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RESUMO

A ovariectomia bilateral em ratas € um dos modelos experimentais utilizados
para se analisar a menopausa e as possiveis estratégias para amenizar os efeitos
deletérios desta condicdo. A suplementacdo da dieta com antioxidantes vem sendo
utiizada para diminuir o risco de estresse oxidativo, que esta aumentado na
menopausa. Nesse estudo, foram analisados os efeitos do acido lipoico (AL) e dos
Omegas-3 (&cido docosahexaendico (DHA) e acido eicosapentaendico (EPA)) no
figado, através da suplementacdo da dieta de ratas ovariectomizadas. O &cido
lipoico foi escolhido em virtude da sua capacidade antioxidante, pela conhecida
caracteristica de ser cofator de enzimas chave no metabolismo celular e por inibir
alguns mecanismos pro- inflamatorios. Essas caracteristicas sdo importantes em
virtude da disfuncdo mitocondrial e do aumento dos niveis de citocinas inflamatorias,
gue estao presentes apds a menopausa. Os demais acidos graxos poli-insaturados
foram utilizados por possuirem alta capacidade antioxidante e estarem bem
estabelecidos como protetores endoteliais. Além disso, também exercem efeitos
anti-inflamatoérios e sdo capazes de normalizar os niveis de lipidios na circulacao
sanguinea. Os resultados demonstram que o acido lipoico é capaz de atuar no
figado e recuperar a atividade da enzima fumarase e a atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase mitocondrial (MNnSOD) e glutationa peroxidase
(GPx), além de diminuir o dano oxidativo em proteinas e manter os niveis de
malondialdeido (MDA) semelhantes ao grupo controle. No entanto, ndo exerceu
influéncia na atividade da superoxido dismutase citosolica (CuzZnSOD). A
suplementacdo com DHA e EPA restaurou os niveis das duas classes de
superoxidos dismutase, mas, ndo conseguiu restaurar a atividade da GPx e da
fumarase. Os niveis de proteinas danificadas foram menores em todos os animais
suplementados com ©6mega-3 em relacdo ao grupo controle e ao grupo
ovariectomizado sem suplementacdo. Além disso, os suplementos também atuaram
na reducdo dos niveis de nitritos e nitratos pois possuem propriedades anti-
inflamatorias, sobretudo o acido lipoico, que inibe a oxido nitrico sintase induzivel
(ONi) de macréfagos. Os niveis de vitamina C ndo apresentaram diferenca entre os
grupos SHAM, OVX, AL e DHA. Mas, o grupo EPA apresentou niveis de vitamina C
inferiores aos dos grupos SHAM e OVX. Além disso, os niveis de vitamina E se

mostraram inferiores nos grupos suplementados com os &acidos graxos poli-



10

insaturados de cadeia longa. Neste trabalho, os antioxidantes assumiram um papel
importante na diminuicdo do dano oxidativo e na recuperacdo da atividade de
enzimas importantes na homeostase celular, alteragcbes essas, causadas pela
diminuicdo drastica dos niveis de estrogénio no modelo de menopausa.

Palavras chave: ovariectomia, menopausa, estresse oxidativo, figado e

antioxidantes
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ABSTRACT

The bilateral ovariectomy in rats is one of the experimental models used to
analyze the menopause and possible strategies to mitigate the deleterious effects of
this condition. Dietary supplementation with antioxidants has been used to decrease
the risk of oxidative stress, which is increased in menopause. In this study, it was
analyzed the effects of lipoic acid (LA) and the omega -3 (docosahexaenoic acid
(DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA)) in the liver, through dietary
supplementation of ovariectomized rats. The lipoic acid was chosen because of its
antioxidant capacity, its known characteristic of being cofactor for key enzymes in
cellular metabolism, and inhibition of some proinflammatory mechanisms. These
characteristics are important because of mitochondrial dysfunction and increased
levels of inflammatory cytokines, that are present after menopause. The other
polyunsaturated fatty acids were used due to their high antioxidant capacity and well
established endothelial protective role. Furthermore, they also exert anti-
inflammatory effects and are able to normalize the lipid levels in the bloodstream.
The results showed that lipoic acid is capable of acting in the liver and recover the
activities of the fumarase enzyme and the antioxidant enzymes mitochondrial
superoxide dismutase (MnSOD) and glutathione peroxidase (GPx), and reducing
oxidative damage of proteins and maintaining the levels of malondialdehyde (MDA)
similar to the control group. However, lipoic acid had no influence on the activity of
cytosolic superoxide dismutase (CuzZnSOD). Supplementation with DHA and EPA
restored the levels of both classes of superoxide dismutase, but was unable to
restore the activity of GPx and fumarase. The levels of damaged proteins were lower
in all animals supplemented with omega -3 when compared to the sham and
ovariectomized groups without supplementation. Also, the supplements were active
in reducing levels of nitrites and nitrates, since they have anti -inflammatory
properties, especially lipoic acid, which inhibits nitric oxide synthase inducible (iNOS)
of macrophages. Vitamin C levels did not differ between the SHAM, LA, OVX and
DHA groups. But the EPA group presented lower levels of vitamin C than those of
SHAM and OVX groups. Nonetheless, levels of vitamin E was inferior in the groups
supplemented with long chain polyunsaturated fatty acids. In this work, antioxidants

played an important role in reducing oxidative damage and assists recovery of the
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activity of important enzymes in cellular homeostasis, changes caused by the drastic

decrease in estrogen levels in menopausal model.

Keywords: ovariectomy, menopause, oxidative stress, liver.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESPECIES REATIVAS

As propriedades toxicas do oxigénio eram obscuras antes da publicacdo da
teoria dos radicais livres de Gershman, em 1954, que afirma que a toxicidade do
oxigénio é devido a formas de oxigénio parcialmente reduzidas (Gerschman et al.
1954). No mesmo ano, houve a descoberta de radicais livres em amostras de
materiais vivos (Commoner et al. 1954). A discusséo sobre as espécies reativas de
oxigénio (ERO) ganhou forca por volta de 1956, quando Harmam desenvolveu a
teoria do envelhecimento baseado na producdo de espécies reativas (Harman
1956). O trabalho de Harman engatilhou um intenso interesse na pesquisa sobre
radicais livres em sistemas bioldgicos (Valko et al. 2007). Durante muito tempo,
acreditava-se que os complexos | e lll da cadeia transportadora de elétrons eram
responsaveis pela producdo da maioria absoluta das espécies reativas de oxigénio
na célula. A definicdo de espécie reativa diz que sdo moléculas e elementos
guimicos altamente reativos, que ao reagirem com outras moléculas, podem alterar
a carga e a estrutura das mesmas. Geralmente, as espécies reativas estao
centradas em oxigénio, embora possam estar centradas em nitrogénio, cloro e
carbono. Embora grande parte das espécies reativas de oxigénio (ERO) sejam
geradas na mitocondria, através da cadeia transportadora de elétrons (Koopman et
al. 2010), ha muitas outras fontes de espécies reativas na célula. Mais tarde,
descobriu-se que inimeras proteinas geram espécies reativas em caso de
desequilibrio da homeostase e que outras produzem espécies reativas para voltar a
homeostase (Holzerova and Prokisch 2015). Portanto, as espécies reativas estao
fortemente ligadas as fungcbes metabdlicas e possuem inumeras funcdes benéficas
ao organismo. Na cadeia transportadora de elétrons, o oxigénio deveria receber um
elétron sucessivamente, até ser reduzido a agua ao receber quatro elétrons. No
entanto, dependendo da situag¢do, 0 oxigénio ndo recebe todos os elétrons e, por
conseguinte, torna-se o radical superéxido ao receber somente um elétron e, ao
receber dois elétrons e dois prétons, se torna perdxido de hidrogénio como mostrado

nas reacdes 1, 2 e 3, respectivamente.
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Reacdo 1: 0O, + 4e+ 4H'— 2H,0
Reacéo 2: O,+e— 0,
Reacédo 3: 0, +e +2H"— H,0,

No organismo, as espécies reativas encontram-se envolvidas na producao de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular,
diferenciagdo celular (Ye et al. 2015), dentre outras fun¢gbes. No entanto, seu
excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacao lipidica; oxidacéo de
proteinas; inativacdo enzimatica ao danificar o sitio ativo de enzimas como a
aconitase, a fumarase e a catalase, por exemplo; oxidac&do de carboidratos e dano

oxidativo em &cidos nucleicos.

No entanto, os radicais livres nem sempre oxidam biomoléculas. Eles também
podem reduzir moléculas. A reagdo de oxirreducédo depende do potencial de reducéo
das moléculas envolvidas. O destino dos elétrons envolvidos na reacdo segue a
forca desse potencial. De modo geral, a perda, ou o recebimento de elétrons, pode
causar instabilidade ou danificar macromoléculas. Geralmente, a interacdo de
macromoléculas com radicais livres tem potencial para ser danosa. Mas, como dito
acima, também podem ser benéficas. Na figura 1, ha a representacdo de algumas
reacoes gque geram espécies reativas e as moléculas que podem sofrer dano
oxidativo. Além disso, também é exemplificado quais sdo as enzimas e algumas
rotas que sdo capazes de neutralizar as espécies reativas. Ao analisar a figura 1,
fica muito facil perceber que ha inUmeras maneiras de producdo de espécies
reativas e que também ha indmeras maneiras de neutraliza-las. Essa relacdo de
equilibrio foi adquirida evolutivamente e, embora seja muito sofisticada, pode
apresentar momentos de desequilibrio. Quando o equilibrio fica comprometido, ha o
chamado estresse oxidativo. Essa condicdo esta envolvida em inUmeros processos
patoldgicos e se caracteriza pela incapacidade que determinada célula, e até mesmo
um tecido, tenha em neutralizar a produgdo excessiva de espécies reativas. O
acumulo de dano oxidativo pode se manifestar através de inumeras formas e
representa altissima importancia em patologias como esteatose hepatica,

aterosclerose e doencas neurodegenerativas. Sendo assim, em alguns casos, €
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importante que se busque auxiliar o organismo a lidar com o excesso de producao

de espécies reativas no intuito de amenizar a condicdo de estresse oxidativo.
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Figura 1. Algumas rotas de formacdo de algumas espécies reativas, 0 processo da
peroxidacao lipidica e o papel da glutationa, vitaminas C e E, acido lipoico no manejo das ERO.
Reacdo 1: o radical superdxido é formado através da NADPH oxidase e xantina oxidase ou, de forma
ndo enzimética através da reacdo redox da semiquinona na cadeia transportadora de elétrons.
Reacdo 2: o radical superdxido é dismutado pela enzima superdxido dismutase (SOD) a perdxido de
hidrogénio e dgua. Reacdo 3: o perdxido de hidrogénio € mais facilmente neutralizado pela glutationa
peroxidase (GPx) que requer glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons. Reacdo 4:
quando GSH é oxidada a glutationa oxidada (GSSG), ha a necessidade de GSSG ser reduzida a
GSH. Quem atua nessa reducdo € a glutationa redutase (GRed), que usa NADPH como doador de
elétron. Reacdo 5: Alguns metais de transicdo podem quebrar a molécula de peréxido de hidrogénio
na reacao de fenton e gerar o radical hidroxil. Reacéo 6: O radical hidroxil pode abstrair um elétron de
um &cido graxo poli-insaturado e gerar o radical lipidico (L"). Reacdo 7: O radical L' pode interagir
com uma molécula de oxigénio e gerar o radical peroxil (LOO’). Se o radical LOO" nio for reduzido
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por algum antioxidante, a peroxidagdo lipidica podera seguir o curso das moléculas 15-17,
culminando na formacé&o de 4-hidroxinonenal, ou seguir o curso de formacgéo das moléculas 18-23, o
gue gera malondialdeido (MDA) e MDA ligado a aminoacidos. Reagdo 8: o radical LOO’ é reduzido
pela vitamina E (T-OH) o que resulta na formacéo do hidroperéxido lipidico e um radical de vitamina E
(T- O)). Reagédo 9: regeneracdo da vitamina E pela vitamina C: o radical T- O" é reduzido a T-OH pelo
acido ascorbico, o que gera o radical ascorbil (Asc™). Reacdo 10: a vitamina E também é regenerada
por GSH: o T- O é reduzido por GSH. Reacdo 11: GSSG e Asc” sdo reduzidos a GSH e ascorbato
monoéanion (Asc) pelo acido dihidrolipoico (DHLA) que volta a ser o &cido alfa lipoico (ALA). Reacao
12: a regeneracdo de DHLA a ALA, necessita de NADPH. Reacdo 13: hidroperdxidos lipidicos séo
reduzidos a alcoois e dioxigénios por GPx, usando GSH como doadora de elétrons. Reagao 14:
hidroperéxidos Iigpl’dicos podem reagir com Fe*? para formar o radical alcoxil (L O), ou em menor
escala, com Fe™, para formar o LOO". Reac&o 15: os radicais L O derivados, por exemplo, do acido
aracdonico (ARA), sofrem reacgdes que alteram a geometria molecular para a forma ciclica (anéis de
hidropedxidos). Reagao 16: anéis de hidroperdxido sofrem quebras e viram 4-hidroxinonenal. Reacédo
17: 4-hidroxinonenal pode ser neutralizado por glutationa —S transferase (GST). Reac¢éo 18: o radical
LOO’ localizado na posicéo interna de um acido graxo, pode sofrer alteracdo na geometria molecular
e se tornar um radical centrado em carbono com a geometria ciclica. Reacdo 19: esse radical pode
entdo ser reduzido a forma de hidroperéxido (reacdo ndao mostrada) ou sofrer outro processo que
acentua as caracteristicas ciclicas da sua molécula, o que o transforma em um peroxido biciclico.
Reacdo 20: produtos intermediarios que seguem sofrendo modificacbes até gerarem MDA. Reacgéo
21, 22, 23: MDA pode reagir com DNA, formando adutos de bases nitrogenadas citosina, adenina e
guanina. M1C, M1A e M1G respectivamente (Valko et al. 2007)

1.2 A OVARIECTOMIA EM RATAS COMO MODELO DE MENOPAUSA (colocar
coisas sobre ovariectomia)

A ovariectomia bilateral em ratas foi adotada como um dos modelos
experimentais de menopausa e € amplamente utilizada para estudar os efeitos da
menopausa sob o olhar de diversos parametros que possam estar envolvidos com a
deficiéncia dos horménios da classe dos estrogenos e é um excelente modelo para
esse fim (Baeza et al. 2010; Moiety et al). O periodo da menopausa dura
aproximadamente um terco da vida das mulheres e além da grande diminuicdo dos
niveis de estrogénio no organismo, ha indmeras outras alteracbes que sé&o
controladas por essa classe de hormonios. Essas alteracbes podem trazer
problemas a saude das mulheres, como a distribuicdo de gordura corporal (antes
deste periodo, se caracteriza pela distribuicdo subcutanea e, apos a entrada na
menopausa, 0 acumulo ocorre nas visceras (Ce et al. 2014)); alteracbes no
metabolismo do ferro e aumento dos fatores de risco para aterosclerose (Brady
2015). Na tabela 1, ha alguns fatores de risco que sdo aumentados pela diminuicao
dos niveis de estrogénio e que também estdo aumentados ao longo do
envelhecimento. Na literatura, inimeros trabalhos apontam que ap0s a menopausa,
h& aumento no risco de desenvolvimento da sindrome metabdlica. A sindrome
metabolica se caracteriza por apresentar muitos fatores de risco similares aos da

menopausa (Despres 1993). Na tabela 2, h4 uma lista de fatores de risco que estéo
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maiores em individuos com esteatose que se relacionam aos fatores de risco da

menopausa.

Tabela 1- Fatores de risco ap0s a menopausa.

Envelhecimento Menopausa Terapia Hormonal
Tecido Adiposo Aumenta Aumenta Reduz
Obesidade Aumenta Aumenta Reduz
Resistencia a Insulina  Aumenta Aumenta Reduz
Diabetes Tipo 2 Aumenta Aumenta Reduz

Adaptado de (Rettberg et al. 2014)

Tabela 2- Fatores de risco comuns na Menopausa e na sindrome metabdlica.
1. Obesidade Central
2. Resisténcia a Insulina

3. Dislipidemia
a.'TG
b. 1LDL
c. |HDL

4. hipertenséo

5. testado proinflamatoério

Adaptado de (Carr 2003) 1TG= aumenta os niveis de trigliceridios, 1LDL= aumenta os niveis
de lipoproteina de baixa densidade, |HDL= diminui os niveis de lipoproteinas de alta
densidade.

Portanto, além de exercer o controle metabdlito e atuar de maneira evidente
na homeostase do organismo, essa classe de hormoénios sexuais também possui um
grupamento fenol que Ihes confere propriedades antioxidantes (Beavers et al. 2009).
Além disso, 0 estrogénio também é capaz de aumentar a expressdo de enzimas
antioxidantes e pode atuar como quelante de metais de transicao (Borras et al. 2005;
Prokai et al. 2005; Hou et al. 2012), o que € muito importante em relacdo ao
aumento do risco de estresse oxidativo. Portanto, além de exercerem as funcgdes
fisioldgicas relacionadas ao desenvolvimento e ao metabolismo (Ruizlarrea et al.
1995; Kim et al. 2014), essa classe hormonal também esté fortemente relacionada

ao balanco redox.

Na literatura, ha trabalhos que mostram que a suplementacdo hormonal

reverte o quadro de resisténcia a insulina (Margolis et al. 2004), regula a pressao
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sanguinea e reduz a obesidade (Schunkert et al. 1997; Wang et al. 2015b). No
entanto, a reposi¢cdo hormonal possui resisténcia na comunidade médica em virtude
de trabalhos que apontam para o0 aumento dos riscos do desenvolvimento de cancer
de utero, rins e mama (Santen et al. 2015; Yager 2015). O cancer ndo esta
relacionado somente as mulheres que fazem terapia hormonal, mas também, se
relaciona a mulheres cujos niveis de estrogénio sdo muito altos. Por exemplo, o
cancer de mama estd fortemente relacionado a metabdlitos secundarios do
estrogénio e é mais de 100 vezes mais comum em mulheres do que em homens

(Santen et al. 2007). Na figura 2, ha uma breve esquematizacdo do mecanismo

Estrogénio
/ l e
/ \\\t
Metabolismo Efeitos epigenéticos Receptores de estrogénio

| S

Metabolismo oxidativo Gendmico Ndo gend C
(transcricionais) (segundomensageiro)  (transcricionals)

~N S

Altera a expressio génica

‘. |

Dano oxidativono DNA Induz proliferacdo celular e reduz apoptose

driais

Inicio, promogdo e progressao do cancer

Figura 2- Mecanismos de inducéo de cancer por estrogénio. Ha trés vias que podem ocasionar
cancer, aginto na inicializagdo, promoc¢ao e progressao.
Adaptado de (Yager 2015)

Deste modo, é de suma importancia que se facam pesquisas que possam
desenvolver estratégias de minimizacdo dos fatores de risco que evidentemente
estdo aumentados na menopausa e que nao possuam forte relagdo com o
desenvolvimento de céancer. A suplementacdo com antioxidantes pode proteger o
DNA do dano oxidativo e auxiliar no controle das espécies reativas geradas em

processos inflamatérios, além de auxiliar no controle lipidico no organismo.
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1.3. ESTROGENIO

O estrogénio possui representantes que variam sua concentracdo no
organismo. Ha o estriol, a estrona e o 17b-estradiol que é a sua forma majoritaria e
possui a capacidade de regular a estrutura e a funcdo mitocondrial em tecidos com
alta demanda energética (Brady 2015). Portanto, a deficiéncia dessa classe de
horménios, sobretudo o estradiol, acarreta profundos efeitos no metabolismo
energético. Em roedores, a ovariectomia esta associada ao acumulo de gordura
visceral e a resisténcia a insulina (Donato et al. 2006). No entanto, a reposicdo de
estradiol reverte esses sintomas tanto em modelos experimentais quanto em
humanos (O'Sullivan and Ho 2000; Hao et al. 2010).

Na menopausa, a drastica diminuicdo dos niveis de estrogénio traz
desequilibrio no balanco redox em virtude das rotas de producdo de defesas
antioxidantes que sdo ativadas por essa classe hormonal através da producéo de
fatores de transcricdo e da prépria caracteristica molecular desses horménios, que
possuem grupamentos fendlicos em suas moléculas (Rettberg et al. 2014). Por
conta dessa diminuigdo, 0 organismo precisa se adaptar a essas mudangas para
encontrar um estado mais harmonioso para que as suas fungbes sejam bem

desempenhadas.

O estrogénio controla varias fungcdes no organismo através dos seus
receptores, que sao encontrados nas membranas celulares, nucleares e
mitocondrias. A superfamilia de receptores nucleares (RNs) incluem os receptores
enddcrinos que medeiam a acdo de horménios esteroides, hormonios tireoidianos e
vitaminas lipossoluveis A e D (Evans and Mangelsdorf 2014). O estrogénio é capaz
de regular inimeras funcdes de todo o organismo através dos seus receptores nos
orgaos. Os receptores de estrogénio alfa (RE-a) sdo expressos principalmente em
tecidos reprodutivos (Utero e ovario) mas, também estdo presentes no rim, tecido
adiposo e figado, enquanto a expressao do receptor de estrogénio beta (RE-B) esta
presente nos ovarios, sistema nervoso central, sistema cardiovascular, pulméao,
orgaos reprodutores masculinos, préstata, rim e sistema imune (Jia et al. 2015). Na
literatura, ha evidéncias que suportam a relacdo entre o estrogénio e 0 aumento da

atividade de enzimas antioxidantes em mulheres e em modelos experimentais
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(Zhang et al. 2007; Baek et al. 2011; Liu et al. 2014b). Um dos mecanismos que
demonstra essa relacdo seria, simplificadamente, o fato de que o estradiol se liga
aos receptores de estrogénio e ativa a cascata ERK1/ERK2 que se caracteriza por
uma via de sinalizacéo através da ativacdo da MAPK (MAP kinase). Essa cadeia de
sinalizacao faz com que o fator nuclear de transcricdo Kappa B (NFkB) se desloque
para o nucleo. Ao se posicionar na sua regido de acdo, o NFkB ativa a transcri¢cdo
dos genes da superoxido dismutase mitocondrial (MNSOD) e da glutationa
peroxidase (GPx). Essa relacdo do estrogénio com a transcricdo de enzimas
antioxidantes, juntamente com o fato de que fémeas sdo mais longevas (Borras et
al. 2003), fez com que o mecanismo citado acima e demonstrado na figura 3

ganhasse forca para tentar explicar o motivo dessa longevidade.

Membampmtics e

+

&
e
i

Figura 3 - Regulacéo transcricional através do estrogénio. O estrogénio liga-se ao seu receptor
e uma cascata de sinalizagéo ativa a transcri¢cdo das enzimas antioxidantes Mn-SOD e GPx.
Adaptado de (Borras et al. 2005)
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O ciclo reprodutivo de ratas € dividido em quatro fases: proestro, estro,

metaestro (diestro 1) e diestro (diestro I). O ciclo estral dura quatro dias em média e

a ovulacao ocorre entre o inicio do proestro e fim do estro. Durante o ciclo, ha

variacbes hormonais bem marcadas. A prolactina, o horménio foliculo-estimulante

(FSH) e o hormonio luteinizante (LH) permanecem baixos e vdo aumentando no final

do proestro. O estradiol comeca a aumentar no diestro |, chegando aos niveis

maximos durante o proestro e voltando aos niveis basais no estro. A secre¢éo de

progesterona também aumenta durante o diestro | tendo um segundo pico no final

do proestro (Smith et al. 1975). A figura 4 mostra as grandes variacoes de estradiol e

progesterona durante o ciclo estral com as respectivas caracteristicas que sao

peculiares de cada fase do ciclo. Em modelos experimentais de menopausa que

utilizam a ovariectomia, ndo ha oscilagcdes nos niveis de estrogénio e progesterona.
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Figura 4 - Curva de variagdo hormonal sanguinea durante o ciclo estral ao longo do dia. (Smith

et al. 1975).
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1.5 ESPECIES REATIVAS IMPORTANTES NO PONTO DE VISTA CLINICO NA
MENOPAUSA

1.5.1 O SUPEROXIDO NA MENOPAUSA
O anion e radical superéxido (O2") é produto de varias reacdes intracelulares

e extracelulares. Dentre elas, a mais famosa € a reducdo incompleta do 4&tomo de
oxigénio na cadeia transportadora de elétrons. No meio extracelular, h& liberacéo de
superoxido durante a atividade de enzimas como a xantina oxidase, por exemplo. O
controle e a eliminagcdo do O, podem ocorrer espontaneamente através da colisdo
com outro O, ou através da atividade das enzimas superéxido dismutase citosélica
(CuzZnSOD), que esta presente nas células eucaridticas e que também é conhecida
como SOD1, da superoxido dismutase mitocondrial (MnSOD), também conhecida
como SOD2, e da SOD3 que é encontrada no meio extracelular, também centrada
em cobre e zinco. No entanto, no caso de eliminagcdo por colisdo do radical
superoxido, que é independente da acdo enzimatica, € necessario que haja altos
niveis de superoxido para que ocorram as colisbes. A maneira mais eficiente de
eliminacdo desse radical é exercida pelas enzimas superéxido dismutase, que
eliminam o O, transformando-o em oxigénio e peréxido de hidrogénio em uma
reacao de dismutacdo, como mostrado resumidamente na reacao 4.

SOD
Reagéo 4: 02.-+ Oz.- +2H > H,O, + O,

Na menopausa, hd um aumento nos niveis de O, devido ao aumento da
atividade da NADPH oxidase (Gabriel Camporez et al. 2011; Caliman et al. 2013) e
a reducdo da expressao e atividade da CuZnSOD e MnSOD (Gabriel Camporez et
al. 2011). Portanto, trata-se de uma molécula importante do ponto de vista clinico, ja
que o O, reage espontaneamente com o radical 6xido nitrico, e, por conta disso, a
vasodilatacdo endotelial fica comprometida em virtude da diminuicdo da
disponibilidade do NO podendo levar a problemas de hipertensdo, o que é comum
em mulheres ap6s a menopausa (Mendonca et al. 2007). Uma caracteristica
importante em relagdo ao O,", € que esse radical possui baixa reatividade com a
maioria das biomoléculas. Por exemplo, se reagir com proteinas ndo afeta a cadeia
principal de amino&cidos. No entanto, possui alta reatividade com grupamentos tibis
dos aminoacidos metionina e cisteina. Aléem disso, também reage com metais de

transicdo, como Cu, Fe e Mn (Abreu and Cabelli 2010) que podem estar no sitio
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ativo de algumas enzimas e desta forma, ha a chance de dano no sitio ativo destas
enzimas e isso pode diminuir a atividade das mesmas. Adicionalmente ao exposto
acima, tem—se acumulado evidéncias de que proteinas sollveis com clusters Fe-S
sdo alvos da acdo do O, ", como as enzimas aconitase e fumarase (Flint et al. 1993a;
Flint et al. 1993b; Hausladen and Fridovich 1994), o que pode comprometer as rotas

metabdlicas que utilizam as mesmas.

1.5.2 OXIDO NITRICO NA MENOPAUSA
O Oxido nitrico (NO) € um mensageiro intercelular onipresente em todos 0s

vertebrados, modulando o fluxo sanguineo, trombose, atividade neural dentre outras
funcBes importantissimas para o organismo. Além disso, é importantissimo na
defesa inata contra patdogenos (Pacher et al. 2007). Na literatura, estudos
demonstram que a deficiéncia de estrogénio acarreta problemas endoteliais tanto
em modelos experimentais quanto em humanos (Yung et al. 2011; Moreau et al.
2012). O NO é produzido na célula através da oxidacdo da arginina catalisada pela
enzima oxido nitrico sintase (ONs), que utiliza NADPH como doador de elétrons e
oxigénio molecular como receptor de elétrons (Kumar et al. 2012), como mostrado
na figura 5. Nos vertebrados, ha trés tipos de oxido nitrico sintase. A oxido nitrico
sintase endotelial (ONe); a oxido nitrico sintase neuronal (ONn) e a oxido nitrico

sintase induzivel (ONi), que responde a estresse e a mensageiros inflamataorios.
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Figura—5 A sintese de 6xido nitrico. A sintese de éxido nitrico pode ser feita a partir de trés formas
de NOS (iNOS, induzivel, nNOS, neuronal; eNOS, endotelial). Essas enzimas catalisam a
transformagdo da L-arginina a L-citrulina e NO" em presenca de oxigénio e dicotinamina adenina
dinucleotidio fosfato (NADPH) e tetrahirobiopterina (BH,).

Adaptado de (Karpuzoglu and Ahmed 2006)

Tanto na menopausa quanto em modelos experimentais através da
ovariectomia, € provado que a atividade e a expressdo da ONe diminui com a perda
da influéncia do estrogénio (Pinna et al. 2008). Essa influéncia se deve ao fato de

gue as células endoteliais possuem grande quantidade de receptores alfas de
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estrogénio (REa) que atuam como um potente fator de transcricdo para inUmeras
funcdes celulares, dentre elas, a expressdo da ONe (Gavin et al. 2009). A
diminuicdo do estrogénio acarreta diminuicdo dos seus receptores e, com isso, a
ONe diminui drasticamente a sua expressado e ativacdo, levando a problemas
endoteliais (Marino et al. 2006), ja que o NO é essencial para o relaxamento
endotelial e também é capaz de neutralizar outras espécies reativas como o radical
superéxido O,” e o radical peroxil (LOO’), um intermediario e propagador da
peroxidacdo lipidica. Além disso, na menopausa, também ha& um aumento na
producdo de espécies reativas que reagem com o NO (Gavin et al. 2009) fazendo
com que a viabilidade desta molécula seja muito reduzida. No entanto, a menopausa
acarreta um aumento das citocinas inflamatérias que ativam a ONi (Yung et al.
2011), o que poderia ser benéfico em relacédo a alguns aspectos, como a protecao
citada acima ja que haveria sintese de NO através da ONi. Contudo, apesar dos
efeitos benéficos ja citados, a producdo de NO por essa via € maior e centralizada a
focos inflamatdrios ou sobre estresse e essa situagdo pode gerar dano em muitas
biomoléculas através da producdo da espécie reativa ndo radicalar peroxinitrito
(ONOO'). Na tabela 3, ha os locais onde cada uma das enzimas Oxido nitrico

sintase € majoritaria e a respectiva fungao fisiologica.

Tabela 3 - Comparacédo bioldgica das trés isoformas de 6xido nitrico sintase

Caracteristicas ONn One Oni
Tecido com fungdo Cérebro, sistema nervoso Endotelial e em .

. - L, Macrdéfagos
conhecida periférico, cardiomidcitos

musculo esquelético

~ Neurotransmissor, regula o Vasodilatador, controlao  Estimulos
Fungao . ‘s
relaxamento fluxo inflamatdrios
. - , Infecgdes e morte
do musculo esquelético sanguineo
celular
Expressao Constitutiva constitutiva Induzivel
Concentracao Picomolar picomolar Nanomol
Dependéncia para 2 2 . 2
pe P Ca" Ca’ independe de Ca*
funcionar

ONnN= 6xido nitrico sintase neuronal; ONe= 6xido nitrico sintase endothelial; ONi= 6xido nitrico sintase
induzivel.
Adaptado de (Karpuzoglu and Ahmed 2006)
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Como citado anteriormente, o NO possui a capacidade de agir na peroxidacao
lipidica, protegendo-os da acédo deletéria de algumas ERO. A figura 6, mostra o

mecanismo pelo qual o NO seria capaz de interferir na propagacgéo do dano lipidico.
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Figura 6 Inibicdo da peroxidagéo lipidica por NO. A peroxidagao lipidica inicia com a retirada de um
atomo de hidrogénio de uma molécula de AGPI. Apds a retirada do atomo de hidrogénio, ha a
formacdo do LOO’ em presenca de oxigénio. O LOO" ataca o carbono adjacente e forma o
hidroperdxido lipidico LOOH, que por sua vez, pode gerar novo radical peroxil se ndo for neutralizado
e reagir com metais de transicdo. O a-tocoferol, é capaz de neutralizar duas moléculas de LOO", no
entanto, um dos produtos dessa reacdo € o LOOH, que aumenta o risco de novos ataques a lipidios.
O NO, gera produtos menos reativos ao neutralizar o LOO’, embora possa gerar LOOH, as chances
sdo muito menores dessa molécula ser gerada a partir das reacdes dependentes de NO.

1.6 O FIGADO NA MENOPAUSA

O figado € um o6rgado chave na defesa do organismo contra patégenos e
possui uma altissima concentracdo de macréfagos, o que lhe confere a capacidade
de gerar respostas inflamatérias locais e/ou sistémicas, atuando como uma fonte de
citocinas inflamatérias e como um alvo para as mesmas (Kireev et al. 2010).
Juntamente a isso, a diminuicdo dos niveis de hormdnios sexuais apresenta um

importante papel na progressdo de doengas hepéticas cronicas (Yung et al. 2011).
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No caso do estrogénio e seus derivados, a capacidade antioxidante dessas
moléculas poderia atenuar os maleficios das espécies reativas geradas durante os
processos inflamatorios (Wang et al. 2012). Ha trabalhos que apontam que uma das
causas do declinio das fun¢bes ovarianas seja 0 aumento das citocinas inflamatérias
como a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e o fator alfa de necrose tumoral
alfa (TNF-a) devido a diminuicdbes dos niveis de estrogénio. Além disso,
concentracdes fisiologicas de estrogénio sdo capazes de inibir a secre¢do de cada
uma dessas moléculas (Ayala et al. 1992) e reduzir os niveis das mesmas em
situacOes de inflamacgbes agudas (Kumral et al. 2014). Alguns estudos demonstram
gue ha um significativo aumento da expressao e ativacdo da iNOS no figado de
ratas que passaram por ovariectomia e esse aumento influencia no aumento dos
niveis de NO (Kireev et al. 2008; Kireev et al. 2010; Yung et al. 2011), o que esta

associado a respostas inflamatarias.

Outro fator importante em relacdo ao figado associado a menopausa esta
relacionado ao metabolismo do ferro. E sabido que na adolescéncia e ao longo da
fase reprodutiva da vida das mulheres os niveis de armazenamento de ferro sédo
inferiores aos dos homens. No entanto, 0s niveis de armazenamento se equiparam
na menopausa (Milman 1996). Embora o aumento do armazenamento de ferro como
resultado da menopausa seja considerado fisiologicamente normal, potenciais
problemas na saude estdo relacionados a altos niveis de ferro, tanto em homens e
mulheres, assim como em neonatos. O aumento da exposicdo ao ferro esta
relacionado ao aumento do risco de inUmeras doencas, como esteatose hepatica
nao alcoéolica e diabetes tipo2 (Sullivan 1988, 2004; Hoki et al. 2015; Radmard et al.
2015; Wang et al. 2015a). Ao longo do periodo de vida das mulheres, os niveis de
estrogénio oscilam e os niveis de ferritina acompanham essa oscilacdo. Na
menopausa, 0s niveis de estrogénio caem significativamente e os niveis de ferritina

sobem em proporcao inversa (Jian et al. 2009).

Isso pode ser explicado devido ao fato de o ferro ser toéxico e, em virtude
disso, deve ser armazenado pelas moléculas de ferritina que sdo capazes de
armazenar 4500 atomos de ferro (Walczyk and von Blanckenburg 2005). Além disso,
o figado € o O6rgdo que mais concentra esse metal. A ferritina € uma proteina
intracelular que se localiza principalmente no citoplasma, embora seja possivel

encontrar tracos dessa proteina no soro e em outros fluidos corporais. E sabido que



27

em situacBes onde ha inflamacao e estresse oxidativo, também ocorre aumento da
sintese de ferritina, sobretudo o TNF-a e a interleucina 2 (II-2), que atuam
estimulando a sintese de ferritina em macréfagos e hepatocitos (Torti and Torti
2002). Além disso, o estrogénio diminui os niveis de transcricdo da ferroportina
(Qian et al. 2015), o que reduz a liberacdo de ferro para fora da ferritina. A
ferroportina é o Unico exportador de ferro conhecido nas células de mamiferos e é
expresso na maioria das células do organismo. Portanto, € um elemento chave no
metabolismo do ferro e estd profundamente associado aos niveis de estrogénio, o
qgue foi demonstrado em um trabalho realizado com ratas ovariectomizadas feito por
(Qian et a, 2015).

1.7 DANO OXIDATIVO EM PROTEINAS

A oxidagdo proteica € definida como uma alteracdo covalente causada por
uma reacao direta ou indireta com uma espécie reativa de oxigénio (ERO) ou de
nitrogénio (ERN). As mudancas oxidativas em proteinas podem levar a diversas
consequéncias funcionais, como inativacdo enzimatica e comprometimento do
reconhecimento e identidade de ligantes no caso de receptores celulares, aumento
das condi¢cOes de protedlise e susceptibilidade de agregacao (Jasin 1983; Stadtman
1990; Kang et al. 2011). Dentre todos os aminoacidos, 0s mais suscetiveis a sofrer
oxidacdo séo a cisteina (Cis) e a metionina (Met) em virtude dos seus grupamentos
de enxofre (Radi et al. 1991; Lii et al. 1994; Vogt 1995). Na tabela 4, ha a
representacdo de algumas alteracdes que podem ser provocadas por oxidacdo de
residuos de aminoacidos. Como dito anteriormente, os residuos de aminoacidos
mais susceptiveis sdo os de Cis e Met. Portanto, a oxidacdo de outros aminoécidos
necessita de outras for¢cas quimicas para ocorrer. Para que alguns residuos sejam
oxidados e sofram modificacbes, a presenca de metais de transicdo na forma
reduzida se torna necessario (Korbashi et al. 1986). Os metais que mais estdo
envolvidos na oxidacdo das biomoléculas sdo o Fe™ e Cu*, que catalisam o
processo oxidativo. Na tabela 5, estdo representadas algumas alteracdes oxidativas
que sdo catalisadas por esses metais. E importante salientar que a oxidacdo de
biomoléculas que ocorrem com a participacdo dos metais de transicdo geralmente
se inicia pela reducdo da molécula de peroxido de hidrogénio H,O,. A reducdo do
H,O, gera o radical OH' e o radical ferril. Esses radicais rapidamente reagem com
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residuos de aminoacidos das cadeias laterais das proteinas que estdo nas

proximidades.

Tabela 4 - Modificagbes Oxidativas em Proteinas

Modificacéo Aminoécido envolvido Fonte da oxidacao
Dissulfetos Cis ERO, ONOO’
Sulfoxido de metionina Met ERO, ONOO’
Carbonilcdo todos ERO

Glicoxidacao Gli glicose
Nitrotirosina Tir ONOO

Cloro- tirosina Tir HOCI

Agregacdo protéica Varios ERO

Adaptado de (Shacter 2000)

Tabela 5 - Oxidacado de Proteinas Catalisadas por Metais de Transicao

Residuo de aminoéacido Produtos

Histidina Aspartato, Asparagina, OXO- Histidina

Prolina Hidroxiprolina, Glutamato e Y'-glutamilsemialdeido
Arginina Y -glutamilsemialdeido

Lisina Amino- adipicsemialdeido

Treonina Amino-cetobutirato

Tirosina Bitirosina

Cisteina Ponte dissulfeto

Adaptado de (Shacter 2000)

Como mostrado na tabela 4, a formacdo de grupamentos carbonila pode
ocorrer em qualquer aminoacido da cadeia lateral das proteinas. Portanto, a
deteccdo da formacdo de grupamentos carbonila € de suma importancia para se
averiguar os niveis de oxidacdo que determinada amostra sofreu. No entanto, a
medida dos niveis de carbonilagdo mostra apenas o perfil de dano oxidativo, mas
ndo informa a origem do dano ja que praticamente todas as espécies reativas sdo
capazes de forma-las. Portanto, a medida dos niveis de nitrotirosina, por exemplo,
servem para mostrar que houve oxidacédo e que para tanto, é necessario que haja a
interacdo dos radicais livres superoxido e oOxido nitrico para formar peroxinitrito
(Beckman and Koppenol 1996), como mostrado na reacdo 5. Mas, mesmo que a

formacdo de grupamentos carbonila ndo informe a origem do dano oxidativo, ainda
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assim, é um 6timo marcador de dano oxidativo e € extremamente Util para se realizar
comparativos oxidativos em inimeros modelos experimentais. Além disso, a
atividade de enzimas antioxidantes pode auxiliar na interpretacdo dos resultados e

direcionar a formacéo da concluséo.

Reacdo 5- 0, + NO = ONOO"~

1.8 DANO OXIDATIVO EM LIPIDIOS

Eventos patolégicos como injuria tecidual, diabetes, aterosclerose, isquemia,
estresse metabdlico, hipertensdo e inumeras outras desordens clinicas, estédo
associadas a eventos de dano oxidativo em lipidios. A oxidacao lipidica é causada
por certos radicais livres e pode ser mediada por espécies nao radicalares como
peréxido de hidrogénio e peroxinitrito. A vasta quantidade de lipidios celulares, tanto
na membrana plasmatica ou associado a inUmeras outras biomoléculas, torna a
células sensiveis a perxidacao lipidica. Dentre as moléculas lipidicas mais sensiveis
ao ataque por espécies reativas estdo os acidos graxos poli-insaturados (AGPI). Os
AGPI sofrem uma série de reagfes autocataliticas que produzem muitos
subprodutos, intermediarios e finais, que podem ser danosos a célula. Os principais
subprodutos dessas reacdes possuem grupamentos carbonila e podem dar
sequéncia na propagacdo do dano. Na figura 7, ha exemplos de moléculas que
podem se ligar a proteinas, outros lipidios e ao DNA, o que pode alterar a funcéo

biolégica dessas moléculas (Singh et al. 2015).

OH o
/\/\)\Nﬂ /\/\)W °
(&) 4-hydroxy-2-nonenal (B} 4-oxo-2-nonenal

K\)L H H H
(C) Acrolein (D) Malondialdehyde

Figura 7- Compostos derivados da oxida¢gao de AGPI (Singh et al. 2015)
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Uma das moléculas apresentadas acima é o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) que é
produzido na oxidacdo de dmega-6 e em inimeros alimentos que passaram por
processo de fritura (Lang et al. 1985). A abundancia de HNE nos tecidos nao
depende somente da peroxidacdo lipidica, mas também do metabolismo, que é
regulado pelas enzimas aldose redutase (ALR), glutationa -S- transferase (GST),
aldeido desidrogenase (ALDH) e alcool desidrogenase (ADH) (Singh et al. 2015).
Em altos niveis, o HNE pode causar necrose ou apoptose. A concentracdo de HNE
no plasma de individuos saudaveis esta entre 0,3 and 0,7uM e aumenta
significativamente ao longo do envelhecimento (Selley et al. 1989). Em situacdes de
estresse oxidativo, o HNE é capaz de formar ligacGes covalentes com proteinas (Liu
et al. 2003).Quando ha ligacbes de HNE a proteinas e lipoproteinas, macrofagos as
fagocitam por haver alteragdes no reconhecimento (Hoff et al. 1989), o que causa

perdas para as células.

Outro subproduto da peroxidacdo de AGPI, possui a seguinte nomenclatura:
4-oxo-2-nonenal (ONE). Essa molécula possui estrutura semelhante ao HNE. No
entanto, produz maiores efeitos biol6gicos do que HNE. Como exemplo, temos a
ligacdo cruzada de proteinas no residuos de lisina (Lis-Lis), 0 que pode provocar

agregacao das mesmas (Liu et al. 2003) e reciclagem.

A acroleina (ACR), outro subproduto da peroxidacéo lipidica que também é
mostrado na figura 7, é altamente produzido por conta da fumaca do cigarro,
gasolina e diesel (Ghilarducci and Tjeerdema 1995). No entanto, a ACR também é
gerada endogenamente através da degradacdo de poliaminas e pela
mieloperoxidase de neutréfilos (Anderson et al. 1997). Assim como HNE e ONE, a
ACR também provoca ligacdo cruzada em proteinas. No entanto, também ja foi
demosntrado que a ACR se liga ao LDL oxidado e em lesdes de aterosclerose (Shao

et al. 2005), o que amplifica o dano.

Além dessas moléculas que séo subprodutos de peroxidacgao lipidica, também
existe o malondialdeido (MDA) que é mais estavel e portanto, serve como marcador
de peroxidacao lipidica e pode ser detectado através de inimeras metodologias.
Durante a propagacdo da peroxidacgéo lipidica, a formacdo do MDA depende da
reacdo em cadeia do radical peroxil (ROO") sobre uma molécula de AGPI que

culmina com a formacgédo do MDA e ao longo dessa reacdo, compostos que reagem
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com acido tiobarbiturico (incluindo MDA) também s&o gerados (Singh et al. 2015) e
lidos em espectrofotbmetros na faixa de 532 a 535nm. A técnica espectofotométrica
do TBARS é muito empregada para se analisar os niveis de MDA, no entanto, essa
técnica apresenta muitas variacfes e acarreta em uma superestimacao dos valores
de MDA (Li et al. 2013), jA4 que mostra os sinais de ligacdo com iniUmeros outros
formaldeidos e hidroperéxidos gerados na peroxidacéo lipidica (Kishida et al. 1990;
Aubourg 1999; Al-Rimawi 2015). Além disso, as condi¢cdes experimentais para a
utilizacdo dessa técnica podem gerar novas moléculas de MDA. Por essa razdao,
outras técnicas mais sofisticadas sao utilizadas para se determinar as quantidades
de MDA de uma determinada amostra (Draper and Hadley 1990). A cromatografia
liquida de alta performance, também conhecida como HPLC, pode ser utilizada para
medir os niveis de MDA em diferentes tipos de amostras, dependendo da fase movel
e/ou coluna utilizada. Essa versatilidade permite que se obtenha os niveis de MDA
de plantas, animais de consumo alimenticio e de modelos experimentais (Kakuda et
al. 1981; Hirayama et al. 1983), mesmo com técnicas desenvolvidas héa trinta anos
(embora antigas, ainda séo precisas e extremamete confiaveis). Portanto, apesar de
muitos trabalhos afirmarem que estdo medindo niveis de MDA em determinadas
amostras, ha inimeras outras moléculas que podem gerar sinais equivocados e a

medida de niveis de MDA pode estar contaminada.

1.9 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Na literatura, um grande numero de estudos relacionados ao estresse
oxidativo demonstram que em situagcOes patoldgicas ha desequilibrio na relacao
entre as espécies reativas e as respectivas moléculas, que tém por funcéo
essencial, neutralizar a espécie reativa alvo. No entanto, também é possivel
observar que muitos trabalhos apresentam o lado benéfico das espécies reativas em
inumeras funcgdes celulares (Shimizu 2003). Como citado anteriormente, o radical
oxido nitrico, por exemplo, € modulador da homeostase endotelial e atua também na
inibicdo da agregacgéo de plaquetas. (Linnane et al. 2007; Gavin et al. 2009). Essa
variagdo na producdo de espécies reativas indica que existe a necessidade de
equilibrio nos niveis das mesmas. Para tanto, os seres vivos desenvolveram um

grande arsenal de defesas contra a producao exacerbada das espécies reativas.
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As defesas antioxidantes podem ser enzimaticas e ndo enzimaticas. As
defesas enziméticas podem ser sintetizadas de acordo com as necessidades do
organismo através de fatores de transcricdo que estdo envolvidos na resposta ao
estresse oxidativo e que possibilitam a transcricdo de enzimas como as CuzZnSOD,
MnSOD, GPx, GST, catalase e inUmeras outras enzimas que sao capazes de
atuarem de maneira conjunta na diminuicdo dos niveis das espécies reativas. No
repertério de defesas ndo enzimaticas, podemos citar as vitaminas A, C e E,
glutationa e inUmeras outras moléculas que desempenham papéis fundamentais na
defesa de biomoléculas, que ao serem oxidadas, podem perder a sua funcédo e com

o acumulo de dano, trazer consequéncias danosas as células e aos tecidos.

1.10 OMEGA 3

Além do exposto acima, outras moléculas adquiridas na dieta também sao
extremamente eficientes na neutralizacdo de espécies reativas. Os AGPI fazem
parte dos compostos presentes em oleaginosas e na gordura de peixes, por
exemplo. Um grande destaque vem sendo dado aos AGPI da classe 6mega 3 como
0 acido decosahexaendico (DHA, 22:6n-3) e o acido eicosahexaendico (EPA, 20:5n-
3). Os acidos graxos estdo raramente livres na natureza e quase sempre ligados a
outras moléculas por seu grupo principal de acido carboxilico. Essas moléculas sao
classificadas de acordo com o numero de carbonos da cadeia, 0 nimero de ligacées

duplas e a posi¢ao da primeira ligagao dupla.

A fracdo de AGPI, bmega 6 e 6mega 3 (n-6/n-3), vem sofrendo alteracGes
gradativas na dieta humana ao longo da histéria. Antes da industrializacdo, a fracao
estimada era (n-6/n-3) = 1. Atualmente, em alguns paises, pode chegar a 15/1
(Simopoulos 2002). A fracao ideal é considerada dentro do intervalo de 2/1 a 4/1
(Kris-Etherton et al. 2000; Schaefer 2002). A importancia de aumentar a proporgcao
de dmega 3 na dieta vai além das propriedades antioxidantes que essas moléculas
possuem. Dietas ricas em EPA e DHA reduzem os niveis de triglicerideos do plasma
e reduzem os indices de doencas cardiovasculares e inumeras doencas
inflamatadrias (Calder and Yagoob 2009; Calder 2015).

Em algumas areas da Franca, o alto consumo de comida gordurosa coincidiu

com a diminui¢do na incidéncia de doencas coronarianas. Esse fato levou a criagéo
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do conceito do paradoxo Francés, que aproxima os indices de ébito de algumas
localidades francesas aos japoneses e chineses, o que se distancia dos indices de
paises industrializados do ocidente. Essas caracteristicas incomuns se devem ao
consumo de gorduras insaturadas que exercem protecdo ao sistema circulatério

associado ao consumo de vinho (Artaudwild et al. 1993).

Os AGPI DHA e EPA podem ser obtidos através de peixes marinhos ricos em
gordura exemplificados na tabela 6 e também pode ser sintetizado no organismo
através do seu precursor, o acido a-linoleico (ALA, 18:3n-3), um &cido graxo
essencial que é encontrado em Oleos de sementes de inUmeras plantas, como a
canola, por exemplo. A sintese de DHA é muito maior no figado do que em outros
orgaos (Domenichiello et al. 2014) e é distribuido para o organismo. Por exemplo, o
DHA do plasma é essencialmente produzido pelo figado (Rapoport et al. 2010).
Estudos demonstram que fémeas possuem maior capacidade de conversao do ALA
a DHA. Essa caracteristica € evolutivamente benéfica ao desenvolvimento cerebral
do feto (Innis 2005). A biossintese de DHA estad associada a proteinas que sao
responsivas a estrogénio (Kitson et al. 2010). Essa relacdo com o estrogénio é
visualizada quando se compara os niveis de DHA das mulheres aos niveis de DHA
dos homens antes e apds a menopausa (Bakewell et al. 2006; Mason et al. 2014). A
conversdo de ALA a EPA ndo se mostra relacionada ao estrogénio e 0s niveis
encontrados em homens nao se difere ao das mulheres antes da menopausa. O
mecanismo que mostra a influéncia do estrogénio na sintese de DHA esta

representado na figura 8.
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Figura 8 — Um mecanismo proposto para a ativacdo da sintese de DHA no peroxissomo. O
proliferador peroxissomal alfa ativado é fosforilado por influéncia do 1783- estradiol induz a sintese de
enzimas que atuam na conversdo do ALA a DHA nos peroxissomos. Adaptado de (Kitson et al. 2010).
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Tabela 6 - Porcentagem de 6mega-3 em peixes ricos em gordura.

% total de acidos graxos

Acido Acido
Fontes de Omega 3 eicosapentaendico decosahexaendico
Anchova 9,0-18,2 8,7-13
Sardinha 12,4-14,5 9,8-12,5
Cavalinha 6,1-6,7 7,0-8,7
Arenque 7,4-7,7 6,7-8,7
Salméo 12,7-13,4 10-10,2
Linguado 12,2 25,4
Badejo 10,6 19,5
Galeota 10,4 9,7
Menhaden 10,6-13,7 6,4-9,2
Capelin 9,9 7,9
Atum 4,6 18,3

Adaptado de (Racine and Deckelbaum 2007)

Um fator importante, € que mesmo o ALA podendo ser convertido a DHA e a
EPA, a fracdo sérica dessas duas moléculas é muito baixa e, portanto, o ideal seria
adquirir essas moléculas diretamente de alimentos ricos nas mesmas (Burdge and
Calder 2006).

Na menopausa, como dito anteriormente, ha aumento da gordura visceral e,
por conta disso, € muito importante que haja meios para reverter essa situacdo. A
suplementacdo da dieta com alguns tipos de 6mega 3 se mostra promissora pelo
fato dessas moléculas serem capazes de atuar no figado e estimular a B-oxidacéo e

diminuir a lipogénese (Takahashi et al. 2002).

1.11 ACIDO LIPOICO

Além dos acidos graxos citados acima, outro acido graxo com importante
papel na protecdo contra espécies reativas é o &cido lipoico (AL). O AL é uma
molécula bioativa sintetizada na mitocondria a partir do acido octandico e possui
atividade antioxidante em dois estados de oxidacédo. No estado oxidado, € conhecido
como alfa acido lipdico e na sua forma reduzida, como &cido dihidrolipéico. Além
disso, est4 presente em procariotos e eucariotos e é regulador chave no
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metabolismo energético da mitocéndria (Biewenga et al. 1997). Outra caracteristica
importante do AL é a capacidade de diminuir os niveis de citosinas inflamatérias (Li
et al. 2014), o que faz com que essa molécula tenha um potencial muito grande para
amenizar os problemas gerados pela diminuicdo do estrogénio, ja que a falta desse
horménio aumenta os niveis de citocinas inflamatérias (Weitzmann and Pacifici
2006) e o organismo se torna mais vulneravel ao estresse oxidativo. Além disso, a
sua molécula Ihe confere caracteristicas anfipaticas. Deste modo, o AL € capaz de
atuar tanto em locais hidrofilicos quanto hidrofébicos.

Outra caracteristica importante do AL esta relacionada ao metabolismo
energético do organismo. O AL é um cofator para enzimas mitocondriais como a
piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase (Hiller et al. 2014). Na
literatura, inGmeros trabalhos mostram que o estrogénio é de suma importancia no
metabolismo celular. Os receptores de estrogénio possuem forte influéncia na
transcricdo de genes que codificam proteinas responsaveis por atuar no
metabolismo da glicose e lipidios. Nesse contexto, no qual a perda da influéncia do
estrogénio é drasticamente reduzida, o AL seria uma molécula promissora para
atenuar desequilibrios metabdlicos. Na literatura, muitos estudos apontam que o AL
€ capaz de diminuir os niveis de triglicerideos no soro (Pashaj et al. 2013) e reduzir
a transcricdo de genes envolvidos na lipogénese do figado (Tong et al. 2015).
Baseando-se no fato de que na menopausa ha a tendéncia de aumento na fracdo
lipidica das visceras, a atuacdo do AL pode exercer efeito oposto a essa tendéncia.
Tem sido mostrado na literatura, que o AL reduz o peso corporal em ratos obesos e
que a administracdo de AL reduz a porcentagem do peso do figado de ratos em
relacdo a peso corporal (Park et al. 2008). Levando em conta que apos a
menopausa h& maiores chances de desenvolvimento de resisténcia a insulina, e que
essa resisténcia pode desencadear o aumento de gordura no figado (Marchesini et

al. 2001), o AL tem potencial para amenizar essa situacao.
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2. JUSTIFICATIVA

Na literatura, h& inumeros trabalhos que apontam o aumento de fatores de
risco para muitas doencas apds a perda da influéncia do estrogénio tanto em
modelos experimentais quanto em mulheres. Para tentar remediar essa
problematica, se adotou a terapia de reposicdo hormonal que auxiliou na
amenizacao de inumeros marcadores de risco cardiaco por ter ocorrido recuperacao
das funcbes de inUmeros 6rgaos, inclusive o figado (que possui papel fundamental
no metabolismo de lipidios do organismo). No entanto, hd muitas controvérsias
guanto ao uso da terapia hormonal e quanto ao momento para se adotar a sua
utilizacdo. Além disso, o estresse oxidativo se mostra um importante fator no
desenvolvimento de doencas a partir da reducdo dos niveis de estrogénio. Portanto,
a suplementacao de antioxidantes que compartilham caracteristicas semelhantes ao
estrogénio, como a as propriedades antioxidantes, antinflamatérias, pode servir
como uma aliada ao combate das adversidades advindas da falta desta classe

hormonal.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo

3.1. OBJETIVO PRIMARIO

Determinar a eficacia da suplementacdo da dieta de ratas em modelo de
menopausa com 0s compostos antioxidantes acido lipoico, acido decohexaendico e
acido eicospentaenoico, na reducao de marcadores de estresse oxidativo no figado.
Verificar se a suplementacdo exerceu efeitos na atividade de enzimas antioxidantes
e se a suplementacao interferiu na sintese de Vitamina C e na absorcao de Vitamina

E das ratas suplementadas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar a atividade das enzimas antioxidantes CuzZnSOD, MnSOD, GPx, as
enzimas decompazitoras de peréxido de hidrogénio, catalase, peroxiredoxinas e
Gpx, além da enzima GST. Analisar a atividade mitocondrial através da atividade da

enzima fumarase.
2) Quantificar os niveis de dano oxidativo em proteinas e lipidios.

3) Quantificar os niveis de antioxidantes ndo enzimaticos Vitamina E, Vitamina C e
NO.

4) Analisar se a ovariectomia acarretou estresse oxidativo e se a suplementacdo
com &cido lipdico, acido decohexaendico e acido eicospentaenoico foram capazes

de atuar de maneira a reverter o estresse oxidativo, caso ele tenha ocorrido.
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4 ARTIGO CIENTIFICO 1

Este artigo ser4 submetido a revista Molecular Nutrition & Food Research.
Menopause and the effects of supplementation with lipoic acid in the liver

Artur K. Schiller', Diego A. Mena Canata’, Vanessa K. Engers’, Fernanda S,
Hackenhaar!, Fernanda M. Heeman?, Jordana S. Putti', Tiago B. Salomon®! Mara S.
Benfato®

! Departament of Biophysics, Program of Cellular and Molecular Biology, Federal
University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil

Scope: The bilateral ovariectomy in rats is an experimental model to analyze
the effects of menopause and possible strategies to mitigate the deleterious effects
of this condition. Supplementation of the diet with antioxidants has been used to
reduce the potential oxidative stress that menopause may cause.

Methods and Results: In this study, we analyzed the effects of lipoic acid
supplementation in the diet of ovariectomized rats. The lipoic acid was chosen
because of its antioxidant capacity and being a cofactor of the enzymes involved in
the metabolism of lipids. Our results demonstrate that lipoic acid is capable of acting
in the liver and recover the activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase
(MnSOD) and glutathione peroxidase (GPx), and reduce oxidative damage of
proteins and maintain the levels of malondialdehyde (MDA) similar to the control
group. Moreover, the lipoic acid also reduced levels of nitrites and nitrates. Levels of
vitamin C and vitamin E showed no difference between groups.

Conclusions: Therefore, we showed that the LA was effective in modulating

the activity of antioxidant enzymes and decreased damage proteins in the liver of
ovariectomized rats.

Keywords:
Liver / Lipoic acid / Ovariectomy / Oxidative stress / SOD / GPx
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1 Introduction

Bilateral ovariectomy in rats has been used as a model to analyze the
consequences of menopause [1, 2]. The loss of the reproductive phase is associated
with hormonal changes [3]. Menopause causes a significant decrease in estrogen
levels and along with it there are numerous other changes that are controlled by
these hormones. Among them, the body fat distribution, changes in iron metabolism
and an increased risk for atherosclerosis [4]. This class of sex hormones has a
phenolic grouping, which gives them an antioxidant feature [5]. Estrogen is also
capable of increasing the expression of antioxidant enzymes and can act as a metal
chelator [6, 7], which increase the risk of oxidative stress. So in addition to exercise
physiological functions related to the development and metabolism [8, 9], it is also
strongly related to the redox balance.

In literature, there are many studies stating that after the onset of
menopause, various metabolic imbalances are observed. Among them, weight gain
[10], accumulation of visceral fat in adipose tissue and liver. This situation contributes
to the increase in risk factors for the development of metabolic syndrome [11]. The
decline in estrogen levels is also connected to a decrease in fatty acid oxidation
during exercise and sleep [11, 12], which contributes to weight gain. Along with this,
especially in the liver, there is a large increase in inflammatory cytokines, such as
interleukin -6 (IL -6), tumor necrosis factor - alpha (TNF- a) and interleukin -1 (IL-1)
[13]. These pro- inflammatory factors are involved in the production of reactive
oxygen species and nitrogen, especially nitric oxide (NO) derived from the inducible
nitric oxide synthase [14] and this can lead to oxidative stress. Therefore, dietary
supplementation with antioxidants may be a promising strategy in order to reduce the
effects of inflammation in the production of reactive species. Furthermore,
supplementation with antioxidants can also assist in controlling the metabolic change
which is caused by the decrease in estrogen levels, since some antioxidants have
the ability to regulate metabolic dysfunctions directly or indirectly.

Lipoic acid (LA) is a bioactive molecule synthesized in the mitochondria and
has antioxidant activity in two oxidation states. In the oxidized state, it is referred to
as alpha lipoic acid and its reduced form as dihydrolipoic acid. It is also present in
prokaryotes and eukaryotes and is a key regulator of energy metabolism in the
mitochondria [15]. Another important feature of LA is the ability to decrease levels of

inflammatory cytosines [16-18], causing it to be a promising molecule to soften the
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problems generated by lack of estrogen, since the lack of this hormone increases
levels of inflammatory cytokines and the organism becomes more vulnerable to
oxidative stress.

Additionally, it also acts recycling antioxidant molecules such as vitamin C
and vitamin E [15]. Another important characteristic that LA shares with the estrogen
is the ability to chelate transition metals [19]. All these characteristics place lipoic acid
as a very promising molecule for treatment of diseases that are influenced by
oxidative stress and the lack of estrogen. The supplementation with lipoic acid (1,2-
Dithiolane-3-pentanoic acid), helps convert carbohydrates into energy, thus providing
a lower conversion rate of carbohydrates into lipids. The lipoic acid acts in a very
obvious way as coenzyme for pyruvate dehydrogenase and a-ketoglutarate
dehydrogenase enzymes [20] playing an important role in the breakdown of glucose
and optimization of the citric acid cycle, thus regulating the energy metabolism body
which is less effective at menopause.

In this study, we saw that LA influences the activity of MNSOD and GPx, and
reduce levels of oxidized proteins. Furthermore, it was also effective in reducing the
levels of NO. And the levels of malondialdehyde were similar to the control group.
Our results suggest that LA is capable of increasing the activity of antioxidant
enzymes and reducing oxidative damage in menopausal model. Justificativa para a

utilizagéo.

2 Material and Methods

2.1 Animals

This study employed 15 three-month-old Wistar female rats (Rattus
norvegicus). Rats were housed in polypropylene cages with five animals per cage. All
animal studies followed the rules from the EU Directive for animal experiments
2010/63/EU and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by
the National Institutes of Health (DHEW Publication No. (NIH) 85-23, revised in 1996,
Office of Science and Health Reports, Division of Research Resources/NIH,
Bethesda, MD, USA) and were approved by the Ethics Committee of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. The animal house was kept on a 12 h

light/dark cycle at a temperature of 24 +1 °C.
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Animals were fed standard lab chow and drinking water ad libitum. The rats
were divided into three groups of five animals each. Two groups were subjected to
bilateral ovariectomy and one group was sham operated, but without removal of the
ovaries (SHAM group). Ovariectomy was performed during diestrus (determined by
vaginal smear). Animals in SHAM group were assessed and euthanized during
diestrus [21]. The surgical procedure was performed under general anesthesia,
administered as an i.p. injection of a combination of xylazine (10 mg/kg) and
ketamine (60 mg/kg). Immediately after surgery, while still under anesthesia, the rats
received a combination of antibiotics and anti-inflammatory drugs (Pencivet PPU
Plus, Intervet/Schering-Plough Animal Health, 0.1 ml/100g, i.m.; containing (per 100
ml): procaine benzylpenicillin G, 10.000.000 IU, benzathine benzylpenicillin G,
10.000.000 IU dihydrostreptomycin, 10.5 mg, piroxicam 1.0 mg). After surgery, the
animals were maintained under a heat lamp until recovered from anesthesia. Animals
received analgesia acetaminophen (Paracetamol, MSD) at a dose of 200 mg/kg,
diluted in the drinking water with for 3 days. After the period of study of 16 weeks, the
animals were euthanized under general anesthesia by i.p. injection of combination of
xylazine (10 mg/kg) and ketamine (60 mg/kg) for removal of liver and withdrawal of

blood for hormonal analysis.

2.2 Diet

Animals were acclimated to a nutritionally balanced diet comprising 22%
proteins, 5% cellulose, 4% fatty acid, 1.4% calcium, 0.8% phosphorus, and 60%
starch with added vitamins, minerals, and antioxidants (Nuvilab, Brazil), according to
AIN93 [22], for 1 week prior to ovariectomy. All diets had a total of 4% fat and at least
2% grain oils, amounts slightly above the minimum required to prevent a deficiency
of long chain omega-6 polyunsaturated fatty acid (1%). One week after surgery,
animals were randomly assigned to three groups: one control group was sham-
operated (SHAM) and received standard diet, and one ovariectomized group (OVX)
received the standard diet; operated animals that received supplementation were
supplemented with LA. The LA group received supplementation with alpha-lipoic acid
(180 mg/kg/day). All groups received the diets for a period of 16 weeks. Diets were
formulated with alpha-lipoic acid blended daily into the experimental diet to prevent
fatty acid oxidation and loss of antioxidants before their use. The SHAM group was

fed ad libitum. The food intake of the ovariectomized groups was limited to that of the
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SHAM group to reduce ovariectomy-induced weight gain. All animals had ad libitum
access to water throughout the study period. Body weights of all animals were

measured weekly and food intake was recorded daily.

2.3 Organs and tissues

Animals were sacrificed according to the experimental protocol [23]. All
animals were anesthetized by i.p. injection with a mixture of ketamine (60 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg). After saline infusion, organs were removed and frozen in liquid
nitrogen immediately for later analysis. Livers were manually macerated. Macerated
tissues were mixed in 10 mL with 30 mmol/L phosphate buffer, 120 mmol/L KCI,
0.201 mmol/ L PMSF, pH 7.4, sonicated three times for 10s each, and centrifuged for
10 min, 1700 x g. The supernatant of each tube was transferred to a second tube
and centrifuged again for 10 min at 1700 x g. The supernatant from the second

centrifugation was aliquoted and frozen at -80 °C for later analysis and assays.

2.4 Hormonal level measurements

Levels of 17B-estradiol in serum were estimated by solid phase
radioimmunoassay using Estrogen Coat-a-Count DPC kits (Diagnostic Products
Corporation/USA).

2.5 Enzymatic activity

Cytosolic superoxide dismutase (CuzZnSOD) and mitochondrial superoxide
dismutase (MnSOD) activity was measured using the RanSOD kit (Randox, UK), with
absorbance measured at 505 nm. Enzyme activities were analyzed according to the
ideal pH for both. Enzymatic kinetics of GPx was assessed by the Ransel  Kit
(Randox, UK), with absorbance measured at 340 nm. The consumption of H,O, was
evaluated by measuring the rate of H,O, consumption via absorbance at 240 nm
[24].The activity was expressed as units per milligram of protein; 1 U was defined as
the capacity to consume 1 umol of H,O, per minute. We report consumption of H,O,
because there are multiple mechanisms of detoxification of H,O, (mainly CAT and
peroxiredoxins), and the test is not specific for any of them. The activities were
expressed as U/mg of protein. The fumarase activity was accessed by the conversion

of fumarate to malate and measured at 240 nm [25].
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2.6 HPLC assays

Levels of vitamin C (VitC), a non-enzymatic antioxidant, and malondialdehyde
(MDA), as an index of lipid peroxidation, were measured by HPLC employing a
reversed-phase column (SUPELCOSIL™ LC-18-DB HPLC column; 15 cm x 4.6 mm,
5 pm), using a mobile phase flow rate of 1 mL/min in 30 mmol/L monobasic
potassium phosphate (pH 3.6) and methanol (9:1, v/v); samples were injected in a
volume of 25 pL. The absorbance of the column effluent was monitored at 254 nm
[26]. Under these conditions, the retention time of vitamin C was 3.0 min and MDA
was 5.6 min. The amount of Vitamin E (VitE) was measured by HPLC using a 15 cm
X 4.6 mm column (Nucleosil 120 C-18) with continuous flow of 2 mL per minute
93.5:3.5 (v/v) methanol:water. Detection was carried out by fluorescence (295 nm
excitation and 350 nm emission). The retention time of VItE was 5 min. The amount
of VitE was expressed as nmol of Vit. E/mg protein calculated from an alpha-

tocopherol standard [27].

2.7 Oxidative damage and indirect nitric oxide levels

As an index of protein damage, carbonyl levels were marked with 2, 4-
dinitrophenyl hydrazine (DNPH) and measured at 370 nm [28]. Carbonyl levels were
expressed as nmol of carbonyl/mg of protein. Malondialdehyde (MDA), as an index of
lipid peroxidation [26]. As an index of indirect nitric oxide levels, a variation of the

Griess test was used to determine total nitrate and nitrite levels [29]

2.8 Data normalization
All results were normalized to protein concentration determined by Bradford
method using BSA (bovine serum albumin) as a standard [30]. All assays in this

study were independently performed in triplicate.

2.9 Statistical analysis

Data were expressed as mean + S.D. Statistical analysis of different variables
was performed with one-way ANOVA, and multiple comparisons for variables that
showed significant differences were performed using post hoc Tukey test. Non
parametric dates was performed whith independente- sample Kruskal-Wallis test.
Differences were considered significant at p < 0.05. Statistical analysis was

accomplished with the support of the Statistical Nucleus of the Federal University of
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Rio Grande do Sul (NAE-UFRGS). A software package was used for all calculations
(SPSS version 19.0.0, SPSS, Chicago, IL, USA).

3 Results
3.1 Estrogen levels

The success of menopause model is only achieved if the estrogen levels of
ovariectomized groups are equal to estrogen levels of the rats in estropause. In this
study, estrogen levels decrease significantly when comparing the SHAM group to the
other ovariectomized groups (Fig. 1). This result proves that the animals were
subjected to an effective menopausal model. When analyzing the data, it is evident

that all the ovariectomized animals have estrogen levels lower than the SHAM group.

3.2 Markers of oxidative damage

Oxidative damage in protein, which is caused by oxidation and formation of
carbonyl groups in the side chain of the aminoacids is higher in OVX group
compared to the other groups. The levels of oxidative damage to proteins in the LA
group are smaller than the other groups (Fig. 2a). The levels of malondialdehyde
(MDA), one of the end products of lipid peroxidation, significantly decreased in OVX
group compared to the sham group and the LA group (Fig. 2b).

3.3 Non-enzymatic antioxidant levels

The OVX group presents higher levels of nitric oxide (NO) compared to
SHAM and AL groups and there are lower levels of NO in the LA group compared to
SHAM group (Fig. 3a). VitE levels did not differ between the groups (Fig. 3b). The
levels of vitamin C, which is synthesized in the liver of most animals, presented no
difference between SHAM and OVX groups. However, a group supplemented with

lipoic acid showed levels lower than sham group (Fig. 3c).

3.4 Activity of enzymes

The activity of CuZnSOD did not differ between ovariectomized groups, OVX
and LA. However, both ovariectomized groups showed reduced activity when
compared to SHAM group (Fig. 4a). Interestingly, the activity of MNSOD was much
higher in the LA group when compared to the OVX group and is also higher
compared to the SHAM group. The OVX group showed a significant reduction in the
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activity of MnSOD in relation with the other groups (Fig. 4b). The GPx activity was
higher in the LA group compared to the OVX group, but was lower than SHAM group.
This result shows that the LA is capable of increasing GPx activity, though not
resemble the SHAM group. OVX group showed greatly reduced activity when
compared to other groups (Fig. 4c). The ovariectomy increased the activity of
enzymes that break down hydrogen peroxide. The consumption of H,O, was lower in
LA than OVX and SHAM groups (Fig. 4d). The OVX group showed a significant
reduction in the activity of fumarase in relation with the oder groups and the LA group

had higher activity fumarase enzyme compared to SHAM group (Fig. 4e).

4. Discussion

The menopausal model adopted by this study showed that ovariectomy
increases oxidative damage to proteins in ovariectomized rats that did not receive LA
supplementation. One factor that may have contributed in reducing levels of protein
carbonyls of supplemented rats may be the increased activity of MNSOD and GPx
enzymes, as well as the antioxidant capacity of the LA. The LA has the ability to
increase the expression of the GPx [31], can chelate transition metals and also
increase the expression of MnSOD [32, 33], which reduces the risk of protein
oxidation.

The increase of MnSOD activity can be explained by the AL ability to
increase mitochondrial activity [34]. The possible increased mitochondrial activity
may cause an increase of MnSOD activity, since the production of superoxide (0O2")
could be increased. If the mitochondrial activity is increased, the production of
reactive oxygen species (ROS) may increase due to faults in the transfer of electrons
in the electron transport chain. One of these reactive species could be O;".
Therefore, the increase of MNnSOD activity is very important to control this reactive
species. Furthermore, LA also acts in the recycling of antioxidant molecules. Among
these molecules, ascorbate can also be recycled by LA [35]. Nevertheless, Vit C
levels did not differ between groups. This result can be explained because there is no
need for synthesis of VitC by the LA supplemented group.

On the other hand, the group supplemented with LA, as well as the OVX group
also showed a low activity of the CuzZnSOD enzyme when compared to the SHAM
group. In the literature, there are studies showing that rats receiving estrogen

supplementation have higher expression of CuZnSOD and MnSOD [36, 37]. What
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can explain the low activity of CuZnSOD in ovariectomized are the low levels of
estrogen that these groups present. However, the MNSOD enzyme showed greater
activity in the group supplemented with LA, even with this group showing lower levels
of estrogen. In the literature, there are studies that demonstrate the action of the LA
in increased expression and activity of MnSOD. One of these mechanisms is
associated with the class of Sirts proteins. This class of proteins is induced after
treatment with LA and this causes the number of mitochondrial copies increases [20].
With this increase, it would be natural increased MnSOD. In addition to this, the
enzyme fumarase activity was higher in the LA group compared to the other groups.
Although the fumarase enzyme is present in both the cytosol and in mitochondria, the
treatment with LA made its activity was greater. This result indicates that this higher
activity may be related to increased mitochondrial copies that LA is capable of
inducing [20, 38]. Furthermore, the cellular localization of fumarase in mammalian
cells is primarily in the mitochondrial matrix [39]. Therefore, although the fumarase
may be in the cytosol, our results suggest that the activity of fumarase is mostly
associated with mitochondrial fumarase.

But despite the benefits of LA pointed out above, the MDA levels of OVX
group were lower than the other groups. This result might be due to increased levels
of NO that were observed in the OVX group. NO is an inorganic free radical flowing
freely through cell membranes by being lipophilic and quickly reacts with superoxide
and the peroxyl radical (LOO"). Lipid peroxidation is an event that occurs in a chain
reaction [40]. When a hydrogen atom is stolen from a polyunsaturated fatty acid, the
damage spreads through the lipid molecule. This event is propagated through the
formation of the LOQO" radical. This radical attacks the carbon adjacent and turns it
into another LOQO" after some reactions. This event successively occurs to generate
an MDA molecule, which would be the end products of lipid peroxidation.

The MDA formation is inhibited if this chain reaction is stopped. It is precisely
in the spread of such damage, that NO acts on the protection of lipid peroxidation.
The rate of reaction between NO and LOO" is 10000 times higher than the reaction
speed between LOO™ and VitE [41, 42]. However, OVX rats showed low CuZnSOD
and MnSOD activity of the enzymes as mentioned above. This situation is conducive
to the increased quantities of O, *~ that is a target of NO and the reaction between
them generates peroxynitrite, a reactive species with great capacity to cause damage

to proteins and other biomolecules. In spite the lower levels of MDA in the OVX
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group, the possible peroxynitrite production can also have consequences for the cell.
The superoxide radicals generated in the cell may not be satisfactorily controlled due
to the decreased activity of these enzymes. Studies have shown that NADPH
oxidase increases its expression in ovariectomized rats [43]. The increased
expression of this enzyme increase superoxide levels in tissue. This situation can be
remedied through the action of nitric oxide synthase (iINOS). Macrophages and
hepatocytes synthesize this enzyme and the liver has a large amount of
macrophages [44, 45]. Furthermore, the activity of INOS is increased in
ovariectomized rats [46-48]. However, LA molecule has the ability to inhibit
expression of INOS and, therefore, NO production is diminished [49]. This situation
decreases the interaction between NO and LOQO’ causing the continuous production
of MDA. This situation would explain higher MDA levels in the LA groups compared
to the OVX group. Another way to deal with the excess of peroxynitrite is related to
the activity of peroxiredixinas. These enzymes decompose hydrogen peroxide and
are also capable of decomposing peroxynitrite [50]. The peroxiredoxins are located in
the cytosol , peroxisome and mitochondria , and they can be exported out of the cell
[51]. The OVX group showed greater ability to decomposition of hydrogen peroxide
when compared to the other groupsThis can be explained by the fact that the NO
levels are higher in this group at the same time, the activity of the CuZnSOD, MnSOD
enzymes are reduced. Thus, the conditions for reacting NO with O2 ° ~ become
favorable and the cell needs of peroxiredoxins to handle the excess of peroxynitrite.
It is very important to highlight the fact that the GPX be controlled by estrogen and is
with reduced activity in OVX group. As the enzyme catalase is located in
peroxisomes, it is up to peroxiredoxins deal with peroxynitrite in the cytosol. Because
of this, it can be inferred that the increase in capacity decomposition of hydrogen
peroxide made by the OVX group is associated with increased production of

peroxynitrite and the need to reduce the levels of this molecule.

Another important result for this study was the levels of VitE. This molecule
is considered an excellent protector of lipids and there was no change in the levels of
this molecule among the experimental groups. The uniformity of the VitE levels
between the groups suggest that the MDA results is not affected by this antioxidant

molecule.
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Therefore, our study of menopausal model shows that LA is able to exert
protection against protein carbonylation and our results suggest that LA influences
the activity of GPx and MnSOD enzymes, and could reduce the need for synthesis of
vitamin C by acting in oxidative defense. On the other hand, the LA increased MDA
levels in supplemented rats. But MDA levels presented are equal to the sham group.

Estrogen increases the activity of antioxidant enzymes as well as the LA.
Another similarity between the two molecules is the ability to chelate transition
metals. Together with this, lipoic acid corrects problems of mitochondrial dysfunction
by being a cofactor of humerous enzymes necessary for the mitochondrial energy
metabolism [52, 53]. The action of the LA on the mitochondria is much explored in
articles with type 2 diabetes [54, 55]. Studies have shown that during menopause,
the risk of developing type 2 diabetes is increased due to insulin resistance, which is
generated from the mitochondrial dysfunction [56]. This situation is reversed when LA
is used as a supplement [57-60].

Thus, our study, pioneer in supplementing the diet of ovariectomized rats
with LA, confirms other studies that demonstrate the resilience that LA can exert on
mitochondria when analyzing the activity of MnSOD and the possible anti-
inflammatory effect caused by the reduction of nitrite levels observed in
supplemented group. However, by diminishing the production of NO by the inducible
nitric oxide synthase there were an increase of MDA production. But the MDA levels
are presented similar to the SHAM group. This indicates that our treatment had a
beneficial effect in regarding to protein and enzymatic activity of MnSOD and GPX,
and despite the increase of MDA observed in the supplemented group compared to
OVX, there was no difference between LA and SHAM, showing that supplementation
exerts protection for protein, and does not change the MDA levels compared to

control.
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Fig. 1. Comparison of estrogen levels among groups. Data were expressed as mean = S.E.M.
Statistical analysis of different variables was performed with one-way ANOVA, and multiple
comparisons for variables that showed significant differences were performed using post hoc
Tukey test. Differences were considered significant at p < 0.05. a=is different from SHAM.
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Fig. 2. Markers of oxidative damage. Oxidative damage levels in Proteins in A. Data were
expressed as mean * S.E.M. Statistical analysis of different variables was performed with one-
way ANOVA, and multiple comparisons for variables that showed significant differences were
performed using post hoc Tukey test. Differences were considered significant at p < 0.05.
Oxidative damage levels in lipids in B. The results were analyzed using Kruskal-Wallis followed
by Dunn test in order to determine statistical significance among the different groups.
Differences were considered significant at p < 0.05. a= is different from SHAM; b= is different
from OVX; c= is different from DHA and d= is different from EPA.
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Fig. 3. Non-enzymatic antioxidants. Nitrite levels in A and Vit E levels in B. Data were expressed
as mean * S.E.M. Statistical analysis of different variables was performed with one-way ANOVA,
and multiple comparisons for variables that showed significant differences were performed
using post hoc Tukey test. Differences were considered significant at p < 0.05. Vit C levels in C.
The results were analyzed using Kruskal-Wallis followed by Dunn test in order to determine
statistical significance among the different groups. Differences were considered significant at p <
0.05. a= is different from SHAM; b= is different from OVX; c= is different from DHA and d= is
different from EPA
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Fig. 4. Enzymatic activity analysis. CuZnSOD enzyme activity in A, MnSOD activity in B, GPx
activity in C, Consumption of H,0, in D and fumarase activity in E. Data were expressed as
mean * S.E.M. Statistical analysis of different variables was performed with one-way ANOVA,
and multiple comparisons for variables that showed significant differences were performed
using post hoc Tukey test. Differences were considered significant at p < 0. a= is different from
SHAM; b= is different from OVX; c= is different from DHA and d=is different from EPA.
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5 ARTIGO CIENTIFICO 2

Este artigo serd submetido a revista Molecular Nutrition & Food Research e
esta apresentando os mesmos resultados para os grupos SHAM e OVX.

The effects of DHA and EPA on the liver of ovariectomized rats

Artur K. Schiller', Diego A. Mena Canata’, Vanessa K. Engers’, Fernanda S,
Hackenhaar!, Fernanda M. Heeman?, Jordana S. Putti', Tiago B. Salomon®! Mara S.
Benfato!

! Departament of Biophysics, Program of Cellular and Molecular Biology, Federal
University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil

Scope: The bilateral ovariectomy in rats is an experimental model to analyze
the effects of menopause and possible strategies to mitigate the deleterious effects
of this condition. Supplementation of the diet with antioxidants has been used to
reduce the potential oxidative stress that menopause may cause.

Methods and Results: In this study, we analyzed the effects of
docosahexaenoic acid and eicosapentaenoic acid supplementation in the diet of
ovariectomized rats. These polyunsaturated fatty acids were chosen because of their
antioxidant capacity and possess anti-inflammatory properties. Our results
demonstrate that docosahexaenoic acid and eicosapentaenoic acid are capable of
acting in the liver and are able to recover the activity of antioxidant enzymes such as
CuzZnSOD, MnSOD and exert protection against oxidative stress, reducing proteins
oxidation levels. Lipid protection differ between treatments. The group treated with
DHA has increased levels of malondialdehyde (MDA) compared to the group treated
with EPA. However, MDA levels of DHA -treated group did not differ from the SHAM
group.

Conclusions: Therefore, we showed that the DHA and EPA was effective in

modulating the activity of antioxidant enzymes and decreased damage proteins in the
liver of ovariectomized rats.

Keywords:
Liver / Omega-3 / Ovariectomy / Oxidative stress / DHA / EPA
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1 Introduction

The menopausal model produced by ovariectomy in rats is used to analyze the
deleterious effects of this condition and possible strategies to minimize the increased
risk factors at this stage of women's lives [1-3]. In the literature, there are studies
showing that dietary supplementation with omega-3 exerts a protective effect on a
diabetes type 2, obesity, metabolic syndrome, and neurodegenerative diseases [4-6]
that are strongly associated with oxidative stress and menopause [7]. For this study,
docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), two omega-3 fatty
acids found in fish oil, have been chosen. These polyunsaturated fatty acids (PUFAS)
are associated with the resolution of inflammatory processes via production of
molecules called protectins— especially in the case of DHA —and resolvins, that help
the tissues to return to homeostasis [8-10]. On the menopause and in experimental
models of menopause there is an increase in expression of genes involved in
inflammation [11]. In this context, the liver can be damaged, since it has many
defense cells [12]. These cells could be stimulated by proinflammatory molecules
that are present at higher amounts during the menopause and in animal models [13,
14]. The liver is the central distribution organ of nutrients and antioxidant molecules
to the body, such as vitamins C and E [15-17], and exerts control of the lipid
distribution in the body [18]. So it's very important that the liver stays healthy so it can
perform its duties satisfactorily and not accumulate fat. In the literature, there are
studies that show the changes in activity of antioxidant enzymes suffered by the liver
after ovariectomy and after menopause [19, 20], which can compromise the
physiological functions of this organ. These changes are related to the very low
estrogen levels during menopause. It is known that estrogen regulates transcription
of antioxidant enzymes [21, 22]. Thus, dietary supplementation with antioxidants
could help the organism to cope with the loss of estrogen's influence in the oxidative
stress defense. In addition to transcriptional control exerted by estrogen upon
antioxidant enzymes such as mitochondrial superoxide dismutase (MnSOD) and
glutathione peroxidase (GPx) [21-23], the molecules of this class of hormones also
have antioxidant properties that protect the body from reactive species of oxygen
(ROS) [24, 25]. Therefore, supplementing the diet with polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) may help the organism to cope with ROS and decrease oxidative damage.
In addition, omega-3 is capable of reducing the synthesis of inflammatory cytokines
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which are increased with the decrease of estrogen in women and in animal models
[26-28]. Thus, supplementation of the diet of ovariectomized rats with omega-3 may

be beneficial in against the increased risk of oxidative stress.

2. Material and Methods

2.1 Animals

This study employed 20 three-month-old Wistar female rats (Rattus
norvegicus). Rats were housed in polypropylene cages with five animals per cage. All
animal studies followed the rules from the EU Directive for animal experiments
2010/63/EU and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by
the National Institutes of Health (DHEW Publication No. (NIH) 85-23, revised in 1996,
Office of Science and Health Reports, Division of Research Resources/NIH,
Bethesda, MD, USA) and were approved by the Ethics Committee of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. The animal house was kept on a 12 h
light/dark cycle at a temperature of 24 £1 °C.

Animals were fed standard lab chow and drinking water ad libitum. The rats
were divided into four groups of five animals each. Three groups were subjected to
bilateral ovariectomy and one group was sham operated, but without removal of the
ovaries (SHAM group). Ovariectomy was performed during diestrus (determined by
vaginal smear). Animals in SHAM group were assessed and euthanized during
diestrus [29]. The surgical procedure was performed under general anesthesia,
administered as an i.p. injection of a combination of xylazine (10 mg/kg) and
ketamine (60 mg/kg). Immediately after surgery, while still under anesthesia, the rats
received a combination of antibiotics and anti-inflammatory drugs (Pencivet PPU
Plus, Intervet/Schering-Plough Animal Health, 0.1 ml/100g, i.m.;containing (per 100
ml): procaine benzylpenicillin G, 10.000.000 IU, benzathine benzylpenicillin G,
10.000.000 IU dihydrostreptomycin, 10.5 mg, piroxicam 1.0 mg). After surgery, the
animals were maintained under a heat lamp until recovered from anesthesia. Animals
received analgesia acetaminophen (Paracetamol, MSD) at a dose of 200 mg/kg,
diluted in the drinking water with for 3 days. After the period of study of 16 weeks, the
animals were euthanized under general anesthesia by i.p. injection of combination of
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xylazine (10 mg/kg) and ketamine (60 mg/kg) for removal of liver and withdrawal of

blood for hormonal analysis.

2.2 Diet

Animals were acclimated to a nutritionally balanced diet comprising 22%
proteins, 5% cellulose, 4% fatty acid, 1.4% calcium, 0.8% phosphorus, and 60%
starch with added vitamins, minerals, and antioxidants (Nuvilab, Brazil), according to
AIN93 [30], for 1week prior to ovariectomy. All diets had a total of 4% fat and at least
2% grain oils, amounts slightly above the minimum required to prevent a deficiency
of long chain omega-6 polyunsaturated fatty acid (1%). One week after surgery,
animals were randomly assigned to four groups: one control group was sham-
operated (SHAM) and received standard diet, and one ovariectomized group (OVX)
received the standard diet; operated animals that received supplementation were
divided in 2 groups according to the diet supplement (DHA, EPA). The DHA group
received dietary supplementation of docosahexaenoic acid ethyl ester (1 g/kg/day
DHA + 0.2 g/kg/day EPA); the EPA group received supplementation with
eicosapentaenoic acid ethyl ester (1 g/kg/day EPA + 0.2 g/kg/day DHA). All groups
received the diets for a period of 16 weeks. Diets were formulated with fish oil
blended daily into the experimental diet to prevent fatty acid oxidation and loss of
antioxidants before their use. The SHAM group was fed ad libitum. The food intake of
the ovariectomized groups was limited to that of the SHAM group to reduce
ovariectomy-induced weight gain. All animals had ad libitum access to water
throughout the study period. Body weights of all animals were measured weekly and

food intake was recorded daily.

2.3 Organs

Animals were sacrificed according to the experimental protocol [31]. All
animals were anesthetized by i.p. injection with a mixture of ketamine (60 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg). After saline infusion, organs and tissues were removed and
frozen in liquid nitrogen immediately for later analysis. Organs were manually
macerated. Macerated tissues were mixed in 10 mL with 30 mmol/L phosphate
buffer, 120 mmol/L KCI, 0,201 mmol/ L PMSF, pH 7.4, sonicated three times for 10s
each, and centrifuged for 10 min, 1700 x g. The supernatant of each tube was

transferred to a second tube and centrifuged again for 10 min at 1700 x g. The
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supernatant from the second centrifugation was aliquoted and frozen at -80 °C for

later analysis and assays.

2.4 Hormonal level measurements
Levels of 17b-estradiol and progesterone in serum were estimated by solid
phase radioimmunoassay using Estrogen and Progesterone Coat-a-Count DPC kits

(Diagnostic Products Corporation/USA).

2.5 HPLC assays

Levels of vitamin C, a non-enzymatic antioxidant, and malondialdehyde
(MDA), as an index of lipid peroxidation, were measured by HPLC employing a
reversed-phase column (SUPELCOSIL™ LC-18-DB HPLC column; 15 cm x 4.6 mm,
5 pm), using a mobile phase flow rate of 1 mL/min in 30 mmol/L monobasic
potassium phosphate (pH 3.6) and methanol (9:1, v/v); samples were injected in a
volume of 25 pL. The absorbance of the column effluent was monitored at 254 nm
[32]. Under these conditions, the retention time of vitamin C was 3.0 min and MDA
was 5.6 min. The amount of Vitamin E was measured by HPLC using a 15 cm 9 4.6
mm column (Nucleosil 120 C-18) with continuous flow of 2 mL per minute 93.5:3.5
(v/v) methanol: water. Detection was carried out by fluorescence (295 nm excitation
and 350 nm emission). The retention time of Vit.E was 5 min. The amount of VitE
was expressed as nmol of Vit.E/mg protein calculated from an alpha-tocopherol
standard [33].

2.6 Oxidative damage

As an index of protein damage, carbonyl levels were marked with 2, 4-
dinitrophenyl hydrazine (DNPH) and measured at 370 nm [34]. Carbonyl levels were
expressed as nmol of carbonyl/mg of protein. Malondialdehyde (MDA), as an index of
lipid peroxidation [32]. As an index of indirect nitric oxide levels, a variation of the

Griess test was used to determine total nitrate and nitrite levels [35]

2.7 Assays for enzyme activities in liver

Cytosolic Superoxide dismutase (CuzZnSOD) and mitochondrial superoxide
dismutase (MnSOD) activity was measured using the RanSOD kit (Randox, UK), with
absorbance measured at 505 nm. Enzyme activities were analyzed according to the
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ideal pH for both. Enzymatic kinetics of GPx was assessed by the Ransel  Kit
(Randox, UK), with absorbance measured at 340 nm. The activities were expressed
as U/mg of protein. The consumption of H,O, was evaluated by measuring the rate of
H.O, consumption via absorbance at 240 nm [36]. The activity was expressed as
units per milligram of protein; 1 U was defined as the capacity to consume 1 pumol of
H,O, per minute. We report consumption of H,O, because there are multiple
mechanisms of detoxification of H,O, (mainly CAT and peroxiredoxins), and the test
is not specific for any of them. Glutathione S-transferase (GST) activity was
measured by the GST-catalyzed reaction of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene with GSH
using absorbance at 340 nm [37] . GST activity is expressed as units per milligram of
protein; 1 U is defined as the capacity of the enzyme to produce 1 pmol GS-DNB per
minute. The fumarase activity was accessed by the conversion of fumarate to malate

and measured at 240 nm [38].

2.8 Data normalization

All results were normalized to protein concentration determined by Bradford
method using BSA (bovine serum albumin) as a standard [39]. All assays in this
study were independently performed in triplicate.

2.9 Statistical analysis

Data were expressed as mean * S.D. Statistical analysis of different variables
was performed with one-way ANOVA, and multiple comparisons for variables that
showed significant differences were performed using post hoc Tukey test.
Differences were considered significant at p < 0.05. Non parametric dates was
performed whith independente- sample Kruskal-Wallis test. Statistical analysis was
accomplished with the support of the Statistical Nucleus of the Federal University of
Rio Grande do Sul (NAE-UFRGS). A software package was used for all calculations
(SPSS version 19.0.0, SPSS, Chicago, IL, USA).

3. Results
3.1 Hormone levels

In this study, estrogen levels decrease significantly when comparing the

SHAM group to the other ovariectomized groups (Fig. 1). This result proves that the
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animals were subjected to an effective menopausal model. When analyzing the data,
it is evident that all the ovariectomized animals have estrogen levels lower than the
SHAM group.

3.2 Markers of oxidative damage

Oxidative damage in protein, which is caused by oxidation and formation of
carbonyl groups in the side chain of the aminoacids is higher in OVX group
compared to the other groups. The levels of oxidative damage in the DHA and EPA
groups are smaller than the other groups (Fig. 2a). The levels of malondialdehyde
(MDA), one of the end products of lipid peroxidation, unexpectedly significantly
decreased in OVX group compared to the SHAM and DHA groups (Fig. 2b).
However, there is no difference between the OVX and EPA groups.

3.3 Non-enzymatic antioxidant levels

The OVX group presents higher levels of NO compared to SHAM, DHA and
EPA groups and there are lower levels of NO in the DHA and EPA groups compared
to SHAM and OVX groups (Fig. 3a). On levels of VitE not differ between SHAM and
OVX groups. However, the groups supplemented with DHA and EPA have levels
lower than SHAM and OVX groups (Fig. 3b). Ovariectomy had no effect on levels of
VITC. However, the VITC levels decreased when ovariectomized female rats were
supplemented with DHA and EPA. Only supplementation with EPA lowers VITC
levels compared to the OVX group (Fig. 3c).

3.4 Activity of enzymes

Ovariectomy decreased the activity of the enzyme CuzZnSOD.
Supplementation with DHA and EPA made the activity CuZnSOD equaled the SHAM
group. There was no difference between the DHA and EPA groups (Fig. 4a).
Interestingly, the activity of MnSOD was higher in the DHA and EPA groups when
compared to the OVX and SHAM groups. The ovariectomized group showed a
significant reduction in the activity of MNnSOD in relation with the other groups (Fig.
4b). The SHAM group had higher activity of GPx enzyme in relation to other groups.
Ovariectomized groups did not differ among themselves (Fig. 4c). The activity of
glutathione S- transferase was lower in the SHAM group compared to other groups.

There was no difference between the OVX group compared to the other
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ovariectomized groups. But GST activity was higher in the DHA group compared to
the EPA group (Fig 4d). The ovariectomy increased the activity of enzymes that
break down hydrogen peroxide. When ovariectomized females were supplemented
with DHA, the activity of these enzymes are below the activity observed in the OVX
and SHAM groups. Supplementation with EPA decreased the activity of these
enzymes consumers peroxide in terms of SHAM group. (Fig 4e). Ovariectomy
decreased the activity of the enzyme fumarase. Supplementation with DHA did the
activity of fumarase be higher than in the group supplemented with EPA. However, it

was not higher than the OVX group (fig. 4f).

4 Discussion

In this study, the groups supplemented with DHA and EPA did not receive
these PUFAs pure. The DHA group receive 83.3% of DHA and 16.67% EPA and the
EPA group receive supplementation with 83.3% of EPA and DHA of 16.67%.
Therefore, although we are addressing groups with a single classification, both
supplementations are a mixture of the two types of omega-3. Supplementation with
DHA and EPA is widely used to try to mitigate the damaging effects of ROS [40] and
has therapeutic potential for many diseases related to inflammation Arachidonic acid
(AA), an omega -6 present in cellular and mitochondrial membranes, is a substrate
for the formation of prostaglandins, thromboxanes and leukotrienes, which have the
ability to maintain inflammatory processes [41]. The supplementation of DHA and
EPA increases the levels of these lipids in membranes and reduces AA levels,
decreasing pro-inflammatory effects [42]. In addition, kidneys of animals
supplemented with AA showed a decrease in the levels of DHA and EPA in cell
membranes, which demonstrates competition between these molecules in the lipid
fraction of cell membranes [43]. Both DHA and EPA have the ability to insert in lipid
bilayers and maintain the structure and function of cell membranes [44], which
maintains the integrity of the membranes. It should be noted that in menopause and
in experimental models of menopause, there are increased levels of proinflammatory
cytokines [45, 46] and the index of diseases related to inflammation are increased in
postmenopausal period [46]. Contrary to expectations, the OVX group had lower
levels of MDA compared to SHAM and DHA groups, possibly because of high levels
of NO. NO can act in defense of lipid peroxidation by reacting with peroxyl radical
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[47, 48]. However, supplementation with DHA did not act in the reduction of the MDA
levels although it reduced the levels of protein oxidation. However, both EPA and
DHA have the ability to inhibit nitric oxide synthase (INOS) [49, 50]. Regarding
supplementation with EPA, which showed low levels of MDA and NO, the mechanism
which avoided the increase of the MDA formation is due to the fact that both EPA
and DHA, have the ability to penetrate the cell membranes and change the lipid
profile of those membranes [51]. Thus, supplementation of EPA did not change the
MDA levels, compared to the OVX group, even with low levels of NO. One
hypothesis to explain this fact is that supplementation with EPA can cause decreased
B-oxidation and triglyceride accumulation in the liver [52]. In addition, EPA competes
with AA in the synthesis of prostaglandins by the cyclooxygenase enzymes. The cells
synthesize prostaglandins in response to pro-inflammatory cytokines and are not
able to store prostaglandins [53]. Thus, EPA would act in reducing the prostaglandin
levels in the supplemented group. This situation, along with the antioxidant capacity
of EPA, reduces the formation of MDA and at the same time, protects the protein
against oxidative damage. However, MDA levels were increased in the DHA
supplemented group compared to the OVX group, even with the DHA being an
antioxidant molecule with antiinflammatory properties. However, although the levels
increased compared to the OVX group, MDA levels were not higher than the levels of
SHAM group. In the literature, DHA help protect against oxidative damage, but the
DHA protective effects are more evident in the brain, since this organ has low DHA
synthesis capacity and high holding capacity of this PUFA, leaving to the liver
function supri- of it with DHA It should be noted that DHA can reduce the expression
of mMIRNAs miRNA33a and miRNA122 in rat liver [54]. These miRNAs are very
important in the regulation of lipid metabolism in the liver because they act in the
reduction of B-oxidation. The use of antagonists of these miRNAs decreases the
synthesis of lipids and increases (-oxidation [55]. Thus, the DHA would be able to
liver protect proteins from oxidative damage, but, although it has the ability to protect
lipids from lipid peroxidation, also acts positively on B-oxidation and this could
increase the Acetyl-CoA levels and increased lipid peroxidation by increasing the
production of reactive oxygen species in mitochondria. It is important to note that the
activity of fumarase is increased in the DHA supplemented group compared to the
EPA group. This result suggests greater mitochondrial activity in the DHA

supplemented group. But the increase in MDA levels found in the DHA group is
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similar to the levels of SHAM group. Therefore, this increase could be considered
within normal levels of MDA, since the metabolism of SHAM group was within the
normal levels. Importantly, the VitE levels did not differ between the DHA and EPA
supplemented groups. The VitE has a phenolic ring that acts in neutralizing reactive
oxygen species. In addition to the phenolic ring there is also a twelve carbons
structure that enables interaction with VitE nonpolar molecules. These molecular
characteristics make the Vit E an excellent antioxidant molecule to the lipid fractions
of the cell. But the difference between MDA levels shown between these two groups
can be related only to the diet with their respective supplements. In the case of OVX
group, levels of VitE were similar to the levels of the SHAM group and the OVX group
MDA levels are lower than the levels of SHAM group. In the case of VitE, the SHAM
and OVX groups did not differ among themselves. However, the supplementation
with PUFAs led to little VitE be absorbed and / or returned to the liver. This occurred
due to the supplementation with DHA and EPA have been made in animal feed and
this can have significantly impaired the absorption of this lipophilic vitamin or their
return to the liver, since the long chain PUFA difficult the absorption of VitE by the
chylomicrons in the lymph vessels [56]. Another possible hypothesis, which occurs
both in animals and in humans, says that an increase in the intake of unsaturated
fats, particularly long chain PUFA, increases the need for vitamin E consumption due
to the fact that the PUFA are found preferably in cell membranes, where they have
an ability to sequester vitamin E to keep their oxidative stability [57] and this could
reduce VitE levels in the liver. Therefore, supplementation with omega-3 could be
indicated if administered at different times from the meals. The results of VITC levels,

showed no need for synthesis of this antioxidant in the supplemented animals. .

Regarding the enzymatic antioxidant defenses, it is known that the activities and
the expression of CuZnSOD and MnSOD enzymes are influenced by estrogen [58].
Our results show that the activity of CuZnSOD is reduced in OVX group. However,
the groups supplemented with DHA and EPA have activity similar to the SHAM
group. In literature, there are studies showing that estrogen increases the expression
of the enzymes MnSOD and CuzZnSOD [23, 59]. Studies also show that
supplementation with omega-3 enhances the activity of MNSOD and CuzZnSOD in the
brain of male rats [60], ), in the heart of male rats in hypoxia model [61] and liver [62],
also in male rats. These studies conducted in males show that PUFA are able to
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increase the activity of MNSOD and CuzZnSOD without the influence of high levels of
estrogen that occurs in females under normal physiological conditions. So what can
explain the higher activity of MnSOD and CuZnSOD in the DHA and EPA groups
would be their direct or indirect influence on the activity of the enzymes, which needs
to be further studied, since estrogen does not seem to be acting so evident in the
activity of the MnSOD and CuZnSOD of male rats. But the SHAM group has high
activity due to the presence of physiological levels of estrogen that the rats have
before ovariectomy. Just as MnSOD and CuZnSOD enzymes, GPx (especially Gpx1,
which is the most abundant and is located in the cytosol and mitochondrial matrix)
also responds to circulating estrogen levels in the organism [63]. Our results for the
GPx activity agree with literature, with lower activity levels in all ovariectomized
groups compared to SHAM group. Another measure of antioxidant defense of the
study was accessed by the consumption capacity of hydrogen peroxide. The
hydrogen peroxide decomposition assay was carried out in cell extract and covers
the activity of GPx, catalase and peroxiredoxins enzymes simultaneously. Levels of
hydrogen peroxide decomposition activity were higher in the OVX group than in the
other groups. This result may indicate that supplementation with antioxidants may
have acted protectively in the supplemented groups and that the increase in the
peroxiredoxin synthesis was not required in these groups and in the SHAM group.
The activity of peroxiredoxins may be lower in the SHAM group because of
physiological levels of estrogen present in this group. Therefore, hydrogen peroxide
could be being controlled by other defense mechanisms. The activity of
peroxiredoxins may be lower in the SHAM group because of physiological levels of
estrogen present in this group. Therefore, hydrogen peroxide could be being
controlled by other defense mechanisms. However, in the OVX group, the
peroxiredoxins synthesis may have been stimulated to compensate for the lack of
protection exerted by antioxidants in the supplemented groups and by estrogen in the
SHAM group. What could explain the high activity of peroxiredoxins in OVX group
would be synergistic behavior among peroxiredoxins, catalase and GPx. The
reduction of catalase and GPX activities causes the increase of peroxiredoxins
activity [64]. As Gpx is influenced by estrogen, and showed less activity in OVX
group, the synergistic mechanism would lead to increased peroxiredoxins activity.
Another enzyme that was analyzed and showed uniformity in their activity profile was

the glutathione S-transferase (GST). Ovariectomized groups did not differ among



72

themselves and had GST activity increased compared to the SHAM group. This
result can be explained by the fact that the GST expression is not related to estrogen
levels [65]. The high GIST activity in the liver of ovariectomized rats may be related to
the detoxification mechanisms of the organ, since the liver handles numerous
problems associated with menopause and ovariectomy [66, 67]. The antioxidant
supplementation showed a beneficial effect on the oxidative stress markers.
Furthermore, it was able to influence the activity of antioxidant enzymes and although
may have interfered with the absorption VitE in DHA and EPA group, the results are
promising, since supplementation with omega-3 could be indicated if administered in
non-coincident times to meals. While MDA levels of the DHA group were higher than
those of OVX and EPA groups, their levels were equal to the SHAM group. This
result indicates that MDA levels are within physiological levels and may not represent
problems. In summary, the Omega-3 supplementation was beneficial for the liver of
ovariectomized rats. Saved appropriate precautions, the results suggest a promising

role in dietary supplementation with omega-3 in menopausal women.
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Fig.1. Comparison of estrogen levels among groups. Data were expressed as mean = S.E.M.
Statistical analysis of different variables was performed with one-way ANOVA, and multiple
comparisons for variables that showed significant differences were performed using post hoc
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as mean * S.E.M. Statistical analysis of different variables was performed with one-way ANOVA,
and multiple comparisons for variables that showed significant differences were performed
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statistical significance among the different groups. Differences were considered significant at p <
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a suplementacdo da
dieta com antioxidantes exerceu efeitos benéficos no modelo experimental de
menopausa adotado pelo nosso grupo. Os niveis de dano oxidativo em proteinas se
mostraram reduzidos nos animais suplementados com AL, DHA e EPA. Porém, o
resultado mais surpreendente foi o fato do grupo OVX apresentar niveis de MDA
inferiores aos grupos SHAM, AL e DHA, ja que na ovariectomia ha o aumento do
risco para que ocorra estresse oxidativo. Nao houve diferenca nos niveis de MDA
nos grupos SHAM, AL e DHA. Esse resultado indica que os niveis de MDA
apresentados por esses trés grupos poderiam estar dentro dos niveis fisiolégicos
deste marcador de dano oxidativo em lipidios, j& que os niveis de MDA nos grupos
AL e DHA se assemelham ao grupo SHAM que possui niveis normais de estrogénio.
Na literatura, had estudos que demonstram maiores niveis de MDA em ratas
ovariectomizadas, cadelas castradas e em mulheres na menopausa (Moreira et al.
2011; Vukovic et al. 2014; Szczubial et al. 2015). Mas, esses trabalhos, dentre
outros, utilizam a técnica de TBARS para aferir os niveis de MDA sem a utilizacao de
HPLC. Na literatura, também ha trabalhos que utilizam TBARS e mostram que néo
h& diferenca nos niveis de MDA entre ratas ovariectomizadas e o grupo SHAM (Cury
Rodrigues et al. 2013). Levando esses dados divergentes em conta, e considerando
que neste trabalho a medida dos niveis de MDA foi aferida através da técnica de
HPLC e que essa técnica € extremamente robusta e sensivel para se analisar os

niveis de MDA, entendemos que o que esta sendo medido realmente seja MDA.

A explicacdo que melhor se encaixa no entendimento dos niveis de MDA
inferiores apresentados pelo grupo OVX em relagdo aos grupos SHAM, AL e DHA
pode ser devido aos altos niveis de NO apresentados pelo grupo OVX em relagédo
aos demais grupos do estudo. O radical NO € uma molécula apolar que flui entre as
fracOes lipidicas celulares e possui a capacidade de reagir rapidamente com o
radical peroxil (LOO") que ap6s ser formado em uma reagcdo de oxidacdo de uma
molécula de AGPI, ataca um carbono adjacente e é responséavel por dar sequéncia
na reacdo em cadeia da peroxidacao lipidica, que tem como um dos produtos finais
o MDA. Vale lembrar, que a VitE € uma excelente molécula inibidora da peroxidacao

lipidica e que o NO possui energia cinética de reacdo com o LOO" dez mil vezes
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maior do que a velocidade de reacdo da VitE com o LOO" (Odonnell et al. 1997;
Patel et al. 2000). Portanto, embora o0 NO ndo possua a capacidade de inibir o inicio
da peroxidacéao lipidica como a VitE, ele tem a capacidade de interagir com o LOO’
durante a propagacédo do dano, impedindo que este culmine na formacdo do MDA.
Toda via, a enzima ONe esta inibida na menopausa e em modelos de ovariectomia
por ter a sua transcricdo influenciada pelo estrogénio (El-Mas et al. 2011). O
estrogénio regula a transcricdo do gene que codifica a ONe por estimular fatores de
transcricdo que respondem a estrogénio (Min 2007). Além disso, em mulheres
gravidas, a sintese de ONe aumenta ao longo da gestacdo em virtude da interacao
do estrogénio com os seus receptores (RE-a e RE-B) que sinalizam para que a
transcricdo da ONe ocorra (Kakui et al. 2004). Sendo assim, levando em conta que
ONe esta inibida por conta da ovariectomia, e que o figado € um 6rgdo que possui
muitas células de defesa do organismo contra patdégenos externos, somente a ONi
poderia estar atuando no figado das ratas ovariectomizadas. Na literatura, ha
trabalhos que mostram o aumento de citocinas inflamatérias apos a menopausa e
apos a ovareiectomia (Bupp 2015; Shivers et al. 2015). Ha trabalhos demonstrando
gue a reposicdo hormonal e a suplementacdo com fitoestrogenos, 6mega 3 e AL,
reduzem os niveis de citocinas inflamatérias que estdo aumentadas na menopausa
e na ovariectomia, tais como TNF-a, IL-13, IL-6, IL-10 e, também o NO, o que
demonstra reducao no processo inflamatério e regulacdo da atividade da ONi (Kielar
et al. 1997; Fan et al. 2009; Koriyama et al. 2013; Li et al. 2015). Todos os trabalhos
recém citados utilizaram AL, 6mega-3 e estrogénio para diminuir a transcricdo da
ONi, ja que ela ndo € constitutiva e depende de sinalizacdo inflamatéria para ser
transcrita. No entanto, apesar do controle negativo da transcricdo da ONi ser
benéfico em muitos casos, na geracdo de MDA pode ser o oposto. No nosso estudo,
o fato dessa enzima estar (provavelmente) ativa no grupo OVX, fez com que os
niveis de MDA ficassem menores em virtude do aumento dos niveis de NO. Mas,
essa situacao pode ser danosa se analisarmos outros tipos de danos moleculares
gue nao foram avaliados nesse trabalho. Como as atividades da MnSOD e CuSOD
estdo significativamente reduzidas no grupo OVX, a producdo do peroxinitrito
poderia estar ocorrendo de maneira perigosa para as biomoléculas desse grupo em
virtude da falta de controle do radical superéxido. Ja em relacdo a suplemetacéo
com EPA, que apresentou baixos niveis de MDA e de NO, um dos mecanismos que

evitou a formacao do MDA é o fato do EPA, assim como o DHA, ter a capacidade de
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se inflitrar nas membranas celulares e alterar o perfil lipidico das mesmas (van
Rensburg et al. 2009).

No entanto, somente a infiltracdo nas membranas ndo basta, pois como
demonstrado, neste estudo os niveis de MDA aumentaram no grupo suplementado
com DHA, evidenciando que outros fatores podem influenciar o aumento ou a
reducdo do MDA. Porém, para evitar a peroxidacao lipidica, € necessario que ocorra
essa infiltracdo. Sendo assim, a suplementacdo de EPA ndao modificou os niveis de
MDA, em relagdo ao grupo OVX, mesmo com niveis de NO baixos. Uma hipdtese
para explicar esse fato, € que a suplementacdo com EPA pode causar diminui¢éo da
B-oxidacdo e acumulo de trigliceridios no figado (Du et al. 2013). Além disso, EPA
compete com AA na sintese de prostaglandinas pelas enzimas cicloxigenases. As
células sintetizam prostaglandinas em resposta a citocinas pré-inflamatorias e nao
sdo capazes de armazena- las (Funk 2001). Desta forma, o EPA atuaria na reducao
dos niveis de prostaglandinas no grupo suplementado. Essa situacdo, juntamente
com a capacidade antioxidante do EPA, reduziria a formacdo de MDA e ao mesmo
tempo, protege as proteinas do dano oxidativo que poderia ser gerado pela
inflamacédo. Mas, ao contrario do que hove no grupo suplementado com EPA, os
niveis de MDA subiram em relacdo ao grupo OVX no grupo suplementado com
DHA, mesmo com o DHA possuindo propriedades antiinflamatérias e sendo uma
molécula antioxidante. Todavia, embora os niveis de MDA tenham aumentado em
relacdo ao grupo OVX, os niveis de MDA n&o foram maiores do que os niveis do
grupo SHAM. Na literatura, o DHA auxilia na protecédo contra dano oxidativo, mas, 0s
efeitos protetores do DHA sdo mais evidentes no cérebro, jA que este 6rgdo possui
baixa capacidade de sintese de DHA e alta capacidade de retencdo deste AGPI,

ficando para o figado a funcdo de supri-lo com DHA (Kim 2007; Little et al. 2007).

Embora o DHA exerca um papel importante no cérebro, também exerceu
protecdo nas proteinas do figado, reduzindo os niveis de carbonilacdo. Como dito
anteriormente, os niveis de MDA aumentaram em relacéo aos niveis do grupo OVX.
E importante destacar que o DHA é capaz de diminuir a expressdo dos miRNAs
mMiRNA33a e miRNA122 no figado de ratos (Baselga-Escudero et al. 2013). Esses
mMiRNAs sdo muito importantes na regulacdo do metabolismo lipidico no figado. A
utilizacdo de antagonistas destes miRNAs diminui a sintese de lipidios e aumenta a

B-oxidacdo (Rottiers and Naar 2012). Sendo assim, o DHA seria capaz de proteger
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as proteinas do figado do dano oxidativo, mas, embora possua a capacidade de
proteger os lipidios da peroxidacao lipidica, também atua de maneira positiva na (-
oxidacao e isso poderia aumentar os niveis de Acetil-CoA e aumentar a peroxidacao
lipidica por elevar a producédo de espécies reativas na mitocondria. Mas, o aumento
dos niveis de MDA encontrado no grupo DHA se assemelha aos niveis do grupo
SHAM. Sendo assim, esse aumento, poderia ser considerado dentro dos niveis
normais de MDA, ja que o metabolismo do grupo SHAM estaria dentro dos niveis
normais. Vale destacar, que a atividade da enzima fumarase esta maior no grupo
suplementado com DHA em relacdo ao grupo suplementado com EPA. Esse
resultado pode indicar maior atividade mitocondrial no grupo DHA em relagdo ao
grupo EPA. Levando em consideracdo esses dados e a literatura referente a
suplementacdo com DHA, pode-se supor que a suplementacdo com DHA poderia

auxiliar no controle do acumulo de lipidios nas visceras.

No entanto, essa explicacdo ndo leva em conta o comportamento das defesas
antioxidantes. A suplementacdo com antioxidantes ndo exerceu efeito protetor
somente pela agéo intrinseca das moléculas suplementadas. Na literatura, ha fortes
evidéncias de que as moléculas escolhidas para a suplementacédo das ratas deste
trabalho exercem influéncia sobre a atividade, transcricdo e traducdo de enzimas

antioxidantes.

As atividades e a expressao das enzimas CuzZnSOD e MnSOD sofrem
influéncia do estrogénio. Os nossos resultados mostram que a atividade da
CuzZnSOD esta reduzida no grupo OVX e no grupo AL. No entanto, 0s grupos
suplementados com DHA e EPA possuem a atividade semelhante ao grupo SHAM.
Na literatura, ha trabalhos que mostram que o estrogénio aumenta a expressao das
enzimas CuzZnSOD e MnSOD (Tripanichkul et al. 2007; Rao et al. 2011; Liu et al.
2014b). Estudos também mostram que a suplementacdo com 6mega-3 aumenta a
atividade das SODs em cérebro de ratos machos (Abdel-Wahab et al. 2015), no
coracao de ratos machos em modelo de hipéxia (Herrera et al. 2015) e no figado
(Garrel et al. 2012), também em ratos machos. Esses trabalhos realizados em
machos demonstram que os AGPI sdo capazes de aumentar a atividade das SODs
sem a influéncia dos altos niveis de estrogénio que ocorre nas fémeas em situacdes
fisiologicas normais. Portanto, o que pode explicar a atividade mais elevada das

SODs nos grupos DHA e EPA seria a sua influéncia direta ou indireta sobre a
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atividade das enzimas, o que precisa ser melhor estudado, ja que o estrogénio nao
parece estar atuando de forma evidente na atividade das SODs de ratos machos. Ja
0 grupo SHAM apresenta atividade alta devido a presenca dos niveis fisiologicos de
estrogénio.

A suplementag&do com AL se mostrou distinta quanto a atividade da CuZnSOD
e MnSOD. Como dito anteriormente, as enzimas sédo controladas positivamente pelo
estrogénio. O grupo AL apresenta niveis de estrogénio de ratas que representam o
modelo experimental de menopausa. Sendo assim, 0 estrogénio nao influencia a
atividade da CuzZnSOD e da MnSOD no grupo AL de forma positiva, ja que houve a
ovariectomia. Todavia, o AL estimula a atividade e a expressao da MnSOD ao atuar
conjuntamente com duas proteinas das familias das sirtuinas: Sirtl e Sirt3. As
sirtuinas sdo uma familia conservada de proteinas que controlam o relaxamento e a
contracao da cromatina através dos niveis de acetilagdo das histonas, o que provoca
a transcricdo de outros fatores de transcricdo. Elas estdo envolvidas em inUmeros
papéis fisiolégicos e também, patoldgicos, incluindo sindrome metabdlica,
envelhecimento e sobrevivéncia celular, além de muitas outras funcbes. Elas
exercem esse papel através da desacetilagdo de inUmeros substratos. A Sirt3 é
expressa no nucleo e localiza-se na mitocéndria, podendo migrar até o ndcleo em
situacOes de estresse (Haigis and Sinclair 2010). A Sirt3 atua na desacetilacao do
fator de transcricao forkheadbox O3a- dependente (Foxo3a), que atua na transcricéo
do gene da MnSOD (Sundaresan et al. 2009). Além disso, o AL aumenta 0s niveis
do mRNA de Sirtl, que exerce efeito na proliferacdo mitocondrial (Pilar Valdecantos
et al. 2012). O AL também provoca o aumento dos niveis da proteina Sirt3 e do
MRNA do Foxo3a, o que aumenta a interagdo entre eles, induzindo a expressao da
MnSOD. Portanto, o AL é capaz de aumentar a expressao e a atividade da MnSOD,
através da interacdo da Sirt3 com o Foxo3a e através da ativacdo da Sirtl, provocar
a replicacdo mitocondrial (Pilar Valdecantos et al. 2012). Portanto, a maior atividade
da MnSod apresentada pelo grupo AL pode ser devido as intera¢des citadas acima.
No entanto, ndo ha estudos que avaliem se DHA e EPA também poderiam atuar de
maneira similar ao AL, ja que as SODs também apresentaram alta atividade no

figado das ratas suplementadas com DHA e EPA do nosso estudo.

Assim como as enzimas SODs, a GPx (sobretudo a Gpx1, a mais abundante

e estd localizada no citosol e na matriz mitocondrial) também responde aos niveis de
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estrogénio circulantes no organismo (Priyanka et al. 2013). Os nossos resultados
foram ao encontro da literatura e a atividade da Gpx foi significativamente menor em
todos 0s grupos que passaram pela ovariectomia quando comparados ao grupo
SHAM. No entanto, embora o grupo suplementado com AL tenha apresentado
menor atividade da GPx em relacdo ao grupo SHAM, o grupo AL apresentou maior
atividade da Gpx em relacdo aos demais grupos. Mas, 0os grupos suplementados

com DHA e EPA e o grupo OVX, ndo apresentaram diferenca entre si.

Outra medida de defesa antioxidante do estudo foi acessada pela capacidade
de consumo de peréxido de hidrogénio. As enzimas capazes de consumir peroxido
de hidrogénio estdo presentes no citosol, mitocéndria, peroxissomos € no meio
extracelular. Portanto, como o ensaio de decomposicdo do peroxido de hidrogénio
foi realizado em um extrato celular, a medida abrange a atividade das enzimas, GPX,
catalase e peroxiredoxinas simultaneamente. Embora as peroxiredoxinas tenham
sido primeiramente identificadas em leveduras, ha seis genes que codificam
peroxiredoxinas em mamiferos e elas podem estar presentes no citosol,
mitocdndrias e peroxissomos, e uma caracteristica importantissima dessas enzimas,
€ a sua capacidade de decompor peroxinitrito além de peroxido de hidrogénio (Rhee
et al. 2005). Embora essas enzimas estejam majoritariamente no citosol, elas
também estdo associadas a membranas e ao nucleo, além de poderem ser
exportadas para o meio extracelular (Wood et al. 2003). Como a catalase esta
localizada nos peroxissomos, a defesa celular enzimatica contra os altos niveis de
peréxidos € exercida cooperativamente entres as peroxiredoxinas e a GPx. Os
niveis de atividade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio se mostraram
menores nos grupos ovariectomizados suplementados com AGPI e no grupo SHAM,
quando comparados ao grupo OVX. Esse resultado pode indicar que a
suplementacdo com antioxidantes pode ter atuado de maneira protetora e a sintese
de peroxiredixina ndo se fez necessaria nesses grupos, ja que 0s niveis de
estrogénio ndo exercem influéncia na transcricdo destas enzimas e o aumento da
transcricdo poderia ser uma maneira de se adaptar aos niveis de ERO e ERN, ja
que as peroxiredoxinas decompdem peroxinitrito e as enzimas SODs estdo com
baixa atividade no grupo OVX. No grupo OVX, a sintese de peroxiredoxinas pode ter
sofrido estimulo para compensar a auséncia da protecdo exercida pelos
antioxidantes nos grupos suplementados e pelo estrogénio no grupo SHAM. O que
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pode explicar a alta atividade das peroxiredoxinas no grupo OVX, é que em
situacBes nas quais 0s niveis de peroxido de hidrogénio poderiam estar maiores
pela diminuicdo da atividade de outros antioxidantes, que poderiam neutralizar o
peroxido de hidrogénio, a sinergia entre peroxiredoxinas e Gpx, leva as
peroxiredoxinas a aumentar a sua atividade (Molavian et al. 2015). Como a Gpx é
influenciada pelo estrogénio, e apresentou menor atividade no grupo OVX, o
mecanismo sinérgico levaria a um aumento da atividade das peroxiredoxinas. Esse
mecanismo sinérgico estd bem evidente nos nossos resultados, embora néo
tenhamos quantificado os niveis de peroxiredoxinas. Vale lembrar, que as condi¢cdes
para que o superéxido e o NO reajam esta favoravel, visto que ha niveis altos de NO

e atividade baixa das SODs no grupo OVX.

Outra enzima que foi analisada e que demonstrou uniformidade no seu perfil
de atividade foi a glutationa —S transferase (GST). Os grupos ovariectomizados nao
tiveram diferenca entre si e tiveram a atividade da GST aumentada em relacdo ao
grupo SHAM. Esse resultado pode indicar que ndo houve influéncia da
suplementacdo com antioxidante e pode ser devido ao fato de que a expressdo da
GST nao se relaciona aos niveis de estrogénio (Bellanti et al. 2013). A maior
atividade de GST no figado das ratas ovariectomizadas pode estar relacionado aos
mecanismos de detoxificacdo do oOrgdo, jA que o figado lida com inumeros

problemas inerentes & menopausa e a ovariectomia (Brady 2015; Ryu et al. 2015).

Além das defesas antioxidantes enziméticas, os resultados dos niveis das
vitaminas C e E, ndo demonstraram significancia entre o grupo OVX e 0 grupo
SHAM. Em mamiferos que podem sintetizar Vitamina C, a capacidade de aumentar
a sintese dessa molécula conforme houver necessidade € desempenhada em tais
momentos de necessidade. Um exemplo da modulagéo da sintese ocorre durante a
prenhes, quando existe a necessidade de suprir os embrides através da sintese
materna (Corpe et al. 2010). Esse aumento de sintese durante a gravidez pode ser
controlado por estrogénio, mas 0 mecanismo ndo é conhecido. O que se sabe, é que
0s niveis de &cido ascorbico no plasma possuem relacdo diretamente proporcional
aos niveis de estrogénio. Em mulheres, fica muito clara essa associac¢ao ao longo do
ciclo menstrual (Michos et al. 2006). Os niveis de Vitamina C nos figados das ratas
deste estudo nao foram significativamente distintos entre os grupos SHAM e OVX.

Esse fato pode ser explicado devido ao fato de o figado ser o 6rgdo que sintetiza a
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Vitamina C e o0s niveis deste antioxidante, apesar de variarem no plasma, néo
variam no 6rgdo fonte. O que fica evidente no cérebro das mesmas ratas que foi
objeto de estudo do nosso grupo em um trabalho anterior (Behling et al. 2015), em
que os niveis de Vitamina C foram significativamente menores no grupo OVX em
relacio ao SHAM. No entanto, houve diferenca entre todos 0s grupos
suplementados em relagdo ao SHAM. Esse resultado pode ser devido ao fato de
ndo haver a necessidade da sintese deste antioxidante, jA que a suplementagéo
exerceria a defesa antioxidante no 6rgdo e os niveis de vitamina C apresentados
seriam suficientes para que as outras funcbes da Vitamina C pudessem ser
desempenhadas. No caso da VitE, os grupos SHAM, OVX e AL nao apresentaram
diferenca entre si. No entanto, a suplementacdo com AGPI fez com que pouca VitE
fosse absorvida e/ou retornasse ao figado. Esse fato ocorreu em virtude da
suplementacdo de AGPI de cadeia longa ter sido feita na racdo dos animais e isso
pode ter comprometido significativamente a absorcdo desta vitamina lipofilica ou o
retorno da mesma para o figado jA& que os AGPI de cadeia longa dificultam a
absor¢éo de VitE através das quilomicrons nos vasos linfaticos (Koo and Noh 2001),
podendo fazer com que a Vitamina E seja excretada. Outra hipotese leva em conta a
distribuicdo da VitE. A absorcdo dessa vitamina segue o0 processo do metabolismo
lipidico pela dependéncia da ag¢do dos sais biliares, formagdo de micelas e a
incorporacdo aos quilomicrons nos enterdcitos para posterior transporte na linfa.
Alguns fatores dietéticos tém sido apontados como redutores da biodisponibilidade
da VitE. Tem-se estabelecido que, tanto em animais quanto em humanos, um
aumento na ingestdo de gorduras insaturadas, especialmente os AGPI de cadeia
longa, faz com que aumente a necessidade de ingestao de vitamina E devido ao fato
de os AGPI de cadeia longa estarem preferencialmente nas membranas celulares,
onde eles tém uma capacidade de sequestrar vitamina E para manter sua
estabilidade oxidativa (Bjorneboe et al. 1990). Pode-se perceber que, embora o0s
grupos DHA e EPA tenham apresentado menores niveis de Vitamina E no figado em
relacdo aos outros grupos, os niveis ndo diferem entre esses dois grupos. No
entanto, o grupo EPA apresentou niveis inferiores de MDA em relacdo ao grupo
DHA, o que demonstra diferente eficacia na protecdo contra a formacdo do MDA. O
DHA, é uma molécula que se insere nas bicamadas lipidicas e mantém a estrutura e

a funcao da célula e das organelas (Al-Gubory 2012). Mas, o aumento dos niveis de
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MDA nédo é superior aos dos grupos SHAM. Isso faz com que esses niveis possam

ser considerados fisiologicos e, portanto, dentro do normal.

A suplementacdo com antioxidantes demonstrou efeito benéfico em relacéo a
marcadores de estresse oxidativo, tendo sido capaz de influenciar a atividade de
enzimas antioxidantes e, embora tenha interferido na absorc¢ao ou retorno de VItE ao
figado, nos grupos DHA e EPA, os resultados sdo promissores, jA que a
suplementacdo com 6mega-3 poderia ser indicada se suplementada em horéarios
nao coincidentes aos das refeigcdes. Outro fator importante que deve ser levado em
conta na interpretacao dos resultados deste estudo é a atividade mitocondrial, pois a
atividade mitocondrial € a principal fonte de ERO celular. Para acessar a atividade
mitocondrial, nés monitoramos a atividade da enzima fumarase. A fumarase é uma
enzima codificada no DNA nuclear e atua na conversédo de fumarato a malato no
ciclo de Krebs e esta presente tanto na matriz mitocondrial, quanto no citosol,
sobretudo em leveduras (Stein et al. 1994), mas em mamiferos, € muito mais
abundante na matriz mitocondrial (Bowes et al. 2007). No entanto, a discussao sobre
a localizagdo da fumarase ainda € muito forte e ha muitas controvérsias sobre as
concentracdes citosolicas e mitocondriais (Yogev et al. 2011). Portanto, o resultado
da fumarase pode gerar falso positivo em relacdo a atividade mitocondrial, mas
poderia sugerir que as ratas dos grupos OVX, DHA e EPA estdo com a mitocéndria
com atividade reduzida em relacdo aos grupos SHAM e AL. Como citado
anteriormente, tanto na menopausa, quanto em modelos experimentais de
menopausa, ha reducéo na atividade mitocondrial. Outro fato citado anteriormente, o
AL é cofator de enzimas envolvidas no metabolismo mitocondrial e por conta disso,
pode ter sido o responséavel pela manutencéo da atividade mitocondrial. Além disso,
0 AL também atua na regulacdo da expressdo da MnSOD e isso pode auxiliar na
integridade mitocondrial em virtude da dismutacao do O,". Outra relagdo importante
que o AL possui com a mitocondria esta relacionado a algumas proteinas sirtuinas,

com citado anteriormente.

Portanto, a suplementagdo com antioxidantes ministrada na dieta das ratas
deste estudo apresentou-se efetiva na defesa antioxidante e influenciou a atividade
de enzimas antioxidantes. Além disso, corroborou com os estudos que apontam AL,
DHA e EPA como moléculas anti-inflamatdérias ao passo que 0S Qrupos

suplementados com esses antioxidantes diminuiram a sintese de NO. Quando se
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analisa a medida de NO em ratas ovariectomizadas, que de acordo com a literatura
estariam com os niveis de expressao da ONe extremamente reduzidos, a sintese de
NO estaria diretamente relacionada a indugdo da ONi através do aumento das
citocinas pré-inflamatérias que tendem a estar aumentadas na menopausa e em
ratas ovariectomizadas. Os grupos suplementados apresentaram niveis de NO
significativamente inferiores aos grupos SHAM e OVX. Esse resultado nos permite
supor que essas moléculas realmente inibem a indugdo da ONi. No entanto, esses
resultados, apesar de ndo serem capazes de avaliar outros marcadores de danos e
outros tipos de defesas antioxidantes, se mostram promissores na tentativa de
amenizar os efeitos deletérios da menopausa. Na literatura, muitos trabalhos
associam o estresse oxidativo a inimeras doencas que sdo mais evidentes na
menopausa. Sendo assim, a utilizacdo dos antioxidantes que foram ministrados no
nosso estudo, poderia amenizar o risco de desenvolvimento de acumulo de gordura
visceral, jA que na menopausa ha aumento de gordura visceral e a suplementacéo
com AL e dmega 3, sobretudo o DHA, exercem efeitos benéficos em relacdo ao
acumulo de gordura visceral e em relacao a resisténcia a insulina, que aumenta o
risco de acumulo de gordura visceral. Além disso, o risco de desenvolvimento de
doencas inflamatérias é maior em mulheres apdés a menopausa, como a
aterosclerose e doencas neurodegenerativas. Os antioxidantes utilizados neste
estudo também exercem efeitos protetores em relacdo a essas complicacdes que,
embora surjam ao longo do envelhecimento, se tornam mais evidentes apds a
menopausa. Sendo assim, esse estudo demonstrou que a suplementagdo com AL e
omega 3 (DHA e EPA) pode ser de grande valia no combate ao estresse oxidativo,
ja que a suplementacao restaurou a atividade de enzimas que sdo sensiveis aos
niveis de estrogénio, como as SODs. No caso da suplementacdo com DHA e EPA
as duas SODs, e no caso da suplementagcdo com AL, somente a MnSOD. Em
relacdo a GPx, somente a suplementacdo com AL foi capaz de estimular a atividade
dessa enzima, mesmo com 0s niveis baixos de estrogénio, fazendo com que haja
maior protecdo contra as ERO na falta deste hormdnio. Além disso, a propria
caracteristica molecular das moléculas escolhidas para a suplementagdo da dieta,

fazem com que elas possam neutralizar muitos tipos de ERO.
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7 CONCLUSAO

A suplementacdo com antioxidantes exerceu efeito protetor em relacdo ao
estresse oxidativo em proteinas e manteve os niveis de MDA dos grupos AL e DHA
similares aos niveis do grupo SHAM. A atividade das enzimas CuZnSOD, MnSOD,
que sdo controladas por estrogénio, tiveram a atividade recuperada nos grupos
suplementados com DHA e EPA. As enzimas MnSOD, GPx (também controlada por
estrogénio) e fumarase tiveram a sua atividade aumentada com a suplementacéo de
AL. Esse estudo demonstrou que a suplementacdo com AL, DHA e EPA pode ser de
grande ajuda para amenizar os problemas simultaneos relacionados a menopausa e
ao estresse oxidativo, jA que esses antioxidantes restauraram a atividade de
enzimas que seriam positivamente controladas por estrogénio e o estrogénio € por si
sO6, uma molécula antioxidante. No entanto, nem todas as enzimas responderam
positivamente ao tratamento, mas a prépria capacidade antioxidante dos
suplementos pode ter atuado na defesa do figado das ratas suplementadas e o
aumento da sintese dessas enzimas pode ndo ter sido necessario. Um efeito
importante relacionado a suplementacdo com os 6megas- 3, foi diminuicdo dos
niveis de VitE apresentados por esses grupos. Uma alternativa para normalizar os
niveis de VitE seria a suplementacdo da dieta com DHA e EPA em momentos
diferentes aos das refeigbes. Os resultados relacionados ao aumento simultaneo da
atividade da fumarase e da MnSOD no grupo suplementado com AL, pode estar
relacionado ao aumento das cOpias mitocondriais que possui forte relagdo com as
proteinas Sirtl e Sirt3. Como a atividade da MnSOD também foi aumentada nos
grupos suplementados com DHA e EPA, seria importante analisar a interagdo que
esses suplementos poderiam possuir com as Sirtl e Sirt3, embora a atividade da
fumarase aparentemente ndo tenha sido estimulada por esses suplementos. No
entanto, sabe-se que o EPA reduz a B-oxidacdo e que o DHA estimula a atividade
mitocondrial por estimular a B-oxidacdo. No entanto, o DHA pode n&o possuir o
mesmo poder de estimulo mitocondrial que o AL exerce. O AL atua no aumento do
namero de copias mitocondriais e também é cofator para as enzimas do ciclo do
Krebs, o que estimularia a fumarase. Essas caracteristicas fazem com que o AL atue
de forma muito mais evidente na restauracdo do metabolismo celular do que os
Omegas-3. No entanto, o efeito dos 6megas-3 utilizados na suplementacéo, pode ter

diminuido em funcdo da retencao e da interacdo que as suas moléculas teriam com
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as membranas celulares. Portanto, se as quantidades dos 6megas-3 fossem
maiores, os efeitos sobre as mitocondrias poderiam estar mais evidentes. Mas, como
a atividade da MnSOD foi restaurada, pode ser que haja interacdo dos 6megas- 3
com as sirtuinas. Se essa interacdo existir, haveria aumento no niumero de copias
mitocondriais e protecdo das fracfes lipidicas das células, embora a atividade
mitocondrial ndo sofra um aumento tdo evidente quanto o AL foi capaz de induzir.
Deste modo, este trabalho mostrou que a suplementagédo com esses antioxidantes
foi efetiva no combate ao estresse oxidativo e também pode atuar de maneira
decisiva na restauracdo do metabolismo energético celular apdés a menopausa, ja
gue poderia estar atuando nas Sirtl e 3. Mas, essa interacdo deve ser aferida em

relacdo aos 6megas- 3.
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8 PERSPECTIVAS

Com base nos resultados desse estudo, h& a necessidade de se averiguar 0s
niveis de citocinas pro-inflamatérias, o aumento da sintese da ONi e a reducéo da
sintese de ONe, o aumento das sirtuinas 1 e 3 nos grupos suplementados, a
expressdo dos mir-33 e mir-122, além da expressdo do mir-146a, que possui O
MRNA da MnSOD como alvo e poderia estar aumentado na reducado dos niveis de
estrogénio (a atividade da MnSOD reduziu drasticamente no grupo OVX). Essas
andlises sdo importantes para que os efeitos das suplementacdes utilizadas nesse

estudo sejam compreendidos de forma mais completa.
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