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RESUMO:

A menopausa leva a deplegdo paulatina, porém efetiva dos niveis dos horménios
sexuais — progesterona e estrogénio - na corrente sanguinea de maneira que a
comunicacdo celular pré-existente que dependa destes hormonios se torna
prejudicada. Com a menopausa as mulheres apresentam uma maior propensédo a
distarbios fisioldgicos decorrentes do envelhecimento. SituacGes de estresse
oxidativo similares as observadas em mulheres durante o declinio da funcéo
hormonal do ovario podem ser obtidas experimentalmente pela ovariectomia
bilateral de ratas. A busca por tratamentos alternativos que possibilitem uma
melhora na qualidade de vida da mulher durante a menopausa é realmente de
grande importancia clinica. Entre os compostos antioxidantes mais aplicados em
terapias antioxidantes estd a curcumina. Objetivo geral: analisar os efeitos do
tratamento com curcumina por 30 dias (nas doses de 50 e 100 mg/Kg/dia) sobre
parametros de estresse oxidativo, bioquimicos, morfoldgicos e comportamentais
em modelo de ovariectomia bilateral em ratas Wistar. Resultados: A
ovariectomia induziu aumento no ganho de peso e gordura visceral além da
atrofia uterina. Ratas OVX apresentaram elevados niveis de IL-6, LDL,
colesterol total, bem como o aumento atividade da enzima AST no soro. A
curcumina atenua o acumulo de gordura visceral e IL-6 bem como as alteragdes
do perfil lipidico. A cirurgia causou um ambiente pro-oxidante em diferentes
tecidos nos animais como mostrado pelos danos a lipidios (TBARS) e a
proteinas: niveis aumentados de carbonilagdo proteica e reducdo no contetido SH
(proteico e nao proteico) em soro, sangue, figado e também nas estruturas do
SNC (cortex frontal, hipocampo e estriado) foram quantificados em ratas
operadas. Foram observadas alteracfes dos sistemas antioxidantes como nas
atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx, sendo o potencial
antioxidante ndo enzimético (TRAP) o parametro que sofreu impacto mais
pronunciado pela ovariectomia. O tratamento com curcumina melhorou a
capacidade antioxidante das ratas OVX, participando de maneira mais
pronunciada no potencial antioxidante ndo enzimatico de todas as estruturas
analisadas. Entre as mudancgas comportamentais, as ratas OVX executaram um
menor ndmero de rearings durante o teste de CA e percorreram uma distancia
total menor no ensaio de LCE com uma preferéncia de exploracéo pelos bracos
fechados em relacdo aos abertos. Esses resultados indicam que o modelo induziu
alteracOes relacionadas a ansiedade em roedores. Por outro lado, ratas OVX
tratadas com curcumina ndo apresentaram diferencas nos parametros acima
citados quando comparadas aos animais sham, sugerindo um papel ansiolitico da
curcumina durante a menopausa experimental aqui desenvolvida. Concluséo: O
trabalho sugere a contribuicdo que o tratamento com curcumina pode exercer
sobre parametros lipidicos, de estresse oxidativo e comportamentais de ratas
OVX e sugere também a necessidade de uma maior investigacdo dos beneficios
da curcumina para mulheres menopausicas.



ABSTRACT

Menopausal women are more susceptible to physiological disorders due to
aging. Oxidative stress situations similar to those observed in women during
menopause can be obtained experimentally by bilateral ovariectomy in rats. The
search for alternative treatments that enable an improvement in women's quality
of life during menopause is really of great importance clinic. Among the
antioxidants applied more antioxidant therapy is curcumin. Overall objective:
to analyze the effects of treatment with curcumin for 30 days (at doses of 50 and
100 mg/kg/day) on parameters of oxidative stress, biochemical, morphological
and behavioral model of bilateral ovariectomy in female rats. Results:
ovariectomy caused an increase in weight gain and visceral fat beyond the
uterine atrophy. OV X rats had elevated IL-6 levels, LDL, total cholesterol, as
well as increased activity of enzyme AST in serum. Curcumin attenuates the
accumulation of visceral fat and IL-6 as well as changes in the lipid profile.
Surgery caused a pro-oxidative environment in various tissues in animals as
shown by damage to lipids (TBARS) and proteins: increased levels of protein
carbonylation and reduced SH content (protein and nonprotein) in serum, blood,
liver and also in CNS (frontal cortex, hippocampus and striatum) assessed.
Impaired activities of antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx, and in TRAP
were observed. TRAP was the parameter that suffered more pronounced effect
by ovariectomy impact. Curcumin improved the antioxidant capacity of OVX
rats, participating in a more pronounced way in the non-enzymatic reducing
potential of all analyzed structures. Among behavioral changes, OVX rats
performed a smaller number of rearings in the open field test and a smaller total
distance traveled in EPM assay with a preference for the enclosed arms
operating in relation to open. These results indicate that the model induced
changes related to anxiety in rodents. OVX rats treated with curcumin showed
no differences in behaviors tests when compared to sham animals, suggesting an
anxiolytic role of curcumin during experimental menopause developed here.
Conclusion: The work explains the contribution that treatment with curcumin
may have on lipid parameters as well as oxidative stress and behavioral OVX
rats, and suggests that greater investigation on the benefits of curcumin for

menopausal women are claimed.



ABREVIACOES:

ALT: alanina aminotransferase

AST: aspartato aminotransferase

CA: campo aberto

CAT: catalase

E2: estradiol

ERO: espécies reativas de oxigénio

GPx: glutationa peroxidase

GSH: glutationa reduzida

HDL.: lipoproteina de alta densidade (do inglés: high-density lipoprotein)
IL- x: interleucina x

LCE: labirinto em cruz elevada

LDL: lipoproteina de baixa densidade

MDA: malondialdeido

OVX: ovariectomizadas; ovariectomia

RE: receptor para estrogénio

SH: tidis reduzidos, grupos sulfidril

SNC: sistema nervoso central

SOD: superoxido dismutase

SUS: Sistema Unico de Sadde

TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

TG: triglicerideos

TRAP: potencial antioxidante total ndo enzimatico (do inglés: Total Radical
Antioxidant Potential)

TRH: terapia de reposi¢cdo hormonal

TNF-a: fator de necrose tumoral (do inglés: tumor necrosis factor)
H,0,: perdxido de hidrogénio

O,: radical superdxido
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INTRODUCAO

A menopausa e a evolucdo humana

Fatos e circunstancias surpreendentes sobre o envelhecimento s6 se
tornam compreensiveis pelo prisma da perspectiva da evolucdo. Um fenémeno
quase singular da espécie humana acerca da sobrevivéncia apds a idade
reprodutiva seria a menopausa feminina. Assumindo que o que move a evolugédo
¢ a transmissdo dos genes a geracdo seguinte, outras espécies de mamiferos
(com excecdo das baleias) raramente sobrevivem apos a idade reprodutiva. Ou
seja, a natureza aliada a selecdo natural “programou” a morte para ocorrer ao
término da fase fertil, j& que ndo existem beneficios evolutivos e nenhum
mecanismo biolégico que melhore a adaptacdo da espécie no meio em que ela
vive ap0s tal fase (Halliwell & Gutteridge, 2007). O fato de as mulheres serem
“programadas” para viver em média um terco de suas vidas apds a menopausa
possui uma forte correlagdo com o cuidado parental exigido pelo
desenvolvimento do organismo e uma explicacdo biol6gica deveras plausivel.
Uma explicacdo biologicamente aceitdvel para a menopausa feminina
provavelmente esteja em torno de dois tragos singularmente humanos: o risco de
vida que o parto representa para a mae e 0 perigo que a morte da mesma
representa para seus descendentes. Antes da obstetricia moderna, as mulheres
frequentemente morriam no parto- enquanto que outros antropoides, como 0s
gorilas e chipanzeés, raramente morrem. Por outro lado, os bebés humanos se
desenvolvem muito devagar e ndo conseguem se alimentar sozinhos apos o
desmame. Com a necessidade de um cuidado parental permanente com a prole

aliada ao risco de morte no momento do parto cada vez mais eminente com o



avancar da idade da mulher, a chance de preservar os descendentes se tornava
cada vez mais dificil. Isso levou a selecdo natural a interromper a fertilidade da
fémea humana de forma a proteger o investimento inicial dos filhos (Diamond,
2010).

Para um organismo se manter vivo apds sua idade reprodutiva existe um
custo. Especificamente na menopausa, esse custo acompanha uma maior
vulnerabilidade do organismo a doencas, ja que nesta fase seu processo de
envelhecimento se acelera de forma inerente- apesar da necessidade evolutiva do

organismo de se manter vivo.

Deplecdo hormonal

A faléncia ovariana que caracteriza a menopausa leva a deplecdo
paulatina, porém efetiva dos niveis dos hormdnios sexuais — progesterona e
estrogénio- na corrente sanguinea de maneira que toda comunicacao celular pré-
existente que dependa destes hormonios se torna ndo efetiva. Particularmente, a
funcdo do estrogénio é mediada por receptores nucleares de estrogénio a e [
(RE-o. ¢ RE-B) os quais fazem parte dos fatores de transcrigdo pertencentes a
classe de receptores nucleares. Suas acGes gendmicas classicas ocorrem dentro
de horas apds um estimulo levando a ativacdo ou inibicdo de genes alvos
(Lizcano & Guzman, 2014). A figura 1 mostra que a sinaliza¢do via RE possui
um papel fundamental na preservacao do ciclo e homeostase celular por inibir a
rota de sintese e retroalimentacdo de citocinas pro-inflamatdrias como fator de
necrose tumoral (TNF- a), interleucina-1 e 6 (IL-1 e IL-6) justamente por atuar

como repressor nas rotas de ativacdo destes elementos- 0s quais Sao



intermediados pelo fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB) (Pfeilschifter,
Kdoditz, Pfohl, & Schatz, 2002). Apesar das diferengas existentes entre o0s
estrogenos, ndo entraremos no mérito de diferencia-los nesta dissertagao.

Com a faléncia ovariana, mulheres menopausicas apresentam uma maior
chance na incidéncia de disturbios fisioldgicos decorrentes do envelhecimento
humano. Hipercolesterolemia cardiopatias, obesidade, diabetes do tipo 2,
arterosclerose, cancer de mama, osteoporose, alteragdes climatéricas (hot
flashes), ansiedade, depresséo e disfungdes no trato reprodutor sao algumas das
mais frequentes disfuncdes relatadas durante a fase (Behr et al., 2012; Graziottin
& Serafini, 2009; Gu et al., 2011; Hussan et al., 2012; Phillips, Pinkernell, &
Jing, 1997; Stice, Lee, Pechenino, & Knowlton, 2009). Sabendo que o inicio da
menopausa se estabelece por volta dos 45 anos de idade, dados bésicos
publicados pelo SUS em 2012 mostram, por exemplo, que a mortalidade de
mulheres no Brasil causada por doencas cardiovasculares aumenta de forma
significativa ap6s a menopausa: enquanto o nimero de que 6bitos em mulheres
de 30 a 39 anos a cada cem mil habitantes fica em torno de 3,7 mortes, entre as
mulheres com idade de 40-49 anos a taxa sobe para 53,8 mortes (Indicadores e

dados béasicos- Brasil- 2012).

Menopausa e estresse oxidativo

Um dos possiveis efeitos sistémicos causados pela queda do estrogénio -
0 qual estd muitas vezes relacionado com os quadros patolégicos citados acima -
é 0 surgimento e manutencao de ambientes (séricos e teciduais) pré-oxidantes e

pro-inflamatorios em mulheres que entram na menopausa, Visto que o estrogénio
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€ um potente antioxidante e sua deplecdo é relacionada a uma ineficiéncia na
remocdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) a qual se relaciona diretamente
com a perda de fungdo em tecidos ndo reprodutivos (Miquel, Ramirez-Bosc4,
Ramirez-Bosca, & Alperi, 2006). Simultaneamente, evidéncias também
mostram que a disfuncdo ovariana muitas vezes é associada com o aumento nos
niveis séricos das citocinas pré-inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-o (Pfeilschifter et

al., 2002).

HPA-axis—» Lymphocytes «— Cytokines
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OH / W ER
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L» pcg, <

Adaptado de Pfeilschifter et al., 2002

Figura 1: AcOes do estrogénio e seu receptor sobre a ativacdo de citocinas
pré-inflamatorias e cascatas de sinalizagdo diretamente relacionadas.

ER: receptor para estrogénio

O tratamento com estrogénio inibe a expressao/liberacdo das citocinas
IL-le  TNF-a em culturas de osteoblastos’, mondcitos e macrofagos.
Adicionalmente, mulheres na fase p6s-menopausa que sdo adeptas a terapias de
reposi¢do hormonal (TRH’s) apresentam menores niveis de IL-6 bem como ratas

com ovarios excitados tratadas com estrogénio quando comparadas a animais
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controles (Gregory, Duffner, Faunce, & Kovacs, 2000; Pacifici et al., 1991;
Rickard, Russell, & Gowen, 1992; Straub et al., 2000).

Diferentes estudos sugerem um papel importante para as ERO e
consequentemente o estresse oxidativo no desenvolvimento de doengas
relacionadas aos processos de envelhecimento que frequentemente acompanham
a menopausa. ERO sdo continuamente geradas em condicdes fisioldgicas e
efetivamente controladas e eliminadas por sistemas enziméticos e ndo
enzimaticos. Uma plausivel definicdo para o quadro de estresse oxidativo seria o
aumento da producédo das espécies reativas concomitante a uma ineficiéncia dos
sistemas antioxidantes, o que resultaria em um excesso de ERO, que por sua
vez, danificam de forma irreversivel biomoléculas como proteinas, lipidios e
DNA (Halliwell & Guteridge, 2007).

O acumulo de gordura visceral € um fator presente entre as mulheres na
menopausa e a0 mesmo tempo preocupante do ponto de vista clinico, ja que a
deposicdo, além de possuir um papel fundamental no desenvolvimento da
sindrome metabdlica, resulta em um aumento na producdo local de citocinas
pré-inflamatorias e consequente liberacdo na corrente sanguinea tais como TNF-
a, IL-1 e principalmente IL-6 (Pfeilschifter et al., 2002). Adipdcitos oriundos da
regido visceral podem ser responsaveis por aumentar de 2 a 3 vezes o contetdo
sérico de IL-6 (Fried, Bunkin, & Greenberg, 1998). Straub et al., (2000)
observaram uma correlacdo positiva entre o indice de massa corporea e niveis
séricos aumentados de IL-6 em mulheres menopausicas, enquanto que mulheres
da mesma faixa etaria que recebiam TRH apresentaram niveis diminuidos da
interleucina. Sabendo da importancia da I1L-6 no desenvolvimento de doencas

crénicas justamente por gerar um quadro pré-inflamatorio crénico, é de extrema
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importancia que terapias objetivando este alvo terapéutico sejam desenvolvidas

e/ou aprimoradas de modo a contribuir com desordens inerentes & menopausa.

Terapias de reposicdo hormonal: riscos, beneficios e alternativas

As terapias de reposi¢do hormonal (TRH) sdo 6timas candidatas para
aliviar os sintomas e inclusive evitar futuras doencas crbnicas associadas ao
periodo (Rozenberg, Vandromme, & Antoine, 2013; Sgrensen, Rosenfalck,
Hgjgaard, & Ottesen, 2001; Yagi, 1997). A administracdo de E2 (uma forma de
estrogénio) a ratas ovariectomizadas (OVX) alimentadas com uma dieta rica em
gordura diminui a toleréncia a glicose e a resisténcia a insulina nos animais com
genotipo selvagem, ao passo que, 0s animais com mutacfes sitio-dirigidas no
receptor-a para estrogénio (RE-a)) ndo apresentam tal resposta, sugerindo que os
efeitos observados pela suplementacdo estejam relacionados com a sinalizagéo
via RE-a e seu efetor. Adicionalmente, o tratamento com E2 aumenta a sintese
de novas células nervosas no giro dentado de ratas OVX (Perez-Martin et al.,
2005) e melhora sintomas de depressdo em mulheres na menopausa inicial ao
ser administrado por via transdermal (Chlebowski et al., 2003). Porém, efeitos
adversos ndo desejados sdo observados em mulheres que recebem tratamentos a
base de TRH, j& que esse tipo de tratamento pode potencializar o surgimento de
cancer de mama e de Utero além de aumentar a chance de acidentes
tromboembolisticos como infarto do miocéardio, por exemplo (Borrelli & Ernst,
2010). Os possiveis riscos que as TRH’s podem gerar puseram em voga
trabalhos utilizando alternativas terapéuticas no melhoramento dos sintomas

associados a menopausa. Alguns tratamentos alternativos considerados eficazes
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sdo drogas ndo hormonais, vitaminas, produtos naturais, suplementacdo
antioxidante (Miquel et al., 2006). Uma dieta balanceada- com quantidades
adequadas de minerais, vitaminas e outros nutrientes- apresenta um papel
importante na prevencdo e tratamento de doengas cardiovasculares, obesidade,
osteoporose, diabetes, cancer e outras patologias que se tornam mais frequentes
nessa fase (Lemay, Dodin, Kadri, Jacques, & Forest, 2002; Pérez-Lo6pez, 2009;
Ziael, Kazemnejad, & Zareai, 2007). Paralelamente, fitocompostos mostram-se
também como boas alternativas por contribuirem de forma significativa como
opcdo de tratamento durante a menopausa. Plantas como a soja e o ldpulo
possuem fitoestrégenos- compostos fendlicos que, por possuir uma estrutura
similar aos estrogenos de mamiferos, sdo capazes de ativar sinais celulares
estrogénio-dependentes e melhoram os sintomas e adversidades relacionadas ao
periodo (Hassan & Abdel-Wahhab, 2012; Overk et al., 2005). Outras plantas s&o
reconhecidas por atividade antioxidante relacionada ao seu contetdo fendlico
em folhas e frutos como, por exemplo, 0s péssegos, maracujds e as pimentas
quando aplicadas em modelos de pesquisa (Bortolin et al., 2014; da Silva
Morrone et al., 2013; Gasparotto et al., 2014). O ambiente redox se torna
extremamente debilitado durante a menopausa e tratamentos baseados nas
atividades antioxidantes de extratos mostram resultados promissores desde a
ciéncia bésica-que utiliza a abordagem de modelos celulares e animais- até
ensaios clinicos que abordam problemas relacionados a saude da mulher na

menopausa (Miquel et al., 2006).

Curcumina
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A curcumina (diferoilmetano) esta naturalmente presente nas raizes da
carcuma (Curcuma longa), o acafrdo da india. A curcuma é uma planta tropical
de origem indiana tradicionalmente conhecida por atuar na melhora de dores de
estdbmago, febre, aflicbes, cicatrizacdes de feridas, entre outros beneficios (Hsu
& Cheng, 2007). A molécula é conhecida por possuir um carater apolar e uma
baixa solubilidade em sistemas aquosos (Zhongfa et al., 2012). Na literatura
cientifica, a curcumina é conhecida por apresentar propriedades medicinais
através do seu alto teor antioxidante e anti-inflamatério os quais basicamente
caracterizam sua capacidade de acdo bioldgica em diferentes modelos de estudo.
Propriedades antitumorais e anti-inflamatérias da curcumina sdo bem descritas e
a abordagem gira em torno da sua acédo inibidora sobre o complexo IKK, o qual
ancora o fator de transcricdo NF-kB no citosol conferindo a tumores uma menor
predisposicéo a proliferacdo, invasividade e sobrevivéncia (Zanotto-Filho et al.,
2011). Paralelamente, a suplementacdo de curcumina adicionada a uma dieta de
alto teor lipidico previne resisténcia a insulina e obesidade em camundongos por
diminuir a lipogénese no figado e inflamacg&do nos adipécitos (Shao et al., 2012).
Sua utilizacdo em ensaios clinicos de fase | e Il apresenta efeitos positivos sobre
pacientes que sdo diagnosticados com doencas de inflamagdo cronica e cancer

de colo retal (Hsu & Cheng, 2007)

Ovariectomia bilateral como modelo de menopausa experimental

Modelos experimentais que mimetizam a situacdo de menopausa em
animais reproduzem grande parte de aspectos e sintomas acarretados pela fase.

Porém, esses modelos s@o baseados na intervengdo cirdrgica ou quimica e ndo
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representam a falha progressiva da fungdo ovariana que ocorre na menopausa
natural (Deecher, Andree, Sloan, & Schechter, 2008; Miquel et al., 2006). A
transicdo para a menopausa pode ocorrer ao longo de um periodo de 5 a 15 anos.
Ainda no inicio, durante a perimenopausa, 0s ciclos menstruais sdo geralmente
mais frequentes e caracterizam-se por flutuacbes mais agudas nos niveis de
estrogénio. Mais tarde, os ciclos tornam-se imprevisiveis e diminuem em
namero, expondo as mulheres a periodos progressivamente mais longos de
supressdo na secregdo de estrogénio. Um ano de auséncia de estrogénio marca o
inicio do periodo da menopausa chamado menopausa precoce (Deecher et al.,
2008).

Entre os procedimentos usados para representar a menopausa, a
ovariectomia bilateral é amplamente utilizada em pesquisas que abordam o tema
justamente por conferir muitos dos sintomas que as mulheres costumam
apresentar durante a fase pds-menopausa. Nao surpreendentemente, nos ultimos
anos ha um destaque no nimero de publicacBes especificas que abordam as
consequéncias deste modelo sobre fisiologia do sistema nervoso central (Behr et
al., 2012), a funcdo vascular e epitelial (Castillo et al., 2005; Castillo, Salazar,
Ariznavarreta, Vara, & Tresguerres, 2006; Perez-Martin et al., 2005; Tresguerres
et al., 2008), ganho de peso, estresse oxidativo (Behr et al., 2012), perda 6ssea
(Hussan et al., 2012), aumento de inflamacdo associada a peroxidacao lipidica
no figado (Kireev et al., 2010) além de alteracdes na funcdo imune (Baeza,

Castro, Giménez-llort, & Fuente, 2010).

Curcumina X Menopausa
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A relagdo entre curcumina e menopausa tem sido explorada por
diferentes autores, porém resultados ndo conclusivos sobre sua eficacia durante a
fase ainda sdo conclusivos. Dados ambiguos subestimam sua eficacia durante a
menopausa e sdo encontradas em revisdes atuais de literatura cientifica (Martin,
Watson, & Preedy, 2013). Mesmo assim, beneficios do tratamento com
curcumina associado ao exercicio fisico para mulheres na menopausa mostram-
se promissores do ponto de vista clinico (Akazawa et al., 2012). Estudos in vivo
mostram que ratas OVX que recebem curcumina apresentam melhorias na
homeostase e renovagdo 6ssea, uma vez que a ovariectomia bilateral induz
osteoporose cronica nesses animais (Hussan et al., 2012; Kim et al., 2011). Ratas
Wistar com idade avancada que recebem pré-tratamento com uma dose alta de
curcumina (300mg/kg/dia) por 7 dias apresentam menores niveis de peroxidacdo
lipidica do SNC associada a uma melhora da memoria espacial quando

comparadas a animais controles (Belviranli, Okudan, Atalik, & Oz, 2013).

JUSTIFICATIVA:

Apesar de seu alto teor antioxidante e de sua baixa toxicidade citados por
diferentes estudos, os efeitos da curcumina sobre parametros fisioldgicos e de
estresse oxidativo (séricos e teciduais) em animais submetidos a ovariectomia
séo pouco explorados, tendo em vista que reversdes desses parametros, uma vez
que alterados, podem ser fundamentais no desenvolvimento/prevencdo de

diversos quadros patologicos associados a menopausa.

OBJETIVOS:
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Geral:

O objetivo geral deste trabalho é analisar os efeitos do tratamento com
curcumina por trinta dias (nas doses de 50 e 100 mg/Kg/dia) sobre parametros de
estresse oxidativo, bioquimicos, morfolégicos e comportamentais em modelo de

ovariectomia bilateral em ratas Wistar.

Objetivos especificos:

1. Avaliar alteracbes no perfil lipidico, no acimulo de gordura visceral, nas
atividades das transaminases (aspartato aminotrasferase e alanina
aminotransferase) bem como nos niveis séricos de IL-6 que diferenciem
ratas OV X dos animais controles (sham); A atrofia uterina e o ganho de peso
servirdo como parametros (controles) positivos da eficiéncia da cirurgia;

2. Estudar parametros de estresse oxidativo (marcadores de dano e anélise das
atividades dos sistemas antioxidantes de defesa enzimaticos e néo
enzimaticos) que diferenciem ratas OVX de animais sham. Os focos das
analises teciduais se restringem a sangue/soro, figado e estruturas do sistema
nervoso central (cortex frontal, hipocampo e estriado);

3. Observar se os resultados obtidos nas estruturas de sangue/plasma/figado
apresentam um paralelo com os obtidos nas estruturas do SNC (cortex
frontal, hipocampo e estriado).

4. Analisar mudancas comportamentais provenientes da ovariectomia através

dos testes de Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevada e analisar a relagédo
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entre esses resultados e os parametros de estresse oxidativo previamente
descritos.

Observar se o tratamento por gavagem intra-gastrica com curcumina nas
doses de 50 e 100mg/kg/dia por trinta (30) dias nos animais submetidos ao
modelo de ovariectomia bilateral € capaz de contribuir na atenuacdo das
mudangas bioquimicas, no acimulo de gordura visceral e nos pardmetros de
estresse oxidativo bem como nas alteragbes comportamentais que a

ovariectomia bilateral possivelmente venha a induzir.
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RESULTADOS:

Os resultados desta Dissertacdo estdo separados em duas partes: um

artigo cientifico ja submetido e resultados de um segundo artigo ainda em

preparacéo.
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Artigo: parte |

Curcumin Supplementation Decreases Intestinal Adiposity Accumulation, Serum

Cholesterol Alterations, and Oxidative Stress in Ovariectomized Rats”

Artigo publicado no jornal periodico Oxidative Medicine and Cellular Longevity.
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1. Introduction

Ageing & accampanied by changes in the activity of several
genes imalved in the contral of metbalism, antimodant
svstams, OBA repair.cellular senescenae, and dath [1]. Even
though human hifespan in the Xlth century has inmeased all
aver the world, especially in developed countries. the age
w hen wamen enter their majar age-related hormanal change
{ie, menapause) has remained anstant, at around 50 vears
|2]- 1t mezans this phase could take part in almast ane-third
af wamens lfe. In fact, menapause is charactermed by loss
af avarian fundian and subsequent deaamsein serum levels
af estragen and progesterane, which are associated with the
developmentiaccderation af arterios derasis, skin aging, and
immunedysfundions amang athers |X| .

Chidative stress has been defined as an unbalince
between increased readive axygen spedes | ROS) praduc
tian and a nonarrespandent enzymatic and nonenzymatic
antinxidant activity |1, 4. Several evidences have described
menapause as a prooxidamt and inflhmmatary state, which
directly impact the development of several ageing and axida
tive stress -assodated disms e |2 ] Far example, menapause is
a risk fctor associated with the anset arfand progression al
ardiavascular diseases |5, 6], and much of this correlatian
s attributed to the henetic effects of female sexual harmanes
in pratecting the cardimvascular system, by either acting as
inducers of antinxidant genes ar functianing as endogenous
freecradicaks scavengers per g |7, 8. Because the oxidative
stress cansequent af the hek sexual hormanes has been a
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Froure 1@ Effects of cvarectamy and corcumin supplementation on seram {a} and bver (B} nonenzymatc amiocidam poential An

experiment's represeniaiive graphic and the area under corve of total reactive aniioxikdant poteniial were analyzed on both samples Daia
are expressad by mean + SEM (sham o= £ 0% m = 101, OV 308 = £ and OYX 008 = &) and the experimems were perior med in
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mzjar concern in the menopause and postmenopausa] land
scapes [9, W], harmone replhcement therpy {HET) has been
chigen as the standard approach to alleviste menopause
associated symptoms, thus preventing the clinical conse
quences af an estrogen-deficient state However, because af
the possible negative effects associated with lang -term HRT,
especially the increased risk of thrmmboembaolic accidents,
stroke, and breast cancer |2, 11], HET has kst ground among
women, and a growing interest in alternative strategies has
heen established. In this regand, there is a particular interes|
in validating the antimenopausal properties of natural herbs
with anticsd dant/anti-inflammatary potential as well as lew
ar even none significant side effects.

Curcumin has been described 1o regulate signaling and
metaholic pathways by modubiting diverse malecular events,
inchucing transcription Botors activity, cvokines production,

and antioxidant skius, as well as cell prolifertion and
apoplsis genes [12-14]. As an antioxidant, for example,
curcumin is able 1o prevent the drop in hepatic ghuathione
ansl decreases lipid peraxidation in the hepatocarcinogenesis
promated by N-nitrosodiethvlmine in male Wistar s
[15]- In ovariectomized (VX)) rodent, which i a dassical
animal madel of chromnic prog ressive bane ks siosteoporsis,
curcumin supplementation exhibited bone sparing effects
[16i-18]. Besides osteaparasis, curcumin could alo act ben
dicially an ather sympioms caused by menopause such as
arterinsclerasis, obesity, and other pathologies associated
with ax ilative stress proagression alongthis period [19].In this
aintext, even thaugh not anly have studies an the efbcacy
anul safety of curcumin been Jhaimed, but abo ambiguous
results and a complete bk ol reports from human clinical
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Froure 3 Effects of ovarkeadamy and curcumin supplememation an blood. Iver, and serom thial reduced coment and ooidanive damage

sroockd atiom were analyzed in Blood (a), Ier {b), and

serum |} samples. Data are expressed by mean + SEM (sham s = 80V m= 11,0V 5300 = & and OV 1008 = £} and the experimems

markers. Protelc and naonprotese SH contem, protein carbanyls groups, and bipid

e 00s,

oo 008, p oo 000 Satiaicd difference from OV X group

were performed in triplicate. Stmistical diflerence from sham group

P« 00l jone-way ARDYA follmeed by the post hoo Tokey's test]
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Tarir 1: Body weight gin, ind vidual amierus, and visceral adipose tissue wedght {g)in relation fo respective animal boady weight (gl

Curcumin {ma/Katday)
Sham v OV 50 v o
Wi gt gain (g} 1B+ 2 6IE GLELE + dpi S5 4347 GLEDS + 2T
Lierus {ghbody mass {g)ratia | 4 s o+ oo 0% + o 019 + !
Wisceral adipose tissue (@ body mass (g} ratio 1+ 00 LAl + 01" 05 4 004 LO&+ (s ”

Fasalss ntiorimses sl i ol g iy weg B o 5B codl O X ra s D ase sl acisecin o+ SEM (GBammm 8 OW X o= LL OVIEGm = 3, amd

CVEI0E = 3],

P R dalerent o sk gosgs O F © 000 dalleren froen b gavegs *F < 005 dflaean fross OVE grosgs *F o 00 dfleman o OYVH grosg

fuserndr- iy AUV Hilovncnd] By Thaltsys nesal).
V3 o ol

TarLr ESeram parameters and bipid profie.

Sham

O

Curcumin {mgf Kgiday)

0N 50 N X 100
IL-& {pg/mL} LTI+ LOE TEA0 + (LGS TS + 058" 7538 0T
AST acthvity (LWL} 12507 +1.72 R 507 4 128 AT + 09
ALT activity (L L} 16574 + 06T 15753 + 068 1673 + 048 16579 +0.91
HDL {mgid L} IOTH +199 Isss + 15 24112 I9EAT 4 147
LDL dmgidL} (3854 274 a4 340" 171+ 138 D 4 48
VLDL {mgid L} SA2E + 119 BRI 105 5714 + 0420 BI85+ 085
Total chialesieral imgrdL} 54750 43,58 TosEE 4 441" £1.857 4 2 &7 59714 4 2047
Total trighycerides {mg/dL) ATI42 + 558 A0SR + 3 37 ITTH + 207 30571 +4.417

TL-& e veds, ASTUALT aomvil s, omell Bl pooldi wi s s d o o fem

S amell CVE g ecaagen whiine Rritodl oosle o day for 30 day e wall s innd

iy oall cosiinsaig oo sl Curossian. Thta g expered o s o SER (desan = A WX mo= LL, OVESEe = 3, (0 XK = 3.

S Estcally dferent froan S ham grosge P < 0L, P < 0017P < 0.00%; " P < 0005 daflerent from OFVX g (ose- wary ANOVA Sllowed by Tiskeys s,
ALT: alirires aevirestrirlene, AT o meemotrarsdenne HIL: bagh. derad y Bpogo i 11-6: mmterhoskiingg; 110 hows dernary pogroicie OV

o irmcieermmedt, WL Sy bovw dised v apuparoiemn,

Tamix 3

Time of inductian 30% {seonnds)

Tremmeants Larnm Liver
Hham 1350 g
OV TEG 430
OV o+ S0mgikg 61 G
OV + Domg/kg 12600 a5

triaks s how that the potential useof curcumin for prophylaxis
ar treatment of postmenopausa] remains underestimated [11].

Considering the aforementioned, the aim of this study
was to investigate the effects of curcumin supplement-
tin {30 and 100 mg’ Kgfday, during 30 days) an adipasity
accumubition and serum biochemical and oxidative sires
parmeters in 2 menopause model of avarieckomized (VX )
Wistar rals, aiming to determine its poential to attenuate
menapause-associded metahalic and oxidative alterations
caused by hormaone deprivation.

2. Material and Methods

All experimental procedures were performed in accordance
with the National Institutes of Health Guide for Care and
Use af Labomtory Animals {MIH Publication Mumber 80-
2% revised 1998) and were carried ot :.mml:inﬁ 1 the

determinations of the Brazilian Coundl for the Cantral
af Animal Experimentation (CONCEA ). Experiments were
approved by the University Animal Ressarch Ethic Commit-
tee { Register Mumber 23330 )

21 Anmwals g H:'q;\:urh. Female Wistar mats { 200-250 ﬁ:'
in ar estros cydes were abtainesd fram our breeding
-::n]-:r:n';.:fj'l'he animals were maintained in groups of five
individuals with access & standard pellet food and water adl
libitiere. The animals weremaintained under a 12 -hour light-
dark cwcle {7 am-7 pm) in a temperature-contralled room
{23 & 1I"CL Curcumin was purchased from Hign Chemical
Coe {51 Lowis, MO, USA L Ketamine hvdmochkiride was from
Virbac Lida {Jurubatuba, 5P, Brazil) and xvlazine hvdrachlo
ride was from Vethrands Lida {Godanda, GO, Braeil) All other
chemicals used in the study were purchased from Sigma
Chemical Co {56 Louds, MO, USA).

22 Surgical Procedhores. The rat were allowed 2 weeks 1o
acdimatize before the beginning of the experimental protor
all Alberwards, seventy-day-okd female mis were randamby
divided intor either sham-operated group {0 = &) or OVE
group {n = 27} Rats were anesthetized by intraperitoneal
injection of ketamine {100 mgkg) phs xvlazine {13mgikgl
and evarieckmy was perfirmed under aseptic @nditions as
previously described [20]-
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23 Treatment. Two manths after surgery, the animak were
treated with curcumin ar vehicle every ather day for 2 total
af 30 days. All trestments were carrisd out at night. Sham-
aperated {n = 8) and one OVX group {n = 11) were treated
with vehick {refined alive o) and the other two OVX groups
{m = 8 each) received curcumin 2t 30 and 100 mg/Kg/day
dimes, respectively. Treatment was performed via intragastric
gavage in a maximum velume of 0.4 mL. The animak were
weighied weekly

24. Sample Acguisition. After 30d treatment (90d after
avarieckiny i, the mis were decapibted and bload, serum,
liver, visceral adipose tissue, and werus samples were @l-
kected fr analysis. The uwierus was cut ahove the cervical
junction, the visible fat was removed, and the deaned uterus
was wei Intestinal adipose tissue {IAT) was carefully
IEm from small intestine and weighted The mtio of
the uterus and TAT weight relative to animal weight were
calcubied Whole blood was callected and serum was sep-
arated. Blood, serum, and liver samples were siored 2t —-80°C
for subsequent anahmes. Blod sample were froven and
thawed | -C.‘Iﬂ'{'_f.E:T'{::I1wi:e:.rﬂln:-m1ril'uﬁﬂl {900 g, 5 min) to
remime debris. Theliver mmples were dissected and froazen ai
R,

25 Senom Markers Profiling. Serum samples were used
& determine the leveks of high-density lipoprotein {HDL),
kw-density lipoprodein (LDL), very low-density lipopra-
wwin (VLDL)Y 1okl duolesteral, and 1okl t"iﬁ]'gmer'id.es, as
well as the hemtotxicity markers asparizie aminotrns-
ferase {AST) and alnine amineimnsiorase {ALT) activities.
All these parameters were assaved using commercial ki
{Labtest Diagnastica SA; Lagoa Santa, MG, Brazil). Serum
intereukin-6 { IL-6) levels were determined by ELISA follaw-
ing manufachurers instructions l{:a.h.]nﬁ Mumber RABDALL,
Sigma Aldrich, USA)L

26. Ralox Profile in Blood, Seriom, and Liver Samples

2.0 Antiocidhart Elr.zymﬂﬂdivﬂy{.?lrmrl.iﬁ'mliur. Supeern-
e dismutase activity was estimated from the inhibition of
supemxide anion-dependent adrenaline avpoxidation in a
spectmophatometer at 480 nm as previously described [21].
Results were expressed as units of S00Vmg protein. Catabise
activity was amsayed by measuring the ratie of decrease in
]'l:g.'-ilmﬁen pemxide {H ¥, ) absodhance in a spectophoome
fer a XMinm [22]. To determine GPx activity, the rte of
MAHPIH axdation was measured in a spectrophoiometer
at 340 nm in the Prsence al redwced E]u:lad]ri-:m, fert-
buty] hydroperaxile, and ghitathione reductase as previously
described [23].

262 MNonsrzpmatic Awfioddant Potential [TRAP Assap)
W used the total reactive antioxidant potential test {TRAP)
as anindex of issuenonenzymaticantiaxidant potential This
assay is hased on the decrease of chemiluminescence pro-
duced from the reaction of 2.20-2zobis[2-amidinopropans|
{AAPH) derived permanyd mdical with luminol due 1o free
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radical quenching by the antioxidant compounds present
in the sample [24]. Eriglly, we preparsd AAPH solutions
and added umina] {*System”™ salution, 100% chemi humines-
ance); thereatter, we wailed 2h for the system 1o stahilize
befare performing the first reading. After the addition of
the samples, the chemiluminescence was monitored over a
4 min period, the results were trnskbirmed & percentages,
and the area under curve{ AUC ) was calculated as previoushy
described [25]. The samples displaying lower AUC will be
those with higher antioxidant capacity.

263 Ouxddative Damage Markers. The formation of thio-
harhituric acid reactive species {TEARS) was quantified as
an index of lipid pemxidation as previowhy described [24].
The samples were mixed with (L6 mL of 10% trichlaracetic
acil {TCA) and 05 mL of 0.67% thiobarbituric acid and
then heated in 2 boiling water bath for 30 min. TEARS were
determined & 532 nm in a s pectrophotometer reader. Resubis
are expressed as sol of TEARS/mg pratein

Oxidative danage to profeins was measured by quantifi-
ation of carbonyl groups as previously described [27]. This
methad i based an the reaction of dinitmphenylhydmazine
{DNPH) with pretein carbonyl groups, and the absorbance
was read in 2 spectrophotometer @ 30nm Resulis are
axpressed in pmwl carbonyle’'mg protein

In arder % measure the levels of reduced thial {-5H)
groups in probein and nonprotein fractions from rat tissues,
we used the Ellmans reagent based assay [28]. For total
5H comtent measurement, a 30-100 ug sample aliquat was
diluted in PBS and reacted with 10mM 55 -dithiondtrobis
Z-nitrohenzoic add. After &0 min incubation at room tem-
peraiure, the alsorbance was read in a2 spectophotometer
set at 412 nm. T assess the nonprotein 5SH amtent {which
includes ghuitathione and other small peptides), Img protein
aliquont was reacied with trichkmacetic acid {10% w) far
deproteinization and cent r'i.fuﬁﬁl {100 210 min ), and the
supernalanis were used to mezsure the level af 5H in the
protein -free fraction. Resulis are expresssd as “mmal 5H
groups’mg protein’ or “pmol SH groups’mg protein’ ko
pravein and nonprotein SH, respectivehy.

27 Smtistical Amalpsiz. Dot were expressed as average
standard ermr (SEM L Diflferences were Ciil'l.'I'Pﬂ.rl_'i]. I:r\' -
way ANOVA fallbowed by Tukey's test B < 0005 were
amsilered significant.

3. Resnlts

31 Body Waght Gain, Uterine Tizsie, and brtestinal Adipose
Tisiee Ratio. Tahle 1 shows the body weight gain atthe end of
a M-day treatment period. Irrespective af the curcumin sup-
plementation, weight gain {g) was significantly higher in all
the OV X groups when compared to sham. We also alkected,
weighted, and analveed the uterine morphokegy at the end of
the treatments {Table 1) We ohserved that sham animalk pre-
sented different wierine morphalkgy according 1o the estrous
cwcle phase. Twa sham rak presented char cleristic proestrus
thigh fluid content and thick tissue) whereas five others
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displayed nonproestrus, estrus, ar disstrus marphalagies All
(WX rais, independent of the treatment, showesd :I.s‘iﬁn‘i.ﬁ.n:.rﬂ
reduction in uterine tissue weight when compared to sham
groups. Uerus from OV X rats was found highly atrphied,
canfirming the ahsence of ovarion hormones secretion and
et :]-:nﬁ this periodl Intestinal adipose tissue (LAT)
was alsa remarvesd and weighted. O X vehicle- treated animak
presented a higher IAT Aody weight ratio when compared 1o
sham rats and supplementation with curcumindecreased TAT
accummubtion {Table L

3.2, Effects of Curcimin an JL-6, Senem Lipid Profile, and
Tirsiee Damage Biomarkers in VX Rafs. [t has been stab-
lished tha the ahdominalivisceral adiposity accunmlation
in menopause sets oul predisposition to a proinflammatory
status due & macrophages recruitment and activation with
the adipme tissue andior imbalince between leptin and
adiponectin. productions by adipocytes [29, 3] In our
madel, {WX promuoted 5]:ig]1.1 bt s'iﬁn'i.ﬁ.-:.m increases in
serum levels af IL-&, which were restored 1o contral kevels by
curcumin at both concentrations tested {Table 20

Taking inkr account the mmitive effect of curcumin
an AT accunmubation, we sought f investigate whether
curcumin coukl alter serum lipid profiles in the OV X maodel
(Tahle 2} We detecied that basal kevels of LDL and total
chuleter] increased in OWVX compared to sham -operated
rats. Animals that received curcumin showed LD and
wial dholesteral kevels comparahle 1o 10 sham valees, Even
1]1.-:!.15]1. the OVX madel did nat HIM., VLML, and
trighweerides concentrations, at keast at the end of the 90 days
stuied, curcuminsupplementation decreas ed the basal kevels
af these circubiting lipids. Besides lipid markers, AST and
ALT serum activities were quantified in arder to address the
impact of (VX and curcumin upan systemic tissue danmage.
In all OVX groups, AST activity presented a muxdest but
::iﬁ:rri.ﬁ.-:.m increase when ampared to sham, and curcumin
was nol ahle to restore A5 T o sham levels. ALT activities did
it dlifber amang all Eromps 'i.l'l\'EStiF.‘lﬁl {Tahlde 2).

33 Effets of Ciraorin an the Antiovidant Profile in OVX
Rap. Switching clhbr metabalism foward 2 proomcidant
enviranment is 2 hallmark of menopause. Substances such as
resd wced -sul phyedryl groups (R-5H), vitamins A and E, allbhu-
min, GSH, and palyphenals among others passess chemical
characteristios that direcily affect the antioxidant balance in
serum and tissues. In (WX s, we olserved a decrease in
the nanenzymatic free mdical scavenger potential, which was
detected in both serum (OVX = 244455 ¢ 6572, sham =
1974 10 & 7209 AU wiits ) and liver { OV X = 161070 £ G808,
sham= 132628 £ 5132 AUC units) as assessed by TRAP assay
{Figure 1) Curcumin treatment made W X animals enriched
in nonenzymatic antioxidants as determinesd from AUC in
serum {LWE 30 = 23325241 1902, (W X100 = 2089 1341 2835)
an liver {0V X530 =144 21 54 5854, 0V X 100 = 1 38784 4L 6299 )
andl alsn clear v shserved from the determination of “time far
S0% induction” of chemiluminescence | Thle 3

Besides the alorementionsd nonenzymatic antiosxidanis,
we quantified the activity of the main antioxidant enzymes

{Figure 2. Drifferent fram the effect on serum nonenzy-
natic defenses, nather VY nor curcumin tresment caused
madifications in antiosxidant eneymes activities {as units 'mg
pratein ) in red blwwd cells homogenates. All OVX groaps
Fe&e:ﬂﬁl gimmilar activities of 300 {0V =449 & 20, OV
S o= 432 & 16, and OWVX 100 = 5005 & A7), CAT (ODWVX
= 1165 & 114, (WX 30 = 1152 & 125, and OWX 100 =
S0 117 and GPe (WX =51 +03, OVESO=43 017,
anad OWX 100 = 506025 hwhen cmmpared to sham lsh:.rn!_l,:m
—480+1 6, shamyy = 102341 12, and sham,p, = 45+018)

[n liver, GPx activity decreased in {W X samples when
armpered to sham-operated group (OVX =500 & 1.6, sham
=53 4 3% P < 005, and curcumin was able to prevent
the decrease in GPx at hath of the doses tested herein (OVX
3= 505 ¢ 34 (VX 100 =558 & 2.7) | Figure by SO0
{gham = 623+ 4.5 OVE =539 4 49, 0VX 30 = 589 £ 4.1,
el OV 100 = &386 & 6.1 and CAT {sham = 1294 & 233,
(WX =1380+ 1530V S0 = 1453 ¢ 11.9, anad OV X 100 =
1418 & 234) activities across OVX groups also did nedt abter.

34 Creidative Damage Markers awed 59 Stanes in Blood, Liver
and Senon. Damage to hiomolscules i 2 major comsequence
al 2 proacidant imbalance. We dhserved that (WX, and
its consequent menapase-like changes, promoted a signif-
icant effect on the oxiddive stress markers. TEARS {lipid
peraxidation), carhonyvhied proteins {carhbony] indec), and
nanprodteic and protein S3H contents were altered by OW X in
different tissues {Fi 3. TRARS levels | p.rnirll'mﬁ prerlein
and carbwnylited proteins {pmolimg probein) increased in
ervthrocvies af OVX vehicle-treated animals (OVX =048 &
006, 2.3 £0.25, sham = (L28 £ 002, 076 & 032, resp) while
both nanproteic {pmolimg protein) and proteic {mmalfmg
pravein ) SH contents decreased {0V =041 £ 02, 170 &
003, sham = 050 & 003, 195 £ 0.08; ¥ < (05) when
ammpered % sham {Figure 3L These changes suggest a
typical proaxidant status damaging bath proteing and lipids
in the blwod of OWX animals Curcumin supplementa-
tion attenuated the OV X-induced dam by decreasi
lipoperaxidation { TEARS) and restoring of nonpraotein
provein sulibyd el homeostasis 1o levels comparable to sham.
Higher duoses {100 mg/Kgiday) of curcumin were also able o
restore carbanybted proteins to sham levels in erpthrocptes
{ Figure 3b)L

Asobserved inred blood cells, -:ln:l:ida.ﬁwda.rm.ﬁe 'pl'-:ﬁ]'inﬁ
in liver samples revealed that VX increased lipoperoxida-
tion{TEARS) and proteins carbony btion 0V X = 112 £0004,
A 26 4044, sham =079 £0.06, 192 027, resp & < 0005 ) and
50 amefar 100 mgfkgiay curcumin was able & prevent the
acielative et these hiomaolecules| Figure 3c). Pratein
5H groups did net change across the experimental groups. Om
the other hand, OVX deplated nonprotein sulfhydr levels
{OVE = 427 & 21, sham = 533.2 & 2.9 umal/mg protan; F <
05, which were restored by curcumin supplementation.

In serum, the antioxcdant effects of curcumin were much
similar tothoseohserved in red blood cells and liver samples.
(WX increased serum carbony] groups when compared to
sham { sham = 208 & 045, 0VX = 399 4 061; P < 0L05), and
treatment with curcumin rescusd protein danage to sham
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levels (WX + 50 = 200 ¢ 035 OVX + 100 =171 & 038)
{Figure 3a i Protein sulphydrid content decreased in OVX
animak {sham =547 £ 1.2, (WX =490 & L4; P < 0L05 ), anad
curcumin supplementation restored it to sham level ({OVX
51 =591 &£ L1, 0VX 100 =574 £ 1.5 P < 005L On the
ather hand, neither VX nar curcumin altered nonpratein
5H content in the serum Serum TRARS were increassd by
(WX, but curcumin was not able to statistically block this
phenamenan. Hence, the aforementioned resulis show that
curcumin int ke optimizes or/and maintaing the antioxidan
status in O X an imalks, thus protecting from axilative stress-
assaciated damage to bismalecules in different tissues. This
elfect seems ta e more likely attribged to inaements in
the nonenzymatic potential than in the antiocidan
enzymes activity, agresing with previous studies from other
murlels af curcumin supplementation [15, 31, 32).

4, Discuss iom

Menopause is characterized by 2 complete failure o produce
Progestemmne amad est TEEn and, thus, represents a situationof
premuture aging. Sex hormone insufbciency is rdated todeep
'p}q.'si-ir]nﬁiaJ alterations, whidh inchude inorease in oxidative
stress, hone ]-ms,ufiﬁ]ﬂﬁi.in,uﬂl-:.mliwucuhr dysiunction
amang other complications associated with this period in
animals and humans [33).

Menapause experimentzl models are widely used 1o
repriduce the main aspects and assonciated with
female harmone deprivation. The state al-art procedure 1o
mimic menapause in radents is the bilterl ovariecomy.
Mot surprigingly, along the last vears, there has been 2 great
'in:reu?'i.nl;fe- nu.lrz-er of publications focusing -:n.rl.E the
metahalic alterations and menopause- rebited symploms in
(WX mandels, such as early aging of nervous and immune
system |3, weight gain [35], behavioral changes [23],
cardivvascubar dvsfunction [36], insulin resistance [37, 38|,
and alterations in cywkines kvek (eg., TNFa, IL-1, IL-6,
and [L-10) [38]. OV ris ako present increased oxidative
stresslevels and, consequently, an accelerated aging process in
different tissues [7, 40, 41 Inthis study, we dhserved that aml
curcumin was able to prevent 2 number of hialogica | impair-
ments associzied with hormaone deprivation. ‘33:“_‘”“ in
thelevels of some lipid markers, TAT deposition, and, nainky,
improvements in the antioxidant podential in blood and liver
were observed after 2 3-day supplementation, whidh is a
natewaorthy result given the well-recognized dinical safety
al curcumin [42]. Given that most women are still reluctand
i lzke the risks associated with HRT [2], diets based an
antivuidants may help to protedt menopausal and peost-
mensrpaust] women against the high levels of acygen stress
implied in the acceleration of the areriosdentic process
andl skin aging, ameng athers, that take place d.'u.rinﬁ middle
age. However, taking into account that many menopausal

and postmenaopausal women actually do nol consume the
recommended fove daily rations of such a healthy diet [43],
they might abtain some beneft from dietary supplements.
Here, we provided evidences that curcumin could enter as a
pemsibl ealternative supplementation o all eviabe theaxidative
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thmage and lipid metabalizm imbalances caused by sexual
female hormone deprivalion in menomuse.
In fact, petmenopausal wamen showed higher levels
al the proaidant bivmarkers MDA, 4-hydroxynonenal {4-
HME}, and axidized LD, when compared to premenopausal
subjects [44]. Much of the proaxidant candition assadated
with menopause is owed to the absence of estrogen, which,
fr example, has been reported to prodect vascular smaoath
nmuscle cell membrane phospholipils against peroxidation
[45] beyond preventing oxidative stress- induced endothelial
el apoptosis in il madels [46]. Previous studies underlie
aur resulis, since CWX rals display impaired wodal antiosddant
apacily in serum and liver, which was accompanied by an
increase in different acidative dama ge markers [35, 47| Our
stuchy revealed that neither svariecomy nor curcumin had
major effects upon the antioxidant enzymatic machinery
In the flip side, OVX deplated nonenzymatic antioxidants,
which were reswred by curcumin supplementation. Com-
pounds like vitamins A, C, and E, uric acid, and sulphydryd
reduced malecules as GAH acamunts lor most of the nonen-
mwmatic antioxidants in hiological sstems It & already
shown by Dilek ot 2l 2010, [458] that VX inrats decreases
pasma mncentrtions of vilemins A, C, and E compared
w0 healthy animals. We herein showed that depletion of
nemenzymatic antioxidant by OVX was enough to result in
free-radicaks insult, which damaged differemt malecules in
(VX s, We demonstraled that curcumin supplementation
ikl resiore the nonenzymatic antioxidant buffer potential
o pratect hiomalecules from damage in the context af female
sexual harmone deprivation by OV Curcumin decreased
the levek of cathbomvhied proteing and lipoperxides in
haod and liver compartments and also restored probein
and nonpredtein this] hameos tsis, without, overall, affecting
mamymatic delenses in VX mis [n a major perspective,
it seems that the ilea of supplementing antioxidants in
menapause mukl be extended out ol the curcumin condext
For eample, Abbas and Elamanoudy [49] have alserved
increases in MDA levels and decreases inboth enzymatic and
namenzymatic {GSH levds, GPx, CAT, and 500 activities)
defensmes in bver of OVX Sprague-Dawley rats, which were
improved by vitamin E administration
(dhesity and increase in food intake are very com-
mamn factors associated with menopause, leading to weight
in, gradual reduction in lean body mass, and progressive
E:n‘:.-:-:u.lmhﬁ-:n in different body regions. Abdominal fat
indduces axidative stress, which in turn has been shown to
ause low-level chronic systemic inflammation [30, 51). In
(WX rals, weiﬁ]'l gain and excess af visceral adipose tissue
are well-described phenotypic changes caused by this maodel
|35, 52,53]. In contrast to the previously desaibed dfeck of
curcumin in inhibiting weight gain in high-fat diet models
[54, 55|, our results showed that it did not reverse the weight
gain caused by OV X Perhaps the 3-day period of trestment
with curcumin has been suthcient ® anly exert direct effecis
an the intestinal accumulated Bt but ot in averweight,
since the studies abave mentioned used curcumin at krger
amunts for ]-:nﬁi_-r periads {12 and 24 weeks) [55, 36). In
addition, these studies kioked a1 the effects in male rodents,
which could be 2 considerable difference, given that the
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presencelahsence of femal esex harmanes may be decisive for
the imbalnee in weight gain [57]. Indeed, more studies are
climed 1o determine the possible intervention of curcumin
an the overweight caused by OVX in rak.

Estragen is a key madubitar of lipid hameostasis; con-
sequenthy postmenopaus] women usually exhibit increased
levels of LDOL and wdal cholesters] and decreased HDL,
campared 1o premenopausal [58]. In OVX models, same
alterations in lipid profile were already described sudh as
increases in LDL ar non- HOL and total cholesteral levels
[28,53]. Inour madel, OVX per s increassd both LDL and
izl chalesteral, but no alterations in HDL fraction were
found. {Hherwise, curcumin intake seemed to improve lipid
profiles af TV X rats by keeping thebevelof theselipids simibr
t sham group, or even by decreasing TG and VLDL keveks
irrespective of the noneffect of 0% X upon these parameters.
In experimental models of athemsclerasis in =bbits, cur-
cumin s hawed antivxdidant effects on LOL [39]. In addition,
curcumin was ako able to decrease the concentrations of
axidized HDL and LDL inthe serum of women ranging from
40 1o 0 years okl without any taxic effect on the hepatic and
renal tissues [60]. It has been proposed that curcumin and
its metzhalites function as peroxisaome proliferaor-activated
recepiar {PPARy) ki thus exphining its action as a
Iy palipicemic agent [ 61] .

Increased secretion of inflammatory cytokines & thought
10 he involved in 'pa.1]1.-i|5enesis al numerous aging diseanes,
and clinical triaks strnghy support a link between increased
bevels of THE a and IL-6 with menapause- rebted bane koss
and cardisnascular diseases [62-64]. Furthermare, excess of
adiposity is associated with greater systemic inflammation
[51]- Using the (W X mewdel, Wang etal. 2012 [65] did abserve
that estrogen woukl be profective against hepatocellulbr
metastisis by reducing [L-6 levels. Inaddition, Kireev et al.
2010 showed that ovariectonty is associated with an increase
in proinflammatory crtokines {THE @ TL- 18, and TL-6) and
reductionof the anti -inflammatary IL-10, leading to increases
in lipoperacidation in lver tisswes [¥9]. 1t has been described
that curcumin may exert inhihikry actions an the levels
al the proinflammatory cviokines THF-a and IL-6, thus
reducing inflammation and axidative damage induced by
cadmium intoxication [66]. In our madel, 1L-6 levels were
slightly increased in serum mmples of OVX ats and cur-
cumin trextment could restare the IL-6 levels to sham values
at higher deses. In Bet, curcumin is a wal-Jnown inhibitor
al transcription factars invohed in gdokine production as
NFkappab and STAT-3 [67, 68|, which coukd be underlying
its anti- inflammatory action indifferent disease models. Last,
(WX rats are descaribed to present increases in ALT and AST
bevels with 21 chys after surgery [69]. In our masdel {90 days
after surgery), although ALT was not abtered, theserum levels
aof aspartate aminetransferse {AST) et surprisingly were
slightly increased by experimental mensrpause, sugge ting the
presence of chronic ke -Jevel tissue d.a.rm.;ﬁi_-; CUTCUTIT T Was
unahle to rescue the normal patterns. Based an all afore
mentioned effects of curcumin upon axidative, lipid, and
inflammatory pammeters herein and previously described
in different preclinical and clinical models, one therefore
could conchude that curcumin harbors some potential for

decreasing the predisposition to cardirvascular disease and
ather complications associzted with menopause and ageing.

Taken wgether, we showed that curcumin was able to
minimize the alterations in AT accumubtion, [L-§ serum
bevels, lipid profile, and axidative siress caused by sexual
female hormone deprivation in OV X rak. We ako oserved
that the nonenzymatic antioxidant potential of curcumin
seens & be akey componentof this res panse, at keast regand -
ing the axilative stress pammeters. Cur results and previous
wark fram ather groups [2,17,19, 70, 71| collectively suppart
a mare in-depth cindcal tria]l investigation an the curcumin
pertential and safety % treat menapausal patients aiming to
amelirate aging -rebited processes frequently acoelerated by
menapausal status.
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Resultados em preparacdo: parte Il

Metodologia adicional:

Os resultados de estresse oxidativo contidos nas figuras 1,2 e 3 nessa
sessdo obedecem aos protocolos e referéncias descritos na metodologia contida
no artigo acima. Entretanto, as figuras 4 e 5 desta sessdo sdo representadas pelos
resultados obtidos dos testes comportamentais, dos quais a metodologia é

abordada abaixo.

Teste de campo aberto (CA):

O teste de campo aberto é muito utilizado para a avaliacdo dos
comportamentos locomotores e exploratérios podendo, inclusive, indicar
alteracdes de estado emocional em roedores (Behr et al., 2012; Prut & Belzung,
2003). Em nosso estudo o teste de CA foi executado no dia 26 de tratamento,
cerca de 12 horas ap0s a ingestdo de curcumina e/ou veiculo. O aparato usado
consiste em uma caixa quadrangular com 47 cm de arestas idénticas e com altura
de 50 cm. O experimento foi desenvolvido em uma sala bem iluminada, ausente
de ruidos e com o experimentador fora dela durante os testes. Todos 0s animais
foram suavemente colocados na periferia da arena para explora-la livremente por
5 minutos. Ap6s o teste, os animais foram devolvidos para suas caixas. Os
animais foram monitorados durante os testes por video e os mesmos foram
gravados e analisados usando o software ANYMAZE®. Distancia total, Tempo
total imével e nimero de rearings foram registrados e determinados como

parametros de inferéncia para o teste.
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Labirinto em Cruz Elevada (LCE):

O LCE é um teste amplamente utilizado para avaliar comportamentos de
relacionados a ansiedade em roedores (A. a Walf & Frye, 2007). Os testes
envolvendo o LCE foram executados pela manh& do dia 29 de tratamento com
curcumina. Os testes foram desenvolvidos em uma sala ausente de ruidos, com o
experimentador fora dela na duracdo dos testes. O aparato consiste em uma cruz,
elevada por apoios planos a 60 cm do ch@o A arena possui dois bragos abertos
(45 cm de comprimento x 10 cm de largura, com 5 mm de altura de
gradeamento) e dois bracos fechados (45 ¢cm por 10 cm com 50 cm de altura
paredes) formando uma cruz com um quadrado de 10 cm de aresta no centro. As
ratas eram colocadas sempre no mesmo brago aberto proximas do centro do
aparato e foram monitoradas por cinco minutos por gravacdo em video. Ap6s o
teste, os animais foram devolvidos para suas caixas. O teste foi feito com o
ambiente escuro, apenas ambientado por uma luz vermelha para possibilitar as
gravacOes dos videos. Foram quantificados 0s nimeros de entradas, tempo e
distancia percorrida nos bragos fechado e aberto alem da distancia total

percorrida no teste. As anélises foram feitas pelo software ANYMAZE®.

Andlise estatistica dos resultados parte 11:

Resultados apresentados como média *+ erro médio padrdo. Todas
analises estatisticas foram executadas com o auxilio do software GraphPad
versdo 4.03 (San Diego, CA-USA). Foram analisado(a)s a influéncia direta da
ovariectomia, o efeito da administragdo de curcumina as ratas OVX e a possivel
acdo das doses de curcumina em reverter a niveis sham alteragdes causadas pela

cirurgia. Trés andlises estatisticas foram aplicadas: Primeiro, foram
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determinadas as diferengas entre o grupo controle (sham) e as ratas OV X que
receberam apenas o veiculo por anélise de teste —t; Por segundo, foi feita uma
ANOVA de uma via seguida de post hoc de Tukey entre os grupos OVX que
receberam ou ndo curcumina; e por ultimo, outra ANOVA de uma via seguida
de post hoc de Tukey entre os grupos OVX curcumina e o grupo sham. nSham=
7; nOVX=10; nOVX 50=7; nOVX 100=7. Diferencas significativas foram

consideradas com o valor de p<0,05.

Descricéo dos resultados-parte 11:

Os resultados mostram que tanto a ovariectomia quanto a administracéo
de curcumina em ratas OV X exerceram significativos efeitos sobre parametros
de estresse oxidativo nas estruturas de SNC e também sobre mudancas
comportamentais no modelo animal de ovariectomia bilateral aqui desenvolvido.
Nas amostras de cortex frontal do SNC (figura 1), a cirurgia induziu aumento
significativo nos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS)
quando comparados aos animais sham, ao passo que 0 tratamento com
curcumina nas duas doses foi capaz de diminuir os niveis de TBARS nas ratas
OVX. Dentre as defesas antioxidantes, a excisdo ovariana bilateral induziu uma
diminuicdo no potencial redutor ndo enzimatico e na atividade da GPx, enquanto
a suplementacdo de curcumina em ambas as doses impediu de forma
significativa a diminuig@o dos parametros citados. Por outro lado, a enzima CAT
foi aumentada no grupo OVX tratado com 50mg/Kg/dia de curcumina quando
comparadas aos animais controle. Os outros parametros quantificados nas

amostras de cortex ndo diferiram significativamente.
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Nas amostras de hipocampo, os animais OVX controle mostraram
aumento nos niveis de carbonilacdo proteica e diminui¢do dos grupamentos SH
reduzidos medidos nas fragdes proteicas e ndo proteicas (GSH), indicando uma
associacdo entre o aumento da oxidacdo de proteinas e a ovariectomia nesta
estrutura (figura 2). Por outro lado, a suplementacdo de curcumina nas doses de
50 e 100 mg/Kg/dia diminuiu a formagéo de grupos carbonil e impediu a queda
dos niveis de grupos SH reduzidos em ambas as fraces amostrais. Associado ao
aumento de estresse oxidativo, as ratas OV X apresentaram redugdo do potencial
redutor ndo enzimatico nas amostras de hipocampo, sendo que a administragao
de curcumina nas duas doses foi capaz de restaurar a niveis sham o potencial
antioxidante ndo enzimaético. Ademais, 0 grupo que recebeu 100 mg/Kg/dia de
curcumina apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo OVX
controle, reforcando a contribuicdo do tratamento nesse parametro. Nas
atividades enzimaéticas, a ovariectomia bilateral ndo causou mudancas
significativas. Mesmo assim, o tratamento com a dose alta de curcumina em
ratas OVX induziu um aumento na atividade das enzimas CAT e GPx
hipocampais quando comparadas as atividades encontradas nos animais controle
(sham).

O estriado foi o tecido nervoso que apresentou dano oxidativo em maior
extensdo, ja que foram encontradas altera¢cBes em todos os parametros relativos a
dano oxidativo aqui quantificados (figura 3): TBARS, carbonilacdo proteica e
reducdo dos grupos tidis reduzidos ndo proteicos. O tratamento com curcumina
nas duas doses impede o aumento da formacdo de MDA medida na técnica de
TBARS observado no grupo OVX controle quando 0 mesmo é comparado ao

grupo sham. Entretanto, somente a dose alta do tratamento foi capaz de interferir
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no aumento da carbonilagcdo proteica e na redugdo dos grupamentos SH da
fracdo néo proteica. Paralelamente, a cirurgia, assim como nas outras estruturas,
induziu uma diminui¢do do potencial antioxidante ndo enzimatico, sendo que o
tratamento com curcumina na dose alta beneficiou o estriado de ratas OVX ao
impedir a diminui¢do das defesas ndo enziméticas observado no grupo OVX
controle. Por outro lado, a ovariectomia causou modulacdo da SOD, mas sem
atuar nas atividades da GPx e CAT. Os trés grupos OVX apresentaram aumento
na atividade da enzima SOD, exibindo uma razdo SOD/peroxidases amentada.
Apesar disso, o grupo tratado com 100 mg/Kg/dia apresentou menor
significancia (p<0,05) na razédo SOD/peroxidases do que os outros grupos OVX
(p<0,01) quando comparados ao grupo sham.

No experimento de campo aberto (figura 4), apesar dos grupos néo
diferirem quanto a distancia percorrida e tempo total imével durante 5 minutos
de teste, 0 grupo OVX controle executou um menor nimero de rearings quando
comparados aos outros grupos, podendo servir como indicio de algum prejuizo
no sistema de exploracdo desses animais que tenha sido afetado pela cirurgia.
Por outro lado, os animais OV X que receberam curcumina em ambas as doses
ndo mostraram diferenca em nimero de rearings quando comparados as ratas
sham e diferem do grupo OVX controle, indicando que o tratamento com
curcumina ndo altera esse parametro quando comparado aos animais controles
(sham e OVX).

Para detectar alteracbes comportamentais que mimetizassem ansiedade
pelo nosso modelo, escolhemos como pardmetros o nimero de entradas, tempo e
distancia percorridas nos bragos abertos e fechados pelos animais quando

submetidos ao teste de LCE (figura 5). Os bragos abertos do aparato representam
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uma situacdo ansiogénica; quanto maior a exploragcdo do roedor nos bracos
abertos, menores seriam 0s sintomas relacionados a ansiedade do animal. O
inverso serve para o braco fechado. Nossos resultados mostram que a OV X per
se aumentou a exploragéo das ratas nos bragos fechados como demonstrado pelo
aumento do tempo total de exploracdo nessa parte do aparato como ilustrado na
figura 5A. Adicionalmente, nos bracos abertos (figura 5B) as ratas OVX
apresentaram um menor numero de entradas e um menor tempo de exploracéo
quando comparadas ao grupo sham. Com isso, a distancia total percorrida em
todo aparato foi menor no grupo OVX controle (figura 5C). O tratamento com
curcumina apresentou efeitos positivos nos testes de LCE, uma vez que oS
animais tratados ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao grupo
sham quanto ao tempo de exploracdo em ambos os bracos. Além disso, 0s
animais que receberam a dose alta de curcumina apresentaram equivaléncia no

namero de entradas nos bragos abertos em relacdo aos animais controle (sham).
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Figura 1:Efeitos da administragdo de curcumina (50 e 100 mg/'kg/dia) por 30 dias sobre parametros de estresse oxidativo
em homogenato de cortex frontal de ratas ovanectomizadas. (A) Foram quantificados os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico. de carbonilagio proteica e dos grupos tidis reduzidos das fragdes proteicas e nio proteicas
respectivamente. Foram também quantificadas as (B) atividades antioxidantes das enzimas superoxido dismutase (SOD).
catalase (CAT). glutationa peroxidase (GPx) além do potencial redutor ndo-enzimatico representado pela proporgio inversa
da area sob a curva obtida a partir do ensaio cinético. (C) A taxa entre as atividades enzimaticas de SOD. CAT e GPx
(SOD/CAT + GPx) foi usada como parametro de equilibrio entre as defesas antioxidantes. Grafico representativo (D) do
potenciais redutores ndo enzimaticos dos diferentes grupos frente ao sistema gerador de radical peroxil. Dados
representados como média = erro médio padrio. * p<0.05 quando comparado ao grupo sham (teste —t): **p<0.01 quando
comparado ao grupo sham (teste-t); # p<0.05 quando comparado ao grupo OVX controle (ANOVA de uma via seguida de

posthoc de Tukey). @ p<0.05 quando comparado ao grupo sham (ANOVA de uma via seguida de posthoc de Tukey).
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Figura 2: Efeitos da administragdo de curcumina (50 e 100 mg/Kg/dia) por 30 dias sobre parametros de estresse oxidativo
em homogenato de hipocampo de ratas ovariectomizadas. (A) Foram quantificados os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico, de carbonilagdo proteica e dos grupos tidis reduzidos das fragdes proteicas e nio proteicas
respectivamente. Foram também quantificadas as (B) atividades antioxidantes das enzimas superoxido dismutase (SOD).
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) além do potencial redutor ndo-enzimatico representado pela proporgio inversa
da area sob a curva obtida a partir do ensaio cinético. (C) A taxa entre as atividades enzimaticas de SOD, CAT e GPx
(SOD/CAT + GPx) foi usada como parametro de equilibrio entre as defesas antioxidantes. Grafico representativo (D) do
potenciais redutores ndo enzimaticos dos diferentes grupos frente ao sistema gerador de radical peroxil Dados
representados como média = erro médio padrdo. * p<0.05 quando comparado ao grupo sham (teste —t); **p<0.01 quando
comparado ao grupo sham (teste-t): # p<0.05 quando comparado ao grupo OVX controle (ANOVA de uma via seguida de
posthoc de Tukey).
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Figura 3: Efeitos da administragdo de curcumina (50 e 100 mg/Kg/dia) por 30 dias sobre parametros de estresse oxidativo
em homogenato de estriado de ratas ovariectomizadas. (A) Foram quantificados os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico. de carbonilagdo proteica e dos grupos tiois reduzidos das fragdes proteicas e ndo proteicas respectivamente.
Foram também quantificadas as (B) atividades antioxidantes das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT).
glutationa peroxidase (GPx) além do potencial redutor ndo-enzimatico representado pela proporgio inversa da area sob a
curva obtida a partir do ensaio cinético. (C) A taxa entre as atividades enzimaticas de SOD, CAT e GPx (SOD/CAT + GPx)
foi usada como parametro de equilibrio entre as defesas antioxidantes. Grafico representativo (D) do potenciais redutores
ndo enzimaticos dos diferentes grupos frente ao sistema gerador de radical peroxil. Dados representados como média = erro
médio padrdo. * p<0.05 quando comparado ao grupo sham (teste —t); **p<0,01 quando comparado ao grupo sham (teste-t):
# p<0,05 quando comparado ao grupo OVX controle (ANOVA de uma via seguida de post hoc de Tukey). & p<0.05

quando comparado ao grupo sham (ANOVA de uma via seguida de post hoc de Tukey). b p<0,01 quando comparado ao
grupo sham (ANOVA de uma via seguida de posthoc de Tukey).
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Figura 4: Efeitos da administragdo de curcumina (50 e 100 mg/Kg/dia) por 30 dias sobre parametros de locomogio
e exploragdo de ratas ovariectomizadas submetidas ao teste de campo aberto (CA). (A) Distancia total percorrida:
(B) Numero de rearings. (C) Tempo total imovel. Dados representados como média = erro médio padrio. * p<0.05
quando comparado ao grupo sham (teste —t); # p<0.05 quando comparado ao grupo OVX controle (ANOVA de uma
via seguida de posthoc de Tukey).
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DISCUSSAO GERAL:

A menopausa quando estabelecida se caracteriza pela perda efetiva de
estrogénio e progesterona na corrente sanguinea em decorréncia da faléncia
ovariana - representando assim uma situacdo de envelhecimento acelerado
inerente a fase. A insuficiéncia dos hormonios sexuais é associada a mudancas
fisiol6gicas importantes, que incluem aumento da perda de massa 6ssea, ganho
de peso, disfungdes cardiovasculares, distdrbios vasomotores, transtornos de
humor e sintomas de ansiedade associados a neurodegeneracdo entre outros
acometimentos relacionados com esse periodo em humanos e animais.
Particularmente, a ovariectomia bilateral em roedores € um modelo de
menopausa bem estabelecido por justamente reproduzir boa parte das alteracGes
associadas a menopausa humana. Diferentes estudos descrevem alteragdes
metabdlicas e sintomas relacionados a menopausa em roedores submetidos a
ovariectomia como atrofia uterina (Behr et al., 2012), ganho de gordura visceral
e peso (Babaei, Mehdizadeh, Ansar, & Damirchi, 2010), alteragdes
comportamentais (Li, Wang, Yu, & Zhang, 2014), envelhecimento precoce dos
sistemas imune e nervoso (Baeza et al., 2010), resisténcia a insulina (Choi &
Song, 2009) e distarbios comportamentais (Bryant, Kleinstauber, & Judd, 2014).
Além disso, o estresse oxidativo em ratas OV X é evidente e estritamente ligado
ao desenvolvimento e manutencdo de algumas das desordens citadas acima
(Hernéndez et al., 2000; Yang, Zheng, Li, Jiang, & Jiang, 2014). Sabendo da
importancia do estresse oxidativo no surgimento de sintomas e patologias
associadas a menopausa, para nosso conhecimento este é o primeiro estudo que

faz um levantamento de hipdtese no que o tratamento com curcumina poderia
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exercer sobre parametros de dano e modulagéo redox em diferentes estruturas
teciduais junto de pardmetros fisiolégicos e comportamentais de ratas OV X.

De uma forma geral, a cirurgia foi capaz de alterar parametros
bioquimicos e comportamentais nos animais os quais sdo observados em
mulheres na menopausa como: atrofia uterina, alteracdo do perfil lipidico,
acumulo de gordura visceral e aumento de estresse oxidativo em sangue, soro,
figado além de estruturas do SNC. Com isso, sugerimos uma possivel eficiéncia
da administracdo oral de curcumina em atenuar alteragdes bioldgicas
relacionadas ao estresse oxidativo causado por menopausa experimental em
ratas Wistar pds- ovariectomia. O tratamento com duracdo de 30 dias foi capaz
de atenuar alteracbes em marcadores lipidicos, deposicdo de gordura visceral
além da melhora dos sistemas antioxidantes teciduais e séricos dos animais
OVX, sendo o sistema antioxidante ndo enzimatico o que sofreu maior impacto
(por abrangéncia em diferentes tecidos) pela deple¢do dos hormonios sexuais. O
potencial terapéutico da curcumina j& observado em diferentes modelos in vivo
(El-Moselhy, Taye, Sharkawi, EI-Sisi, & Ahmed, 2011; Shao et al., 2012; Singh
& Sharma, 2011) pode estar associado a melhora nos sistemas antioxidantes, ja
que menores indices de dano oxidativo em biomoléculas foram quantificadas em
figado, sangue, soro e estruturas do SNC e também na melhoria dos parametros
comportamentais relacionados a ansiedade nos animais submetidos ao modelo
de ovariectomia e tratados com a droga.

Nossos dados sobre perfil lipidico reforcam o potencial hipolipidémico
da curcumina e sua capacidade em diminuir o acimulo de gordura. Um estudo
com mulheres de faixa etéria entre 40 e 90 anos mostra que o tratamento com

curcumina reduz as concentragdes de LDL e HDL oxidados sem afetar
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pardmetros de toxicidade das funcgdes renais e hepéaticas (Ramirez Bosca et al.,
1997). Ademais, camundongos submetidos a ingestdo didria de curcumina
adicionada a uma dieta hiperlipidica apresentam niveis diminuidos de TG no
figado, sugerindo um potencial investigativo ao composto sobre sua capacidade
em evitar acumulo de &cidos graxos hepéticos em situa¢Ges de obesidade (Asai,
Nakagawa, & Miyazawa, 1999; Ejaz, Wu, Kwan, & Meydani, 2009). Sabendo
da relacdo existente entre o perfil lipidico e doencas vasculares, dados
complementares nos ddo embasamento de que a intervengdo com curcumina
exerce efeitos positivos em situacfes semelhantes. Por exemplo, suplementacéo
de curcumina exerce efeitos anti-proliferativos em células endoteliais vasculares
por inibir fatores de transcricdo como a histona p-300 transcetilase diminuindo
niveis de hipertrofia cardiaca em camundongos (Morimoto et al., 2008;
Wongcharoen & Phrommintikul, 2009). De maneira complementar nossos
resultados mostram que o tratamento com curcumina para ratas OVX, apesar de
ndo influenciar atrofia uterina, niveis aumentados de AST séricos e ganho de
peso, reduz o acumulo de gordura inerte (visceral) e diminui 0s niveis séricos de
colesterol total, LDL e TG totais nas ratas OV X sem afetar os niveis de HDL. A
curcumina ja é descrita por exercer efeitos hipocolesterolémicos em mulheres e
ratas OVX na literatura (Folwarczna, Zych, & Trzeciak, 2010). Porém este € o
primeiro estudo que faz um levantamento em maior abrangéncia dos efeitos da
suplementacdo de curcumina sobre o perfil lipidico relacionando-o com
diferentes parametros de estresse oxidativo em ratas OVX.

O término da secre¢do de hormonios sexuais na corrente sanguinea é um
fator determinante para o desequilibrio redox em mulheres menopéausicas. Altos

niveis de produtos finais de dano oxidativo em lipidios como MDA, 4-
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hidroxinonenal, LDL oxidado sdo encontrados na circulagdo sanguinea de
mulheres que vivenciam a fase de pds-menopausa (A Agarwal, Aziz, & Rizk,
2013). Muitas das condicbes pré-oxidantes descritas durante a menopausa séo
relacionadas a auséncia do hormonio estrogénio, o qual desempenha funcdes
antioxidantes como a preservacdo de fosfolipidios de membrana das células
musculares lisas que envolvem 0s vasos sanguineos contra insultos oxidativos
(Dubey et al., 1999). Nossos achados em relacdo a diminuigdo da capacidade
antioxidante ndo enzimatica em soro, figado e nas estruturas do SNC de ratas
OVX vao ao encontro de resultados descritos previamente por nosso grupo em
que ratas OVX apresentam desequilibrio nos sistemas antioxidantes associado a
um aumento de biomoléculas oxidadas por ERO (Behr et al., 2012). Nas
estruturas periféricas tanto a cirurgia quanto o tratamento exerceram pouca
influéncia sobre a maquinaria enzimética, com excecdo da GPx que se mostrou
diminuida nos homogenatos de figado e de eritrcitos dos animais OV X tratados
apenas com veiculo. A diminuicdo da atividade da Gpx pode estar relacionada
com o aumento de dano oxidativo em sua estrutura durante situagdes de estresse
(Halliwell & Gutteridge, 2007). Por outro lado, a menor atividade da GPx pode
também ser associada a diminui¢do do conteddo de SH reduzidos na fracdo nao-
proteica das mesmas amostras, ja que a quantificacdo de grupamentos SH em
fracBes ndo proteicas é representado principalmente pela presenca da glutationa
reduzida (GSH), a qual, além de possuir funcdo como defesa antioxidante
primaria, é também substrato para a enzima GPX, justificando assim a menor
atividade observada nos figados dos animais OV X ndo tratados com curcumina.
Dessa maneira, podemos observar uma relagé@o entre a ovariectomia e a deplecao

das defesas antioxidantes ndo enzimaticas e também a agdo da curcumina em
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atenuar o comprometimento dos sistemas antioxidantes de compartimentos
teciduais. Naik et al., (2011) inferem que a administracdo de curcumina melhora
o0 status de GSH e impede a queda de atividade da GPx em figado de ratos
submetidos a inflamacdo crénica induzida por tetracloreto de carbono. Outro
estudo revela as propriedades terapéuticas da curcumina em aliviar esteatose
hepatica ndo alcodlica, a qual é muitas vezes causada por aquisicdo da
resisténcia a insulina causada por obesidade (Shapiro & Bruck, 2005). Outra
acdo alternativa da curcumina seria sua capacidade em induzir a biossintese de
GSH ja descrita em um estudo baseado em inflamacdo induzida em células
epiteliais (Biswas, McClure, Jimenez, Megson, & Rahman, 2005). Observamos
também o aumento no dano a proteinas representado pelo aumento da
carbonilacdo proteica e de peroxidacdo lipidica em considerdvel abrangéncia
dentre os tecidos analisados (TBARS- sangue, figado, cértex frontal e estriado;
grupos carbonil- todos com excecdo do cértex frontal) e também diminuicdo nos
grupos SH reduzidos proteicos em eritrocitos, soro e hipocampo das ratas
operadas. Proteinas e lipidios danificados por oxidagdo estdo diretamente
relacionados com sintomas e patologias causados pela menopausa (Isabel Baeza,
Fdez-Tresguerres, Ariznavarreta, & De la Fuente, 2010; Halliwell, 2006;
Signorelli et al., 2001). Ademais, grupos tiois reduzidos presentes em proteinas
(como as tiorredoxinas e peroxirredoxinas) sdo responsaveis por atuar na
manutencdo da homeostase redox em diferentes compartimentos teciduais e
estarem presentes entre 0s agentes antioxidantes ndo enzimaticos. Também entre
0s antioxidantes ndo enzimaticos encontrados na corrente sanguinea podemos
citar as vitaminas C e E, precursores da sintese de GSH (acetil-cisteinas),

selénio, zinco, taurina e betacaroteno — 0s quais sdo obtidos da dieta. A literatura
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mostra que ratas OV X apresentam niveis diminuidos de vitaminas A, C e E e
acido drico (antioxidante enddgeno) na corrente sanguinea (Dilek et al., 2010).
Particularmente em situa¢fes de choque séptico em pacientes hospitalares, a
deplecdo do potencial antioxidante ndo enzimatico é fortemente influenciada
pelas baixas concentragfes séricas de acido Urico (Andresen et al., 2008). De
uma forma geral é bem aceito que uma dieta rica em frutas e vegetais seja
determinante na prevencdo de aterosclerose, doengas cardiovasculares e
surgimento de cancer (Miquel et al.,, 2006). Por outro lado, é também
reconhecido que mulheres durante a menopausa costumam seguir a
recomendacdo diaria em nutrientes e vegetais ricos em antioxidantes (Polidori,
2003). De acordo com o cenério descrito acima, sugere-se que a suplementacdo
terapéutica baseada em compostos antioxidantes (no caso, a curcumina) para
mulheres na menopausa torna-se promissora do ponto de vista clinico.
Hipercolesterolemia e estresse oxidativo sdo frequentemente
acompanhados por situacdes pré-inflamatdrias e esses fatores mostram-se, de
certa forma, como uma imposicdo fisioldgica para a mulher ap6s o final da
secrecdo hormonal. O aumento na secre¢do de citocinas pré-inflamatoérias € um
mecanismo de acdo para diversas patologias relacionadas ao envelhecimento.
Diferentes estudos clinicos estabelecem a relagdo entre o aumento de TNF-a e
IL-6 na corrente sanguinea com patologias que surgem apds final da fase
reprodutiva da mulher (Jilka, Hangoc, & Girasole, 1992; O. Y. Kim et al., 2012;
Schieffer et al., 2000). Além disso, o acumulo de gordura visceral mostra-se
como uma potencial fonte na secrecdo destas citocinas por recrutar e ativar
macrofagos na propor¢cdo do acumulo intrinseco de acidos graxos (Alappat &

Awad, 2010). Usando modelo OVX, Wang et al., (2012) observaram que
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estrogénio desempenha acdo protetora em metastase de hepatocarcinoma por
reduzir os niveis de IL-6. Kireev et al., (2010) também reforcam nossa hipotese
ao mostrar que a ovariectomia causa aumento em citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a, IL-1B, IL-6) e reducdo de IL-10 (anti-inflamatoria), resultando em
aumento de lipoperoxida¢do, HSP32 e iNOS em amostras de figado. Por outro
lado, a capacidade inibitéria da curcumina sobre a producéo destas citocinas pro-
inflamatorias e consequentemente sobre a inflamacdo e dano oxidativo é
observada em ratos intoxicados por Cédmio (Alghasham, Salem, & Meki,
2013). Em nosso modelo os niveis de IL-6 na circulagdo foram aumentados nas
ratas OV X controle ao passo que os animais OV X que receberam curcumina nas
duas doses apresentam niveis de IL-6 indiferentes dos animais sham. Os niveis
séricos de IL-6 seguiram o mesmo perfil encontrado no acumulo de gordura
visceral destes animais, sugerindo uma possivel relacdo entre a deposicado
lipidica na regido abdominal e o aumento da citocina pré-inflamatéria na
corrente sanguinea e também a cabivel contribuicdo do tratamento com
curcumina em atenuar essas mudancas.

Nas amostras de SNC, ficou evidente a maior abrangéncia do impacto da
ovariectomia sobre o ambiente redox. Foram quantificados aumento de
biomoléculas danificadas por oxidacdo (TBARS, carbonil e SH reduzidos) além
da modulacdo das atividades enzimaticas em maior escala do que nos outros
tecidos. Algumas sugestdes podem ser feitas sobre a vulnerabilidade do SNC a
insulto oxidativo. O sistema nervoso possui regeneracdo celular limitada em
comparagdo com outros orgaos. A divisao celular na estrutura € muito mais lenta
e desta forma as células nervosas tornam-se mais suscetiveis a insultos

provenientes de estresse oxidativo durante o envelhecimento (Andersen, 2004).
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Em segundo lugar, o consumo de oxigénio pelo SNC é muito maior do que em
outros tecidos, chegando a consumir 20% do oxigénio destinado ao metabolismo
corporal humano. Logo, a eficiéncia mitocondrial € um aspecto fundamental
para o funcionamento das células nervosas encefalicas. Portanto, o aumento de
ERO causada por um insulto pode danificar a cadeira respiratéria da mitocéndria
resultando em propagacdo do dano pela mesma (Halliwell, 2006). O sistema
antioxidante ndo enzimatico foi diminuido em todas as estruturas analisadas,
sendo que as ratas OV X suplementadas apresentaram mudancgas mais brandas, a
ponto de ndo apresentarem diferenca estatistica com o grupo controle (sham). De
maneira adicional ao observado nas estruturas periféricas (com excecdo da GPx
discutida anteriormente), as atividades enzimaticas (SOD e CAT) de cortex
frontal, hipocampo e estriado sofreram alteragdes nos grupos OVX (com e sem
tratamento). A ovariectomia causou diminuicdo na atividade da SOD em cortex
frontal e aumento nas amostras de estriado, sem causar qualquer alteracdo nas
amostras de hipocampo. As ratas tratadas com curcumina nao apresentam
diferenca na atividade da SOD em cértex frontal em relacdo ao grupo sham,
sendo que o tratamento ndo foi capaz de contrapor o estimulo causado pela
cirurgia sobre as atividades de SOD no estriado. Os resultados sugerem certa
suscetibilidade do SNC a insulto oxidativo causado pela menopausa
experimental, ja que, acompanhada dos niveis aumentados de lipidios e
proteinas oxidados, foi observada modula¢Ges enzimaticas antioxidantes aqui
quantificadas. Além disso, o tratamento com curcumina apresentou menor
eficiéncia em prevenir ou atenuar alteracdes oxidativas causadas pela cirurgia no
estriado de ratas OVX. Por outra perspectiva, o desequilibrio da razdo SOD/

(CAT + GPx) nas amostras de estriado nos indica uma possivel fonte de ERO, ja
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que o aumento da razdo é um indicativo de excesso de H,O,, j& que a SOD
converte O; “em H,O, mas as peroxidases ndo séo capazes de remover producdo
aumentada de H,O, causado pelo aumento da SOD, tornando justificavel o
aumento na oxidacdo proteinas e lipidios. Apesar de ser significativamente
diferente em todos os grupos OVX, a razéo teve uma menor significancia nos
estriados do grupo que recebeu a dose de 100 mg/Kg/dia de curcumina em
relagdo ao grupo sham (OVX 100 mg/Kg/dia=p<0,05). Ademais, a
suplementacdo impediu a queda dos niveis de grupos SH reduzidos na fracdo
néo proteica (GSH) e o0 aumento de lipoperoxidacéo indicando um papel protetor
da curcumina nas amostras de estriado. Apesar de ser questionado pela
comunidade cientifica, ha indicios de que o transporte de estruturas polifendlicas
para o tecido nervoso seja passivel de ocorréncia através da barreira
hematoencefélica (Faria et al.,, 2014). Mesmo ndo sendo presencialmente
quantificada, diferentes estudos inferem funcgdes protetoras da curcumina no
sistema nervoso de animais e analisando diferentes tipos de injdria (Belviranl et
al., 2013; Zanotto-Filho, Braganhol, et al., 2012).

As estruturas do SNC analisadas (cortex frontal, hipocampo e estriado)
nesta dissertacdo foram escolhidas de acordo com suas importancias na
manutencdo em fungdes locomotoras e de aprendizado no cérebro. O cortex
frontal possui papel crucial na homeostase cerebral durante o comportamento
adaptativo através de seu envolvimento nas tomadas de decisdes de humanos e
roedores. A aquisicdo de novas memorias de eventos e lugares depende do pleno
funcionamento do hipocampo (S. Cheng & Frank, 2008; Vukovic, Blackmore,
Jhaveri, & Bartlett, 2011). Os hormdnios sexuais s@o responsaveis em modular a

secrecdo de dopamina no estriado atuando no sucesso reprodutivo da fémea
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(Becker, 1999). Logo, o equilibrio redox nessas estruturas é determinante no
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Mantena, King, Andringa,
Eccleston, & Bailey, 2008).

Estudos epidemioldgicos demonstram que o periodo de transi¢do para a
menopausa em mulheres pode ser critico no desenvolvimento de depressao e
ansiedade. Distdrbios mentais durante o periodo possuem estreita associacdo
com desequilibrio do perfil redox no SNC (Berk et al., 2011; Moylan, Maes,
Wray, & Berk, 2013). E importante salientar que o estrogénio se apresenta como
fator critico na manutencdo do SNC e sua inerente deplecdo durante a
menopausa é relacionada com declinio cognitivo, episddios de ansiedade, e
depressdo (Seeman, 1997; A. A. Walf & Frye, 2006; A. A. Walf, Paris, & Frye,
2009). Estudos relatam mudangas comportamentais em animais que apresentam
estresse oxidativo aumentado no SNC (Behr et al., 2012; Schnorr et al., 2011).
Particularmente em ratas OV X, comportamentos do tipo ansiedade (Patki et al.,
2013) e alteracBes locomotoras/exploratérias sdo amplamente descritas na
literatura (Roy, Buyer, & Licari, 1990). (Cruz-Aguado, Almaguer-Melian, Diaz,
Lorigados, & Bergado, 2001) mostram que a presenca de GSH no cérebro de
ratos é essencial para o funcionamento bioquimico e na prevencao de alteracdes
comportamentais, suportando a ideia de que o ambiente redox possui importante
papel na homeostase do SNC. Em contrapartida, diferentes autores suportam as
propriedades ativas da curcumina contra ansiedade, depressdo, e inclusive sua
participacdo na melhoria de memoria espacial prejudicada por idade avancada
em ratas (Belviranlt et al., 2013; Gilhotra & Dhingra, 2010; Lopresti, Maes,
Maker, Hood, & Drummond, 2014). Nossos resultados mostram que ratas OVX

tratadas com curcumina apresentam menor impacto nas alteracdes
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comportamentais relacionadas a ansiedade quando submetidas aos ensaios de
campo aberto (CA) e labirinto em cruz elevada (LCE). No teste de CA, os
grupos ndo apresentaram diferenca nos parametros de distancia total e tempo
total imovel- todos contados pelo software ANYMAZE. Apesar disso, 0s
animais OVX controle executaram um menor numero de rearings, o qual pode
servir como indicativo de menor exploragéo (Prut & Belzung, 2003) do aparato,
sendo que as ratas OVX tratadas com curcumina nas duas quantidades néo
apresentaram essa diminui¢do. Ja no teste de LCE nossos achados indicam que
0s animais OV X exploraram mais o brago fechado do que o brago aberto como
mostrado pelo tempo percorrido e ndmero de entradas nos bracos.
Adicionalmente, a distancia total percorrida em todo aparato pelas ratas OVX foi
menor quando comparado ao que o grupo sham percorreu, indicando alteragdes
no sistema locomotor e exploratério durante o teste de LCE. Por outro lado, as
ratas OVX tratadas com curcumina ndo diferiram do grupo sham quando
comparamos 0s parametros citados acima. Nesse sentido, a cirurgia, além de
causar alteracfes centradas no perfil redox de diferentes tecidos (ja discutidas),
também causou mudanc¢as comportamentais relacionadas a ansiedade no modelo
aqui desenvolvido. Com isso, este estudo elucida beneficios da curcumina sobre
parametros de ansiedade em modelo de ovariectomia, nunca antes descritos.

A biodisponibilidade da curcumina talvez seja 0 maior desafio de estudos
que objetivam transpor seus resultados para testes nutricionais ou mesmo
clinicos. Ratos submetidos a uma dose didria de 1g/Kg apresentam 75% de
metabolitos da curcumina nas fezes e quantidades negligenciaveis na urina
(Wahlstrom & Blennow, 1978). Outros autores citam que a absorcdo de

curcumina pode chegar a 60% através do aparelho gastrointestinal
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(Ravindranath & Chandrasekhara, 1980). Sobre a toxicidade, ensaios clinicos
que aplicaram doses entre 3,6 e 8g por dia mostraram casos pontuais de diarreia
e nauseas entre os pacientes (Hsu & Cheng, 2007). Em nosso estudo nao foram
observados sintomas relacionados a diarreia nos animais tratados.
Paralelamente, trabalhos em animais mostram efeitos positivos da intervencao
com curcumina em diferentes modelos usando doses semelhantes as mesmas
aqui aplicadas (Cho, Kim, Jeon, & Sung, 2012; Hussan et al., 2012; Tokag et al.,
2013). A faixa de doses abordada em nosso trabalho (50 e 100 mg/Kg/dia) pode
ser transformada para humanos levando em consideragdo o método de
normalizacdo de doses baseado no metabolismo do animal e em sua area de
superficie corporal em relacdo a de um humano (Reagan-Shaw, Nihal, &
Ahmad, 2008). De acordo com a transformacdo, as doses aqui aplicadas
equivaleriam (para uma mulher de 70 Kg) a 0,567 e 1,113g por dia de
curcumina. Um estudo quantificou analisou a farmacocinética da curcumina em
individuos saudaveis de 0,25 até 72h apds a ingestdo de 10 a 12g do composto e
detectou apenas seus metabolitos na corrente sanguinea. Entretanto, outros
autores suportam a ideia de que baixas quantidades de curcumina ingeridas
diariamente aumentam sua permeabilidade no trato gastrointestinal e
consequentemente sua biodisponibilidade durante uma suplementacdo (A. L.
Cheng et al., 2001; Sharma et al., 2004). Portanto, 0 aumento da absor¢édo da
curcumina atraveés da escolha de diferentes veiculos é fator determinante para
que esse tipo de tratamento viabilize suas acdes terapéuticas observadas em
modelos experimentais. Nano-emulsdes de curcumina sdo bem aceitas pela
literatura por aumentar de forma significativa a absor¢cdo em camundongos

(Zhongfa et al., 2012) além de aumentar sua eficiéncia farmacoldgica em
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modelo de glioma in vivo (Zanotto-Filho, Coradini, et al., 2012). Apesar disso, a
eficacia e seguranga da administragdo da curcumina amplamente demonstrada
Ihe permite ser atribuida como alternativa nutricional na prevencdo e/ou controle
de sintomas e doencas que o periodo de menopausa possa acarretar para a

mulher.

CONCLUSOES:

Concluséo geral:

De uma maneira geral, nosso trabalho mostrou que a curcumina foi
capaz de minimizar o acumulo de gordura visceral, niveis séricos de IL-6,
dislipidemia e estresse oxidativo em diferentes compartimentos causados pela
deplecdo dos hormonios sexuais inerente ao modelo de ovariectomia.
Observamos que seu beneficio fica mais evidente no potencial antioxidante ndo
enzimético tecidual. Nos parametros comportamentais também observamos
contribui¢cbes da suplementacdo, j& que o0s animais tratados apresentaram
menores indices nos comportamentos relacionados a ansiedade quando
quantificados pelos experimentos de CA e LCE. Acreditamos, portanto, que o
tratamento com curcumina foi capaz de atenuar os parametros alterados tanto
bioquimicos como comportamentais pelo modelo de ovariectomia bilateral em

roedores.

Conclusoes especificas:
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1) As alteragOes esperadas foram em sua maior parte representadas nos
grupos de ratas OVX: a mudanca no perfil lipidico foi representado pelo
aumento nos niveis de LDL e colesterol total circulantes- principais agravantes
para a ocorréncia de acidentes cardiovasculares. Observamos também niveis
aumentados de IL-6 no soro das ratas operadas, sugerindo uma situacdo pro-
inflamatoria pos-ovariectomia. Paralelamente, a atrofia uterina e o ganho de
peso foram pronunciantes nas ratas OV X, confirmando que o modelo aplicado
foi eficiente.

2) O aumento de estresse oxidativo foi marcante em todos tecidos
analisados, representado pelo aumento na quantificacdo de biomoléculas
danificadas associado a diminuicdo das defesas antioxidantes. Praticamente
todas as estruturas analisadas apresentaram dano oxidativo aumentado no
contetdo proteico (aumento de grupamentos carbonil e diminuicdo de tidis
reduzidos), ndo proteico (tidis reduzidos ndo proteicos-GSH) e lipidico
(TBARS). A modulagdo das defesas antioxidantes foi mais pronunciada na
resposta antioxidante ndao enzimética (TRAP) dos tecidos analisados. Entre as
defesas enzimaticas, a atividade da GPx sofreu maior abrangéncia tecidual com
a deplecdo hormonal possivelmente por interagir com o sistema de renovagéo de
GSH da célula e por esta encontrar-se diminuida nas respectivas amostras.
Paralelo as alterac®es ja citadas foi observada modulacéo na atividade da SOD
nas estruturas de hipocampo e estriado, sugerindo assim uma maior
suscetibilidade do sistema antioxidante dos tecidos do SNC ao estresse pos-

ovariectomia.
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3) A menopausa experimental foi capaz de induzir comportamentos
relacionados a ansiedade como mostrado através do menor numero de rearings
executados pelos animais OVX no experimento de CA. No teste de LCE, o
grupo OV X passou maior tempo no braco fechado do aparato além ter explorado
menos o brago aberto — diferenca representada pelo menor nimero de entradas e
menor tempo nessa parte do aparato quando comparados aos animais sham.
Adicionalmente, o aumento do estresse oxidativo nas estruturas do SNC foi
correspondente as mudangas comportamentais observadas nas ratas OVX,

estabelecendo assim uma relacdo plausivel entre os resultados obtidos.

4) O tratamento com curcumina por 30 dias foi capaz de atenuar uma
quantidade consideravel das alteracdes causadas pela ovariectomia bilateral. No
perfil lipidico, as ratas OV X tratadas mostraram niveis de LDL e colesterol total
indiferentes dos animais controle, sugerindo um papel hipocolesterolémico para
esse tipo de tratamento. Apesar da ovariectomia per se ndo ter causado acumulo
nos triglicerideos e no VLDL, os animais tratados com curcumina apresentaram
niveis menores nas respectivas quantificacbes quando comparados aos animais
sham. Os niveis de IL-6 foram significativamente menores nos animais que
receberam curcumina, reforcando o papel antinflamat6rio do composto. Dentre
0s parametros redox, a administracdo impediu a formag&o de grupos carbonil em
proteinas do figado, eritrocitos, soro e também no hipocampo. A reducdo dos
grupamentos tidis proteicos foi preservada no soro e no hipocampo e a dos tidis
ndo proteicos no figado, eritrocitos, hipocampo e estriado. A lipoperoxidacao
também teve menores niveis em eritrdcitos, figado, cortex frontal e estriado das

ratas tratadas. A ineficiéncia do tratamento ficou restrita a0 aumento da
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carbonilacdo proteica no estriado. Ademais, efeitos positivos do tratamento
foram observados nos testes comportamentais, uma vez que n&o foram
detectadas diferencas significativas entre o perfil comportamental relacionado a

ansiedade dos animais tratados e o perfil dos controles.

PERSPECTIVAS:

1) Quantificar por HPLC os niveis de curcumina e seus metabdlitos no soro e

nos diferentes tecidos de ratas OV X aqui analisados;

2) Sabendo da maior suscetibilidade da mulher na menopausa a doencas
neurodegenerativas, explorar no modelo de ovariectomia o surgimento de
sintomas relacionados a doencas de Parkinson e Alzheimer bem como o

potencial da curcumina em atenuar alteracGes relacionadas as patologias.
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