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RESUMO

Os rins desempenham varios papéis regulatérios essenciais nos vertebrados, como
remover 0 excesso de moléculas organicas do sangue e os residuos do metabolismo.
Estes 6rgdos sdo alvos conhecidos do estresse oxidativo e foram escolhidos devido a
possibilidade de se avaliar os efeitos da menopausa e de antioxidantes neles. A
menopausa pode estar associada ao estresse oxidativo em varios 6rgéos e tecidos, mas o
papel desempenhado por ela no estresse oxidativo que envolve os rins ndo é bem
compreendido. Como modelo experimental utilizaram-se ratas que foram
overiectomizadas bilateralmente para induzir os sintomas e efeitos da menopausa. Uma
dieta suplementada com antioxidantes foi introduzida para analisar os possiveis efeitos
no estresse oxidativo e na menopausa. Como suplementos antioxidantes, foram
utilizados o 4&cido lipoico (LA), é&cido docosahexaenoico (DHA) e é&cido
eicosapentaenoico (EPA). O LA foi escolhido por causa de sua capacidade antioxidante
e por ser um cofator das enzimas envolvidas no metabolismo dos lipideos. Os acidos
graxos do tipo 6mega 3 (DHA e EPA) estdo bem estabelecidos como protetores
endoteliais e foram utilizados devido a sua elevada capacidade antioxidante. Este estudo
empregou 50 ratas Wistar de trés meses de idade (Rattus norvegicus). Os animais foram
divididos em cinco grupos de dez animais cada. Quatro grupos foram submetidos a
ovariectomia bilateral e um grupo foi operado simultaneamente, mas sem remocéo dos
ovarios. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos. O grupo
controle (SHAM) e um grupo ovariectomizado (OVX) receberam a dieta padrdo; o
restante dos animais operados recebeu suplementacéo e foram divididos em 3 grupos de
acordo com o suplemento dietético. Nossos resultados mostraram que a atividade da
fumarase foi menor nos grupos suplementados em comparacdo com OVX. Os niveis de
vitamina C séo elevados nos grupos EPA, DHA e LA comparados com OVX e SHAM.
O dano oxidativo demonstra alta carbonilacdo de proteina em EPA, DHA e LA quando
comparado com OVX e SHAM. Os niveis de malondialdeido foram elevados em EPA
em comparacdo com SHAM. A atividade da superdxido dismutase, da glutationa
peroxidase e 0s niveis da vitamina E ndo diferem significativamente entre 0s grupos.
Estes resultados demonstram que a menopausa ndo tem efeito nos rins em relacéo a
medidas de estresse oxidativo neste modelo experimental e que os antioxidantes

utilizados ndo tém um efeito importante nos rins das ratas ovariectomizadas.



ABSTRACT

Kidneys play several essential regulatory roles in vertebrates like removing excess
organic molecules from the blood and the waste products of metabolism. These organs
are known as a target of oxidative stress and were chosen due to the possibility to
evaluate the effects of menopause and antioxidants in it. Menopause may be associated
with oxidative stress in several organs and tissues, but the role played by menopause on
oxidative stress (in the kidneys) is not well understood. As an experimental model
female rats were used and they were ovariectomized bilaterally to induce the symptoms
and effects of menopause. A diet, supplemented with antioxidants, has been introduced
to analyze the possible effects in oxidative stress and menopause. Lipoic acid (LA),
docohexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA) were used as antioxidant
supplements. The LA was chosen because of its antioxidant capacity and for being a
cofactor of the enzymes involved in the metabolism of lipids. The omega-3 fatty acids
(DHA and EPA) are well established as endothelial protective and were used due to
their high antioxidant capacity. This study employed 50 three-month-old Wistar female
rats (Rattus norvegicus). The rats were divided into five groups of ten animals each.
Four groups were subjected to bilateral ovariectomy and one group was sham operated,
but without removal of the ovaries. The animals were randomly assigned to five groups.
Both control group (SHAM) and one ovariectomized group (OVX) received the
standard diet; the other operated animals received supplementation were divided in 3
groups according to the diet supplement. Our results showed that the activity of
fumarase was lower in the supplemented groups compared with OVX. Vitamin C levels
are high in the groups EPA, DHA and LA than in OV X and SHAM. Oxidative damage
demonstrates high protein carbonilation in EPA, DHA and LA when compared whit
OVX and SHAM. The levels of malondialdehyde were high in EPA compared with
SHAM. The activity of superoxide dismutase, glutathione peroxidase and the levels of
vitamin E don’t differ significantly between groups. These results support that
menopause has no effect in kidneys in relation to measures related to oxidative stress in
this model and that the antioxidants used do not have an important effect in kidneys

from ovariectomized rats.



1. INTRODUCAO
1.1. Menopausa, Estropausae Ovariectomia

A menopausa pode ser definida como a cessacdo natural e permanente da
menstruacdo e ovulagéo devido a insuficiéncia ovariana. A menopausa "espontanea” ou
natural ocorre ap6s 12 meses de amenorreia, uma vez que a secre¢do do hormdnio
ovariano diminui (Crawford, 2017). Embora o tempo de vida da grande maioria das
espécies ndo ultrapasse em muito os seus anos reprodutivos, uma clara excecao a esse
fendbmeno comum €é a mulher, cuja vida se estende, atualmente, muito além do estagio
da vida reprodutiva. Para as mulheres, a senescéncia reprodutiva ocorre tipicamente em
torno da quinta década de vida, através de uma combinacdo de ciclos ovulatorios e
apoptose normal (isto é, morte celular programada) chamada atresia. A menopausa
ocorre quando o ciclo menstrual cessa devido a anovulagdo (Koebele et al., 2017). O
aparecimento da transicdo da menopausa e subsequente fase de vida pos-reprodutiva
vém acompanhado de uma variedade de mudancas fisiologicas, comportamentais e
cerebrais que podem afetar a qualidade de vida da mulher. Muitos fatores de risco a
satde mudam com o envelhecimento e apds a menopausa: aumento do risco de doencas
cardiovasculares, osteoporose, obesidade, diabetes, acidente vascular cerebral,
disfungéo sexual, distdrbios de humor, distdrbios do sono e declinio cognitivo (Hickey
et al., 2016; Crawford, 2017).

A literatura fornece evidéncias de que o estresse oxidativo afeta toda a vida
reprodutiva de uma mulher, até mesmo a menopausa. Ha estudos que sugerem o
envolvimento de radicais livres e estresse oxidativo no envelhecimento e em alguns
processos relacionados a idade que frequentemente acompanham a menopausa (Miquel
et al.,, 2006; Munoz-Castaneda et al., 2006). Nos ultimos anos, diversos autores
sugerem o uso de diferentes tratamentos para as mulheres na menopausa em vez da
substituicdo hormonal tradicional. Devido ao fato de que nem todas as mulheres pds-
menopausicas com sintomas da menopausa sdo consideradas candidatas provaveis a
receber terapia hormonal; E também para evitar o0 aumento do risco de desenvolver
cancer de mama, acidente vascular cerebral e/ou complicacdes cardiovasculares
associados com a reposicdo hormonal (Al-Safi e Santoro, 2014; Taylor et al., 2014). Os
tratamentos alternativos incluem, por exemplo, drogas ndo hormonais, vitaminas,
minerais, suplementos antioxidantes e terapias alternativas (Hickey et al., 2016;
Crawford, 2017; Shadyab et al., 2017).



Roedores sdo modelos valiosos e adequados para a investigacdo da menopausa e
envelhecimento, principalmente pelo fato de apresentarem um padrdo hormonal
bastante semelhante ao humano (Figura 1), mas € necessario reconhecer algumas
diferencas fundamentais entre humanos e roedores (Rousseau, 2006). A anatomia da
fémea do roedor difere das mulheres de varias maneiras, incluindo o fato de que os
roedores possuem um utero bifurcado, chamado chifres uterinos, que acomoda um
grande numero de prole por gestacdo. Os roedores tém um ciclo estral em vez de um
ciclo menstrual que difere do humano. O revestimento uterino dos roedores é
reabsorvido, ao contrario do que é expelido através da menstruacéo pela mulher. O ciclo
estral das ratas ocorre a cada quatro ou cinco dias e consiste em quatro fases - proestro,
estro, metaestro e diestro - que envolvem flutuacBes hormonais ovarianas semelhantes
ao ciclo menstrual humano de 28 dias. Com cerca de 9-12 meses de idade, ratos e
camundongos normalmente experimentam ciclos irregulares de estro, a chamada
estropausa, caracterizada por um estado de estro persistente (Koebele e Bimonte-
Nelson, 2016).

A| Roedor

Metaestro Diestro Proestro Estro

B | Humano i \

e e e e et s (Orvulagio) Menstruagio

Fase folicular Fase periovulatoria Fase hitea
Estradiol — FSH -=----
Progesterona —'=—'= LH ==

Figura 1. Niveis hormonais ovarianos durante a senescéncia de A) roedores e B)
humanos. (Adaptado de Koebele, 2016.)
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O uso de modelos animais em pesquisa se da devido ao fato de poderem portar
uma doenca ou lesdo, inata ou induzida, semelhante a uma condicdo humana, com o
propdsito de compreender melhor tal condi¢cdo ou para o desenvolvimento um novo
tratamento, terapia ou estratégia (Moiety et al., 2015; Koebele e Bimonte-Nelson,
2016). Modelos experimentais de menopausa sdo amplamente utilizados para fins de

pesquisa e uma variedade de diferentes metodologias € apresentada na literatura.

O procedimento cirargico melhor caracterizado e relatado para induzir a
menopausa experimental em ratos e camundongos é a ovariectomia bilateral. O
procedimento padrdo de ovariectomia é excetuar bilateralmente os ovarios, 0s ovidutos
(isto é, as trompas de faldpio) e as pontas dos cornos uterinos da cavidade peritoneal,
deixando os cornos uterinos ligados intactos. A recuperacdo completa da cirurgia ocorre
dentro de uma semana. Este procedimento torna possivel em um curto periodo de tempo
a aquisicdo de ratos fémea sem secrecdo de hormdnios ovarianos. Além disso, as ratas
ovariectomizadas (OVX) demonstram maior risco de apresentar sintomas de
osteoporose, hipertrofia cardiaca, disfuncdes cardiovasculares importantes, atrofia
uterina, aumento da temperatura cutdnea da cauda, diminuicdo das concentracOes
plasmaticas de vitamina A, C e E, e um desequilibrio entre a producéao de radicais livres
e 0s niveis de defesa antioxidante, com aumento de estresse oxidativo e
consequentemente maiores chances de danos e uma aceleragdo do processo de
envelhecimento em diferentes tecidos (Moiety et al., 2015; Koebele e Bimonte-Nelson,
2016; Koebele et al., 2017; Lin, 2017).

1.2. Espécies Reativas, Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Espécies reativas (ERs) podem ser definidas como moléculas ou elementos
quimicos altamente reativos que possuem capacidade de interagir com outros
elementos, alterando tanto a sua estrutura como sua carga. Os radicais podem ser
derivados do oxigénio (EROs) e estes representam a classe mais importante de espécies
reativas geradas em sistemas vivos, contudo existem também espécies reativas
derivadas do nitrogénio (ERNSs), do bromo (ERB) do enxofre (ERE) e do cloro (ERC).
As espécies reativas podem ser classificadas como radicalares e ndo radicalares: a
espécie reativa chamada de radicalar, ou radical livre, é qualquer espécie quimica

(&tomo, ion ou molécula) que possua um ou mais elétrons desemparelhados, enquanto
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as espécies reativas ndo radicalares ndo apresentam o elétron desemparelhado (Halliwell
e Gutteridge, 2015).

Nos organismos aerdbicos, que s respiram na presenca de oxigénio, em torno
de 95% a 98% do oxigénio absorvido € reduzido, catalisando a formacdo de &gua na
cadeia respiratdria através do transporte de elétrons na mitocondria, onde o sistema
enzimatico citocromo, no processo de fosforilacdo oxidativa, procede a reducdo
tetravalente do oxigénio (Oz) pelo sistema citocromo oxidase, fornecendo
simultaneamente 4 elétrons para o O, que se reduz diretamente & agua (Rizzo et al.,
2012).

O restante do O, é reduzido univalentemente, processo em que uma molécula
recebe apenas um elétron, o qual vai ocupar um dos orbitais externos, ao mesmo tempo
em que o outro continua ndo parelho, produzindo intermediarios altamente reativos, as
EROs. Entre as espécies reativas, as que possuem maior importancia bioldgica sdo: o
anion superoéxido (O,*), o radical hidroxil (OH®), peroxil (ROQ®), alcoxil (RO®) e
hidroperoxil (HO,®) (Rizzo et al., 2012).

O 0,° é o primeiro intermediario da reacédo de reducédo do oxigénio a dgua e é a
partir dele que serdo formadas as outras EROs. Uma pequena quantidade desse
superdxido também é produzido por atividades enzimaticas que incluem a enzima 6xido
nitrico sintase (NOs), xantina oxidase (XO), NADPH-oxidase, desidrogenases e
peroxidases (Halliwell e Gutteridge, 2015). O anion radical superoxido é um radical que
possui baixa reatividade com a maioria das moléculas bioldgicas, mas apresenta uma
reatividade maior com grupamentos tiol e com metais, como cobre, manganés e ferro. A
dismutacdo do superdxido pela enzima superéxido dismutase (SOD) leva a formacéo de
perdxido de hidrogénio (H,0,), espécie reativa com alta capacidade de se difundir pelos
tecidos, que reage com metais, principalmente ferro, na chamada Reacdo de Fenton
(Abreu e Cabelli, 2010).

O OH"* é considerado o radical mais reativo em sistemas biolégicos devido a sua
facilidade em se ligar a qualquer molécula biologica e até mesmo a metais e outros
radicais. Ele tem origem na reacdo de H,O, com ferro onde ocorre a abstragédo de um
elétron, decompondo o H,O, em anion hidroxila (OH’) e OH®. A formacédo de radicais
livres pela Reacdo de Fenton pode ocorrer principalmente com ferro e cobre, mas

também ocorre com niquel, cromo e cadmio (Halliwell e Gutteridge, 2015)
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O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a formacao
de espécies reativas e a capacidade antioxidante total de um organismo. O dano
oxidativo pode ser definido como qualquer modificacdo molecular, seja ela reversivel
ou ndo, com algum efeito deletério, causado por espécies reativas a moléculas
bioldgicas tais como os lipidios, as proteinas e o préprio DNA. Contudo, em condi¢des
aerobicas, as células desenvolveram um sistema de defesa contra as espécies reativas,
conhecido como “sistema de defesa antioxidante” (Speakman e Selman, 2011).
Antioxidante pode ser definido como: “qualquer substancia que retarda, previne ou
remove 0 dano oxidativo a uma molécula alvo” (Halliwell e Gutteridge, 2015). Esse
sistema € composto basicamente por vitaminas (como a vitamina C e E), metais como o
zinco e o selénio, que atuam em conjunto com enzimas; a glutationa (GSH), que é o
principal antioxidante ndo enzimatico da célula e também enzimas especificas, as
chamadas defesas antioxidantes enzimaticas. As principais enzimas antioxidantes sdo a
SOD, a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), e a glutationa S-transferase
(GST) (Beguel et al., 2013).

As superoxido dismutases sdao metaloenzimas altamente eficientes na remocéo
catalitica do O,°” (Halliwell e Gutteridge, 2015). Em mamiferos existem trés tipos desta
enzima: a CuZnSOD-citosolica, descoberta por McCord e Fridovich, em 1969, a qual
contém em seu sitio ativo um atomo de cobre (Mccord e Fridovic.l, 1969). A MnSOD-
mitocondrial, enzima de estrutura tetramérica que contém um atomo de manganés em
seu sitio ativo (Keele et al., 1970). E mais recentemente, Marklund, em 1982, descobriu
uma forma extracelular da enzima, conhecida como EC-SOD ou SOD3, a qual também
contém um atomo de cobre em seu sitio ativo (Marklund et al., 1982). Essas trés formas
da enzima catalisam a dismutacdo do O, em oxigénio e peréxido de hidrogénio.

O H,0, pode entdo ser removido pela enzima CAT, localizada no interior dos
peroxissomos, que catalisa a decomposicdo direta do H,0, a O,. A CAT é uma enzima
tetramérica que contém um grupamento Fej-heme em seu sitio ativo (Halliwell e
Gutteridge, 2015).

As glutationas peroxidases (GPx) sdo uma familia de enzimas capazes de
remover o H,O, e outros peroxidos através do acoplamento da reducdo do perdxido a
agua (H,O) a oxidacao da glutationa (GSH). Existem pelo menos quatro formas desta
enzima. Uma é a enzima citosolica, chamada de GPx1. O plasma de mamiferos contém
outra forma, uma glicoproteina chamada de GPx3, que também é encontrada em outros

fluidos extracelulares e origina-se principalmente do rim. A GPx3 também pode utilizar,

13



além da GSH, outro tipo de substrato, a tioredoxina. Existe ainda uma isoforma
encontrada no trato gastrointestinal, a GPx2 ou GI-GPx e um quarto tipo, a GPx4 a
Unica que reduz ndo apenas peroxidos organicos sintéticos e H,O, mas também
hidroperdxidos de colesterol e acidos graxos (Halliwell e Gutteridge, 2015).

A molécula da GSH também pode estar envolvida no metabolismo de
xenobidticos atraves da conjugacdo com a enzima detoxificadora glutationa-S-
transferase (GST). Outra funcdo da GST é a degradacdo de peroxidos organicos, porém
se diferencia das demais peroxidases por ndao possuir atividade sobre o H,O, (Halliwell
e Gutteridge, 2015).

Além disso, a GSH é o principal antioxidante ndo enzimatico enddgeno
intracelular, estando presente em concentracdes semelhantes a da glicose em
hepatdcitos (Vina et al., 1978). E um sequestrador de radicais livres em condigdes
fisiologicas além de participar na regeneracdo dos antioxidantes acido ascorbico e
tocoferol (Monostori et al., 2009).

Além destas enzimas, existem familias de proteinas que exercem importante
papel na sinalizacdo redox na célula: as peroxirredoxinas (Prxs), glutarredoxinas e
tioredoxinas. Dentre elas, as Prxs merecem atencdo especial, pois é uma familia de
proteinas extremamente eficazes na eliminagdo de peroxidos. Elas apresentam
propriedades intrigantes que as distinguem dos antioxidantes convencionais, incluindo a
susceptibilidade a inativacao por hiperoxidacdo na presenca de peroxido em excesso e a
capacidade de formar complexos de estruturas oligoméricas. Estas propriedades, em
conjunto com uma elevada abundéancia celular e reatividade com perdxido de
hidrogénio, levaram a especulacdo de que essas Prxs teriam uma funcdo de sensores
redox, transmitindo sinais como parte da resposta celular ao estresse oxidativo (Cox et
al., 2010).

Marcadores de dano oxidativo auxiliam no estudo do estresse oxidativo.
Algumas moléculas formadas pelo ataque direto dos radicais livres sdo instaveis e
reagem até formar moléculas mais estaveis que podem ser utilizadas como marcadores
de dano oxidativo. A carbonilacdo de proteinas € um dos biomarcadores mais comum
utilizado para avaliar o dano oxidativo em proteinas, e reflete danos celulares
ocasionados por multiplas formas de espécies reativas. A carbonilacdo pode ser definida
como uma modificacdo proteica irreversivel e ndo enzimatica. Em condicdes de estresse
oxidativo, estes grupamentos sao formados diretamente pelo ataque de espécies reativas
aos aminodcidos: arginina, lisina, prolina e treonina (Halliwell e Gutteridge, 2015).
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A peroxidacdo lipidica origina complexos e numerosos produtos, 0s quais sdo
classificados em primarios (os hidroperoxidos lipidicos) e secundarios, que derivam da
B-ruptura dos hidroperdxidos lipidicos. O malondialdeido (MDA) é um produto
secundario da peroxidagdo lipidica, derivado da B-ruptura de endociclizacdo de &cidos
graxos poli-insaturados (AGPIs) com mais de duas duplas ligacbes, tais como &cido
linoleico (AL), &cido araquidénico (AA) e 0 mesmo o acido eicosapentaenoico (EPA) e
0 &cido decosahexaenoico (DHA). O MDA ¢ considerado, portanto, um candidato
potencial para ser escolhido como um biomarcador geral de dano oxidativo em lipidios
(Valko et al., 2006).

1.3. Acidos Graxos Poli-insaturados: DHA e EPA

Os componentes lipidicos, especialmente o0s acidos graxos, estdo presentes nas
mais diversas formas de vida, desempenhando importantes funcGes tanto na estrutura
das membranas celulares como nos processos metabolicos. Nos humanos, os acidos:
linoleico (18:2n-6, AL) e alfa-linolénico (18:3n-3, ALA) sdo necessarios para manter as
membranas celulares, as funcdes cerebrais e a transmissdo de impulsos nervosos. Esses
acidos graxos também participam da transferéncia do oxigénio atmosférico para o
plasma sanguineo, da sintese da hemoglobina e da diviséo celular, sendo denominados
essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo a partir dos &cidos graxos

provenientes da sintese de novo (Fares et al., 2012).

Em relacdo ao numero de insaturaces, esses acidos sdo denominados
genericamente de AGPIs, assim como outros acidos que apresentam duas ou mais
insaturacdes. Em relagcdo ao tamanho da cadeia carbonica, os AGPIs que possuem 18 ou
mais atomos de carbono sdo denominados, por alguns autores, de acidos graxos de
cadeia longa (Richard et al., 2008).

Os AGPIs podem ser divididos em duas familias: as familias n-6 e n-3. Essas
familias abrangem &cidos graxos que apresentam insaturacfes separadas apenas por um
carbono metilénico, com a primeira insaturagdo no sexto e terceiro carbono,
respectivamente, enumerado a partir do grupo metil terminal. Os acidos graxos também
podem ser representados por letras gregas minusculas, para se referir a colocacdo do
carbono no acido graxo. A alfa (a) se refere ao primeiro carbono adjacente ao grupo

carboxila, beta (B) ao segundo carbono e dmega (®) ao ultimo carbono. As ligagdes
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duplas rotuladas com um ® sdo contadas no carbono metil terminal. Esses &cidos graxos
sdo obtidos por meio da dieta ou produzidos pelo organismo a partir dos acidos AL e
ALA, pela acdo de enzimas alongase e dessaturase. As alongases atuam adicionando
dois 4tomos de carbono a parte inicial da cadeia, e as dessaturases agem oxidando dois
carbonos da cadeia, originando uma dupla ligagdo com a configuragéo cis (Rosenberg,
2017; Velho et al., 2017).

O 6mega 3 é um tipo de gordura poli-insaturada encontrada principalmente em
peixes marinhos de agua fria tal como salmdo, cavala e arenque devido a ingestdo de
muitas plantas marinhas, especialmente as algas unicelulares de fitoplancton, que
contém o acido graxo 6mega 3 em sua forma sintetizada, e também em algumas
sementes de plantas, éleo de canola, de soja, noz e plantas com folhas verdes escuras. O
6leo de linhaca, derivado da semente de linho (Liniun usitatissimun), é a fonte mais rica
de ALA. O ALA, que pertence e da origem ao 6mega 3, permite a formacéo de dois
importantes &cidos graxos de cadeia longa: o0 EPA e o DHA (Figura 2) (Richard et al.,
2008; Velho et al., 2017).

O EPA é importante por sua acdo anti-inflamatoria, pois atua na producdo de
substancias anti-inflamatorias chamadas prostaglandinas E3. Este &cido pode apresentar
beneficios para a salde cardiovascular e a circulagdo ja que também pode impedir que
as plaquetas se unam formando coagulos que podem causar trombose e derrame
cerebral. Além disso, o EPA pode ser interessante para pessoas que apresentam
sintomas ou doencas de carater inflamatdrio, como celulite, obesidade e artrite
reumatoide (Gebauer et al., 2006; Fares et al., 2012).

Em relacdo aos beneficios, o DHA contém propriedade antioxidante e esta
envolvido com diversos processos cognitivos, além da correta sinalizacdo entre os
neuronios. Estudos que afirmam que ele pode impedir a formagdo de substancias
deletérias para o cérebro e aumentar a producdo de substancias anti-inflamatorias e
neuroprotetoras, tendo efeito protetor contra doencas neurodegenerativas como
Alzheimer e Parkinson. O DHA também tem papel importante no desenvolvimento
fetal, além de fazer parte da composicdo da retina dos olhos (Hagve et al., 1998;
Mendez et al., 2013).
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Figura 2. Detalhe das estruturas do EPA e do DHA. (Adaptado
de Sociedade Brasileira de Quimica:http://gnint.sbq.org.br/)

1.4. O Acido Lipoico

O LA foi isolado pela primeira vez a partir de figado bovino em 1951. Desde
entdo muito ja se sabe sobre essa substancia (Goraca et al., 2011). O LA é uma pequena
molécula que contém dois grupos tiol oxidados ou reduzidos. Sua forma oxidada é
geralmente definida como éacido a-lipoico ou apenas &cido lipoico enquanto a forma
reduzida é conhecida como acido dihidrolipoico (ADHL) (Figura 3). ADHL é a forma
predominante que interage com espécies EROs, mas a forma oxidada do ALP também
pode inativar os radicais livres. Este acido encontra-se naturalmente nas mitocéndrias,
onde se liga a subunidade E2 do complexo piruvato desidrogenase - alfacetoglutratarato
desidrogenase ¢ onde atua como coenzima da piruvato desidrogenase ¢ da -
cetoglutarato desidrogenase. E altamente reativo por causa da tensdo da ligacdo S-S-C
no anel dissulfureto heterociclico. O LA ¢é relativamente estavel como um sélido, mas
polimeriza quando aquecido acima do seu ponto de fusdo (47,5°C) ou sob a influéncia
da luz quando dissolvido numa solugdo neutra (Bilska e Wlodek, 2005; Demir et al.,
2005; Petronilho et al., 2016).

reducao HS
— OH

5—S Acido fipoico SH Acidodihidrolipoico

Figura 3. Detalhe da estrutura do &cido lipoico e de sua forma reduzida, o &cido
dihidrolipoico. (Adaptado de Sociedade Brasileira de Quimica: http://gnint.sbq.org.br/)
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Nos seres humanos, o LA é sintetizado no figado e em outros tecidos com alta
atividade metabdlica, como o coracdo e rim. Ele é sintetizado de novo a partir de acidos
graxos e cisteina, mas apenas em quantidades muito pequenas, sendo necessario,
portanto, ser absorvido também a partir da dieta. E sollvel tanto em agua quanto em
gordura e pode, dessa forma, atravessar membranas bioldgicas facilmente, atingindo
assim todos os compartimentos da célula. Recentemente, se tem voltado a atencéo a sua
funcdo antioxidante e de sua forma reduzida ADHL, pois eles protegem de forma eficaz
as células contra os danos induzidos por EROs (Bilska e Wlodek, 2005). O LA é um
antioxidante ideal que pode combater uma série de radicais livres, tais como: OH®,
acido hipocloroso e oxigénio singlet. Também pode exercer efeitos antioxidantes em
sistemas biologicos devido a quelacdo de metais de transicdo (Goraca et al., 2011;
Behling et al., 2015).

O complexo LA/ADHL tem ainda a capacidade de reciclar antioxidantes
enddgenos, tais como as vitaminas E e C. Varios estudos experimentais e clinicos
enfatizam a utilidade do LA como um agente terapéutico para diversas condigoes,
incluindo diabetes, aterosclerose, resisténcia a insulina, neuropatias, doencas
neurodegenerativas e lesdes de isquemia-reperfusdo. Além disso, ele representa um
potencial agente terapéutico para o endotélio vascular. O complexo redox LA/ADHL é
reconhecido como um dos sistemas antioxidantes bioldgicos mais poderosos e
atualmente € utilizado na pratica clinica em estudos, como terapia natural para
profilaxia do figado e do rim, bem como disfuncdes e doencas de outros 6rgdos (Demir
et al., 2005; Goraca et al., 2011; Cakir et al., 2015).

Foi demonstrado recentemente que ratos idosos gque receberam suplemento de
LA apresentaram diminuicdo da peroxidacdo lipidica e um aumento nas atividades de
enzimas mitocondriais, tais como isocitrato desidrogenase, a-cetoglutarato
desidrogenase, succinato desidrogenase, NADPH desidrogenase e citocromo C oxidase.
Além disso, ndo foram encontradas alteracdes significativas na atividade enzimatica
mitocondrial em ratos jovens tratados. Os autores concluem que o LA reverte o declinio
associado a idade nas enzimas mitocondriais e, portanto, pode diminuir o risco
aumentado de danos oxidativos que ocorre durante o processo de envelhecimento (Cakir
et al., 2015; Petronilho et al., 2016).
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1.5. O Rim

O rim dos vertebrados tem origem no mesoderma intermediario da crista
urogenital, estrutura encontrada ao longo da parede posterior do abdémen do feto em
desenvolvimento. Desenvolve-se em trés estagios sucessivos conhecidos como
pronefros, mesonefros e metanefros, embora somente os metanefros deem origem ao
rim adulto definitivo. No entanto, 0s estagios anteriores Sd0 necessarios para O
desenvolvimento de outros 6rgaos, como a glandula adrenal e as gbnadas, que também
se desenvolvem dentro da crista urogenital. Além disso, muitas das vias de sinalizagéo e
genes que desempenham papéis importantes no rim metanéfrico parecem desempenhar
papeis paralelos durante os estagios iniciais do desenvolvimento renal, no pronefros e

mesonefros.

O pronefro consiste em tabulos pronéfricos e o ducto pronéfrico (também
conhecido como precursor do ducto wolffiano) e desenvolve-se a partir da regido da
crista urogenital aos 22 dias de gestacdo (humanos) e 8 dias ap6s 0 coito
(camundongos). Funciona nos estagios larvais de anfibios e peixes, mas ndo em
mamiferos. O mesonefro se desenvolve de forma caudal aos tabulos pronéfricos no
meio da crista urogenital. O mesonefro torna-se o aparelho excretor funcional em
vertebrados inferiores e pode realizar uma funcdo de filtragem durante a vida
embrionaria em mamiferos. O metanefro, o terceiro e ultimo estagio, d& origem ao rim
adulto definitivo dos vertebrados superiores (Bard, 2003; Cho et al., 2003; Vize, 2003;
Zhou et al., 2008).

A unidade estrutural e funcional mais basica do rim é chamada néfron que é
composto por um glomérulo, parte filtrante do néfron, e um tdbulo, responsavel por
recuperar a maioria do fluido filtrado e eliminar o que deve ser excretado (Figura 4). O
glomérulo é composto por uma rede de loops capilares, sendo cada um deles revestido
por uma unica camada endotelial, que é suportada por uma membrana basal e coberta
por uma célula epitelial modificada de forma unica, conhecida como poddcito.
Estruturalmente, o tubulo renal € uma estrutura semelhante a um tubo de células
epiteliais interconectadas. A medida que o tubulo se aproxima do sistema coletor do

rim, as células do revestimento epitelial mudam, e é entdo chamado de canal coletor. O
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canal coletor abre-se subsequentemente para o sistema coletor renal e eventualmente
para o sistema urogenital. O néfron e as partes mais proximais do tubulo coletor séo
derivados de uma fonte embrioldgica diferente da pelve renal e do sistema urogenital.
No desenvolvimento precoce, o broto ureteral, que surge do ducto mesonéfrico, cresce
para o tampdo metanéfrico. O botdo ureteral forma, em Gltima instancia, os ureteres, a
pelve renal e as partes mais distais do ducto coletor, enquanto que o tamp&o metanéfrico

formara o néfron e o tdbulo proximal (Vize et al., 2003).

Néfron

L J

Ureter

Cipsul
Protegio
Para a DEXIGA |_ externa do rim

Figura 4. Estrutura e composicao do rim e do néfron. (Adaptado do livro: Renal
Physiology,2012.)

Cada minuto de cada dia, 0 organismo é confrontado com uma série de desafios
para manter a homeostase. Os processos metabdlicos necessarios para manter-nos vivos
requerem combustiveis e resultam na producéo de residuos quimicos e &cidos. O pH do
sangue e de outros fluidos corporais que existem dentro e fora das células deve ser
cuidadosamente regulado para permitir que as reacdes enzimaticas prossigam de forma
eficiente. A agua e a concentracdo de eletrélitos-chave, como sédio e potassio, devem
ser monitoradas e ajustadas para manter a pressdo sanguinea e a fungdo celular
adequada (Mulroy et al., 2003). Os rins sdo 6rgédos vitais que desempenham um papel
critico para garantir que o corpo € capaz de enfrentar com éxito esses desafios. Quando
a funcdo renal € prejudicada, estes processos sdo alterados e a homeostase €
interrompida o que pode resultar em intoxicacdo e morte do organismo (Vize et al.,
2003).
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E o rim que tem a funcdo de determinar o equilibrio de agua e eletrdlitos, ao
mesmo tempo em que assegura a remocao dos residuos do nosso corpo. Em resposta a
estimulos importantes de outras partes do corpo, o rim é capaz de regular o processo de
absorcdo para controlar as alteragdes na quantidade de uma substancia ingerida ou
produzida pelo individuo. Horménios do cérebro, coracdo, glandula adrenal e outros
Orgaos, que estdo constantemente monitorando o estado interno do corpo, regulam este
processo. Em ultima analise, de forma bem orquestrada e coordenada, a combinacao de
estimulos desses 6rgdos e a capacidade do rim de responder a esses estimulos permitem
que nossos corpos mantenham o equilibrio liquido de &gua e particulas. Assim, mesmo
nos dias em que ingerimos ou perdemos grandes quantidades de agua, sodio, potassio
ou outros eletrdlitos, nossos rins excretam apenas o suficiente para manter um estado
estacionario e o resultado é que a concentra¢do dessa substancia no corpo permanece

constante (Danziger, 2012).

1.6. Os Rins e a Menopausa

Quando a mulher entra na menopausa, 0s rins podem perder uma porcentagem
significativa de suas funcdes, algo esperado com o avanc¢o da idade. Estes 6rgaos sdo
necessarios para ativar a vitamina D e, sem ela, o organismo perde célcio. O coragdo
também estd ligado ao equilibrio entre rins e o0ssos. A contracdo da musculatura
cardiaca, assim como de qualquer musculo, requer célcio no sangue. Se a substancia
faltar por insuficiéncia renal, o metabolismo do corpo acelera a queima do estoque

natural do organismo, o esqueleto, para manter o coragédo batendo (Cheung et al., 2015).

Tudo acontece sem avisos aparentes no corpo. Osteoporose e osteopenia (estagio
inicial da doenca) sdo quase totalmente assintométicas e atingem sete vezes mais
mulheres justamente pela da influéncia da menopausa no organismo. A perda de funcao
renal também € silenciosa e ela pode se transformar em uma doenca renal crénica

requerendo dialise ou transplante renal (Mcfarlane et al., 2006; Zheng et al., 2016).

A perda dssea de calcio pode ser agravada ainda mais pela faléncia renal. Em um
levantamento recente, a Sociedade Brasileira de Nefrologia revela que o problema esta
se tornando mais comum em mulheres, que j& representam 43% dos pacientes com

doenca renal crénica. Conforme a mulher perde sua funcdo renal, um processo
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inflamatorio é gerado interferindo no metabolismo de calcio e provocando acimulo de
fosforo no organismo. Ambos os fatores contribuem para a calcificacdo dos vasos
sanguineos e aumento das chances de se desenvolver doencas ainda mais graves tanto
nos rins como no organismo. Além disso, a insuficiéncia renal desencadeada pela
menopausa pode acometer o0 cora¢do causando: anemia, edema (inchago), piora do
controle da pressdo arterial e elevacdo dos niveis de gordura no sangue (colesterol e
triglicerideos) (Koek et al., 2017; Paschalis et al., 2017).

1.7. Os Rins e o Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo desempenha agdo importante sobre o envelhecimento renal
e fortes implicacdes nas doencas renais. Foi demonstrado que o declinio da funcéo renal
estd relacionado ao envelhecimento e é acompanhado por estresse oxidativo, e que a
administracdo de antioxidantes, tais como a vitamina E, atenuam este declinio
(Reckelhoff et al., 2006). Foi possivel identificar uma queda de 60% da taxa de
filtracdo glomerular com o envelhecimento e um aumento de trés vezes de F2-
isoprostano renal, marcador bioquimico que identifica lesdo oxidativa, proveniente da
peroxidacdo do AA durante o estresse oxidativo. Um aumento nos produtos finais
avancados da glicosilagéo e de seus receptores, cuja interagdo tem demonstrado induzir
ao estresse oxidativo. Também foi encontrado que a administracdo de altas doses de
vitamina E na dieta (5,000 1U/kg) aumentou a taxa de filtracdo glomerular em 50%, a
geracao de F2-isoprostanos foi reduzida. Houve também uma tendéncia de atenuacédo da

esclerose glomerular (Negri, 1999; Reckelhoff et al., 1999).

O aumento do estresse oxidativo e da peroxidacdo de lipideos no
envelhecimento renal estd correlacionada com um acréscimo nos produtos finais da
glicosilacdo (Buemi et al., 2005). Iglesias de la Cruz e colaboradores (2000)
demonstraram um aumento na producdo de EROs no rim de ratos com envelhecimento.
Esse estudo verificou o papel protetor da taurina na esclerose renal progressiva
relacionada com a idade. Segundo os autores, levando em conta que a taurina é
considerado um aminoacido com papel antioxidante, os dados obtidos sugerem que
EROs exercem um papel na fisiopatologia da fibrose renal progressiva relacionada com
0 envelhecimento (lglesias-De La Cruz et al., 2000). Zhu e colaboradores (2004)

relataram que as EROs podem atuar como vasoconstritores diretos, mediadores

22



inflamatorios, e fatores fibrinogénicos, sendo que em um rim isquémico, essas espécies

reativas medeiam principalmente a fibrose (Zhu et al., 2004).

A senescéncia renal nos humanos é caracterizada pela diminuicdo da massa e do
nimero de células, com aumento na heterogeneidade e o aparecimento de
anormalidades focais, especialmente em mulheres, cujo processo é acentuado devido a
menopausa (Gourtsoyiannis et al., 1990). O envelhecimento renal pode estar associado
com o aumento da peroxidacdo lipidica, redugcdo da funcdo dos rins e aumento da
esclerose glomerular (Reckelhoff et al., 1999). A partir dos 40 anos ocorre diminuigédo
de cerca de 10 % do numero de néfrons funcionais a cada 10 anos, isso somente devido
ao processo de senescéncia. Dessa forma, mesmo em pessoas saudaveis a funcéo renal
diminui em torno de 40% a 50% na oitava década de vida. De acordo com o Baltimore
Longitudinal Study on Aging, a média de diminuicdo da filtracdo glomerular com o
envelhecimento, em condic¢des normais, (isto é, excluindo-se a menopausa, a presenca
de patologias renais pré-existentes, a hipertensdo arterial e insuficiéncia cardiaca), é de
0,75/ml/min/ano (Lindeman et al., 1985).

Além disso, de acordo com Thomas e colaboradores (1998), a reducdo da
producdo de oOxido nitrico nos capilares peritubulares pode contribuir para o
desenvolvimento da isquemia tabulo-intersticial cronica e para o dano no tabulo-
intersticial associado com o envelhecimento. A disponibilidade de éxido nitrico diminui
com o envelhecimento renal e tal fato se deve ao sequestro de éxido nitrico pelo radical
superdxido produzido pela enzima NADPH-oxidase. Dessa forma, o estresse oxidativo,
pela deplecdo do 6xido nitrico, pode contribuir para o desenvolvimento das alteracdes
estruturais e hemodindmicas caracteristicas do envelhecimento renal (Thomas et al.,
1998).

O envelhecimento associado ao estresse oxidativo pode levar a diversas
alteragdes esclerdticas nas paredes dos vasos renais. Mais de 20% dos rins envelhecidos
apresentam alteracdes da vascularizacao intrarenal, como, por exemplo, espessamento
da intima das artérias interlobulares e hialinizacdo das arteriolas com graus variados de

estenose do rim (Tracy et al., 2002).
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da estropausa induzida em um modelo experimental altera o perfil
oxidativo (dano oxidativo e resposta ao estresse) nos rins de ratas fémeas e o efeito da

administracdo de antioxidantes do tipo 6mega 3 e acido lipoico nesses 6rgaos.

2.1. Objetivos especificos

Nos rins:
Mensurar a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase, glutationa

peroxidase, glutationa S-transferase, fumarase e o consumo de perdxido de hidrogénio;

Determinar os niveis dos marcadores de dano oxidativo em peroxidagdo lipidica e a

carbonilacdo de proteinas;

Quantificar os antioxidantes ndo enzimaticos: vitaminas C, vitamina E e glutationa total.

No soro:

Determinar os niveis hormonais de estradiol.
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3. MATERIAL E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

Artigo cientifico ainda ndo submetido até o término dessa dissertacdo, mas que utilizou
a revista Molecular Nutrition & Food Research como modelo pela significativa

relevancia de seu conteldo com os assuntos abordados nesse trabalho.
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Abstract

Scope: Menopause may be associated with oxidative stress in kidneys. The ovariectomy in
rats is an experimental model used to analyze the effects of the menopause and strategies to
mitigate its effects and was applied in this work. A diet with antioxidants supplementation
has been used to reduce the potential oxidative stress that menopause may cause. Our
objective was to evaluate the oxidative profile in kidneys of ovariectomized rats and to
determine the damage, the enzymatic and the nonenzymatic antioxidant responses.

Methods and results: We assessed the effects of oxidative stress and antioxidant defenses
in the kidney of ovariectomized rats supplemented with docosahexaenoic fatty acid
(DHA), eicosapentaenoic fatty acid (EPA) and lipoic acid (LA). We found that these
antioxidants increased the levels of vitamin C, the activity of glutathione S-transferase and
ratios of GSH/GSSG, and reduces the fumarase activity, but do not have effect in the levels
of vitamin E, in the activity of superoxide dismutase and glutathione peroxidase and in the
consumption of H,0,. Supplementation with DHA and EPA increased lipid peroxidation
and protein damage in kidneys.

Conclusion: These results suggest that the antioxidant response varies in kidney. In this

study the supplementation had a pro-oxidant effect and the ovariectomy did not
measurably influence oxidative stress.
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1. Introduction

Menopause can be defined as a phase of aging in the females’ reproductive system.
It is a normal process characterized by a permanent cessation of the ovarian follicular
activity and menstrual cycle [1]. The changes are prominent with menopause, mainly with
decreased serum estradiol [2, 3]. The risk of cardiovascular disorders, such as hypertension
and atherosclerosis, and the incidence of renal disorders increase significantly during the
process. The reduction of estrogens also has a detrimental effect on serum antioxidant
status in menopausal women. Additionally, several studies have demonstrated that
decreased estrogen levels at menopause are associated with elevated oxidative stress [3, 4].
This oxidative stress is often the underlying mechanism which causes vascular alterations
and cardiac damage [5].

The disorders and the symptoms associated with menopause and the knowing
estrogen reduction have become an important health concern worldwide. Many therapies
have targeted the hormonal decline in estrogen and have also expanded to include lifestyle
modifications, such as diet [6]. Estrogen regulates transcription of antioxidant enzymes and
a decline in this hormone can lead to oxidative stress, and foods rich in antioxidants have
been shown to be of great benefit. A dietary supplementation with antioxidants could help
the organism to deal with the loss of estrogen's influence in the oxidative stress in women
experiencing menopausal symptoms, helping them to eliminate oxidative stress within the
body [5, 7].

An alternative for the treatment of menopausal symptoms is the use of the long
chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) such as eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic fatty acid (DHA), which play important roles in
cardiovascular, neurological and physiological regulatory processes [8, 9]. EPA and DHA
are found in seafood, especially oily fish, and in fish oil-type supplements [9]. Other
important antioxidant in supplementation is the lipoic acid (LA). The biological effects of
LA are primarily associated with its antioxidant properties. LA also exhibits antimutagenic
and anticarcinogenic activities and a number of experimental as well as clinical studies
emphasize the usefulness of LA as a therapeutic agent for diverse conditions, including
diabetes, atherosclerosis, insulin resistance, neuropathy, neurodegenerative diseases and
ischemia-reperfusion injury [10-12]. Dietary LA is obtained from both animal and plant
sources. LA is found primarily in animal-derived foods, such as red meat and liver, heart
and kidney. The most abundant plant sources of LA are spinach and broccoli [12, 13].

Kidneys are essential to the urinary system and play several essential regulatory

roles in vertebrates like removing excess organic molecules from the blood and the waste
products of metabolism [14]. They are known as a target of oxidative stress and renal

28



damage can be a consequence of this oxidative stress generated by menopause [13, 15].
Besides that there are still few studies with the effect of menopause in the kidneys.

Experimental animal models can be used in medical testing in order to resemble
effects occurring among the human being, since human studies in menopause and having
kidney as target are still poorly feasible, [6, 16]. Rodents' genetic, biological and behavior
characteristics mimic those of human and they suffer hormonal fluctuations in middle age
(estropause) similar to the menopause in women, thus ovarian hormone depletion/estrogen
deficiency can be studied using rodent models after the removal of the ovaries
[ovariectomy (OVX)]. Rodent models, especially laboratory rats and mice, are particularly
useful because of their well-defined aging trajectories and thoroughly studied brain and
reproductive systems, as well as their approximate two to three year lifespan and similarly
to women, rodents experience regular reproductive cycles in adulthood, as well as age-
related dysregulation of this cycle, ovarian changes and gonadal hormone fluctuations.
Many researchers have utilized the ovary-intact female at as a model of human menopause
to evaluate the changing brain, pituitary, and ovary interactions with age [17].

There are no studies associating redox profile and the possible effects of a
supplementation with PUFAs or lipoic acid in the kidneys of ovariectomized rats as a
model for menopause. Thus, we evaluated the antioxidant enzymatic and non-enzymatic
responses and oxidative damage in this organ.

2. Material and Methods

2.1 Animals

A total of 50 three-month-old female Wistar rats (Rattus norvegicus) were used in the
present study. They were divided in five groups containing ten animals each. Five rats were
maintained per cage in a room under controlled conditions (24 + 1° C, 12 h light/dark
cycle) with free access to water. The surgical procedure was performed under general
anesthesia. 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/100 g, i.m.; containing (per 100 ml):
procaine benzylpenicillin G, 10.000.000 1U, benzathine benzylpenicillin G, 10.000.000 1U
dihydrostreptomycin, 10.5 mg, piroxicam 1.0 mg). After surgery, the animals were
maintained under a heat lamp until recovered from anesthesia. The details of the animal
preparation were previously published [18].

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,
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USA) and were approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

2.2 Diets

One week after surgery, the animals were randomly assigned to five groups. Two groups
received standard diet: the sham-operated control group (SHAM) and one ovariectomized
group (OVX); the other three where formed only by operated animals and were grouped
according to the received supplementation: DHA (predominance of docosahexaenoic acid
ethyl ester: 1 g/kg body weight/day DHA plus 0.2 g/kg body weight/day EPA; capsule 1 g
fish oil with 500 mg DHA and 100 mg EPA, PO9037701 Naturalis, SP, Brazil), EPA
(predominance of EPA ethyl ester: 1 g/kg body weight/day EPA plus 0.2 g/kg body
weight/day DHA,; capsule 1g fish oil with 540 mg EPA and 100mg DHA, P0O9037701
Naturalis, SP, Brazil), and LA (supplementation of alpha-Lipoic Acid: 180 mg/kg body
weight/day LA, Pharmanostra, SP,Brazil). All five groups received the diets for a period of
16 weeks. The experimental diets were formulated with fish oil and alpha-LA and were
blended daily into the standard diet in order to avoid fatty acid oxidation and loss of
antioxidants before their use. The SHAM group was fed ad libitum. The food intake of
OVX groups was limited to that of the SHAM group in order to reduce ovariectomy-
induced weight gain. The food intake was recorded daily and all animals were weighted
weekly. All diets had a total of 4% fat and at least 2% corn, soybean and wheat oils. These
proportions are slightly above the minimum required to prevent deficiency of long chain
omega-3 PUFA (1%).

2.3 Obtaining kidneys and processing

All animals were euthanized according to the experimental protocol with an intraperitoneal
injection containing a mixture of ketamine (60 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) [19]. After
perfusion using a saline infusion, the kidneys were removed and immediately frozen in
liquid nitrogen. For the analysis, the kidneys of each animal were processed with manual
maceration. The macerated tissues were mixed in 1 mL with 30 mmol/L phosphate buffer,
120 mmol/L KCI, 100 mmol/L PMSF, pH 7.4, sonicated three times for 10s each, and
centrifuged for 10min, 1700 x g. The supernatant of each tube was transferred to a second
tube and centrifuged again for 10min 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).
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2.5 Assays for enzymatic antioxidants

Superoxide dismutase (SOD) activity was measured using the RanSOD kit (Randox, UK),
with absorbance measured at 505 nm and enzymatic kinetics of GPx was assessed by the
Ranse 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 240nm [20]. The activity was expressed as
units per milligram of protein. The fumarase activity was accessed by the conversion of
fumarate to malate and measured at 240 nm [21]. GST activity was measured by the GST-
catalyzed reaction of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene with reduced glutathione using
absorbance at 340 nm [22]. GST activity was expressed as U/mg of protein.

2.6 Assays for non-enzymatic antioxidants

Vitamin C (Vit. C) levels were assayed by HPLC employing a reverse-phase
SUPERCOSILTM LC-18- DB HPLC Column (15 cm x 4.6 mm), using a mobile phase
(30mmol/L monobasic potassium phosphate (pH 3.6) and methanol in flow rate of 1
mL/min. The absorbance of the column effluent was monitored at 250 nm [23].The amount
of Vitamin E was measured by HPLC using a 15 cm x 4.6 mm column (Nucleosil 120 C-
18) with a continuous flow of 2mL/min methanol:water. Detection was carried out by
fluorescence (295 nm excitation and 350 nm emission) [24]. The assay method for
glutathione (GSH) involves oxidation of GSH by the sulfhydryl reagent 5,5'-dithio-bis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) to form the yellow derivative 5'-thio-2-nitrobenzoic acid
(TNB), measurable at 412 nm. The glutathione disulfide (GSSG) formed can be recycled to
GSH by glutathione reductase in the presence of NADPH [25]. Color development was
read at 412 nm, and the level was expressed as pmol of glutathione/mg of protein.

2.7 Assays for oxidative damage

As an index of protein damage, carbonyl levels were marked with 2,4-dinitrophenyl
hydrazine (DNPH) and measured at 370 nm [26]. Malondialdehyde (MDA), an index of
lipid peroxidation, was measured by HPLC simultaneously with Vit. C [23].

2.8. Data normalization

All results were normalized to protein content with BSA (bovine serum albumin) as a
standard [27]. All assays were independently performed in triplicate.

2.9 Statistical analysis
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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. 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

The estrogen levels in all the ovariectomized groups were significantly decreased
compared to the SHAM group (Table 1). This result demonstrates the successful induction
of the surgical estropause.

3.2 Enzymatic antioxidants

None of the supplemented groups (LA, DHA and EPA) exhibited a significant difference
from ovariectomized OV X and SHAM groups in the levels of SOD, GPx and consumption
of H,O, (Table 2). The activity of the enzyme fumarase in ovariectomized group (OVX);
was higher compared to all other supplemented groups and compared to SHAM. The
supplemented groups (LA, DHA and EPA) did not differ between them. DHA had a lower
fumarase activity than the SHAM group (Fig. 1A). GST activity was increased in all
supplemented groups (LA, DHA and EPA) compared to OVX and to the SHAM group
(Fig. 1B). The LA group also had higher activity compared to DHA and EPA groups.

3.3 Non-enzymatic antioxidant

Vit. C levels in all supplemented groups were higher than those in the SHAM group, but
did not differ from those in OVX. OVX had no significant difference compared to the
SHAM group (Fig. 2A). With respect to glutathione, the supplemented groups showed
higher ratios of GSH/GSSG than those in OVX and in the SHAM group. These two later
groups did not differ between themselves (Fig. 2B). There were no significant changes in
the levels of Vit. E between groups (Table 3).

3.4 Oxidative damage
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The EPA group exhibited increased levels of protein carbonylation in kidneys tissues when
compared to all other groups. DHA exhibited significantly decrease of protein
carbonylation only when compared with EPA. The LA group exhibited high protein
damage than the OVX and less than EPA, but did not differ from DHA and the SHAM
group. OVX and the SHAM group did not differ between themselves. (Fig. 3A) The only
observed difference in MDA (lipid peroxidation indicative of oxidative damage) was
higher levels in EPA than in the SHAM group (Fig 3B).

4. Discussion

Some of the symptoms and processes shown by many menopausic and
postmenopausic women are linked not only to the reduction of estrogens but also to high
levels of oxygen stress which is often accompanied by defenses deficiency and health loss.
The ovariectomy has been described as a valid model for induction of estropause, and
reproduces the numerous physiological changes that occur with estrogen deprivation in
different organs [3, 28, 29]. The presented results showed a reduction of the estrogen levels
in the serum of the ovariectomized rats, confirming the surgical induction of estropause
(Table 1).

In the present study, the effects of dietary supplementation with n-3 PUFA and
alpha-lipoic acid were assessed in the kidneys of an animal model of menopause. The
enzymatic antioxidant activity measured through consumption of H,0, and SOD and GPx
activity was not altered in groups (Table 2). These findings showed that both ovariectomy
and supplementation had no effect in the activity of these enzymes. In all supplemented
groups, GST (an important detoxifying enzyme) had its activity increased but since there
was no difference among OVX and the SHAM group, this enzyme may have been
overexpressed as a result of supplementation (Fig 1B).

When we analyze the enzyme fumarase, an increased activity occurred mainly in
the group OV X (Fig 1A). This enzyme catalyzes the conversion of I-malic acid to fumaric
acid. In eukaryotes, fumarase is known to participate in the tricarboxylic acid cycle in the
mitochondrial matrix [30]. Interestingly, fumarase enzymatic activity is also required for
its extra-mitochondrial function during the cellular response to DNA damage [30, 31]. The
presented assay for this enzyme did not discriminate between mitochondrial and extra
mitochondrial activity, thus this finding can suggest either that OVX has a high DNA
damage and is requiring fumarase for repairs or just that this group has a high
mitochondrial activity of the enzyme.

Our result showed no change in the profile of vitamin E levels among groups (Table
3). However, vitamin C was high in all supplemented groups compared to the SHAM
group but not compared to the OVX (Fig 2A). Clearly, both supplementation with LA and
PUFAs had an effect in this vitamin levels in the kidneys of these rats. The vitamin C can
act as a reducing agent trapping peroxyl radicals and preventing the propagation of lipid-
degradation chain reactions in cellular membranes [32]. Supplementation may have
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induced a high production of this vitamin, but it is important to emphasize that rats can
naturally synthesize vitamin C and that this process takes place in the liver [33].

GSH is the most abundant intracellular antioxidant which serves as a substrate to
other enzymes such as glutathione peroxidase and can also form conjugates with some
harmful endogenous and xenobiotic compounds via catalysis of glutathione S-transferase
[34, 35]. Glutathione can reduce disulfide bonds formed within cytoplasmic proteins to
cysteines by serving as an electron donor. In the process, glutathione is converted to its
oxidized form, glutathione disulfide (GSSG). The ratio of reduced glutathione to oxidized
glutathione within cells is often used as a measure of cellular oxidative stress [35-37]. Our
results showed a decreased ratio of GSH/GSSG in OV X and in the SHAM group compared
with supplemented groups, but these two groups are not different between themselves (Fig.
2B), by this way we can affirm that menopause has no effect in the ratio of this antioxidant
and that the supplementation increased the synthesis of GSH and reduced GSSG (data not
shown).

In relation to oxidative damage, protein carbonylation levels were highest in EPA
(Fig. 3A). This result showed that supplementation with EPA was enhancing protein
carbonylation in the kidneys of these ovariectomized rats. The group supplemented with
LA had a higher level of protein carbonylation than OVX. Thus, when we analyze this
protein damage marker we can conclude not only that ovariectomy had no effect in it, but
supplementation with antioxidants may be more harmful than usual diet of these animals.

These results are in agreement with previous assays performed by our research
group, in which the brains of these same rats showed higher levels of protein carbonylation
in the supplemented groups when compared to the controls [18]. Regarding lipid damage,
we found that MDA levels in the kidneys were not altered by ovariectomy and that EPA
supplementation can increase oxidative lipid damage in these organs (Fig. 3B). It also
showed that supplementation with large doses of DHA induced oxidative stress in the
kidneys of ovariectomized rats. These findings suggest that incorporation of fatty acids
occurred differently in the supplemented groups since the EPA group had higher protein
and lipid damage. Previous studies demonstrate that increasing levels of n-3 fatty acids in
membranes affect the uptake and intracellular metabolism of fatty acids as well as
membrane fluidity in the kidney. Fares[38], in a study with renal cell model, demonstrates
that the fatty acids may represent new mechanisms by which renal membrane fatty acid
composition homeostasis could occur since supplementations with long chain
polyunsaturated fatty acids or their precursors lead to a particular regulation through
lipidome (desaturases and elongases) associated to preserved omega-3 ratios.[38-40].

Others studies showed that supplementation with n-3 PUFA in Wistar rats can
decrease protein carbonylation in the liver, plasma, kidney and skeleton muscle. The rats in
these studies were females, but not ovariectomized and the control groups were supplied
with the vegetable oils from soybean and linseed. The antioxidant effect of EPA and DHA
turned out to be dependent on the ratio of these components, exhibiting protective effects
at a 1:1 ratio [41, 42]. In our study, the doses of omega-3 used (1 g/kg) can explain the
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high levels of protein and lipid damage in the animals. These doses may be very high for
rats, as they are the recommendation for human adults by the Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAQ) [7, 43]. This fact could explain why these
animals have more oxidative damage when compared with the ovariectomized (OVX) and
even the non-ovariectomized animals (SHAM).

The lipoic acid is recognized as a universal antioxidant and is capable of
scavenging free radicals, chelating metals, regenerating endogenous antioxidants and
modulating various signal transduction pathways. It is unique among antioxidants in its
ability to display antioxidant properties in both oxidized and reduced forms as well as in
both lipid and aqueous environments [10, 44]. LA as an antioxidant is able to directly
scavenge ROS, regenerate endogenous antioxidants, such as glutathione, and vitamins E
and C, and possess metal chelating activity [45]. This ability to regenerate other
antioxidants can explain our results in groups supplemented with LA in levels of vitamin
C, activity of GST and also in ratio of GSH/GSSH.

The studies with antioxidants supplementation are very controversial. In recent
studies by our research group we analyzed the involvement of oxidative stress and the role
of antioxidant supplementation on dry eye disease and in the brain [18, 44]. The effects of
supplementation and ovariectomy were much diversified. Although the same animals and
the same dosage of omega-3 and LA were used, dietary supplementation shows to be
protective in some organs and harmful in others.

This research is important because there is no previous study on the kidney
focusing all: ovariectomy as a model for estropause, the oxidative stress and the
supplementation with antioxidants n-3 PUFA and lipoic acid. The present data provides
evidence that menopause has no effect in this model and that the antioxidants used do not
have an important effect in kidneys from ovariectomized rats. It would be very interesting
as perspective to evaluate these conditions in other organs and with different doses of
antioxidants.
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Table 1. Hormonal level (mean £ S.E.M)

GROUP Estrogen (pg/mL)
SHAM 26.52 £ 10.03 b) c) d) e)
OoVvX 8.32+2.48 a)

LA 6.63 +2.89 a)

DHA 9.88£6.77 a)

EPA 10.39+3.11 a)

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. N = 10 animals per group.

a) Lower than Sham (p < 0.05).
b) Higher than OVX (p < 0.05).
¢) Higher than LA (p < 0.05).

d) Higher than DHA (p < 0.05).

e) Higher than EPA (p < 0.05).



Table 2. Enzymatic antioxidants activities (mean = S.E.M)

GROUP

Consumption of H,0,

(U/mg prot.)

GPx (U/mg prot.)

SOD (U/mg prot.)

SHAM
OvX
LA
DHA
EPA

1469.73 + 134.03
1820.74 + 209.99
1495.63 £ 172.89
1198.60 = 77.98

1453.66 + 138.25

3539.27 + 259.36
3794.47 + 293.53
4897.16 + 1093.76
3207.26 + 294.98
5434.67 +1176.36

162.58 + 13.56
149.71 £ 18.24
143.28 +10.20
141.57 £6.95

160.39 + 25.09

Statistical analysis of different variables was performed with one-way ANOVA. N = 10 animals
per group. No statistical significant difference found between groups. P < 0.05.
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Table 3. Vitamin E levels (mean = S.E.M)

GROUP Vitamin E (nmol/mL)
SHAM 336.89 + 33.72
OovX 254.26 + 23.01
LA 491.58 + 84.38
DHA 346.51 + 60.03
EPA 374.07 £ 68.52

Statistical analysis of different variables was performed
with one-way ANOVA. N = 10 animals per group. No
statistical significant difference found between groups. P

< 0.05.
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Figure 1. Enzymatic antioxidants
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Figure 1. Enzymatic antioxidants activities in kidney tissue. (A)
Fumarase activity. (B) Glutathione S-transferase activity. Results are
expressed as mean + S.E.M. a- significant difference from the SHAM
group; b- significant difference from the OVX group; c- significant
difference from the LA group; d- significant difference from the DHA
group; e- significant difference from the EPA group; One-way
ANOVA with post hoc Tukey; n= 10 animals per group; p < 0.05.
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Figure 2. Non-enzymatic antioxidants
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Figure 2. Antioxidants molecules. (A) Vitamin C levels. (B) Ratio
of GSH/GSSG levels. Results are expressed as mean = S.E.M. a-
significant difference from the SHAM group; b- significant
difference from the OV X group; c- significant difference from the
LA group; d- significant difference from the DHA group; e-
significant difference from the EPA group; One-way ANOVA with
post hoc Tukey; n= 10 animals per group; p < 0.05..
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Figure 3. Oxidative damage

A)
Carbonyl levels
12000 - a,b,c,d
] |
"é' 10000
Q' 8000
bn
-~ 6000
5
E 4000 -
c
. SHAM ovX LA DHA EPA
B)
IVIDA levels
5. i o
g - //
o,
: /
S~ 3 [=]
: /
= %
SHAM ovX LA DHA EPA

Figure 3. Oxidative damage in Kidney tissue. (A) Protein
carbonylation levels. (B) Malondialdehyde (MDA) levels. Results are
expressed as mean £ S.E.M. a- significant difference from the SHAM
group; b- significant difference from the OVX group; c- significant
difference from the LA group; d- significant difference from the DHA
group; e- significant difference from the EPA group; One-way
ANOVA with post hoc Tukey; n= 10 animals per group; p < 0.05.
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4. DISCUSSAO SUPLEMENTAR

A menopausa é um processo gradual que ocorre ao longo de um periodo que pode
durar até alguns anos em mulheres que estdo entre os 45-55 anos de idade. Ela marca o
inicio de uma diminuicdo da fertilidade através da diminui¢cdo do ndmero de foliculos
produzidos. Esta alteracdo do potencial reprodutivo € o resultado direto de um declinio na
producdo de horménios pelos ovarios, o que provoca manifestacBes fisicas que afetam
negativamente a qualidade de vida das mulheres na menopausa (Sievert, 2016).

A idade média das mulheres na menopausa € de 51 anos. Quando ocorre em
mulheres com menos de 40 anos é chamada de menopausa prematura. A diminuicdo ou a
falta dos hormonios sexuais femininos podem afetar varios locais do organismo e
determinam sinais e sintomas conhecidos pelo nome de sindrome climatérica ou
menopausal (Taylor et al., 2014; Hill et al., 2016; Mercantepe et al., 2016).

Os principais sintomas da menopausa sao:

e Ondas de calor, que causam uma vermelhiddo subita sobre a face e o tronco,
acompanhados por uma sensacdo intensa de calor no corpo e por transpiracao.
Podem aparecer a qualquer hora e muitas vezes sdo tdo desagradaveis que chegam

a interferir nas atividades do dia a dia.

e AlteracOes urogenitais causadas pela falta de estrogénio que levam a atrofia do
epitélio vaginal, tornando o tecido fragil a ponto de sangrar. Na vagina, a atrofia
causa o estreitamento e encurtamento, perda de elasticidade e diminui¢do das
secrecOes, ocasionando secura vaginal e desconforto durante a relacdo sexual
(dispareunia). Modificacdes na flora vaginal facilitam o aparecimento de uma flora
inespecifica que predispde a vaginites. Outros efeitos indesejaveis ocorrem no
sistema urinario (rins, uretra e bexiga), causando dificuldade de esvaziamento da
mesma, perda involuntaria de urina, ocasionando a chamada sindrome uretral,
caracterizada por episodios recorrentes de aumento da frequéncia e ardéncia

urinéria, além da sensacao de mic¢do iminente.
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e Alteracdes do humor, sintomas emocionais, tais como ansiedade, depresséo,
fadiga, irritabilidade, perda de memdria e insbnia devido as alteragbes hormonais

que afetam a quimica cerebral.

e Modificacdo da sexualidade com diminuicdo do desejo sexual (libido), que pode

estar alterado por varios motivos, entre eles, a menor lubrificacdo vaginal.

e Aumento do risco de doencas cardiovasculares pela diminui¢do dos niveis de
estrogénio. O estrogénio protege 0 coracdo e 0S Vvasos sanguineos evitando a
formacdo de trombos que obstruem os vasos e mantendo os niveis do bom

colesterol.

e Osteoporose, que significa a diminuicdo da quantidade de massa dssea, tornando
0s 0ssos frageis e mais propensos as fraturas, principalmente no nivel da coluna
vertebral, fémur, quadril e punho. Embora algumas mulheres possam né&o
apresentar nenhum sintoma, alguma manifestagdo silenciosa da deficiéncia
hormonal pode estar ocorrendo, como a perda de massa 6ssea. E nos cinco
primeiros anos apos a menopausa gque ocorre uma perda 6ssea mais rapida (Moiety
et al., 2015; Sood et al., 2016).

O estresse oxidativo é parte integrante do processo de envelhecimento e resulta
principalmente da elevada producdo de radicais livres, como as EROs, que dominam 0s
mecanismos antioxidantes do organismo. Normalmente, os antioxidantes neutralizam as
EROs e, assim, ajudam a evitar a exposicao excessiva ao estresse oxidativo. No entanto, na
menopausa, 0s niveis de antioxidantes diminuem, deixando o corpo humano suscetivel a
uma variedade de patologias relacionadas a idade. Este declinio combinado com uma perda
gradual de estrogénio no sistema reprodutivo feminino estd altamente associado as varias
sequelas da menopausa mencionadas anteriormente como as doencas cardiacas, disturbios
vasomotores e a propria osteoporose (Davies, 2000; Miquel et al., 2006).

A acentuada reducdo do estrogénio tem demonstrado aumentar os niveis de estresse
oxidativo no corpo, dependendo da concentragdo e estrutura quimica desse hormoénio.

Especificamente, em concentracBes baixas, 0 estrogénio tende a ter efeitos pro-oxidante,
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especialmente quando sua estrutura quimica contém um catecol. Esses efeitos incluem
rupturas no material genético, formacdo de adutos de DNA e oxidagdo de bases. Alem
disso, as concentracdes séricas de citocinas inflamatdrias e biomarcadores pré-oxidantes
como GSH, 4-hidroxinenal e MDA foram mais elevadas em mulheres pos-menopausicas
do que em mulheres pré-menopéausicas. As altas taxas de citocinas e de marcadores pro-
oxidantes sugerem que existe um alto grau de estresse oxidativo durante a menopausa
(Miquel et al., 2006; Garratt et al., 2011; Heiss e Schoech, 2012).

Por haver essa conhecida associa¢do entre a menopausa e 0 estresse oxidativo, o
presente estudo utilizou um modelo animal onde a estropausa foi induzida em ratas Wistar
através da ovariectomia bilateral, a fim de mimetizar a menopausa em seres humanos e
seus possiveis efeitos associados ao estresse oxidativo. A inducgdo cirdrgica da estropausa
foi confirmada pela queda dos niveis de estrogénio. E conhecido que a suplementagio com
antioxidantes possui efeitos favoraveis no quadro do estresse oxidativo e da menopausa.
As ratas utilizadas neste estudo foram suplementadas com antioxidantes bastante
conhecidos, como os &cidos graxos poli-insaturados do tipo 6mega 3 (EPA e DHA) e
também com o LA. Devido ao fato da existéncia de poucos estudos sobre os efeitos
conjuntos da menopausa, do estresse oxidativo e dos antioxidantes nos rins, esse trabalho

teve como foco o estudo da associacdo e do papel desses parametros nesses 0rgaos.

S4ao os rins os responsaveis pelo equilibrio da quimica interna do nosso organismo.
Nossa sobrevivéncia depende do funcionamento normal destes 6rgéos vitais (Nussenzveig
et al.,, 2000; Danziger, 2012). Dentre as funcbes esséncias desempenhadas pelos rins

podemos citar:

« Eliminacdo de toxinas do sangue por um sistema de filtracao;
e Regulacdo da formacao do sangue e dos 0sso0s;
o Regulacdo da pressdo sanguinea;

e Controle do delicado balan¢o quimico e de liquidos do corpo.

Quando analisamos o dano oxidativo, no nosso estudo, a carbonilagcdo de proteinas
ndo diferiu significativamente entre o grupo ovariectomizado e o grupo SHAM, ndo se
pode, portanto, afirmar que a ovariectomia estaria aumentando esse biomarcador. Os

grupos suplementados com LA e EPA demonstraram niveis maiores desse marcador de
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dano, o que demonstra que a suplementacéo, neste caso, esta tendo uma acao pro-oxidante,
ao contrario do que se esperava. Esse aumento de danos em proteinas pode ter ocorrido
devido a dose utilizada dos antioxidantes, que é a recomendada para humanos e pode ser
elevada quando analisamos ratos.

Na avaliacdo da peroxidacdo lipidica através do MDA, os resultados obtidos
demonstram que ndo ha associacao entre a ovariectomia e um aumento nesse marcador,
pois mais uma vez, assim como na carbonilacao de proteinas, o grupo ovariectomizado nao
diferiu significativamente do grupo SHAM. Ainda na avaliacdo do MDA, o grupo EPA
demonstrou ter um nivel elevado desse marcador, quando comparado com o grupo SHAM.
A partir desses resultados, podemos inferir que a suplementacdo esta sendo pro-oxidante
para 0s rins e que a absorcdo dos dmegas 3 € diferenciada, uma vez que o0 grupo
suplementado com DHA néo apresentou diferenca em ambos os marcadores de dano. Uma
possivel causa para esse efeito € a dosagem utilizada, que pode ter sido elevada para os
ratos.

Nas defesas antioxidantes enzimaticas mensuradas, a atividade da GST néo diferiu
entre o grupo OVX e o grupo SHAM, portanto ndo ha influéncia da estropausa induzida na
atividade dessa enzima, entretanto todos 0s grupos suplementados apresentaram maior
atividade da GST com relagdo aos dois grupos anteriormente mencionados, assim pode-se
inferir que a suplementacdo com antioxidantes de alguma forma esta induzindo uma maior
atividade da enzima. A atividade da fumarase foi mais elevada no grupo ovariectomizado
com relagdo tanto ao controle ndo operado, como em rela¢do aos grupos suplementados;
dessa forma pode-se inferir que a estropausa pode estar aumentando a atividade da
mitocondria nos animais desse grupo, ja que a fumarase faz parte do ciclo de Krebs, ou
também associar a estropausa induzida a algum nivel de dano ao DNA, uma vez que a
fumarase também age no reparo desses danos (Mescam et al., 2011; Yogev et al., 2011;
Jiang et al., 2015).

Os seres humanos ndo sdo capazes de sintetizar vitamina C, porém ratos possuem a
capacidade de sintetizar e armazenar vitamina C no figado. Em pH fisiolégico (7,4) a
maior parte da vitamina C encontra-se na forma de ascorbato. Em mamiferos o ascorbato
atua como cofator para algumas enzimas, e também como antioxidante de forma direta. A
doacdo de um elétron pelo ion ascorbato resulta na formacdo do anion radical ascorbila,

que é pouco reativo. Além disso, interage com a vitamina E, que atua como antioxidante
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lipofilico (Gupta et al., 1973; Englard e Seifter, 1986). Nossos resultados demonstram que
ndo ha associacdo entre a estropausa induzida por ovariectomia e 0s niveis de vitamina C,
porém quando analisamos a suplementacdo com EPA, DHA e LA, podemos observar uma
elevacdo nos niveis desse antioxidante, sugerindo que essa suplementacdo pode estar
influenciando uma maior sintese dessa vitamina.

A glutationa pode ser encontrada na forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG). A
razdo entre elas GSH/GSSG € normalmente utilizada para estimar o estado de
oxidorreducdo (referente a toxicidade) dos sistemas bioldgicos, devido a sua alta
importancia (Tsuchida, 2001; Rahman et al., 2007; Couto et al., 2016). Nesse estudo, néo
foi observada diferenca significativa na razdo entre GSH/GSSG nos grupos OVX e
SHAM, portanto a ovariectomia ndo estaria influenciando a GSH. Porém, quando
analisamos os grupos que foram suplementados, podemos perceber que EPA, DHA e LA
tiveram niveis elevados dessa razdo quando comparados aos grupos SHAM e OV X, com
um nivel significativamente mais alto no grupo suplementado com LA. Assim pode-se
inferir que os antioxidantes estariam agindo de forma a influenciarem uma maior taxa
desse que é considerado o mais importante antioxidante ndo enzimatico do organismo.

A partir dos resultados obtidos no nosso estudo é possivel observar que ha um
perfil bastante variado nas defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas nos rins das
ratas. Também ndo se observou uma influéncia significativa da estropausa em um possivel
dano oxidativo, nem nas defesas mensuradas. Podemos atribuir estes resultados ao tempo
transcorrido apés a ovariectomia onde se iniciou o estudo, podendo este tempo ndo ter sido
suficiente para causar efeitos significativos relacionados com a estropausa nos rins. A
analise de outros 6rgaos dos mesmos animais demonstrou diferenca entre os animais do
grupo SHAM e OV X.

Conforme demonstra a literatura, a menopausa e 0 estresse oxidativo estdo
relacionados com problemas renais como a perda de célcio e a queda da filtracdo
glomerular e até mesmo com o aumento da peroxidacdo lipidica e a reducéo da funcéo dos
rins (Cheung et al., 2015; Mercantepe et al., 2016). O que podemos sugerir é que o modelo
desenvolvido em ratos utilizado pelo nosso grupo nesse estudo ndo se aplica para

comparagdo em humanos.
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5. CONCLUSAO

Nossos resultados, de um modo geral, refutam a ideia de que a menopausa esta
necessariamente associada ao estresse oxidativo nos rins. Tendo em vista o perfil de dano
oxidativo e defesas antioxidantes obtidas nesse trabalho, podemos afirmar que a
menopausa ndo exerce influéncia significativa no modelo experimental que foi empregado.
A participagdo dos antioxidantes utilizados para suplementagdo se mostrou controversa,
ndo podendo gerar afirmacfes sobre beneficios especificos na atenuacdo dos efeitos da

menopausa quando associada ao estresse oxidativo nos rins.
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6. PERSPECTIVAS

A conclusdo deste trabalho contribui para a complementacdo do entendimento do
impacto tanto da menopausa, como dos antioxidantes EPA, DHA e LA sobre o perfil
oxidativo nos rins. Abre uma gama de possibilidade de outros estudos acerca do assunto,
possibilitando que no futuro haja um estudo maior que associe esses parametros entre 0s
diferentes oOrgdos. Dessa forma se poderdo comparar os efeitos da estropausa e dos
antioxidantes nos diferentes 6rgédos e estabelecer um perfil do organismo como um todo.
Para um melhor entendimento da fisiologia do rim durante a estropausa, sera realizada a
medida de metais nesse tecido através da técnica de pixe. Também como perspectiva para
o trabalho esta a realizacdo de analise de dano em DNA, a fim de complementar os dados
de danos encontrados em proteinas e lipidios. O teste com doses menores dos antioxidantes
também seria uma aspecto interessante a ser considerado, para uma melhor visualizacéo

dos efeitos dose dependente.
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