
lipidicas e se difundir pela célula e meio extracelular, modificando
residuos redox em algumas proteinas, caracterizando-o como um
segundo mensageiro redox, especialmente em baixas concentracbes
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997). O radical HOO' é considerado
mais reativo que o radical ‘O devido a sua maior facilidade em interagir
e propagar reacOes radicalares em membranas biologicas, entretanto
possui poder de oxidacdo menor do que o "OH. O "OH € um radical com
alta reatividade e extremamente deletério ao organismo devido a sua
meia-vida curta (YU, 1994), sendo associado a danos em DNA, RNA,
proteinas e lipidios de membranas celulares (VALKO et al., 2007).
Outra espécie reativa importante é o oxigénio singleto O, (*Ag), o qual é
conhecido por ser a forma mais reativa do oxigénio no organismo
humano, representando a forma excitada do oxigénio molecular e néo
possuindo elétrons desemparelhados no orbital externo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1990). Os alvos preferenciais do oxigénio singleto séo
0s acidos graxos; proteinas e DNA (DIPLOCK et al., 1998).

O nivel de ERO celular é estavel em um equilibrio dindmico e
esse equilibrio € modulado por processos celulares que produzem ERO
e 0s eliminam. O produto inicial da cadeia respiratoria mitocondrial é o
‘02- e pode ser rapidamente transformado em H.O: pela enzima
superdxido dismutase (SOD), sendo depois reduzido a agua através da
enzima catalase e/ou glutationa peroxidase (GPx). A NADPH oxidases
(Nox) catalisam a reducdo de NADPH-dependente de oxigénio para
formar o superoxido, que pode ser posteriormente dismutado e formar
H.O,. Enquanto isso, sabe-se que estimulos externos, incluindo TNF-«,
fator de crescimento epidérmico (EGF), IL-1p também estimulam a
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formacdo de ERO (TURRENS, 2003; BRAND, 2010; CLAUZURE et
al., 2014).

Dos componentes celulares, a membrana é a mais susceptivel a
acdo deletéria das espécies reativas, devido a peroxidacdo lipidica que
acarreta alteragbes na estrutura e na permeabilidade da membrana
celular com consequente perda de seletividade nas trocas idnicas. As
membranas celulares contém elevadas quantidades de acidos graxos
poliinsaturados, tornando-as alvos para o ataque de radicais livres, sendo
mais vulnerdveis ao processo de iniciacdo e propagacdo aqueles que
estdo nas membranas bioldgicas e no LDL do sangue, devido as suas
multiplas duplas ligagdes ao longo de sua cadeia. O dano oxidativo
resultar& na formacdo de ligagbes cruzadas entre proteinas e
fosfolipidios, destruindo o arranjo espacial da membrana e afetando sua
funcionalidade, as vezes irreversivelmente (SIES, 1985; CLARKSON e
THOMPSON, 2000; HONG et al., 2004).

A peroxidacdo lipidica descontrolada é um das principais fontes
de produtos citotdxicos, como os aldeidos, produzidos pela
decomposicdo de hidroperdxidos, os quais podem desempenhar
atividades mutagénicas (SEIFRIED et al., 2007). A interacdo entre
radicais livres e lipideos envolve reacfes em cadeia em trés etapas:
iniciagdo, propagacédo e terminacdo. Essas reagBes em cadeia podem ser
verificadas abaixo, onde: (L) representa lipideo.

LH + ‘OH (ou LO") - L* + H,O (ou LOH) - Iniciacdo

L'+ O, > LOO -> Propagacéo
LH + LOO" > L + LOOH - Propagacéo
LOO" +L" > LOOL - Terminagéo
LOO" + LOO" - LOOL + 03 - Terminagéo

Na etapa de iniciacdo ocorre o sequestro do hidrogénio do acido
graxo insaturado da membrana celular, podendo ser realizado pelo *OH
ou pelo radical alcoxil (O) com consequente formacdo do radical
lipidico L. Na propagacdo, o radical L' reage com O, resultando no
radical peroxil (LOO") que, por sua vez, sequestra um novo hidrogénio
de um acido graxo insaturado, tornando-o novamente L e dando
continuidade a etapa da propagagdo. O término da peroxidacdo lipidica
ocorre quando L' ou LOO" se propaga até se neutralizar (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

As moléculas proteicas também podem sofrer importantes
alteracbes por meio da acdo danosa das espécies reativas,
desencadeando o processo de oxidagdo dos aminoacidos, que alteram a
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capacidade funcional das proteinas (LEVINE et al, 1990). Uma
modificacdo oxidativa das proteinas predominante é a carbonilagdo, um
processo ndo enzimatico que resulta na formacdo, em sua maioria
irreversivel, de varios grupos carbonila na forma de aldeido ou cetona.
Estes grupos podem ser introduzidos na estrutura proteica em diferentes
locais e seguir certos mecanismos, 0s quais podem ser: 1) clivagem
oxidativa da cadeia principal da proteina; 2) oxidacdo direta das cadeias
laterais de prolina, arginina, lisina e treonina; 3) adicdo de espécies
carbonil reativas, geradas durante a peroxidacao lipidica (acroleina e/ou
malondialdeido) a cadeia lateral nucleofilica da cisteina, histidina ou
lisina, levando a formacdo de produtos finais avancados de lipoxidacéo
e; 4) adicdo de derivados de carbonil reativos (metilglioxal e/ou glioxal)
as proteinas geradas pela oxidacdo de agUicares; ascorbato; acidos graxos
poliinsaturados ou espécies de Base de Schiff (BERLETT e
STADTMAN, 1997; DALLE-DONNE et al., 2003; BACH et al., 2013).

Acredita-se que a carbonilagdo de proteinas desencadeie a
inativacdo funcional de proteinas celulares cruciais, por induzir a
agregacdo proteica e promover a inibicdo do proteassoma por produtos
de glicoxidacdo e peroxidacdo lipidica (SULTANA et al, 2013;
PIZZIMENTI et al., 2013). Os agregados de proteinas sdo uma
consequéncia direta de seus danos estruturais e podem, por sua vez,
modificar o metabolismo celular, influenciando na funcionalidade
celular. Portanto, a carbonilagcdo de proteinas € um biomarcador bem
reconhecido de doencas e contextos relacionados ao estresse oxidativo
(FENG et al., 2008; DALLE-DONNE et al., 2006).

Os grupos sulfidrila (SH), por sua vez, sdo considerados 0s
maiores e mais frequentes antioxidantes no plasma, sendo caracterizados
por um atomo de enxofre ligado a um &tomo de hidrogénio. Os tidis
formam tioéteres; tioacetais e tioésteres e participam de reacdes de
alquilagdo S, em que os tidis sdo facilmente alquilados resultando em tio
éteres e reacBes em que os tidis sdo facilmente oxidados por reagentes
como o iodo ou o bromo, gerando dissulfeto organico (R-S-S-R).
(KOLAGAL et al., 2009; GLANTZOUNIS et al., 2005).

Os tecidos apresentam mecanismos de defesa intrinsecos e
extrinsecos para neutralizar efeitos e evitar danos causados nas
biomoléculas pela producdo excessiva de ERO e ERN, os quais sdo
conhecidos como defesas antioxidantes. Os antioxidantes séo
responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos radicais
livres e oxidantes ndo radicalares nas células (BIANCHI e ANTUNES,
1999). De acordo com a definicdo proposta por Halliwell e Gutteridge
(1995) antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em


https://pt.wikipedia.org/wiki/Tio%C3%A9ter
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tioacetal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tio%C3%A9ster

32

baixa concentragdo comparada aquela do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo. O
sistema de defesa humano inclui antioxidantes produzidos no préprio
organismo e outros obtidos por meio de fontes externas (dietéticas), os
quais podem ser classificados como enzimaticos ou ndo-enzimaticos,
dependendo de sua estrutura. Os principais antioxidantes enzimaticos
existentes no organismo humano sdo a enzima superéxido dismutase
(SOD); glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Entre os
componentes ndo enzimaticos de defesa antioxidante, destacam-se
algumas vitaminas, minerais e flavondides, como vitamina A, C, E,
carotenoides, selénio, zinco, manganés, entre outros, 0s quais Sao
capazes de limitar a propagacdo das lesGes causadas pelas espécies
reativas (BIANCHI e ANTUNES, 1999; BARREIROS et al., 2006).

A enzima SOD esta presente em todas as células do corpo e ha
trés formas distintas em que ela se encontra no organismo: cobre/zinco-
dependente (Cu/Zn-SOD) conhecida como SOD1, localizada no
citoplasma; manganés-dependente (Mn-SOD), conhecida como SOD2 e
com localizacdo mitocondrial, e a SOD3 (Cu/zZnSOD), a qual é
extracelular. Ambas as formas catalisam a dismutacdo do radical &nion
superoxido, convertendo-o a H202 e O através da reacdo abaixo (YU,
1994; DIPLOCK et al., 1998).

2°02 + 2H+ — O2 + H02

Outra enzima antioxidante importante é a CAT, a qual converte
H.O. em oxigénio e agua, demonstrado na reacdo abaixo:

2 H0, — 2H,0 + O2

Ela estd presente em quase todos 0s organismos aerdbios e em
algumas células anaerdbias, controlando os processos de oxidacdo em
tecidos quando ocorre 0 aumento na concentracdo de H.O,. Possui uma
concentracdo elevada em eritrécitos e no figado (MASTERS et al.,
1986). A catalase estd localizada principalmente nos peroxissomos,
podendo estar em baixas concentracdes na mitocdndria e no nicleo
celular (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2006).

O estresse oxidativo pode induzir & uma despolarizacdo rapida
do potencial interno da membrana mitocondrial e subsequente
comprometimento da fosforilagdo oxidativa. Mitocéndrias danificadas
produzem mais ERO, particularmente o &nion superéxido e perdxido de
hidrogénio, os quais potencializam a propagacdo de ERO induzida pelas
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mitocdndrias. Durante a respiracdo celular, por exemplo, as ERO sé&o
inevitavelmente produzidas, o que pode causar danos oxidativos a
muitos componentes celulares, incluindo proteinas, acidos nucléicos e
membranas lipidicas de diversas organelas (ORRENIUS; GOGVADZE;
ZHIVOTOVSKY, 2007; WALLACE, 2005; TURRENS, 2003).

Durante as condicOes celulares em estado estaciondrio, os niveis
intracelulares de ERO sdo rigidamente regulados para manter a
homeostase por sistemas de defesa antioxidante, incluindo: catalase;
SOD; glutationa peroxidase (GPx); glutationa redutase (GRY);
peroxirredoxinas (Prx) e tiorredoxina (Trx) (Figura 5) (WANG et al.,
2013).
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SOD3
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Figura 5: Manutencdo celular da homeostase redox. Sendo: ETC
(cadeia de transporte de elétrons mitocondrial); NOX (complexo
NADPH oxidase) ligado a membrana e ao ER (reticulo endoplasmatico)
(WANG et al., 2013).

A enzima GPx cataliza a redugéo de H.O2 em H.O, utilizando a
glutationa na sua forma reduzida (GSH) como substrato:

H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0

A GPx possui isoformas intra e extracelulares, com papel
central na decodificacdo dos perdxidos gerados nos sistemas biolégicos,
principalmente nos peréxidos de hidrogénio e hidroperoxidos organicos,
catalisando a reducdo de HO,. Esta enzima utiliza o grupo sulfidril da
glutationa reduzida (GSH), que pode ser regenerada pela interacdo da
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glutationa oxidada (GSSG) com NADPH através da glutationa redutase
(GR). A regeneracdo da GSH favorece a manutencdo da concentracdo
intracelular elevada de GSH em relagio a GSSG (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo formado pelos
aminoacidos glicina; cisteina e &cido glutdmico. Quando oxidada na
reacdo, ha interligacdo de duas moléculas do tripeptideo por uma ponte
dissulfeto, formando GSSG (Figura 6). A queda nos niveis enddgenos
de GSH podem prejudicar as defesas celulares contra a agéo toxica dos
radicais livres. As células integras mantém uma razdo elevada de
GSH/GSSG para garantir a disponibilidade de GSH. Para tanto, ¢
necesséria a constante regeneracdo de GSH, a qual se dara por meio da
acdo da enzima GR (ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2004).

Glutationa Reduzida

(GSH)
}/‘\ 0,
NADP H,0,
Glutationa Oxidase
(GSH-Ox)
NADPH + H* 2H,0
Glutationa Redutase H,0, 4/ Glutationa Peroxidase
(GSH-Rd) (GSH-Px)
k Glurtationa Oxidada /
(GSSG)

Figura 6: Ciclo catalitico da Glutationa. (ROVER; HOEHR;
VELLASCO, 2004).

Apds exposicdo da GSH as espécies reativas, ocorre sua
oxidacdo a GSSG, via glutationa oxidase (GSH-Ox), gerando H>O2. A
GPx catalisa a reducdo do H202 e 0 excesso de GSSG resulta em um
ambiente oxidante, favorecendo a formacéo de pontes dissulfeto (-SS)
em proteinas, alterando sua conformacdo e, eventualmente, alterando
suas fungbes. Entretanto, esta oxidacdo pode ser revertida pela agdo
antioxidante da GSH. A GR ndo age diretamente na remocdo dos
radicais livres, porém é responsavel pela recuperacdo da GSH na
presenca de NADPH, tal recuperacdo tem como objetivo impedir a
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paralisacio do ciclo de GSH-GPx-GR (ROVER; HOEHR;
VELLASCO, 2004). Em condi¢bes de excesso de agentes oxidantes
e/ou deficiéncia do sistema antioxidante, ha o desequilibrio entre o
consumo de GSH e a producdo de GSSG, caracterizando o estresse
oxidativo (ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2004).

1.4 ALTERACOES OXIDATIVAS ASSOCIADAS A “DEPLECAO”
DE HORMONIOS SEXUAIS FEMININOS

Massafra e colaboradores (2000) avaliaram as enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx), durante o ciclo menstrual de mulheres. Coletaram o
sangue em diferentes periodos do ciclo e avaliaram as enzimas nos
eritrocitos. Foi observado que no periodo de pico do estradiol ha alta
atividade da enzima GPx, o que ndo ocorreu no periodo em que havia
baixa concentracdo deste hormonio; ao passo que SOD e CAT ndo
foram alteradas. Estes achados indicaram que a producdo fisiologica de
E2 pelos ovaérios durante o ciclo hormonal pode ter um papel importante
na regulacéo eritrocitaria da atividade da GPx.

Em um estudo realizado por Kolesnikova et al. (2015), foram
avaliadas 119 mulheres com idades entre 21-61 anos, sendo 37
consideradas na idade reprodutiva (26,3 + 0,27 anos); 41 na peri-
menopausa (49,1 + 0,32 anos) e 41 na pos-menopausa (56,3 + 0,45
anos). Os resultados mostraram que a atividade antioxidante total no
soro foi reduzida em 26% em mulheres na pds-menopausa em
comparacdo com as reprodutivas, ndo havendo diferenca estatistica nos
niveis de GSH, enquanto que, os niveis de glutationa oxidada
aumentaram na peri-menopausa em 21% das mulheres e na pds-
menopausa em 19%, quando comparados com mulheres em idade
reprodutiva, indicando desbalango proé-oxidativo.

No trabalho realizado por Ha (2004), o estresse oxidativo
induzido por ovariectomia aumentou os niveis de MDA, um dos
compostos marcadores no processo de peroxidagdo lipidica. Morrone et
al. (2016) trouxe em seu trabalho que animais OVX demonstraram uma
diminuicdo no potencial de remocéo de radicais livres ndo enziméticos,
detectados no soro e no figado, sendo que no figado, a atividade de GPx
diminuiu nas amostras dos animais OVX quando comparado aos
animais Sham. As atividades das enzimas SOD e CAT nos grupos OVX
ndo se alteraram. Os niveis de TBARS e proteinas carboniladas
aumentaram nos eritrocitos de animais OVX tratados com veiculo,
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enquanto que, valores ndo proteicos e proteicos diminuiram quando
comparados aos animais Sham, sugerindo que estas mudangas se devem
a um estado pro-oxidante tipico, danificando ambas as proteinas e
lipidios no sangue destes animais OVX.

1.5 ALTERACOES METABOLICAS E INFLAMATORIAS NA
MENOPAUSA

A inflamagdo é um processo fisioldgico acionado toda vez em
gue um agente agressor bioldgico, fisico ou quimico ultrapassa uma
barreira priméaria de defesa do corpo humano, a camada epitelial e/ou
endotelial e suas estruturas especializadas, possuindo o objetivo de
recompor a homeostase do tecido lesado através da ativagdo dos
componentes especificos e ndo especificos da imunidade. Inicialmente,
sdo importantes o processo de reconhecimento e a geracdo de células
efetoras e seus produtos (citocinas e anticorpos), envolvendo a acéo de
células fagociticas e de mediadores, bem como a migracdo destas
células para o sitio lesionado (GALLIN et al., 1999; PAUL, 1998).

Muitos estudos demonstraram que o declinio da funcdo
ovariana na menopausa estd associado com simultaneas elevacdes de
citocinas  pro-inflamatorias, incluindo: IL-18, IL-6 e TNF-a
(PFEILSCHIFTER et al., 2002). Um dos possiveis efeitos sistémicos
causados pela queda do E2 é o surgimento e manutencdo de ambientes
séricos e teciduais pré-oxidantes e pro-inflamatdrios. Sabe-se que o E2
atua como um antioxidante enddgeno e sua reducdo estd associada a
uma ineficiéncia na remogdo das ERO (MIQUEL et al., 2006). Uma
plausivel definicdo para o quadro de estresse oxidativo seria 0 aumento
da produgdo das espécies reativas concomitante a uma ineficiéncia dos
sistemas antioxidantes, resultando em um excesso de ERO
(HALLIWELL e GUTERIDGE, 2007).

A falta de E2 também pode levar a reducdo de sensibilidade a
insulina. Quando isso ocorre é necessario que o0 pancreas secrete mais
insulina a fim de estimular a captacdo de glicose pelas células menos
sensiveis a insulina. Logo, hd mais insulina circulante, isto resulta em
um aumento da lipogénese e de triglicerideos, os quais sdo o principal
fator de risco cardiovascular em mulheres. Além disso, flutuacGes
hormonais presentes durante a menopausa favorecem néo s6 o aumento
do peso corporal, como também maior adiposidade abdominal devido a
redistribuicdo do tecido adiposo (BINFA et al.,2001; CARVALHEIRA
et al,, 2006). Quando ocorre aumento da adiposidade corporal, uma
desregulacdo na expressdo génica e secrecdo de adipocinas séo
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observadas, resultando em disfungdes metabdlicas associadas a
obesidade, tais como hipertensdo, diabetes e dislipidemias (VIRTANEN
e LIDELL, 2009; YAMAUCHI et al, 2002). A inflamacao parece estar
associada a etiologia destas doencas e 0 desenvolvimento de um estado
inflamatorio crénico de baixo grau é considerado um fator de risco para
algumas doencas, principalmente as mencionadas anteriormente
(TRAYHURN e WOOD, 2004; HAUNER, 2005). O aumento da
adiposidade abdominal pela redistribuicdo do tecido adiposo facilita a
mobilizacdo de &cidos graxos para o figado, causando desequilibrios na
funcdo hepatica, além de promover o surgimento de complicacbes
metabdlicas  (BOUCHARD; DEPRES; MAURIEGE,  1993;
WAJCHENBERG, 2000).

O acumulo de gordura visceral é um fator preocupante, sabendo
que a deposicdo de gordura, além de possuir um papel fundamental no
desenvolvimento da sindrome metabdlica, resulta em um aumento na
producdo local de citocinas pro-inflamatérias e consequente liberacao na
corrente sanguinea de TNF-a, IL-1p e principalmente IL-6
(PFEILSCHIFTER et al., 2002). Os adipdcitos derivados da regido
visceral podem ser responsaveis por aumentar de duas a trés vezes o
contelido sérico de IL-6 (FRIED; BUNKIN; GREENBERG, 1998).

O TNF-a é uma citocina multifuncional que apresenta a
capacidade de regular varios processos celulares e bioldgicos tais como:
funcdo imunolégica, diferenciacdo, proliferacdo, apoptose celular e
metabolismo energético. 1sso sugere que ele apresente funcdo endocrina
por mediar sinais autocrinos e parécrinos. Essas funcgBes enddcrinas
dependem da manutencgéo dos seus niveis circulantes, o que geralmente
ocorre na presenca de doengas catabolicas como sepse e cancer. As
aces do TNF-a nos adipocitos podem alterar o metabolismo lipidico
através da inibicdo da absorcdo dos &cidos graxos livres na lipogénese e
estimulacdo da lipdlise com a hidrélise e lancamento dos mesmos na
corrente sanguinea. Dessa forma, TNF-a derivado do tecido adiposo
pode contribuir para o desenvolvimento de dislipidemias e resultar em
complicacBes metabolicas (SETHI e CAWTHORN, 2007).

O TNF-a participa da migragdo de monocitos e sua conversao
em macrofagos na parede endotelial, por meio da ativagdo do NF-kB,
gue modula uma série de alteracdes inflamatérias no tecido vascular,
como a expressdo da molécula de adesdo na superficie das células
endoteliais e musculares lisas. Além disso, induz a hipertrigliceridemia
por meio do estimulo da sintese da lipoproteina de densidade muito
baixa (VLDL), paralelamente & diminuicdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) (HERMSDORFF e MONTEIRO, 2004).
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A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina com atuagdo tanto na
resposta imune inata como na adaptativa. Ela é sintetizada por
mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta
a microrganismos e também pela estimulagdo de outras citocinas,
principalmente IL-1e TNF-a (SOUZA et al., 2008). Normalmente, a IL-
6 € expressa em niveis baixos, exceto durante infeccfes, trauma ou
outros fatores estressantes. Entre os vérios fatores que regulam a
expressdo do gene da IL-6, estdo o E2 e a testosterona. Apos a
menopausa ou andropausa, 0s niveis de IL-6 sdo elevados mesmo na
auséncia de infecglo, trauma ou estresse. No tecido adiposo, a IL-6
aumenta o processo de lipdlise, aumentando dessa forma a mobilizacdo
de écidos graxos livres na circulagdo. Em doengas como a obesidade 0s
niveis de IL-6 estdo aumentados, sendo um importante preditor de
anormalidades no adip6cito e metabolismo sistémico (TRUJILLO et al,
2004).

Concentragdes elevadas de IL-6, por exemplo na obesidade,
estdo associados com a expressdo aumentada de proteina-C reativa
(PCR), e sabe-se que a IL-6 é o principal mediador que estimula a
expressdo do gene para PCR (COPPACK, 2001). Tal conclusdo foi
observada inicialmente por Visser et al. (1999) em um estudo que
avaliou as concentracfes de PCR em individuos adultos com sobrepeso
e obesidade. A PCR em quantidades elevadas, por sua vez, esta
correlacionada com quantidades elevadas de marcadores de peroxidacdo
lipidica (BLOCK et al., 2002), mostrando uma associacdo entre estresse
oxidativo e inflama¢do em um mesmo contexto.

1.6 REPOSICAO HORMONAL: BENEFICIOS E LIMITACOES

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) tem sido alvo de muita
discussdo desde 1960, periodo este em que se prescrevia
estrogenoterapia isolada para mulheres menopausicas, levando muitas
vezes ao surgimento de complicacfes endometriais (ROZENBERG;
VANDROMME; ANTOINE, 2013). Porém, ensaios clinicos
randomizados concluem que a TRH de qualquer tipo proporciona alivio
dos sintomas climatéricos durante a pds-menopausa, ndo havendo
tratamento alternativo que produza efeito semelhante (SKOUBY et al.,
2004), muito embora nem todos 0s pacientes respondam ao tratamento.

O tratamento com a TRH pode gerar, dependendo da duracéo e
da dose utilizada, aumento do risco de hiperplasia e de cancer do
endométrio e mama, e eventos tromboembolicos, especialmente quando
utilizados estrogénios isolados. Quando a reposicdo é administrada por
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via oral, pode ocorrer aumento de triglicerideos séricos, bem como
aumento do risco de coledocolitiase, litiase na vesicula biliar e risco de
broncoespasmos, e eventos trombdticos (CIRILLO et al., 2005). Este
aumento esta relacionado com a dose, sendo relacionado apenas para
doses de estrogénios equinoconjugados de 0,625 mg/d (ANDERSON et
al., 2004).

Diferentes terapias hormonais, mesmo dentro da mesma classe,
podem ter diferentes efeitos nos orgaos-alvo. A formulagdo apropriada;
dose e a via de administracdo da progesterona sdo necessarias para
combater os efeitos proliferativos do estrogénio sistémico no
endomeétrio. Por exemplo, na via transdérmica de administracéo, ndo ha
envolvimento com o figado, sendo esta uma maneira de reduzir o risco
de doenca da vesicula biliar. Sendo assim, é indicado o uso da terapia de
reposicdo hormonal, segundo FDA, para sintomas vasomotores como o
excesso de calor, prevencdo da osteoporose, hipoestrogenismo
prematuro e sintomas geniturinarios na menopausa. A TRH na atencdo a
salde das mulheres passou por muitas mudancas. Dados mais recentes
mostram que mulheres mais jovens (com idade inferior a 60 anos)
geralmente saudaveis no inicio da menopausa possuem um perfil de
risco-beneficio muito favordvel ao usar a TRH. De fato, o beneficio da
mortalidade por todas as causas, que é semelhante ao relatado em
estudos observacionais h4 muitos anos, faz um forte argumento para
considerar a TRH para a prevencdo primaria em mulheres jovens
(LOBO, 2017).

Entretanto, sabe-se que muitas mulheres ainda ndo respondem a
TRH ou ndo sdo elegiveis devido aos danos ja relatados acima. Com
isto, 0 uso de substancias com atividade antienvelhecimento celular,
incluindo extratos vegetais com propriedades antioxidantes e/ou
antioxidantes puros, vém sendo estudado como potenciais adjuvantes
terapéuticos com a meta de retardar o desbalango sistémico e a
progressdo das doencas e disfuncBes associadas a menopausa.
Especialmente em relagdo a suplementacdo com antioxidantes, tema
deste trabalho, pois pouco se sabe sobre o seu real impacto na salde,
mesmo ap6s mais de trinta anos de pesquisa em outros contextos
biolégicos (CONTI et al., 2016).
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1.7 ACIDO-a-LIPOICO (LA) E N-ACETILCISTEINA (NAC)

O écido-o-lipdico livre (LA) tem a capacidade de eliminar
superdxido; peréxido de hidrogénio; radicais hidroxila e peroxinitrito,
também é capaz de reciclar a glutationa (GSH); a-tocoferol e o &cido
ascorbico. O LA pode atuar tanto na fase hidrofilica como na porcéao da
membrana hidrofébica, sendo um produto natural que é sintetizado in
vivo e esta covalentemente ligado a um residuo de lisina. E um cofator
para as enzimas mitocondriais piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato
desidrogenase e desempenha um papel importante no metabolismo
energético mitocondrial (KOUFAKI, 2014).

Especificamente, o LA transfere o grupo acetil formado pela
descarboxilacdo oxidativa do acido pirdvico na CoenzimaA. O NAD+ é
0 agente oxidante e a reacdo produz um equivalente de NADH na
mitocondria, iniciando as reagdes do ciclo de Krebs, podendo exercer
efeitos antioxidantes extinguindo as ERO; poupando as vitaminas
antioxidantes C e E; inibindo a peroxidacdo lipidica; quelando ions de
metais de transicdo e aumentando os niveis intracelulares de glutationa
via ativacdo de NRF2 (PACKER e CADENAS, 2010; FRATANTONIO
et al., 2018; FAYEZ; ZAKARIA; MOUSTAFA, 2018).

Alguns estudos documentaram um efeito positivo do LA no
metabolismo do tecido 6sseo (AKMAN et al. 2013; POLAT et al.
2013). H& et al. (2006) revelaram que o LA restringiu a formagdo dos
osteoclastos dependentes de IL-1 inibindo a sintese de prostaglandinas
E2 (PGE2), enquanto Zhang e Frei (2001) observaram uma diminui¢&o
no nivel de TNF-a na expressdo de RANKL (receptor ativador do fator
nuclear NF-kB ligante).

O LA contém dois grupos tiol (enxofre) em sua estrutura, 0s
quais podem ser oxidados ou reduzidos. Também contém um carbono
assimétrico, ou seja, o LA pode existir como um dos dois isomeros
oOpticos possiveis, também chamados enantiémeros. Esses enantibmeros
sdo imagens espelhadas um do outro, apenas a estrutura quimica abaixo
é endogenamente sintetizada (Figura 7) (REED, 2001; SMITH et al.,
2004).
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Figura 7: Estrutura quimica do Acido-o-lipdico. (Retirado de:
<https://Ipi.oregonstate.edu/mic/dietary-factors/lipoic-acid>).

A NAC ¢ derivada da N-acetil da L-cisteina e é rapidamente
absorvida por via oral, embora sua biodisponibilidade oral total seja
baixa (~ 9%). Este composto atravessa a barreira hematoencefalica,
embora sua eficiéncia possa depender da dose; administracdo e
formulagdo. A NAC é oxidada de L-cisteina para cisteina, a qual esta
envolvida na regulacdo dos niveis de glutamato extracelular, sendo
permeavel a membrana celular e reduzido a cisteina intracelularmente,
componente chave da GSH (WINK et al., 2016).

Por décadas, a NAC vem sendo utilizada no tratamento de
condicOes de overdose, como por exemplo, overdose por acetaminofeno,
bem como é utilizada como um mucolitico em doencas pulmonares e
protetor renal na nefropatia induzida por contraste (CLARK et al.,
2010). Pode influenciar na atividade de vérios fatores de transcricéo,
incluindo 0 aumento de NF-kB, sendo observado em modelos de doenca
de Parkinson, bem como a inibicdo de NF-kB, em células gliais, sendo
uma proposta de tratamento neuroprotetora (ZAFARULLAH et al.,
2003). Possui um grupo tiol (SH) em sua estrutura quimica.
Grupamentos tidis tem um papel importante em sistemas biol6gicos,
pois é um grupo facilmente oxidavel e este aspecto pode ser ressaltado
no aminoacido cisteina da NAC, por exemplo. Quando oxidada, a
cisteina forma a cistina, transformando o tiol (-SH, forma reduzida) em
uma ponte de dissulfeto covalente (-S-S-, forma oxidada), que fornece
maior estabilidade e resisténcia a quebra da proteina que contém o
aminoacido (JYOTHI; PASHA, 2014).
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Figura 8: Estrutura quimica da N-acetilcisteina. (JYOTHI e PASHA,
2014).

HIPOTESE

A hipétese deste trabalho é que o estresse oxidativo associado a
deplecdo estrogénica colabora com as alteracGes oxidativas, metabélicas
e inflamatorias observadas no periodo da menopausa e pds-menopausa.
Como o estresse oxidativo estd envolvido na geracdo e manutenco do
estado inflamatério, e estes também se correlacionam com alteragGes
metabdlicas, a suplementacdo com antioxidantes poderia reverter, ou
pelo menos retardar, o desenvolvimento de algumas disfungdes
fisioldgicas observadas ao longo desta fase do decaimento hormonal e
envelhecimento celular.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da administracdo dos antioxidantes N-

Acetilcisteina e  Acido-o-Lipoico sobre parametros oxidativos,
metabolicos e inflamatérios em ratas Wistar ovariectomizadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Comparar o impacto da ovariectomia de curto e longo prazo
sobre parametros oxidativos, metabdlicos e inflamatdrios em
ratas Wistar;

Avaliar par@metros de estresse oxidativo como o dano em
lipideos (TBARS), proteinas (carbonilacdo e tidis proteicos) e
0s niveis do potencial antioxidante reativo total (TRAP), niveis
de glutationa (GSH/GSSG), assim como a atividade das
enzimas antioxidantes (catalase; superdxido dismutase e
glutationa peroxidase) e glutationa redutase em figado, coragéo
e rim;

Determinar parametros metabdlicos como ganho de peso,
gordura retroperitoneal, marcadores lipidicos séricos (colesterol
total e suas fracbes e triglicerideos), glicemia e marcadores
séricos de toxicidade;

Quantificar os niveis séricos das citocinas pro-inflamatorias
(TNF-o/IL-6);

Avaliar o efeito da NAC e LA sobre o imunocontelido/ativacdo
do fator de transcricdo antioxidante NRF2;

Avaliar se NAC e LA possuem efeitos similares ao E2, in vitro
e ex vivo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS

Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF), Glutationa reduzida
(GSH), Dodecil sulfato de sodio (SDS), EDTA, Epinefrina, Acido
tiobarbitdrico (TBA), 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH), Acido 5,5’-
ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB), 2,2’-azobis-(2-
metilpropanoamidina) (AAPH), NADPH, Guanidina, 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium)] (MTT). Os reagentes utilizados na cultura celular,
como solugdes de DMEM, antimicotico:antibidtico e tripsina/ EDTA,
N-acetilcisteina  (NAC) e metilmetano-sulfonato (MMS) foram
adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, USA). Para os tratamentos
animais, a N-acetilcisteina (NAC), Acido-a-Lipoico (LA) e 17-B-
Estradiol (E2) foram adquiridos da Essentia Pharma (Santa Catarina,
Brasil). Os kits de ensaios bioquimicos, ELISA e Western Blotting estéo
descritos abaixo.

3.2 OVARIECTOMIA BILATERAL (OVX)

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com o Guia do Instituto Nacional de Salde para Cuidados e Uso
de Animais de Laboratdrio, sendo aprovados pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (Protocolo da CEUA-UFSC: 2231170317). Ratas (90
dias, 160-230 g) foram obtidos através de uma coldnia prépria de
reproducdo do Biotério Central (UFSC). Os animais foram separados
em grupos de cinco com alimento e agua ad libitum, sendo mantidos em
ciclo de 12 horas claro-escuro (7-19h) em uma sala com temperatura
controlada (23 £ 1°C) ao longo do experimento. Antes do inicio de
qualquer experimento os animais permaneceram ambientados por duas
semanas no biotério.

Para ovariectomia bilateral (OVX), os animais foram
anestesiados por injegcdo intraperitoneal de cetamina (90 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg), e ambos os lados dorsolateral do abddmen foram
raspados e esterilizados com 70% etanol/iodo. Para a retirada de cada
ovario foi realizada uma pequena incisdo (~ 1 cm) feita na pele e no
musculo, em seguida, o ovario foi localizado e foi realizada uma sutura
estéril em torno do corno uterino. O ovario foi removido e, em seguida,
os cortes do musculo e da pele foram suturados com a sutura Catgute
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4.0. Os animais Sham foram igualmente manipulados, entretanto sem a
remocdo dos ovarios.

Ap0s a cirurgia, os animais permaneceram por 6 horas em um
ambiente aquecido para a recuperagdo e, em seguida, foram reagrupados
em suas respectivas caixas. Foi administrado Acetominofeno (150
mg/kg/dia, por gavagem) por quatro dias com o objetivo de controle da
dor no pos-operatorio.

3.3 TRATAMENTO

Cinco dias apds os procedimentos cirdrgicos, os animais foram
randomizados e deu-se inicio ao tratamento. As ratas Wistar foram
divididas em grupos sham-operados (n = 8/grupo); OVX (n = 8/grupo) e
OVX + E2 (E2: 17-B-estradiol, 25 pg/kg/dia; n = 6, e dose baseada em
MA'Y. L. et al (2013)).

Os animais foram mantidos por 15 ou 60 dias p6s-OVX,
conforme demonstra o esquema da Figura 9 A (linha do tempo
superior). Para avaliar o impacto de NAC/LA sobre a OVX, um total de
47 ratas Wistar foram divididas do seguinte modo: Sham (tratado com
veiculo, n = 7); OVX (tratado com veiculo, n = 8); OVX + NAC 10
(NAC 10 mg/kg, n = 8); OVX + NAC 25 (NAC 25 mg/kg, n = 8); OVX
+ LA 25 (LA 25 mg/kg, n = 8); OVX + LA 50 (LA 50 mg/kg, n = 8).
Todos foram administrados por gavagem (0,5 mL/rata), sendo realizada
em dias alternados durante um total de 60 dias (Figura 9 A - linha do
tempo inferior). Os compostos NAC e LA foram preparados
dissolvendo-os em solugdo salina tamponada com fosfato 50 mM,
aumentando a solubilidade com 1 N NaOH, e ajustando para um pH
final ~ 7. Os tratamentos foram preparados todos os dias a fresco. O 17-
B-estradiol foi dissolvido em 6leo de gergelim e administrado por via
subcuténea (100 pl/rata).

O peso corporal foi monitorado semanalmente e o delta do
ganho de peso corporal foi expresso em g% (g por 100 g de peso
corporal) em comparacdo com o peso corporal do dia da cirurgia OVX
(protocolo dia 0 — Figura 9 A).

3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

Ao final dos tratamentos, os animais foram eutanasiados por
anestesia seguida por decapitacdo, ndo sendo submetidos a jejum antes
da coleta de sangue. Amostras de sangue total foram coletadas em tubos
de EDTA, e parte foi colhida sem anticoagulante para separacéo do soro
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por centrifugagdo (1.300 x g, 10 minutos) e armazenada a -80°C. O
Utero foi cortado acima da juncéo cervical e pesado. O tecido adiposo
foi dissecado na regido retroperitoneal e ponderado pelo peso total de
cada animal (g%). Além de amostras de sangue, cerca de 300 a 400 mg
dos tecidos - figado, coracéo e rim - foram coletados e homogeneizados
em 1,5 mL 10 mM PBS (pH 7,4) contendo 1 mM PMSF, seguido de
centrifugacdo a 10.000g/15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado
em diferentes tubos e armazenado a -80°C, minimizando os efeitos de
congelamento e degelo na atividade das enzimas. O método de Lowry
foi utilizado para quantificacdo de proteinas.

3.5 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Colesterol sérico (total), lipoproteina de alta densidade (HDL),
triglicérides, alanina aminotransferase (ALT), atividade de fosfatase
alcalina (ALP), creatinina e glicose em amostras de soro foram
quantificadas por meio de kits comerciais (Labtest, Brasil) de acordo
com as instrucbes do fabricante. A fosfatase alcalina 6ssea, que é
termolabil, foi estimada pela diferenca entre a atividade de ALP sérica
total e a atividade dosada apds o aquecimento das amostras (56°C por 15
minutos); para desnaturagdo da isoforma Ossea. Todas as andlises
colorimétricas foram realizadas em um espectrofotometro (SpectraMax®
Paradigm® Multi-Mode Detection Platform). As analises do hemograma
foram realizadas em amostras de sangue fresco coletadas em EDTA
usando o equipamento ABX Micros 60, HORIBA ABX Diagnostics
(Montpellier, Franca).

3.6 ELISA: TNF-o, IL-6 e 17-B-estradiol

Os niveis séricos de TNF-o, IL-6 e E2 foram quantificados por
ELISA de acordo com as instrucdes do fabricante. Sendo: kit IL-6
ELISA de rata (RAB0311), kit ELISA de TNF-o de rata (RAB0479)
Sigma-Aldrich. Kit ELISA de 17-B-estradiol (ab108667) Abcam.

3.7 PRODUTOS FINAIS DE LIPOPEROXIDAGAO (TBARS)

A oxidacdo lipidica enddgena foi estimada pela determinacéo
das substéncias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS), de acordo
com o método descrito por Draper e Hadley (1990). As amostras (~ 5
mg de proteina) foram incubadas na presenca de 10% do acido
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tricloroacético (TCA) para precipitacdo das proteinas e depois foram
centrifugadas a 10.000 x g durante 15 minutos. Os sobrenadantes foram
coletados e colocados para reagir com o &cido tiobarbitirico (TBA)
0,67%, em banho-maria (80°C), produzindo assim uma Base de Schiff
de coloracdo rosa, a qual foi medida a 532 nm em espectrofotdmetro. Os
niveis de TBARS foram expressos como nmol/mg de proteina.

3.8 CARBONIL (PROTEINAS CARBONILADAS)

A modificacdo oxidativa das proteinas foi medida por meio da
quantificagdo dos grupos carbonila, como previamente descrito por
Levine et al. (1990). De ~ 2 a 5mg de proteinas foram incubadas na
presenca de DNPH 10 mM e HCI 2 M, durante uma hora & temperatura
ambiente. Em seguida, as proteinas foram precipitadas com TCA 20%,
centrifugadas a 13.500 g por 5 minutos e lavadas 3 vezes com
etanol/acetato de etila (1:1). Ao final das lavagens os pellets foram
ressuspendidos e solubilizados com Guanidina 6 M (pH 6.0). As
amostras foram lidas em 380 nm em um espectrofotdbmetro. Os
resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

3.9 TIOL REDUZIDO TOTAL (R-SH)

Este método tem como principio a reacio do Acido 5,5’-ditio-bis-
(2-nitrobenzdico) 10mM, conhecido por DTNB ou Reagente de Ellman,
com o0s grupamentos SH das proteinas e outros compostos tidis como a
Glutationa. As amostras (~ 100 a 200 pg proteina) foram diluidas em 10
mM PBS (180 uL), adicionando-se 35 pL de tampdo de acido borico
(100 mM de écido hérico, 0,2 mM EDTA, pH 8,5) e, apds, 10 uL de 10
mM DTNB foi adicionado e incubado durante uma hora a temperatura
ambiente. As amostras foram lidas em um espectrofotémetro a 412 nm,
e as leituras comparadas com amostras “branco controle” incubadas sem
DTNB Foram utilizadas curvas padrdo de NAC para o calculo do teor
de tidis reduzidos. Os resultados foram expressos como nmol R-SH/mg
de proteina (ELLMAN, 1959).

3.10 QUANTIFICAGAO DE GLUTATIONA (GSH)

Foram medidos fluorometricamente de acordo com o protocolo do
Kit de ensaio Glutathione (GSH/GSSG/Total) Fluorometric Assay Kit
(BioVision Incorporated, CA). As amostras preservadas em 4cido
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perclérico foram neutralizadas com KOH, foram adicionadas a um meio
contendo tampdo fosfato 0,1 M e EDTA 50 mM (pH 8.0). Para a
determinagdo de GSH, 10 pl da sonda OPA foi adicionada as amostras e
incubadas por 40 min em temperatura ambiente. O produto fluorescente
GSH-OPA foi medido fluorometricamente com excitacdo em 350 nm e
emissdo em 420 nm. Para Glutationa total (GSH+GSSG) as amostras
foram previamente reduzidas com Mix de Reagente Redutor antes da
reacdo com OPA. Os valores de fluorescéncia foram normalizados por
proteina (UFR/mg de proteina) e expressos em % em comparagao com 0
grupo sham.

3.11 MEDIDA DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES TOTAIS NAO
ENZIMATICAS (ENSAIO TRAP)

O ensaio TRAP foi usado como uma estimativa de antioxidantes
ndo enzimaticos presentes nas amostras. Este método avalia a
capacidade das amostras para eliminar os radicais peroxil gerados
através da decomposicdo de AAPH (2,2’-azobis [2-amidinopropano])
em 0,1 M de tampdo glicina (pH 9.0). Os radicais peroxil ndo-inibidos
reagem com o luminol e a leitura é feita por quimiluminescéncia. Foi
preparado uma solu¢cdo de AAPH e adicionado luminol (100 % de
luminescéncia) e, apds duas horas para a estabilizacdo do sistema,
adicionou-se 10, 20 e 50 pg de amostra, monitorando a
quimioluminescéncia por 70 minutos. Para cada tempo cinético, 0s
valores de luminescéncia foram transformados em porcentagem em
relacdo ao sistema e a &rea sob a curva foi usada para calcular a
porcentagem de eliminagdo de peroxil, quanto mais baixo o valor da
area sob a curva, maior € a presenca de antioxidantes ndo enzimaticos na
amostra. Utilizou-se o antioxidante Trolox 100 nM como controle
positivo (LISSI et al., 1995; EVELSON et al., 2001; DRESCH et al.,
2009).

3.12 ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

Foi determinada medindo a taxa de oxidacdo de NADPH no
espectrofotdmetro a 340nm. O meio de incubagdo enziméatico continha
GSH, NADPH, glutationa redutase (GR) e terc-butil-hidroperoxido
como substratos em tampao (20 mM tampéo de fosfato de potassio, pH
7.2, EDTA 2 mM e azida sodica 0.8 mM). A taxa de diminuicdo da
absorbtividade foi monitorada por um total de 9 minutos, com leituras
sendo realizadas em intervalos de 30 segundos. O decaimento linear da
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cinética foi selecionado e a atividade da GPx foi expressa em mU/mg de
proteina (1 U = 1 umol de NADPH oxidado por minuto a 25°C, pH 7.0),
utilizando o coeficiente de extingdo molar de NADPH a 340 nm (6,22
mM-1cm-1) (WENDEL, 1981).

3.13 ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUTASE (GR)

Foi determinada monitorando o decaimento da absorbancia de
NADPH a 340 nm. O sistema de incubacdo consistiu em tampéao de
fosfato de potéssio 100 mM, pH 7.6, EDTA 1mM, glutationa oxidada
(GSSG) e NADPH. O decaimento na absorbancia de 340 nm foi
monitorada em um tempo total de 5 minutos, com leituras realizadas em
intervalos de 15 segundos, a 25°C. A partir da porcdo linear da curva, a
atividade enzimética foi calculada e expressa em nmol de NADPH
consumido por minuto por mg de proteina, utilizando o coeficiente de
extinggo molar de NADPH a 340 nm (6,22 mM-1cm-1)
(MANNERVIK; 1999).

3.14 ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A atividade da CAT foi avaliada através do decaimento da taxa
do perodxido de hidrogénio em 240 nm (UV) de acordo com o protocolo
de Aebi (1984). A incubacdo foi realizada em tampdo fosfato 10 mM
(pH 7.0) contendo H.0. 25 mM, a 25°C. A cinética de degradagdo de
H.O, foi monitorada em um tempo total de 5 minutos, com leituras em
intervalos de 30 segundos. A partir da porcdo linear da curva, a
atividade enzimatica foi calculada e expressa em U/mg de proteina
usando o coeficiente de extingdo molar de H202 a 240 nm (43.6M-1cm -
1), sabendo-se que 1U CAT degrada 1 pmol H.O. por minuto a 25°C.

3.15 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade total da SOD (isoenzimas SOD1/2/3) foi avaliada
por meio da inibicdo da autooxidacdo da adrenalina dependente de
superdxido em um espectrofotdmetro a 480 nm. A absorbancia foi
monitorada por um periodo total de 5 minutos, com leituras em
intervalos de 30 segundos. Quatro quantidades de proteina (5, 10, 20 e
30 pg) foram testadas e 1 U SOD foi expressa como a quantidade de
amostra necessaria para 50 % de inibicdo da formag&o de adrenocromo
(CoHyNO3). Os dados foram expressos como U SOD/mg de proteina
(MISRA; FRIDOVICH, 1972).
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3.16 CULTURA CELULAR

Utilizamos a linhagem celular MCF-7, obtida da American Type
Culture Collection (ATCC) (Rockville, Maryland, EUA). As células
foram mantidas em meio DMEM High Glucose (Dulbecco’s modified
eagle’s medium) contendo 10 % de soro fetal bovino (Cripion
Biotecnologia, Brasil) e (1:1) antibiético:antimicético (Sigma-Aldrich) a
37°C em uma estufa umidificada. Para os tratamentos de cultura celular,
NAC e LA foram dissolvidos em PBS 50 mM estéril, com o pH sendo
ajustado para ~7. O 17-B-estradiol foi dissolvido em DMSO.

3.17 VIABILIDADE CELULAR

As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 pocos e
tratadas com NAC (0,1; 0,5 e 5 mM), LA (0,1; 0,5 e 5 mM) ou 17-B-
estradiol (10 nM), sendo incubadas durante um periodo de 72 horas. Ao
final dos tratamentos, as células foram incubadas com 100 pL de
DMEM 1 % contendo 0,5 mg/mL de MTT (3-(4,5-dimetil)-2,5-difenil
tetrazdlio), por 30 minutos em estufa umidificada a 37°C. Apds, 0 meio
foi descartado e 100 pL de DMSO foi adicionado, incubando por 15
minutos sob agitacdo para solubilizar os cristais de formazan. A
absorbancia em 560 nm (filtro MTT) e 630 nm (filtro referencia) foi lida
em espectrofotdmetro, e a viabilidade foi expressa em porcentagem
comparado ao grupo controle (ZANOTTO-FILHO et al., 2017).

3.18 WESTERN BLOTTING

Esta técnica foi utilizada para analisar a presenca de NRF2
(Nuclear Factor E2-related factor 2). As amostras foram preparadas
utilizando o tampdo RIPA (radioimmunoprecipitation assay buffer),
contendo PMSF 1 mM, ortovanadato de sodio 1mM, NaF 1mM e
coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich). Cerca de 50 pg de
proteina foram corridas em 10 % SDS-PAGE, eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose (Hybond-ECL, GE Healthcare), coradas
com Ponceau S e bloqueadas com 5 % de BSA por 1 hora a temperatura
ambiente. Os anticorpos primarios incluiram o NRF2 (D1Z9C - Cell
Signalling Technologies) para as analises na linhagem celular MCF-7
(humano), e 0 NRF2 (C-20 - sc-722 Santa Cruz) para deteccdo da
proteina NRF2 de rato. A proteina housekeeping escolhida foi a beta-
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actina, detectada com auxilio do anticorpo Ab8227, da empresa Abcam.
Os anticorpos primarios foram incubados overnight a 4°C (diluicdo
1:1000) em tampdo TBS-T (Tris Buffered Saline - Tween) contendo 5
% de BSA. Apds, o anticorpo secundario conjugado a enzima HRP foi
incubado a uma diluicdo 1:2000, em TBS-T, durante 2 horas a
temperatura ambiente. As proteinas foram detectadas utilizando
substrato 20x Lumiglo (Cell Signaling Technology, CA) e as imagens
foram capturadas e obtidas em um sistema de imagem ChemiDoc
(Biorad).

3.19 ANALISE ESTATISTICA

A maioria dos resultados deste estudo foram representados
como Boxplot (whiskers: min-max). Em outros tipos de graficos, os
dados estdo expressos como a média £ desvio padrao.

As diferengas estatisticas entre os grupos foram determinadas
pela analise de variancia (ANOVA) de uma via ou duas vias, seguida
pelo teste post-hoc de Tukey ou Bonferroni, respectivamente. Valores
de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todas as
analises foram realizadas usando GraphPad Prism versdo 5.01 para
Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITOS A CURTO E LONGO PRAZO ASSOCIADOS A
DEPLECAO HORMONAL ATRAVES DA
OVARIECTOMIA (OVX) EM RATAS WISTAR

Inicialmente, foi investigado o impacto da deple¢cdo hormonal em
curto (15 dias) e longo prazo (60 dias) em disfuncbes relacionadas a
menopausa no modelo animal de OVX. As concentragdes séricas de
estradiol e a massa uterina diminuiram, significativamente, no periodo
curto p6s-OVX (15 dias) (Figura 9 B - C). A OVX quase duplicou o
ganho de peso corporal, como foi verificado em 15 dias p6s-OVX, o
qgual manteve-se durante todo o protocolo experimental, quando
comparado ao grupo Sham (Figura 9 D). Em contraste com as alterages
que obtivemos em OVX de curto prazo, foi observado que o acumulo de
gordura retroperitoneal (Figura 9 E); colesterol total sérico (Figura 9 F)
e 0s niveis séricos de citocinas inflamatérias, TNF-a ¢ IL-6 (Figura 9
G), aumentaram apenas apds a OVX de longo prazo. Os niveis de
glicose e triglicerideos ndo mostraram diferenca entre os grupos (dados
ndo mostrados).

Os danos oxidativos sdo outra consequéncia da deple¢do hormonal
na OVX. Sabendo disso, foi analisado em nossos dados como estes
danos se comportavam em um curto e longo periodo pds-OVX. Os
marcadores de estresse oxidativo aumentaram somente ap6s 60 dias pds-
OVX. A lipoperoxidacdo, realizada através da quantificagdo por
TBARS, aumentou tanto no soro quanto no figado, enquanto a
carbonilagdo de proteinas aumentou apenas no figado dos animais em
60 dias pés-OVX (Figura 9 H - I). A OVX a curto prazo ndo teve
impacto na lipoperoxidacdo e carbonilagho nos tecidos renais e
cardiacos (dados ndo mostrados).
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Figura 9: Efeito temporal da OVX no ganho de peso corporal,
inflamacdo, metabolismo lipidico e marcadores de estress oxidativo. (A)
Desenho experimental da OVX e dos protocolos de tratamento
utilizados para avaliar o efeito da OVX de curto e longo prazo; (B)
niveis séricos de 17-B-estradiol em curto prazo; (C) Peso uterino aos 15
e 60 dias p6s-OVX. (D) Delta do ganho de peso corporal em 15, 30 e 60
dias pos-OVX/Sham. (E) Gordura retroperitoneal; (F) colesterol sérico
total; (G) niveis séricos de TNF-a e IL-6. (H) e (I) TBARS e carbonil
em amostras de soro e figado aos 15 e 60 dias p6s-OVX. * indica a
diferenga estatistica entre os grupos sham e OVX no mesmo ponto final

experimental (15 ou 60 dias). Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias (Sham/OVX vs 15/60 dias), p <0,05.

Com base nesses achados, decidimos estudar mais
detalhadamente o impacto da OVX de longo prazo, e como a
suplementacdo com NAC e LA poderia atuar nas alteragdes metabdlicas,
oxidativas e inflamatorias relacionadas a OVX.
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4.2 EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE NAC E LA SOBRE
MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS EM TECIDOS
PERIFERICOS DE RATAS OVX

Ao avaliar os niveis de alguns marcadores classicos de dano
oxidativo a biomoléculas, observamos que a OVX induziu dano
oxidativo principalmente no figado e no coragdo, ndo afetando o tecido
renal (Figura 10 A - C). A lipoperoxida¢do aumentou no figado, coracéo
e soro, enquanto o contetdo de proteinas carboniladas aumentou apenas
no figado. A OVX ndo teve efeito sobre o teor de tiol reduzido nos
diferentes tecidos estudados (Figura 10 C). A suplementacdo de NAC e
LA em ambas as doses foram capazes de diminuir os niveis de TBARS
e proteina carbonil para valores comparaveis aos animais Sham (Figura
10 A - C). Curiosamente, 25 mg/kg de NAC e ambas as doses de LA
aumentaram o teor de tiol reduzido no soro de ratas OVX (Figura 10 C).
Apesar de ndo investigarmos este dado mais a fundo, este efeito pode
ser atribuido tanto ao estado redox alterado dos grupos tiol proteicos
séricos ou, simplesmente, a reatividade direta do DTNB com os
grupamentos tiol livres nas moléculas de NAC e LA presentes no soro
dos animais suplementados com estes antioxidantes. Baseado nos dados
obtidos, decidimos investigar alguns mecanismos envolvidos no dano
oxidativo induzido pela OVX.

4.3 EFEITO POS-OVX DE LONGA DURAGAO (60 DIAS)
PERMITIU A DEPLECAO DE ANTIOXIDANTES NAO-
ENZIMATICOS E AFETOU O SISTEMA GPX/GR/GSH

Inicialmente, foi utilizado o ensaio de TRAP para estimar o total
de antioxidantes ndo enzimaticos presentes nos tecidos. Os resultados
mostraram que os homogenatos de figado, coracdo e rim dos animais
OVX foram menos capazes de “sequestrar” os radicais peroxil gerados
pelo sistema AAPH quando comparados aos animais controle Sham
(Figura 11 A - B). A suplementacdo de NAC e LA, principalmente com
as doses mais altas, foram capazes de restaurar o potencial antioxidante
ndo enzimatico a niveis semelhantes aos do grupo Sham (Figura 11 B).

Dado os resultados acima descritos, foi hipotetizado que a OVX
poderia estar afetando o metabolismo da GSH, a qual é um importante
antioxidante ndo enzimatico. De fato, enquanto a OVX de longa duracéo
ndo alterou os niveis de glutationa total (GSH + GSSG) no figado, rim e
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coracdo (Figura 11 C), os niveis de GSH diminuiram (Figura 11 D),
sendo contrabalanceada pelo aumento de GSSG (dados ndo mostrados).
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Figura 10: Efeito da suplementacdo de NAC e LA sobre marcadores de
danos oxidativos em tecidos periféricos de ratas OVX. (A) TBARS, (B)
Proteina carbonila e (C) sulfidril total/grupos R-SH no figado, coracéo,
rim e soro de animais Sham, OVX e OVX tratados com diferentes doses
de NAC e LA, 60 dias p6s-OVX. Legenda: Sham: falso-operado; OVX
(OVX tratado com veiculo); +NAC 10 (NAC 10 mg/Kg); +NAC 25
(NAC 25 mg/kg); +LA 25 (LA 25 mg/kg) e +LA 50 (LA 50 mg/kg),
respectivamente. * indica diferenca estatistica em comparacao ao grupo
Sham; # indica a diferenca estatistica entre o grupo tratado com
antioxidante e o grupo OVX (ANOVA de uma via, post-hoc de Tukey;
p <0,05).

Estes dados nos indicaram que a deplecdo de GSH em ratas OVX
é provavelmente uma consequéncia da conversdo de GSH em GSSG e
ndo da diminuicdo da sintese “de novo” de GSH. A suplementacdo com
NAC a 25 mg/kg e LA a 25 e 50 mg/kg impediram, ou pelo menos
atenuaram, a deple¢do de GSH induzida por OVX (Figura 11 D). Assim,
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0s dados de dano oxidativo e as alteracbes provocadas pela OVX sobre
sistema GSH/GSSG, acima descritos, nos levaram a testar os efeitos da
OVX e da suplementacdo com NAC e LA sobre as principais enzimas
antioxidantes SOD; CAT e GPx, e da GR.

Embora a OVX ndo tenha alterado a atividade total da SOD e
CAT (Figura 12 A - B), a atividade da GPx diminuiu nos tecidos do
figado, rim e coracdo (Figura 12 C). A atividade da GSSG redutase
(GR) foi encontrada diminuida nas amostras de figado e coragdo quando
comparados com o grupo Sham, ndo ocorrendo diferenca significativa
no rim dos animais OVX (Figura 12 D). Embora com eficécia de dose
variada nos diferentes tecidos, o tratamento com NAC e LA impediu a
diminuicdo da atividade da GPx e GR causada pela OVX de longo prazo
(Figura 12 C - D).

Em suma, com base neste bloco de resultados, foi concluido que a
deplegdo dos hormonios sexuais pela OVX afetou o sistema
GPx/GR/GSH, bem como o potencial antioxidante ndo enzimatico dos
tecidos periféricos, os quais provavelmente estdo associados ao aumento
dos marcadores de dano oxidativo observados em animais OVX.
Entretanto, essas alteracdes puderam ser restauradas/prevenidas com a
suplementagdo oral de NAC e LA
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Figura 11: Efeito da suplementagdo antioxidante sobre o potencial
antioxidante ndo enziméatico e os niveis de glutationa em tecidos
periféricos de ratas OVX. (A) Andlise de TRAP mostrando a atividade
de eliminagdo dos radicais peroxila de tecidos do figado utilizando o
Trolox (100 nM) como controle positivo. RLU (Relative light units) em
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cada condicdo e tratamento s&o expressos como % em comparagdo com
a luminescéncia do sistema AAPH na auséncia de amostras (100 %
RLU). Lembrando que, quanto menor a area Sob a curva, mais
antioxidante é a amostra. (B) Atividade da eliminacdo dos radicais
peroxil de amostras de figado, coracéo e rim em que a area sob a curva
de cada amostra foi convertida em % de eliminagdo de radicais peroxil.
(C) Niveis totais de glutationa (GSH + GSSG). (D) Niveis de GSH em
animais Sham, OVX e OVX tratados com antioxidantes 60 dias pos-
OVX. Resultados sendo expressos com média + erro padrdo da média. *
indica a diferenca estatistica em comparacdo ao grupo Sham e #
representa a diferenca estatistica entre o grupo tratado com antioxidante
e 0 grupo OVX veiculo (ANOVA de uma via, post-hoc de Tukey; p
<0,05).
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Figura 12: Efeito da atividade das enzimas antioxidantes em tecidos
periféricos de ratas OVX tratados com NAC e LA. (A) Atividade total
da SOD; (B) Catalase; (C) Glutationa Peroxidase (GPx); (D) Glutationa
redutase (GR) em amostras de figado, coracdo e rim de ratas Sham,
OVX e OVX tratados com antioxidantes com 60 dias p6s-OVX.
Resultados expressos com média = erro padrdo da média. * indica a
diferenca estatistica em comparacdo ao grupo Sham e # representa a
diferenca estatistica entre o grupo tratado com antioxidante e o grupo
OVX veiculo (ANOVA de uma via, post-hoc de Tukey; p <0,05).

4.4 EFEITO DA SUPLEMENTAGCAO DE NAC E LA SOBRE O
PERFIL LIPIDICO; CITOCINAS INFLAMATORIAS E
MARCADORES SERICOS DE TOXICIDADE TECIDUAL
NO MODELO OVX DE LONGA DURACAO

Além de amenizar o estresse oxidativo, a suplementacdo com
NAC e LA preveniram a elevagdo dos niveis séricos de IL-6 e TNF-a
em ratas OVX, como determinado por ensaio de ELISA (Tabela 1). Nos
marcadores metabolicos, foi prevenido o aumento dos niveis de
colesterol total nas ratas OVX, tratadas com NAC e LA, especialmente
nas doses mais altas. A OVX e os antioxidantes ndo foram capazes de
afetar os niveis de HDL, triglicérides ou glicose (Tabela 1).

Também ndo houve nenhuma evidéncia de toxicidade
hematoldgica, como alteracdes em leucocitos; plaguetas ou parametros
de hemécias (Tabela 2). A analise bioguimica sérica ndo mostrou
alteragbes na transaminase ALT, fosfatase alcalina (ALP) (Tabela 1),
indicando uma auséncia de toxicidade sistémica importante. A ALP
especifica de osso (BS-ALP) aumentou ap6s o uso de OVX a longo
prazo e este efeito foi revertido pela suplementacdo de NAC e LA.



59

Tabela 1: Efeito da suplementacdo com os antioxidantes NAC e LA
sobre o perfil lipidico, citocinas inflamatérias e marcadores séricos de
toxicidade tecidual no modelo OVX de longa duracéo

OV~ OVX= OVX  OVX
SHAM OVX NAC | NAC @ +LA | =LA
10 25 025 50
TNF-a 665+ 004+ | 647+ S84+ i” 557+
(pg/mL) 8.4 65 161% 47% | T, L8
) 35z o2+ 1612+ |53z 637 | 46=
L-6(pgml) ' oo 35+ g3 54 =88 05
Colesterol | 106+ | 165 izms f”-l 144 = 123-9
* S
total (mg/dL) @ 125 26 2185 | 20.1% 15# 17 2%
HDL 755+ | 718+  T41+ 00 iﬂ-z 752+
(mg/dL) 155 05 18 18 5. 15
, 135 (617 445+ 240+ 145+ 277+
LDL (mgidl) | 157" 319= 205 87¢ 232 | 183
Triglicerideo | 1338 | 1572 | 1539 | 1656 54'3 148.0
5 (mg/dL) =151 =405 [ =421 =401 205 |t 325
Glicose 105+ | 1147 1058 | 04= ig-? 100.8
(mg/dL) 06 | £138 =101 |15 s | %216
, | D P P D T S T S i s
ALT(UL) | 6y 06 85 101 =46 71
R 1072 T 106= 118= 121= | 122= 110=
ALP(UL) 1357 26 558 738 608 | 387
BS-ALP 186+ 4334 158+ 21= 105 233
UL) 76 15% | g5% 758 | =11% 125

Nesta tabela estao descritos os parametros inflamatérios, como TNF-a e
IL-6, assim como pardmetros metabolicos como colesterol total, HDL,
LDL, triglicerideos, glicose, creatinina, ALT, ALP, BS-ALP de animais
p6s-OVX de longa duracdo, sham, e OVX tratados com NAC ou LA. O
soro foi coletado de ratas ndo jejuados. Resultados expressos com a
média + desvio padrdo. * indica a diferenca estatistica em comparacdo
ao grupo Sham e # representa a diferenca estatistica entre o grupo
tratado com antioxidante e o grupo OVX veiculo (ANOVA de uma via,
post-hoc de Tukey; p <0,05).
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Tabela 2: Efeito da suplementacdo com os antioxidantes NAC e LA
sobre o perfil hematoldgico de animais OVX.

PERFIL SVX ?VX OVX' OVX
HEMATOLOGICO SHAM  OVX e nac FLA FLA
25 50
10 25
#gﬁ%?g&ﬁ? 33+ 49+ 45+ 5+ 61+ 55+
1.4 15 23 14 2% 2
mms3)
HEMATOCRITO 3616 3069 3575 3301 3425 3409
1 N + + N N
(%) 225 155 268 204 328 3.28
PLAQUETAS o7 967 S6T1 8924 Lo, GBI
(mm) 204 1604 1276 1316 ¥ 1335

Observamos alguns parametros hematoldgicos, como, leucécitos totais,
hematdcrito e plaquetas em animais Sham, OVX e OVX tratados com
antioxidantes avaliados durante 60 dias p6s-OVX. Os resultados estdo
expressos com a meédia + desvio padrdo. * indica a diferenca estatistica
em comparacdo ao grupo Sham. (ANOVA de uma via, post-hoc de
Tukey; p <0,05).

4.5 EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO COM (ON)
ANTIOXIDANTES NAC E LA SAO INDEPENDENTES DA
ATIVACAO DE NRF2 E DE ATIVIDADE ESTROGENICA

O NRF2 é um importante fator de transcricdo envolvido em
respostas antioxidantes e de detoxificacdo de xenobidticos. Uma vez
ativado, o NRF2 promove a transcricdo de genes de sintese de GSH
(GCLC e GCLM); tiorredoxina redutase 1 (TXNRDZ1); tiorredoxina
(TXN) e outros componentes envolvidos em processos de
desintoxificagdo.

Foi hipotetizado que os efeitos antioxidantes de NAC e LA
estavam associados a ativacdo de NRF2. Através do Western Blotting,
ndo conseguimos detectar a supraregulacdo de NRF2 em nenhum dos
tecidos avaliados (Figura 13 A). Nossos immunoblots de NRF2
mostraram uma banda facilmente detectavel, com ~ 55-70 KDa.
Entretanto, embora em estudos anteriores tenham descrito esta banda
como NRF2, dois estudos importantes de Kemmerer et al. (2015) e Lau
et al. (2013) relataram que esta é uma banda inespecifica, uma vez que o
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esperado é que NRF2 ativo corra na faixa de ~ 95-110 KDa na técnica
de SDS/PAGE. Confirmamos esta evidéncia utilizando um controle
positivo de células MDA-MB231 de cancer de mama tratadas com o
agente alquilante MMS (metil-metano-sulfonato), o qual foi relatado
anteriormente por Zanotto-Filho etal. (2016) como indutor de NRF2, da
assinatura de expressdo de genes alvo de NRF2, assim como um
ativador do Elemento de Resposta Antioxidante (ARE) em ensaios de
gene repdrter. De fato, a banda de NRF2 induzida por MMS foi
detectada a ~ 95-110 Kda (Figura 13 A, gel inferior, com marcacdo: #).

Com relacdo as atividades dos antioxidantes testados serem ou ndo
“tipo-estrogénio”, realizamos uma comparacdo dos fendtipos
desencadeados por NAC e LA com os fendtipos dos animais OVX
tratados com estrogénio. Com relacdo ao Utero, drgdo alvo primério da
acdo estrogénica, o tratamento com estrogénio (E2) evitou a atrofia
deste drgdo, evento tipico induzido pela OVX, enquanto que NAC e LA
ndo foram capazes de reverter a atrofia uterina em animais OVX (Figura
13 B). Além disso, a suplementacdo com NAC e LA ndo teve efeito nos
niveis séricos de estrogénio na OVX, enquanto que a reposicdo com E2
foi eficiente para a restauracdo dos niveis de estrogénio, para valores até
maiores que 0s observados no grupo Sham (Figura 13 C). Ainda, a
suplementagdo com NAC e LA nao foicapaz de impedir o ganho de peso
corporal em animais OVX, porém, o E2 conseguiu exercer efeitos
preventivos no ganho de peso (Figura 13 D). Curiosamente, a deposicéo
do tecido adiposo retroperitoneal induzida por OVX foi atenuada por
NAC, LA e estrogénio (Figura 13 E).

De modo complementar, em uma abordagem celular, foi avaliado
o0s possiveis efeitos estrogénicos de NAC e LA na linhagem MCF-7 de
cancer de mama ER+ (Receptor de estrogénio positivo). Esta linhagem
prolifera na presenca de estrogénio e, de fato, obtivemos que o
tratamento com E2 promoveu a proliferacdo da linhagem celular MCF-
7, em baixa concentracdo (10 nM), enquanto que NAC e LA, mesmo em
uma faixa de milimolar, ndo tiveram efeito estimulador sobre a
proliferacdo da MCF-7 em ensaio MTT realizado ap6s 72 horas de
tratamento. Em contraste, 5 mM de LA causou citotoxicidade as células
(Figura 13 F).

Por fim, foi avaliado o efeito de NAC e LA sobre a ativacdo de
NRF2 em células MCF-7 in vitro. Os immunoblots de MCF-7 nos
mostraram um padrdo de duas bandas, com uma banda a ~ 70 KDa, a
qual é ndo especifica (ns) e uma banda de proteina NRF2 a ~ 95-100
KDa. Os resultados mostraram que o LA 1 mM promoveu a ativacao de
NRF2, como detectado ap6s 8 horas de tratamento, ao passo que a NAC



ndo teve nenhum efeito. O efeito de LA e NAC ndo foram alterados na
presenca do tratamento combinado com estrogénio ou MMS (Figura 13
G).
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Figura 13: Efeitos de NAC e LA sdo independentes da ativacdo de
NRF2 ou atividade estrogénica. (A) Western Blotting de NRF2 de
figado, coracdo e rim em animais Sham, OVX e OVX tratados com
antioxidantes. Trés animais por grupo sdo mostrados para cada tecido.
No painel inferior (figado), uma linha adicional com 40 pg/mL de
células MDA-MB231 tratadas com MMS também é mostrada como um
controle positivo para ativacdo de NRF2. Sendo neste painel inferior
com uma seta indicando o peso molecular especifico/esperado de NRF2.
(B) Peso do utero; (C) 17-p-estradiol (E2) em amostras de soro; (D)
ganho de peso corporal e (E) gordura retroperitoneal em animais Sham,
OVX e OVX tratados com antioxidantes. A reposicdo hormonal com E2
foi utilizada como controle positivo para a atividade estrogénica. (F)
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Viabilidade celular em células MCF-7 apds 72 horas de tratamento com
NAC (0.1, 1 e 5 mM), LA (0.1, 1 e 5 mM) e estrogénio (E2, 10 nM).
(G) Western Blotting mostrando o efeito de NAC e LA (sozinhos ou
combinados com MMS ou E2) apés a ativacdo de NRF2 em células
MCF-7 tratadas por 8 horas. * indica a diferenca estatistica em
comparacdo ao grupo Sham/grupos controle e # representa a diferenca
estatistica entre o grupo OVX (ANOVA de uma via, post-hoc de Tukey;
p <0,05).
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5. DISCUSSAO

A menopausa é caracterizada pela perda efetiva dos horménios
estrogénio e progesterona ocasionados pela faléncia ovariana,
representando uma condi¢do de envelhecimento celular acelerado. O
tratamento é baseado no alivio dos sintomas e também na terapia da
reposicdo hormonal (TRH). Embora as Ultimas décadas tenham trazido
grande salto nas pesquisas e protocolos de TRH para mulheres em
menopausa e, apesar dos seus beneficios, ainda é tema de preocupactes
e debates, resisténcia por parte de alguns clinicos, bem como de alguns
equivocos em relacdo aos seus prds e contras. Muito disso em fungéo de
dados e desinformacfes langados na grande midia & data dos primeiros
estudos com TRH. Aparte dessas discussdes, € fato que muitos pacientes
ndo respondem, especialmente aqueles que iniciam a terapia
tardiamente, ou apresentam efeitos adversos e, ainda, ha aqueles cuja
TRH é contraindicada devido ao risco de cancer de mama e Gtero e
eventos tromboembdlicos. Por isso, muito se busca alternativas nédo
hormonais para atenuacdo dos sintomas e, principalmente, do
envelhecimento celular associado & caréncia de hormonios sexuais em
mulheres. Ou seja, ainda é desafiador tratar os sintomas e as mudancas
na qualidade de vida das mulheres em menopausa (DAVINELLI et al.,
2017; LOBO, 2017; WANG et al., 2018; SCHULLER et al., 2018). Na
menopausa, hd uma dréstica diminui¢do dos niveis de estrogénio, o que
desencadeia no desequilibrio do balanco redox em virtude dos
mecanismos de producdo de defesas antioxidantes, 0s quais sao ativadas
pelos estrogénios através da ativacdo de fatores de transcrigdo e, na
opinido de alguns autores, da prdpria caracteristica molecular desses
hormonios, o que poderia fazé-los atuar diretamente como antioxidantes
ndo enzimaticos (RETTBERG et al., 2014).

Atualmente, ndo existe um modelo Unico experimental que
represente especificamente a falha progressiva da funcdo ovariana que
ocorre, principalmente, na transicdo natural da menopausa. Devido as
limitacbes com o estudo clinico em mulheres na menopausa, seja por
parte da paciente, dificuldades burocréticas, e variabilidade intrinseca e
dificuldades protocolares de estudos de longo prazo em humanos, sédo
realizados estudos em animais OVX, ou seja, em que ha retirada dos
ovarios como um modelo de menopausa/deplecdo hormonal e pos-
menopausa. Na deprivagdo hormonal por OVX, uma semana apos a
ovariectomia, os niveis dos hormonios ovarianos ja estdo indetectaveis
no sangue (CHAKRABORTY e GORE, 2004), como observado em
nossos dados. Este modelo é considerado um modelo animal que melhor
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reproduz as caracteristicas clinicas mais importantes da mulher nesta
fase, como: perda éssea, disfuncdes circulatérias, inflamatérias, e do
metabolismo energético (MUTHUSAMI et al., 2005; LEE et al., 2005;
BAEZA et al., 2010; SAVONENKO e MARKOWSKA, 2003).
AlteracBes nesses processos biolégicos condizem com varias condicdes
ja relatadas e relacionadas ao envelhecimento, outras alteracdes podem
envolver doencas cardiovasculares, depressdo, diabetes e cancer entre
outras, que, de fato, sdo mais incidentes na fase da menopausa e
principalmente na p6s-menopausa (CHANG et al., 2000; CARR, 2003;
UPPOOR et al., 2015; PAIK et al., 2015). Os animais OVX também séao
capazes de apresentar niveis aumentados de estresse oxidativo e,
consequentemente, um processo de envelhecimento celular acelerado
em diferentes tecidos (AGARWAL et al., 2005; MUTHUSAMI et al.,
2005; LEE et al., 2005).

Devido as alteracbes no componente redox observadas na
menopausa e pds-menopausa € que foi levantada a hip6tese de que o
estresse oxidativo causado pela faléncia ovariana, e especialmente a
deplecdo de estrogénio, € um dos componentes centrais nas mudancas
fisioldgicas associadas a menopausa € pds-menopausa, € que algumas
das disfuncfes poderiam ser revertidas ou, pelo menos, atenuadas com o
uso de antioxidantes. Com isso, nosso objetivo foi investigar se o uso de
antioxidantes, neste caso a N-acetilcisteina (NAC) e Acido-a-lipdico
(LA), poderia atenuar algumas das alteracbes metabolicas, inflamatérias
e de estresse oxidativo associadas a deplecdo de hormdnios sexuais
femininos. Foi optado por estudar as alteracdes moleculares em um
curto periodo (15 dias) versus longo periodo (60 dias) p6s-OVX em
ratas Wistar, para analisar e comparar os efeitos e danos iniciais e/ou
mais prolongados associados a OVX. Nossos dados demonstraram que,
de fato, a suplementacdo com NAC e AL melhorou pardmetros
oxidativos, inflamatérios e metabdlicos; embora com efeito menos
pronunciado sobre o metabolismo.

A NAC é um derivado da L-cisteina e é rapidamente absorvida
pela via oral, embora sua biodisponibilidade oral seja baixa (~ 9%). Este
composto é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, mesmo que
sua eficiéncia dependa da dose; via de administracdo e formulacdo
(NEUWELT et al, 2001; DOSA, 2017). Na célula, a NAC forma
cisteina que estd envolvida na regulacdo dos niveis de glutamato
extracelular, bem como na restauragdo de pools de GSH intracelulares
(MINARINI et al., 2017). LA, por suavez, é um cofator paraas enzimas
mitocondriais piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase e
desempenha um papel importante na fase do ciclo de Krebs no
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metabolismo energético mitocondrial. Este composto interage tanto na
fase hidrofilica como na porcao hidrofébica das membranas celulares e
tem a capacidade de extinguir espécies reativas de oxigénio, como:
superdxido; peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila, bem como a
reciclagem de antioxidantes ndo enzimaticos, como: GSH; vitamina E e
acido ascérbico. Além disso, o LA também atua como um antioxidante
via ativacdo de NRF2 (SHAY et al, 2009; FRATANTONIO et al.,
2018; FAYEZ; ZAKARIA; MOUSTAFA, 2018). Ademais, o0s
antioxidantes NAC e LA mostraram-se seguros em ensaios clinicos,
mesmo em altas doses e com esses dados foi decidido trabalhar com
estes dois antioxidantes, bem como com a escolha das doses utilizadas
(WINK et al., 2016; HOLMAY et al., 2013; COLES et al., 2018;
PAPANAS; ZIEGLER, 2014; KOUFAKI, 2014; DOSA, 2017).

A producdo dos radicais livres e de outras substancias altamente
reativas em decorréncia do metabolismo do oxigénio séo
contrabalanceadas por muitos mecanismos de defesa antioxidante, que
sdo capazes de limitar os niveis destes radicais livres, bem como
impedir a inducdo de danos celulares (HALLIWELL, 2007). Em nosso
modelo, de modo geral, a suplementacdo com NAC e LA foi capaz de
melhorar os marcadores de dano de estresse oxidativo induzidos pela
OVX. Lembrando que, as alteracdes de dano oxidativo, perfil
inflamatorio e metabdlico induzidos pela OVX ocorreram apds a
deplecdo mais prolongada dos horménios sexuais (60 dias). Contudo, 0
estresse oxidativo induzido pela OVX demonstrou ser leve, dado que o
aumento da magnitude nos marcadores de dano foi ~1,5 - 2 vezes maior
quando comparado aos animais do grupo Sham.

Os danos de estresse oxidativo como peroxidacdo de lipidios e
danos proteicos (carbonilagdo e tidis proteicos) foram atenuados pela
suplementacdo com os antioxidantes NAC e LA, impedindo o dano
ocasionado pela OVX. Shi e colaboradorews (2015) demonstraram que
a peroxidacao lipidica quantificada pelo método de TBARS aumentou
no soro e no figado de ratas OVX, corroborando com nossos dados, e
que apenas a OVX promoveu lipoperoxidagdo e produgdo de H.O2 em
tecido 6sseo de camundongos, obtendo que a administragdo de N-
acetilcisteina (100 mg/kg, i.p.) foi capaz de atenuar as anormalidades na
osteogénese e renovagdo 6ssea causada pela OVX. Em outro estudo, o
LA também foi capaz de estimular a formacéo déssea a 50 e 100 mg/kg
no modelo OVX em ratas (RADZKI et al., 2016). Embora a perda ¢ssea
induzida por OVX ndo tenha sido um desfecho priméario de nosso
estudo, observamos que a suplementacdo de NAC/LA preveniu o
aumento de BS-ALP em ratas OVX, 0 que estd de acordo com uma
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melhora no metabolismo &sseo; corroborando o0s estudos acima
mencionados, dado que a BS-ALP é um marcador sérico associado a
perda 6ssea em modelos OVX em ratas e também é Util para monitorar a
osteoporose em mulheres na fase de p6s-menopausa.

Abbas e Elsamanoudy (2011) demonstraram que, em tecidos
como o cortex cerebral e o figado, a OVX foi capaz de aumentar a
lipoperoxidacdo e diminuir os niveis de GSH, e da atividade da GPx,
CAT e SOD. A TRH com estrogénio e estrogénio combinado com a
vitamina E conseguiu atenuar essas alteracbes, um efeito corroborado
parcialmente por Behling et al. (2015) e por nosso trabalho, em que a
OVX tratada com veiculo também foi capaz de aumentar a
lipoperoxidacdo, bem como, diminuir as a GSH, GPx e GR em amostras
de figado, coracdo e rim. Por outro lado, tanto a OVX quanto 0s
antioxidantes ndo foram capazes de alterar os niveis de glutationa total
(GSH + GSSG), indicando que os antioxidantes que utilizamos
NAC/LA foram capazes de preveniros defeitos induzidos pela OVX no
consumo/reciclagem de GSH, restaurando a atividade do par enzimético
GPx/GR, e ndo induzindo a biossintese de GSH de novo. Isto pode
explicar, pelo menos em parte, os mecanismos pelos quais a NAC/LA
protegeram os tecidos do dano oxidativo ocasionados pela OVX. Apesar
de algumas diferencas em relacdo as modulacdes de SOD e CAT nos
estudos e em tecidos avaliados, ha uma clara regulacdo negativa das
defesas antioxidantes em muitos tecidos ap6s a deplecdo dos horménios
sexuais, especialmente no sistema GPx/GR/GSH. Nossos dados,
juntamente com as evidéncias descritas acima, sugerem que a falta dos
hormonios sexuais na pés-menopausa contribui para um desequilibrio
oxidativo sistémico, o que pode levar ao aumento da susceptibilidade
dos tecidos periféricos aos danos de oxidantes fisiolégicos e exdgenos.

O NRF2 é um indutor classico da biossintese de GSH de novo,
(ZANOTTO-FILHO et al., 2016). Em nosso estudo, ndo foi observado o
aumento da sintese de GSH+GSSG, bem como, ndo obtivemos a
inducdo de NRF2, tanto pela OVX, quanto pelos antioxidantes. No
entanto, é importante destacar que a proteina NRF2 foi analisada apenas
no final do estudo, ou seja, 24 horas ap6s a ultima dose de NAC/LA.
Sendo assim, ndo podemos excluir que talvez a NAC e LA promovam
uma ativacdo transitéria de NRF2. In vitro, foi demonstrado que o LA
tem maior probabilidade de induzir a ativacdo de NRF2 do que a NAC.
Contudo, em um trabalho realizado por Yoo, Liu e Kim (2016) foi
demonstrado que a OVX em animais Sprague-Dawley foi capaz de
diminuir a ativacdo de NRF2 no figado desses animais; 0 mesmo foi
encontrado por Li e colaboradores (2018) em amostras de osteoclastos.
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H& evidéncias convincentes de alteragbes oxidativas em
modelos OVX em murinos (SCHULLER et al., 2018; HERMOSO et al.,
2016; RODRIGUES et al., 2013), embora os resultados se divergem
entre os modelos e linhagens, especialmente no que diz respeito a
modulagdo das enzimas antioxidantes. Por exemplo, Hermoso e
colaboradores (2016) relataram um aumento de TBARS e carbonila e
diminuicdo dos niveis de GSH e GPx sem alteracdes em GR, SOD e
CAT no figado de ratas Wistar em cerca de 50 dias pds-OVX, enquanto
que Rodriguez e colaboradores (2013) observaram que a OVX diminuiu
0s niveis de GPx, GSH e Vitamina E, sendo que as atividades de SOD,
CAT e TBARS ndo sofreram alteragBes. Por outro lado, Schuller et al.
(2018) mostraram niveis mais baixos de SOD1 e SOD2 no figado de
ratas OVX quando suplementados com LA.

A OVX e a menopausa estdo devidamente associadas ao ganho
de peso corporal e a0 metabolismo mais lento. A maioria dos estudos
demonstram um aumento na gordura abdominal em mulheres durante a
transicdo para a p6s-menopausa (CARR, 2003). E sabido que os RE
estrogénicos ativados modulam o peso corporal e 0 consumo de energia
por multiplos mecanismos, incluindo a regulagdo do metabolismo da
gordura, o nlcleo central do apetite, da saciedade e da diferenciagdo dos
adipécitos, ademais, algumas acGes do estrogénio podem aumentar 0s
receptores de lipoproteinas no figado (LIZCANO e GUZMAN, 2014).
De fato, nossos dados demonstraram que a reposi¢do realizada com o
estrogénio foi capaz de prevenir o ganho de peso corporal e a atrofia
uterina nos animais OVX, sendo que, NAC e LA ndo tiveram efeitos
sobre esses pardmetros.

Além disso, NAC e LA ndo afetaram os niveis de estrogénio,
bem como, nado exerceram efeitos semelhantes ao estrogénio no modelo
de células MCF-7. Esses resultados nos sugeriram que os beneficios
associados as suplementacdes de NAC e LA ndo sdo devidos a uma
atividade estrogénica. Nas células MCF-7 foi obtido que o tratamento
com E2 promoveu sua proliferacdo, em baixa concentracdo (10 nM),
enquanto que NAC e LA ndo tiveram efeito estimulador sobre a
proliferacdo da MCF-7 em ensaio MTT realizado apds 72 horas de
tratamento, como ja descrito anteriormente, entretanto, LA 5 mM foi
capaz de causar citotoxicidade celular. Dozio e colaboradores (2010)
também obtiveram que o LA, em doses de 0,5 — 2,5 mM, foram
suficientes para causa citotoxicidade em células MCF-7, concluindo que
0 LA pode atuar como um agente antioxidante capaz de reduzir o
crescimento celular, e isto pode depender, principalmente, do estado
redox da linhagem celular utilizada. Sandhya e Mishra (2006)
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demonstram que o composto Triphala, um combinado de antioxidantes,
foi capaz de reduzir a proliferacdo de células MCF-7 de maneira
dependente de dose e tempo, com isso, dependendo do antioxidante de
escolha, bem como, da dose e tempo, hd a possibilidade de reduzir a
proliferacdo destas células com o uso de compostos antioxidantes.

Em nossos dados, foi demonstrado que o ganho de peso, em
paralelo com a deplecdo de estrogénio ocorreu no periodo mais curto, a
partir de 15 dias p6s-OVX, enquanto que, as alteracGes oxidativas,
inflamatorias e de colesterol apareceram somente ap6s 60 dias pés-
OVX. Além do ganho de peso corporal, varios estudos mostram o
aumento do colesterol total sérico, resisténcia a insulina, deposicéo do
tecido adiposo e inflamagdo subcrénica po6s-OVX (ABBAS e
ELSAMANOUDY, 2011). Babaei e colaboradores (2010) demostraram
ndo haver alteracGes na glicose de ratas OVX quando comparadas ao
grupo Sham, sendo estes dados condizentes com os do nosso estudo;
embora isso ndo exclui uma possivel resisténcia a insulina em nosso
modelo. Ademais, em nossos dados, foiapenas encontrado alteragdes no
colesterol total, ndo havendo alteracdes na fracdo HDL, indiretamente
indicando que possilvelmente a fracdo LDL estd aumentada em animais
OVX. Valores de triglicerideos séricos no sangue nao foram alterados,
concordando com achados de Zhu et al. (2013); Agacayak et al. (2015) e
Morrone et al. (2016). Os antioxidantes que foram utilizados neste
trabalho foram capazes de reduzir o colesterol induzido pela OVX,
embora ndo possamos afirmar que este efeito metabdlico esteja
relacionado a melhora do equilibrio oxidativo associado a
suplementacdo com NAC e LA.

O estrogénio e seus derivados possuem uma capacidade
antioxidante que pode atenuar os maleficios das espécies reativas
geradas durante os processos inflamatorios (WANG et al., 2013). Ha
trabalhos que apontam que uma das causas do declinio das fungdes
ovarianas seja 0 aumento das citocinas inflamatérias como IL-1p; IL-6 e
TNF-0. Além disso, concentracdes fisiologicas de estrogénio sdo
capazes de inibir a secrecdo de cada uma dessas moléculas (AYALA et
al., 1992) e reduzir os niveis das mesmas em situacbes de inflamacdes
agudas (KUMRAL et al., 2014). O aumento sérico de IL-6 foi relatado
em mulheres pos-menopausadas obesas comparado ao grupo com peso
normal pareado por idade. Estudos prévios também correlacionaram, em
mulheres na menopausa e idade mais avancada, o aumento de IL-6
sérica, TNF-a ¢ IL-1B, os quais correlacionados ao estresse oxidativo e
inflamacdo subclinica (PAIK et al.,, 2015; KIM et al., 2012). Sabe-se
que o0 aumento na secrecdo de citocinas pré-inflamatérias é um
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mecanismo de acdo que ocorre em muitas patologias que sé&o
relacionadas ao envelhecimento celular e, diferentes estudos clinicos ja
estabeleceram que h& uma relagdo entre o aumento de TNF-a e IL-6 na
corrente sanguinea, com o surgimento de patologias que ocorrem, em
sua maioria, ao fim da fase fértil feminina (JILKA; HANGOC;
GIRASOLE, 1992; SCHIEFFER et al., 2000). De acordo com Hong e
colaboradores (2007), mesmo as mulheres saudaveis na pds-menopausa
também apresentam niveis de TNF-a significativamente maiores do que
as na pré-menopausa, sugerindo novamente que a deficiéncia de
estrogénio resultaria no aumento de citocinas pro-inflamatorias.

A inflamag&o induz o estresse oxidativo e vice-versa, ocorrendo
gue, o estresse oxidativo e 0 aumento da adiposidade podem promover a
pré-inflamagdo. O aumento do tecido adiposo promove uma inflamacéo
subclinica, cronica e de baixo nivel e que estd correlacionada com
cancer de mama, doengas cardiacas e risco de neurodegeneracdo
(FERRUCCI e FABBRI, 2018). Em modelos animais, Bhardwaj e
colaboradores (2015) utilizaram camundongos C57BL/6J OVX tratados
com dieta hiperlipidica (high fat), demonstrando um aumento da
expressdo de Cox-2, PGE2, TNF-a e IL-1B no tecido adiposo mamario.
A suplementagdo com estrogénio foi capaz de evitar 0 ganho de peso e a
inflamacgdo deste tecido. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que o
knockout de RE-a em camundongos com a presenca dos ovarios e com
uma dieta High Fat aumentaram o ganho de peso e resultaram em niveis
elevados de mediadores pro-inflamatérios, mimetizando os efeitos da
OVX. Em consonancia com o conceito de tecido adiposo como fonte de
mediadores inflamatérios, nosso modelo mostrou que ocorreu o ganho
de peso corporal induzido pela OVX, bem como o acimulo de gordura
retroperitoneal e 0 aumento das citocinas pré-inflamatérias TNF-o e IL-
6. Importante lembrar que os niveis de citocinas foram detectaveis em
uma faixa de ng/mL, sendo considerados niveis baixos em condi¢des
inflamatérias mais agressivas, assim, concordando com o conceito de
inflamacdo subclinica que trazemos em nosso trabalho. Mais relevante,
a atenuacao dos desequilibrios oxidativos induzidos por OVX com NAC
e LA foram benéficas na inflamacéo causada pela OVX.

Nossos dados sugerem que a NAC e LA melhoram o estresse
oxidativo, o colesterol e os componentes inflamatérios associados a
deplecdo de horménios sexuais. Entretanto, € dificil estabelecer como o
desequilibrio  oxidativo  (demonstrado na disfuncdo do eixo
GPx/GR/GSH e na deple¢do dos antioxidantes ndo enzimaticos), as
alteracbes metabolicas dos lipidios e a inflamagéo in vivo se relacionam
temporalmente no contexto da OVX. Entretanto, nosso estudo sugere
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que os efeitos ocasionados pela OVX estdo associados ao aumento do
dano a biomoléculas, o que é provavelmente atribuido devido ao
aumento da producéo de espécies reativas, hipoteticamente geradas por
mitocdndrias ou enzimas pro-oxidantes como a xantina oxidase
(XO)/NADPH oxidase, ou pela diminuicdo de antioxidantes ndo
enzimaticos e enzimaticos; ou podemos considerar ambos mecanismos.

Nos tecidos que foram estudados (figado, coracdo e rim), a
deplecdo dos antioxidantes ndo enzimaticos causados pela OVX, como a
GSH, foram suficientes para diminuir a enzima GPx e GR. Por outro
lado, as atividades de SOD e CAT ndo foram alteradas. A
suplementacdo de NAC e LA preveniram o comprometimento do
sistema GPx/GR/GSH e foram capazes de impedir o esgotamento de
antioxidantes totais ndo enziméticos, atenuando o dano oxidativo
induzido pela OVX.

Como a NAC e LA também restauraram o colesterol e
diminuiram os niveis de citocinas inflamatorias, foi suposto que os
ambientes prd-oxidantes induzidos pela OVX podem desempenhar um
papel importante nas alteracBes metabdlicas e na inflamacdo crénica e
de baixo grau associada a deplecdo dos hormdnios sexuais. Em conjunto
com os resultados obtidos deste trabalho, bem como a comparacdo dos
nossos achados com os dados da literatura, foi possivel confirmar parte
da nossa hipdtese, pois conseguimos demonstrar que 0 estresse
oxidativo juntamente com a perda hormonal ocasionada pela OVX
colaborou com as alteragbes comumente observadas no periodo da
menopausa e pés-menopausa e, a suplementagdo antioxidante de NAC e
LA foi capaz de reverter, ao menos parcialmente, os danos ocasionados
nesta fase, podendo ser uma estratégia para tratar alguns dos sintomas
associados ao envelhecimento celular e declinio hormonal.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral, nossos dados sugerem que a NAC e LA foram
capazes de prevenir os danos oxidativos, as alteracdes no perfil lipidico,
e 0s marcadores pré-inflamatérios em modelo de OVX. Porém, ainda é
dificil estabelecer como ocorre o desequilibrio oxidativo ocasionado
pela perda hormonal in vivo. Apesar deste fato, os dados deste trabalho
sugerem o uso da suplementacdo com os antioxidantes NAC e LA como
uma estratégia potencial para melhorar a salde da mulher na
menopausa, amenizando o0s danos celulares causados pelo
envelhecimento e deple¢do dos hormdnios sexuais femininos.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Antioxi como modulad das alteracdes inflamatérias e oxidativas em modelo
animal de menopausa", protocolada sob o CEUA n? 2231170317, sob a responsabilidade de Alfeu Zanotto Filho e equipe; Marina
Delgobo; Jonathan Paulo Agnes - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de
8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentag&o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 05/09/2017.

We certify that the proposal "Antioxidants modulating the inflammatory and oxidative changes in animal model of menopause.",
utilizing 160 Heterogenics rats (160 females), protocol number CEUA 2231170317, under the responsibility of Alfeu

Filho and team; Marina Delgobo; Jonathan Paulo Agnes - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching -
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 09/05/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 05/2017 a 03/2019 Area: Farmacologia
Origem: Biotério Central

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 90a 150 dias N: 160
Linhagem: Wistar Peso: 175a350g

Resumo: A menopausa é um evento que se inicia por volta dos 45 até 55 anos de idade em todas as mulheres, caracterizando-se
pela faléncia ovariana e deplecdo paulatina de progesterona e estrogénio. Esse periodo esta associado ao aumento no risco de
doengas cardiovasculares, obesidade, cancer de mama e osteoporose entre outras doencas associadas ao envelhecimento. O
estrogénio foi recentemente descrito como um relevante antioxidante endégeno (via ativacao da expressao de enzimas
antioxidantes) o que poderia explicar o quadro pré-oxidante e inflamatério observado em mulheres em menopausa. Uma vez que a
inflamagdo e o estresse oxidativo vém sendo associados com a deplegdo hormonal em menopausa, neste projeto achamos
relevante abordar o contexto da suplementacéo com diferentes antioxidantes, com diferentes mecanismos de acao quelante de
radicais livres, em modelo animal de menopausa. Nosso objetivo geral é avaliar os efeitos da administracéo de acido Lipdico; N-
acetilcisteina, Vitamina E e curcumina sob os parametros inflamatérios e oxidativos em ratas Wistar adultas, ovariectomizadas,
através da dosagem dos niveis séricos das citocinas pro- (IL1?, TNF?) e anti- (IL-10) inflamatdrias, por ELISA, e dos parametros
oxidativos (TBARS, Carbonilagao, atividades das enzimas superoxido dismutase, catalase, entre outras) em tecidos do sistema
nervoso central, rins, ﬂgado e coracao (o] objetlvo primédrio é avaliar se as mudancas oxidativas e inflamatérias caracteristicas da
menopausa (verificadas em h imais) podem ser das pela I acao com algum dos antioxidantes
em teste. Isso nos permitira tracar o uso do antioxidante correto no contexto da menopausa. Esperamos que os antioxidantes
testados venham a produzir diferentes resultados em fungao dos seus diferentes mecanismos de agao molecular. A relevancia
deste estudo se da em funcao dos altos impactos que a menopausa causa na saide da mulher, em funcéo das doengas associadas,
e na facilidade translacional que pode ser atingida em fung¢do da seguranca farmacolégica dos antioxidantes.

Local do experimento: Todos os experimentos serdo realizados no Departamento de Farmacologia da UFSC (sala de cirurgia,
laboratério 204 para tratamentos e coleta das amostras),e alguns procedimentos utilizardo equipamentos disponiveis nos LAMEB
do Centro de Ciéncias Bioldgicas.
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