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RESUMO

As doengas cardiovasculares (DCV) séo as principais causas de morte no Brasil
e no mundo. A incidéncia de DCV nas mulheres pré-menopausadas é inferior
comparada com os homens da mesma faixa etaria e o risco de desenvolver DCV
eleva-se significativamente apdés a menopausa. Além das DCVs, outras
alteracdes como aquelas uterinas e no peso ponderal sdo bastante comuns em
mulheres menopausadas. Estudos recentes mostram o papel cardioprotetor do
polifenol natural curcumina em modelos experimentais e em estudos clinicos,
possivelmente devido aos seus, j& comprovados, efeitos antioxidantes e anti-
inflamatérios. Neste trabalho, ratas ovariectomizadas foram submetidas a um
tratamento com curcumina de 12 semanas, por via oral na dose de 100 mg/Kg,
e comparadas a diferentes grupos controles. O tratamento com curcumina néo
foi capaz de reverter a diminuicdo da expressédo de metaloproteinases na aorta
dos animais provocada pela ovariectomia e nem a atrofia uterina. Todavia, o
mesmo tratamento foi capaz de impedir o aumento das pressdes sistdlicas,
diastélicas e arterial médias nos animais ovariectomizados, ao mesmo tempo em
que impediu o aumento de peso caracteristico da menopausa nas ratas
ovariectomizadas em comparagao aos grupos controles. No conjunto, os dados
deste trabalho apontam para efeitos protetores da curcumina para alteragoes de
peso ponderal e presséo arterial comuns da menopausa, o que pode auxiliar no
seu melhor entender e tratamento.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares; Curcuminoides; Ganho ponderal;

Ovariectomia; Metaloproteinases; Presséo arterial.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are the main causes of death in Brazil and
around the world. The incidence of CVD in premenopausal women is lower
compared to men in the same age group and the risk of developing CVD
increases significantly after menopause. In addition to CVDs, other changes such
as uterine and weight changes are quite common in menopausal women. Recent
studies show the cardioprotective role of the natural polyphenol curcumin in
experimental models and clinical studies, possibly due to its already proven
antioxidant and anti-inflammatory effects. In this work, ovariectomized rats were
subjected to a 12-week treatment with curcumin, orally at a dose of 100 mg/kg,
and compared to different control groups. Treatment with curcumin was not able
to reverse the decrease in the expression of metalloproteinases in the aorta of
animals caused by ovariectomy nor uterine atrophy. However, the same
treatment was able to prevent the increase in systolic, diastolic and mean arterial
pressures in ovariectomized animals, at the same time as it prevented the weight
gain characteristic of menopause in ovariectomized rats compared to control
groups. Altogether, the data from this work point to the protective effects of
curcumin for changes in weight and blood pressure common in menopause,
which can help in better understanding and treating them.

Keywords: Cardiovascular diseases; Curcuminoids; Weight gain; Ovariectomy;
Metalloproteinases; Blood pressure.
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1 INTRODUGCAO

A menopausa € o estagio final da fisiologia ovariana. Ela representa o
periodo em que a fungdo reprodutiva feminina € perdida devido ao esgotamento
completo do suprimento finito de foliculos ovarianos (Santoro et al., 2021). A
menopausa, ainda, € um diagnéstico retrospectivo, ocorrendo quando a
atividade menstrual cessa durante pelo menos 12 meses consecutivos, na
auséncia de qualquer outra explicagdo fisioldbgica ou patologica
para o fim desta funcéo fisiologica (Talaulikar, 2022).

A transicdo da vida reprodutiva para a pés-reprodutiva nas mulheres ¢é
chamada de transicdo da menopausa e se da como um marco significativo no
ciclo de vida feminino (Santoro et al., 2021), visto que envolve um amplo conjunto
de mudangas fisicas, endocrinas e psicolégicas que sdo influenciadas por
fatores étnicos, emocionais e socioculturais (Talaulikar, 2022). De maneira geral,
o periodo de transi¢do para entrada na menopausa € caracterizado por ciclos
menstruais irregulares e pelo aumento do hormoénio foliculo-estimulante (FSH),
caracterizando o inicio dos sintomas da menopausa (Talaulikar, 2022).

A idade de inicio da transi¢do da menopausa € multifatorial e € influenciada
pela genetica e por fatores de exposicéo, incluindo fatores ambientais como
radiagcdo UV e fumacga de tabaco, além do estilo de vida que inclui a exposi¢édo
a anabolizantes ou anticoncepcionais, consumo de éalcool, tipo de alimentacéo,
estresse e privagdo de sono (Zouboulis et al., 2022). Antecedentes
socioecondmicos, indice de massa corporal (IMC), etnia, crengas culturais e
problemas de saude meédicos/ginecolégicos concomitantes (Talaulikar, 2022)
também influencia na idade da menopausa, podendo esta se precipitar mesmo
a partir dos 30 anos e durar potencialmente mais de uma década (Santoro et al.,
2021).

Durante a transicdo, o eixo hipotalamo-hipdfise parece perder a
sensibilidade a modulagdo hormonal do estrogénio, resultando em padrdes de
ciclo menstrual anovulatérios (Talaulikar, 2022). Além disso, tal transicdo &
anunciada pela diminuicdo do conjunto de foliculos ovarianos e marcada
especialmente por flutuagdes nos hormoénios reprodutivos e alteragées no
padrdo menstrual, muitas vezes se mostrando irregular até que culmine com o

periodo menstrual terminal (Santoro et al., 2021).



Os sintomas associados a transicdo da menopausa afetam mais de 80%
das mulheres e s&o graves para cerca de um tergo das mesmas. Os principais
sintomas s&do os de origem vasomotora, a fadiga, alteragbes de humor,
ansiedade aumentada, secura vaginal, baixa libido, sintomas de bexiga
(frequéncia, urgéncia e incontinéncia), adelgacamento de unhas (Talaulikar,
2022).

Qutros sintomas sdo a sindrome geniturinaria da menopausa (GSM), a
astenia, o cansago, a sensibilidade mamaria aumentada, a perda
Ossea/osteoporose, as doengas cardiacas, o diabetes, a obesidade, o declinio
cognitivo (Zouboulis et al.,2022) dentre outros. Sdo também frequentes, as
palpitacbes, a dispareunia, as dores nas articulagbes, o ressecamento da
pele/olhos, as alteragbes/disturbios na pele e no cabelo e a insbénia (Talaulikar,
2022; Zouboulis et al., 2022), que pode contribuir para sintomas neurologicos,
tais como perda de memoria, irritabilidade, falta de concentragcdo (Zouboulis et
al., 2022).

Os sintomas vasomotores (VMS), comumente conhecidos como ondas de
calor, suores noturnos e disturbios do sono (Safi & Santoro, 2014; Talaulikar,
2022; Zouboulis et al, 2022), geralmente duram de 1 a 5 minutos
aprioristicamente e, atingem de 60 a 80% das mulheres em algum momento
durante a transicdo da menopausa (Safi & Santoro, 2014). Mais recentemente,
tem sido sugerida uma farta associagéo entre o VMS e os resultados adversos
para a saude fisica, como doencgas cardiovasculares (DCV) em mulheres. De
fato, VMS persistentes tém sido associados a maiorrisco de DCV, especialmente
quando associada a outros fatores de risco, como a obesidade (Safi & Santoro,
2014). Deste modo, a menopausa causa um declinio na fungdo ovariana,
levando a uma rapida diminui¢gdo do estrogénio, o que aumenta ainda mais o

risco de doencgas cardiovasculares em mulheres (Miyamoto et al., 2022).

1.1 Doengas Cardiovasculares e Menopausa

Os sintomas vasomotores (VMS), acima mencionados, podem prejudicar
significativamente a qualidade de vida das mulheres que passam pela transi¢cao
da menopausa (Santoro et al., 2021; Talaulikar, 2022). Embora os VMS sejam

comuns e geralmente considerados benignos, casos graves e prolongados estao
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associados a uma maior carga de risco cardiovascular e a eventos futuros de
morbimortalidade (Santoro et al., 2021; Talaulikar, 2022). Parte do risco
cardiovascular tem sido atribuida a perda da fungdo endotelial concomitante a
menopausa e provavelmente relacionada a diminui¢cdo de estrogénio (Santoro et
al., 2021; Talaulikar, 2022).

Alem da fase de transicdo, o risco cardiovascular feminino apds a
menopausa aumenta de forma progressiva (Lorenzi et al., 2009). Dessa forma,
o risco de ocorréncia de doencas cardiovasculares (DCV) nas mulheres acima
de 50 anos esta diretamente relacionado a menopausa e, sua consequente
privagao estrogénica. De fato, as vantagens de cardioproteg¢ao oferecidas pelos
horménios endogenos deixam gradualmente de existir no climatério, em
decorréncia do esgotamento dos foliculos ovarianos no periodo (Fernandes et
al., 2008).

Devido ao aumento da expectativa de vida, o periodo de pdés-menopausa
passa a representar um tergo da vida de uma mulher contemporanea, chamando
maior atengdo e necessidade de maiores cuidados para essa populagdo
especifica. Entre 45-64 anos, 1:9 mulheres apresentam algum tipo de DCV,
sendo que esse numero passa a 1.3 apds 65 anos de idade. Assim, a cada
década de vida apos os 45 anos, a mortalidade no sexo feminino aumenta de
trés a cinco vezes, podendo a menopausa precoce estar bastante associada ao
aumento de DCV e, pois, aumento da mortalidade (Fernandes ef al., 2008).

As DCVs sdo uma das principais causas de morte em todo o mundo
(Garritano et al., 2012; Mahmood et al.,, 2014; GBD 2016 Causes of Death
Collaborators, 2017; Silva et al., 2022; Wang et al., 2022), sendo responsaveis
por mais de 19 milhdes de mortes anualmente, o que corresponde
aproximadamente a 31% do total de ébitos (Wang et al., 2022). As DCVs afetam
homens e mulheres de formas diferentes, sendo a idade biologica,
provavelmente, um dos fatores primordiais do dimorfismo sexual relacionado a
regulacdo da pressdo arterial e consequentemente a fisiopatologia destas
doencas (Mansur & Favarato, 2016; Colafella & Denton, 2018).

As DCVs abrangem um grupo de doengas que afetam o coracdo e a
vasculatura sistémica, das quais a doenga arterial coronaria e o acidente

vascular cerebral s&o as suas formas mais comuns (Wang et al., 2022), incluindo



a insuficiéncia cardiaca (IC) com elevada morbidade e uma taxa de
sobrevivéncia de apenas 50% apos cinco anos do diagnostico (Silva et al., 2022).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) associa as DCVs a fatores de
risco como inatividade fisica, dieta ndo saudavel, uso de tabaco e alcool (Moran
et al., 2016). S&o sinais e sintomas desses disturbios, a presséo arterial elevada,
as dislipidemias e os lipideos sanguineos elevados, a glicemia elevada,
obesidade e excesso de peso, sendo uma das causas mais recorrentes de
derrame e ataques cardiacos a aterosclerose (Moran et al., 2016).

No sistema cardiovascular, a ativagdo dos receptores de estrogénio (RE)
provoca a ativacdo de diversas vias de sinalizagdo que promovem a
cardioprote¢ao, incluindo reducéo da hipertrofia celular, apoptose e respostas
inflamatorias, além de promover diferentes ac¢des antioxidantes (Silva et al,,
2022). A prevaléncia, fisiopatologia e taxas de mortalidade associadas as DCV
diferem entre homens e mulheres de acordo com a idade. Todavia, as diferengas
sexuais que levam a discrepancias nos fatores de risco e ao
desenvolvimento de DCV diminuem com o envelhecimento e sdo amplamente
atribuidas ao baixo nivel de estrogénio circulante nas mulheres (Silva et al.,
2022).

As mulheres na pré-menopausa apresentam menor prevaléncia e
mortalidade por DCV em comparacdo aos homens, enquanto a prevaléncia de
DCV na pdés-menopausa torna-se semelhante em ambos os sexos, diretamente
relacionada a reducgdo do efeito cardioprotetor do estrogénio (Silva et al., 2022).
A prevaléncia de DCV é igual na populagéo idosa masculina e feminina, mas
com maior mortalidade nas mulheres devido ao baixo nivel de estrogénio. Isto
tem sido observado com particular relevancia mais recentemente, com o
aumento da expectativa de vida, e cada vez mais relacionada a perda de

estrogénio no caso das mulheres (Silva et al., 2022).
1.2 Metaloproteinases da Matriz Extracelular
De maneira crucial, a matriz cardiaca extracelular assume grande

importancia na integridade estrutural do coragdo, sendo as metaloproteinases

(MMPs) importantes componentes desta matriz (Spinale, 2002).



As MMPs constituem uma grande familia de enzimas zinco-dependentes
que degradam varios componentes da matriz extracelular (colageno, elastina,
proteoglicanos e fibronectina). Também atuam em outros substratos n&o
componentes da matriz extracelular e que exercem papéis importantes durante
o remodelamento tecidual fisiolégico e patologico (Garritano et al., 2012).

Esta familia de endopeptidases metaloproteicas €& produzida por
macréfagos e neutrofilos que regulam uma variedade de processos fisiologicos
e patologicos, como remodelagdo tecidual, inflamacdo, envelhecimento e
cancer. Consequentemente, a atividade desregulada destes ativos pode resultar
em desvios da homeostase e, pois, desembocarem em diferentes doencgas
(Wang et al., 2022).

Assim, a correta regulagdo destas enzimas €& de fato importante. A
regulacdo da atividade proteolitica dessas enzimas pode ocorrer em varios
niveis: por meio da transcrigdo génica e/ou tradugao. A sintese ou secregdo de
zimogénios, a ativagdo dos zimogénios nos tecidos, e interagdo com inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs) sao outros niveis de regulagdo. Os
inibidores de MMPs s&o pequenas proteinas que agem formando um complexo
com o0 zinco do dominio catalitico das MMPs promovendo, assim, um
impedimento estérico para a interacdo com seus substratos (Clark et al., 2008;
Visse & Nagase, 2003).

As MMPs s&o encontradas em células do musculo liso vascular, endotélio,
fibroblastos e células inflamatérias, dentre outros tipos celulares (Raffetto &
Khalil, 2008). A familia das MMPs apresenta mais de 20 subtipos de enzimas
integrates, classificados de acordo com o substrato que degradam. Estes podem
ser agrupadas em: colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-
2 e MMP-9), estromelisinas (MMP-3 e MMP-10), matrilisinas (MMP-7 e MMP-
26), metaloelastases (MMP-12) e MMPs de membranas (MT1-MMP a MT8-
MMP) (Raffetto & Khalil, 2008).

O excesso de atividade das MMPs e o seu controle ineficiente,
desempenha participagdo em doencgas como artrite reumatoide, osteoartrite,

cancer, doencgas autoimunes e, sobretudo, em doencas cardiovasculares.



1.3 Metaloproteinases da Matriz Extracelular e Doengas Cardiovasculares

Em meio as diversas MMPs conhecidas, duas merecem destaque no
contexto desta tese: MMP-2 e MMP-9. Estas degradam gelatina e colageno do
tipo IV e V e participam de alteragdes estruturais e funcionais observadas no
remodelamento vascular comum em diversas DCVs. Com efeito, diferentes
grupos de pesquisa tém demonstrado um aumento significativo na atividade e
na expressao das MMP-2 e MMP-9 em diferentes DCVs (Galis et al., 1994; Galis
& Khatri, 2002; Dhingra et al., 2009; Spinale, 2002; Yasmin et al., 2005).

A MMP-2 (forma ativa e latente correspondem a 72 kDa e 66/62 kDa,
respectivamente), denominada gelatinase A, € expressa por cardiomiécitos,
células endoteliais, células musculares lisas vasculares e fibroblastos (Lindsey
& Zamilpa, 2012).

Trabalhos tém demonstrado o aumento da MMP-2 em amostras de
miocardio de pacientes com cardiomiopatia e em modelos experimentais de
hipertenséo (Spinale, 2002; Guimaréaes ef al., 2011; Rizzi et al., 2014, Rizzi et
al., 2019). No tecido de infarto extraido de humanos (1 a 6 dias), ela foi
identificada em midcitos, fibroblastos, musculo liso, endotelial e em células
inflamatérias de maneira aumentada (Lindsey & Zamilpa, 2012). Além disso,
estudos clinicos comprovaram um aumento da MMP-2 plasmatica em pacientes
com insuficiéncia cardiaca e um aumento na expressdo de MMP-2 também foi
observado no aneurisma de aorta e na estenose coronariana. Ademais, sua
participacéo foi demonstrada durante a formacgé&o de lesdes arteriais no processo
aterosclerético, 0 que se mostra de grande relevancia clinica (Li et al., 1996;
Galis & Khatri, 2002; Altieri et al., 2003; Liapis & Paraskevas, 2003; Newby, 2005;
Kuzuya et al., 2006).

Descrita pela primeira vez sendo apenas capaz de processar colageno
desnaturado ou ja clivado por colagenases, a MMP-9 pode processar colagenos
intersticiais de comprimento total, bem como uma ampla variedade de outros
substratos (Lindsey & Zamilpa, 2012). Esta MMP tem participagc&o importante em
doencgas cardiovasculares. A MMP-9 pode ser considerada como um potencial
marcador deste tipo de doenca, sobretudo naquelas patologias com componente
inflamatoério, tendo em vista ser ela sintetizada e secretada por diversas células

inflamatoérias, como os macréfagos e neutrofilos (Ma et al., 2015).



Além disso, trabalhos que avaliaram regides vulneraveis de placas
ateroscleréticas observaram que a MMP-9 estava altamente expressa. Acredita-
se que ela possua uma participagdo importante no remodelamento associado a
aterosclerose e na ruptura dessas placas a partir de pontos mais frageis, o que
pode resultar em eventos cardiovasculares fatais (Galis et al., 1994; Loftus et al.,
2000; Galis & Khatri, 2002; Libby, 2002). Niveis elevados desta enzima também
foram relatados em pacientes com angina instavel, aneurisma de aorta, e
nagqueles que posteriormente apresentaram evento cardiovascular fatal. Tal
elevacéo dos niveis de MMP-9 foi associada com a presenga e severidade de
DCV e com rigidez arterial em pacientes com doencga arterial coronariana (Altieri
et al., 2003; Blankenberg et al., 2003; Tayebjee et al., 2005).

Assim e no contexto das DCV, as MMP-2 e MMP-9 estdo implicadas na
desestabilizacdo das placas ateroscleroticas e aumentam o risco de acidentes
vasculares cerebrais isquémicos. Muito embora a fonte da MMP-9 plasmatica
nao possa ser exatamente determinada, uma vez que os niveis elevados podem
ter origem em outros leitos vasculares ou doencgas, a MMP-9 tem sido fortemente
associada a morte cardiovascular e cerebrovascular, bem como a insuficiéncia
cardiaca. A MMP-2 também esta elevada apés infarto do miocardio e é um
preditor independente de mortalidade na sindrome coronariana poés-aguda
(Wang et al., 2022).

1.4 A Curcumina

A curcumina (1,7-bis[4-hidroxi-3-metoxifenil]-1,6-heptadieno-3,5-diona)
(Figura 1) € um polifenol de ocorréncia natural de cor amarela encontrado nos
rizomas de Curcuma longa Linn. A C. longa é uma planta cultivada em regides
tropicais que € amplamente utilizada na culinaria oriental e conhecida por suas
diferentes a¢des farmacologicas (Nakmareong et al., 2011; Boonla et al., 2014;
Lima et al., 2018; Salehi et al., 2020). Suas agdes contra a indigestdo, hepatite,
ictericia, diabetes, aterosclerose e infecgdes bacterianas tém sido relatadas em

diferentes trabalhos cientificos (Itokawa et al., 2008).



Figura 1: Estrutura quimica da curcumina.

Fonte: PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/969516).

Quimicamente, a curcumina, um diarilheptanoide pertencente ao grupo dos
curcuminoides, € uma molécula simétrica que consiste em dois anéis aromaticos
semelhantes contendo grupos O-metoxi fendlicos conectados a-, - 3- por um
ligante de carbono com uma porgéo dicetona insaturada (Zhao et al., 2022). Este
composto foi isolado pela primeira vez em 1870 por Vogel e Pelleitier, e
finalmente teve sua estrutura confirmada em 1910 (Goel et al., 2008).

Foi verificado que a curcumina apresenta uma potente atividade
antioxidante, capaz de eliminar radicais livres, restaurar alternancias anormais
induzidas por fatores externos, bem como reprimir fatores de transcrigdo
relacionados a oxidagdo metabdlica, ajudando a reduzir o estresse oxidativo e
na diminuigc&o de risco de varias doencas cronicas (Halliwell & Gutteridge, 1990).
Suas propriedades antioxidantes se devem a capacidade que a curcumina
apresenta na doacéo de elétrons ou atomos de hidrogénio, condi¢do essa que
permite estabilizar espécies reativas, impedindo as reagbes em cadeia
ocasionadas por radicais livres, como por exemplo a peroxidacgdo lipidica e seus
danos celulares subsequentes (Vajragupta et al., 2003; Itokawa et al., 2008).
Radicais livres s&do tidos como resultados do desequilibrio entre as proporgbes

de compostos oxidantes e antioxidantes, favorecendo a geracido de espécies
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reativas resultando em processo de estresse oxidativo, podendo levar a
oxidacdo de biomoléculas como lipideos, proteinas, carboidratos e DNA
(Barbosa et al., 2010).

Os beneficios obtidos do tratamento com a curcumina sdo geralmente
associados a esta propriedade antioxidante, sendo descritos em diferentes
modelos experimentais de doengas como cancer, diabetes e na hipertenséo
arterial sistémica, doenca renal, diabetes, doengas neurodegenerativas e
doencgas cardiacas (Kim et al., 2015; Rungseesantivanon et al., 2010; Takano et
al., 2018; Stefanska, 2012; Aggarwal & Harikumar, 2009; Fleenor et al., 2013;
Wongeakin et al., 2014).

A curcumina apresenta capacidade de modular multiplas vias de
sinalizagdo celular e atingir alvos moleculares diferentes (Zhou et al., 2011).
Podendo regular a DNA polimerase, proteina quinase C, lipoxigenase, fatores de
crescimento, fatores de transcrigdo, citocinas inflamatorias, moléculas de
adesdo, proteinas relacionadas a apoptose, bem como possuir agdes
moduladoras epigenéticas, o que faz com que seu mecanismo de agdo
farmacologico seja multimodular (Zhou et al., 2011; Kalani et al., 2015).

A curcumina demonstra ser uma substancia segura, visto que estudos
mostraram a auséncia de efeitos toxicos em seres humanos quando
administrado por via oral (doses maximas de 12 g ao dia), de modo a ser um
ativo farmacologico bem tolerado (Xu et al., 2018).

Terapeuticamente, a curcumina apresenta potencial promissor em estudos
pré-clinicos e clinicos e esta atualmente em testes em humanos para uma
variedade de condigbes, incluindo sindrome metabdlica, doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica, aterosclerose, cirrose hepatica, depressio, psoriase e
doenca de Alzheimer (Zhao et al., 2022).

Como supracitado, a curcumina pode diminuir os fatores de risco para DCV,
atuando na reducdo do colesterol total, no aumento dos niveis plasmaticos de
HDL e na inibicdo da agregacdo plaquetaria, tornando um potencial ativo
farmacologico para a prevencao de DCV (Soni & Kuttan, 1992; Ovbiagele, 2008),
visto que esta substancia melhora a fungdo cardiaca e reduz a fibrose cardiaca
apos infarto do miocardio, por exemplo (Zhao et al., 2022). Além disso, estudos

pré e clinicos demonstraram, ainda, os efeitos na curcumina em DCV por meio
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de seus efeitos anti-hipercolesterol, antiateroscleréticos e suas propriedades
protetoras contra isquemia e reperfuséo cardiaca (Salehi et al., 2020).

Considerando a importancia da MMP-2 no remodelamento vascular e o
potencial efeito cardioprotetor da curcumina, foi avaliado os efeitos do tratamento
com curcumina sobre as MMPs em modelo de ratas menopausadas,
apresentando resultados preliminares promissores (Zhao et al., 2022). Os efeitos
da curcumina sobre a atividade da MMP-2 ja foram avaliados em diferentes
modelos experimentais. De fato, um estudo de docking molecular mostrou que a
curcumina possui sitios de interagdo com a MMP-2 que poderiam afetar
diretamente a atividade sua atividade catalitica, mostrando ser o par MMP-2 e
curcumina uma investigacdo promissora (Correa et al., 2013; Boonla et al., 2014;
Ahmad et al., 2015; Hu et al., 2017, Silva et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com curcumina sobre parametros da

fisiologia cardiaca e uterina em modelo de ratas menopausadas.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar os efeitos da curcumina sobre a pressio sistélica, diastolica e

arterial média de animais menopausados em comparagao aos grupos controles;

2.2.2 Monitorar o peso dos animais ovariectomizados submetidos ao tratamento

com curcumina em comparagéo aos grupos controles;

2.2.3 Analisar o efeito da curcumina nos trofismos cardiaco e uterino de ratas

ovariectomizadas em comparag&o aos grupos controles;

2.2.4 Determinar a atividades da MMP-2 na aorta de ratas ovariectomizadas em

comparagao aos grupos controles.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Este trabalho foi aprovado pelo comité de Etica Animal da UNAERP sob o
numero protocolar 13/2017, para o qual foram utilizadas ratas fémeas Wistar
(180 a 200 gramas), provenientes do biotério Anilab (Animais de Laboratério
Criagédo e Comércio Ltda.). Os animais foram mantidos em salas com ciclos
claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada (22 + 2 °C) e livre acesso
aracgdo e agua, no Laboratoério Experimental Animal da Universidade de Ribeirdo
Preto (UNAERP).

3.2 Avaliacao da Pressao Arterial

A fim de avaliar os efeitos do tratamento sobre a hipertens&o, a pressao
arterial dos animais foi avaliada durante doze semanas. Para tanto os animais
foram subdivididos nos seguintes grupos de estudo (10 animais por grupo):
SHAM, controle submetido a ovariectomia simulada; SHAM+CUR, submetido a
ovariectomia simulada e tratamento com curcumina; OVX, grupo controle
submetido a ovariectomia; e OVX+CUR, submetido a ovariectomia e tratamento
com curcumina, conforme explicitado em Tabela 1. Os tratamentos com
carboximetilcelulose ou curcumina 100 mg/kg por via oral (v.0) se deram

diariamente durante as 12 semanas de experimento.

Tabela 1: Grupos de estudo.

GRUPO DENOMINAGAO TRATAMENTO CIRURGIA
A SHAM carboximetilcelulose ovariectomia simulada
B SHAM+CUR curcumina 100 mg kg dia’  ovariectomia simulada
C OVX carboximetilcelulose ovariectomia
D OVX+CUR curcumina 100 mg kg™ dia™’ ovariectomia

Fonte: Adaptacdo de Riado ef al., 1999.
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Estes grupos foram submetidos a mensuragéo da Press&o Arterial Sistélica
(PAS) e da Pressado Arterial Diastélica (PAD), sendo que o indice destas
pressdes corresponde a Pressédo Arterial Média (PAM).

A pressdo arterial foi mensurada semanalmente por pletismografia de
cauda (Non-Invasive Blood Pressure System — CODA™). Para isso, 0s animais
foram alocados em tubos de contengéo, e o manguito e um transdutor (acoplado
a um computador para as medidas de pressdo) posicionados na cauda do
animal. Foram realizadas treze medidas consecutivas — sendo as trés primeiras
descartadas — que foram mais tarde analisadas e as médias submetidas a

analise estatistica.

3.3 Remodelamento Vascular

Para avaliar os efeitos dos tratamentos descritos acima sobre o remodelamento
vascular, a aorta foi retirada dos animais pertencentes aos diferentes grupos ao
final dos experimentos e os fragmentos transversos armazenados em formol
durante 24 horas. Apds esse periodo, o formol foi trocado por alcool 70. Os
tecidos foram emblocados em parafina e cortados com 4 um de espessura. A
coloragdo que foi utilizada para a analise morfométrica foi a hematoxilina e
eosina. A area de seccdo transversal (AST), média/lumen (M/L) foi avaliada
utilizando as imagens fotografadas em 50X em microscopio acoplado a uma
camera. Todos estes parametros foram calculados usando o programa ImageJ
(NIH).

3.4 Determinacgdo da Expressao de MMP-2 na Aorta por Zimografia em Gel

Foi realizada a determinacdo da expressdo de MMP-2 na aorta por
zimografia em gel. As amostras dos tecidos dos diferentes grupos foram
submetidas a medicdo de massa e transferidas para tubos de 1,5 mL. Nesses
tubos, foram adicionados 300 yL de tampéao de extragdo (20 mmol L-1 de Tris—
HCI, pH 7,4; 1 mmol L-1 de 1,10- fenantrolina; 1 mmol L-1 de fluoreto de fenil
metil sulfonil (PMSF); 1 mmol L-1 de N-etilmaleimida (NEM); e 10 mmol L-1 de
CaCl2 para cada 0,03 g de tecido).
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As amostras foram trituradas, agitadas, e armazenadas em freezer a -20
°C em overnight sendo, entéo, centrifugadas a 14.000 rpm durante 15 minutos.
O sobrenadante foi recolhido para a dosagem de proteinas feita pelo método de
Bradford.

Posteriormente, as amostras foram diluidas no tampéo (1:1, SDS 2%, Tris-
HCI 125 mM, glicerol 10% e azul de bromofenol) para a aplicagdo no gel de
eletroforese contendo gelatina 1%. Apds preparadas, as amostras foram
separadas por meio de eletroforese, em um sistema descontinuo de tampdes,
utilizando geéis de poliacrilamida na concentragédo de 12%. Para cada gel foi
utilizado um padrao interno (soro fetal bovino a 2%). Por ele foi possivel
normalizar as eventuais variagbes nas bandas decorrentes de diferengas na
intensidade de coloragdo dos géis. Essa normalizagdo € necessaria para que
pudesse comparar resultados obtidos em diferentes géis.

Apos eletroforese, esses géis foram submetidos a 2 banhos de Triton X-
100, para remogdo do SDS, e colocados em tampé&o de ativagdo (Tris-HCI
contendo 50 mM calcio), por 18 horas. Em seguida, foram corados com solug&o
Coomassie Blue.

Com auxilio do programa ImagedJ, as bandas encontradas nos géis
referentes a MMP-2 foram quantificadas. As formas latentes e ativas da MMP-2
foram identificadas por meio dos pesos moleculares: 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa,

respectivamente.

3.5 Avaliagao de Massa Corpoérea e Trofismo de érgaos

Os animais dos diferentes grupos mencionados acima foram submetidos a
medida de massa corporal (Balanga Prix-Toledo®, 9094) durante doze semanas
e o0s valores anotados em uma planilha, para conseguinte
analise estatistica.

O trofismo de coragdo e uteros de animais pertencentes aos diferentes
grupos foram analisados comparativamente. Para tanto, ap6s o sacrificio dos
animais, o coragao e utero de cada uma das ratas foram excisados e lavados
em solugéo isotdnica esteril. A tibia direita de cada animal foi retirada e medida.

O peso do coragéo e do utero foi separadamente dividido pela medida da tibia
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de cada animal para composi¢do do dado experimental e comparativo grafico

enter os grupos de animais.
3.6 Analises Estatisticas

A analise dos dados foi feita por meio do teste de ANOVA de duas vias
sequido de poés-teste apropriado quando necessario (p<0,05). As analises

estatisticas e a construcdo de graficos foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism 5.1.
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4 RESULTADOS

4.1 Pressao Arterial

Os dados referentes a avaliagdo de presséo arterial foram analisados

estaticamente e plotados os graficos apresentados nas Figuras 2 (PAS); 3 (PAD)

e 4 (PAM).

Figura 2: Gréfico resultante da avaliagdo do tratamento com curcumina na

pressao arterial sistolica (PAS).
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Fonte: A autora, 2024. Valores expressos como média £+ EPM. N = 8-10/grupo.
*p<0,05 vs controle. #p<0,05 vs curcumina.

Figura 3: Grafico resultante da avaliagdo do tratamento com curcumina na

presséo arterial diastélica (PAD).
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Fonte: A autora, 2024. Valores expressos como média £+ EPM. N = 8-10/grupo.
*p<0,05 vs controle. #p<0,05 vs curcumina.
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Figura 4: Gréfico resultante da avaliagdo do tratamento com curcumina na
presséo arterial média (PAM).
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Fonte: A autora, 2023. Valores expressos como media £+ EPM. N = 8-10/grupo.

*p<0,05 vs controle. #p<0,05 vs curcumina.

Conforme apresentado nas Figuras 2, 3 e 4, 0os animais submetidos a
ovariectomia (grupo OVX) apresentaram pressao arterial (PAS, PAD e PAM)
aumentada em relagdo aos animais que passaram pela ovariectomia simulada
(SHAM), ou seja, os animais que passaram pelo procedimento de ovariectomia
(OVX) tem aumento significativo nas PAS, PAD e PAM quando comparados aos
animais que apenas passaram pelo estresse cirurgico (SHAM).

Observa-se, ainda, que o grupo OVX que recebeu tratamento com
curcumina (OVX+CUR), quando comparado ao seu grupo controle
correspondente (OVX), expressa menor pressdo arterial (PAS, PAD e PAM),
indicando que o tratamento com curcumina nos animais submetidos a
ovariectomia, diminui a pressdo arterial sistdlica, diastdlica e,
consequentemente, a pressio arterial média. Dito de outro modo, o tratamento
da curcumina impede o aumento de pressio arterial média decorrente da

ovariectomia.

4.2 Massa Corporal

A massa corporal dos animais que compdem o0s 4 grupos do presente
estudo (OVX; OVX+CUR; SHAM; SHAM+CUR) foi avaliada. Antes de serem
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submetidos ao tratamento com curcumina, mediram-se as massas corpéreas de

todos os grupos, conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5. Massa corporal dos animais antes de serem submetidos ao tratamento

com curcumina.
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Fonte: A autora, 2024. Valores expressos como média £+ EPM. N = 8-10/grupo.
*p<0,05.

Observa-se que os animais do grupo SHAM e SHAM+CUR apresentaram
semelhanga de massa corpdrea entre eles, 0 mesmo ocorreu com 0s animais
dos grupos OVX e OVX+CUR. Porém, existia diferengca em relagdo aos grupos
SHAM dos grupos OVX. Ap6s a submissido ao tratamento de curcumina, foram
verificadas as massas corporeas destes mesmos animais (Figura 6).
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Figura 6: Massa corporal dos animais depois de serem submetidos ao tratamento

com curcumina.
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Fonte: A autora, 2024. Valores expressos como média £+ EPM. N = 8-10/grupo.

Verifica-se entre os grupos SHAM (controle) e OVX (controle) uma
semelhanga de massa corporal mantido de forma que no grupo SHAM+CUR e
OVX+CUR tiveram resultados significativos de menor ganho de massa corporal
ao longo do tempo quando comparados aos outros dois grupos que né&o
receberam a curcumina. De modo geral, a curcumina impede o ganho de peso
observado em relagdo aos animais SHAM e OVX, conforme apresentado nas
Figura6 e 7 (p < 0,05).

Figura 7: Efeito do tratamento da curcumina em relagdo a massa corporal.

601
-©- Sham @ Sham+Cur
940_—I— ovX - OVX+Cur
©
S 20-
o /I* ii% S
-
S oo
© 3 e el o e ¢ I-“
] s 2
o B0+
©
=
BD T T T T T T T T T T T T 1
01 2 3 456 7 8 9 1011 1213

Tempo (Semanas)

Fonte: A autora, 2024. Valores expressos como média £+ EPM. N = 8-10/grupo.

21



4.3 Trofismo do Coracgéo e do Utero em Ratas Ovariectomizadas e Tratadas

com Curcumina

Os grupos de estudo OVX, OVX+CUR, SHAM e SHAM+CUR foram
submetidos a avaliagio de trofismo de corac&o (Figura 8) e utero (Figura 9), por

meio das medi¢des de massa destes 6rgéos dividida pelo comprimento da tibia.

Figura 8: Efeito do tratamento com curcumina no trofismo do coracéo.
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Fonte: A autora, 2024. Valores expressos como média £+ EPM. N = 8-10/grupo.

Figura 9: Efeito do tratamento com curcumina no trofismo do utero.
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Fonte: A autora, 2024. Valores expressos como média £+ EPM. N = 8-10/grupo.

Na composicdo do musculo cardiaco, nao se observou variagao

significativa do peso do 6rgéao entre os diferentes grupos de animais. Todos os
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grupos apresentaram massas médias similares quando comparados entre si.
Todavia e em relagédo ao utero, verifica-se que os grupos OVX e OVX+CUR
apresentaram significativa redugdo em sua massa uterina, indicando atrofia
neste 6rgdo para os animais submetidos a ovariectomia com ou sem o
tratamento com curcumina. Dito de outro modo, a curcumina néo reverte a atrofia

uterina advinda com a ovariectomia.

4.4 Efeitos do Tratamento com Curcumina na Expressao das MMP’s

De acordo com o descrito nos itens 4.3 e 4.4, avaliaram-se os efeitos do
tratamento com curcumina para os animais submetidos a ovariectomia simulada
e a ovariectomia no que se refere a expressdo das MMP’s medida por zimografia.
Inicialmente, as bandas provenientes da zimografia foram quantificadas (Figura
10) correspondendo as massas de 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa, obtendo-se, a partir

da somatéria destas, o valor da MMP-2 total, isto é, 211 kDa.
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Figura 10: Efeito do tratamento com curcumina na expressdo de MMP-2 em

aortas.
w
0.15- £ 077
| £
~ S
g | % 05 T
= 0.10 2 06
= g —
8 5
< o
0 0.054 a (.54
~
=
e
0.00 : r N 04 ' ;
Sham Sham+CUR OVX OVX+CUR Sham Sham+CUR OVX OVX+CUR
0.3-
1.0
o« | M, —
o
S 0.2 §
= .|
8 <
Q = 0.5-
)
g 0.14 -
0.0 T r 0.0 T T
Sham Sham+CUR OVX OVX+CUR Sham Sham+CUR OVX OVX+CUR

Fonte: A autora, 2024. Valores expressos como média + EPM. N = 8-10/grupo.

Observa-se que houve uma tendéncia de reducgéo da atividade da MMP-2
na aorta dos animais dos grupos OVX e OVX+CUR quando comparado com 0s
animais dos grupos SHAM e SHAM+CUR, principalmente nas bandas de 72
kDa, onde a diferenca estatistica & claramente significativa em relagdo aos
demais grupos. Note que a curcumina n&o reverte a diminui¢gdo de expresséo de

nenhuma das MMP-2s causada pela ovariectomia.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo induziu as ratas a um procedimento cirurgico de
ovariectomia bilateral, isto &, retirada dos ovarios, a fim de obter respostas em
estado de menopausa destes animais. Este procedimento em roedores € um
modelo de menopausa bem estabelecido em reproduzir boa parte das alteragbes
associadas a menopausa humana que, devido a parada de produgdes
hormonais, como progesterona e estrégeno, pode causar consequentes
disfungbes bioquimicas, como por exemplo, aumento do estresse oxidativo e
seus consequentes desarranjos fisiologicos, incluindo alteragbes de presséo
arterial e a precipitacao de diferentes doengas cardiovasculares (Lacerda, 2012).
Além deste, atrofia uterina (Behr et al., 2012), ganho de gordura visceral e massa
corporea (Babaei ef al., 2010) e, ainda, alteragbes comportamentais (Li et al.,
2014) sdo alguns dos sintomas relacionados a menopausa em roedores ja
descritos.

O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre a produgao de
ROS (moléculas que possuem um elétron desemparelhado e que sao
estabilizadas por si mesmas para extrair elétrons de algumas moléculas do
corpo, como lipidios, acidos nucléicos e proteinas) e os antioxidantes (Vallée &
Lecarpentier, 2020).

Uma substancia natural que tem recebido ateng&o crescente devido aos
seus potenciais beneficios para a saude cardiovascular € a curcumina. A
curcumina &€ um composto encontrado no acafrdo-da-terra (Curcuma longa) e
que tem sido amplamente estudada por suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias (Filgueiras et al., 2023).

Estudos in vitro e em animais demonstraram que a curcumina pode ajudar
a regular a presséo arterial, reduzindo a inflamagdo e melhorando a fungéo
endotelial da vasculatura (Filgueiras et al., 2023). Isso € importante para a saude
dos vasos sanguineos e, consequentemente, pode prevenir a hipertrofia
cardiaca, que € induzida pela pressdo arterial elevada, melhorando assim a
fungcdo cardiaca como um todo. Além disso, esta substancia tem mostrado
efeitos benéficos no trofismo do corag&o e do utero, ja que reduz a inflamacéo,
melhorando a saude uterina e cardiaca em diferentes modelos experimentais

(Filgueiras et al., 2023). A suplementagcdo de curcumina exerce, ainda, efeitos
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antiproliferativos em células endoteliais vasculares por inibir fatores de
transcricdo como a histona p- 300 transcetilase, diminuindo niveis de hipertrofia
cardiaca em camundongos (Morimoto et al., 2008; Wongcharoen &
Phrommintikul, 2009).

Neste contexto, sabendo da importancia do estresse oxidativo no
surgimento de sintomas e das patologias decorrentes e associadas a
menopausa, este estudo se baseia na hipotese de que o tratamento com
curcumina poderia exercer diferentes efeitos protetores as ratas submetidas a
ovariectomia, isto €, contra a menopausa induzida. Poderia haver a partir do
tratamento com curcumina uma melhora nos parametros fisiologicos que
protegem os tecidos cardiovasculares e uterianios de danos relacionados aos
eventos de estresse oxidativo, incluindo aqueles relacionados a pressio arterial,
massa corporal, trofismo cardiaco, uterino e nivel de expressio da enzima MMP-
2.

O tratamento com duragédo de 12 semanas demonstrou que os animais
induzidos a menopausa apresentam pressao arterial aumentada em relagao aos
demais e, ao receberem o tratamento com curcumina, estes animais
ovariectomizados apresentaram diminuicdo da press&o arterial, sugerindo que
este composto apresenta efeito na regulagédo de pressao e, pois, potencial efeito
anti-hipertensivo. Com efeito, o composto pode estar associado a protegéo do
tecido cardiovascular contra a resposta degenerativa provocada pelo resultado
da menopausa e suas alteracdes de estresse oxidativo associadas. Ou seja, a
curcumina protege os animais ovariectomizados do aumento de pressao
sistélica, diastélica e arterial média conseguinte a cirurgia/menopausa, 0 que
configura importante efeito cardioprotetor geral.

No que se refere a avaliagcdo em relagdo a massa corporal dos animais
avaliados, o tratamento com curcumina impediu 0 ganho de peso dos animais,
tanto para os animais induzidos a menopausa (submetidos a ovariectomia),
quanto para os que passaram apenas pelo estresse cirurgico (submetidos a
ovariectomia simulada), indicando outro efeito protetor significativo da
curcumina. De fato, ao evitar o ganho geral de massa muscular a curcumina
tende a atenuar os efeitos inflamatorios associados do sobrepeso e obesidade

comumente decorrentes da menopausa.
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O estudo investigou, ainda, as condigdes de respostas do coragdo e do
utero, relacionadas ao tratamento com a curcumina nos grupos submetidos a
ovariectomia e a ovariectomia simulada, para analise de trofismo destes, visto
que este parametro se refere ao crescimento e desenvolvimento adequados
desses 0rgdos. Sabe-se que a obesidade e a hipertensdo estdo associadas a
alteragdes negativas no trofismo do coragao e do utero (Filgueiras et al., 2023).

Quanto ao trofismo do coragcdo, um estudo evidenciou que a curcumina
reduziu a hipertrofia cardiaca, melhorou a fungéo cardiaca e diminuiu a fibrose
cardiaca, sugerindo um efeito protetor do composto contra alteracées negativas
do coracgéo (Liu et al., 2018). Todavia, a avaliagéo realizada no presente trabalho
nao mostrou diferengas significativas entre os diferentes grupos de animais, o
que pode estar relacionado a dosagem da droga ou tempo de observacéo
experimental. No que diz respeito ao utero, foi relatado que a curcumina pode
atuar diretamente na invasio, adesao, apoptose e angiogénese em lesdes
endometriais e, ainda, regular negativamente a inflamagéo e o estresse oxidativo
na endometriose (Vallée & Lecarpentier, 2020). No presente estudo foi detectada
a atrofia uterina induzida pela ovariectomia, conforme esperado. Todavia, 0
tratamento com curcumina nao foi capaz de reverter a atrofia uterina decorrente
deste processo, 0 que também pode estar relacionado a posologia escolhida da
droga em estudo.

Qutra questdo analisada neste trabalho foi o da MMP-2 (matriz
metaloproteinase-2) em relagcdo as suas funcdes e reacgbdes quando em
desequilibrio, causado por consequéncia das respostas da menopausa. A MMP-
2 desempenha um papel fundamental na remodelagido do tecido, incluindo o
coragdo e O utero, ja que esta esta envolvida na degradagdo da matriz
extracelular, que € essencial para o crescimento, reparacdo e renovacgéo dos
tecidos (Filgueiras et al., 2023). Niveis alterados de MMP-2 tém sido associados
a doencas cardiovasculares e disfungao uterina, tornando a regulagédo adequada
desta enzima crucial para a manutengéo da saude destes 6rgaos. Um estudo in
vitro mostrou que a curcumina inibiu a atividade da MMP-2 em células de tecido
cardiaco, sugerindo um potencial efeito protetor contra a degradag&o excessiva
da matriz extracelular (Wang et al., 2012).

Neste trabalho, foi verificado reduc&o da atividade desta enzima (MMP-2)

na aorta dos animais submetidos a ovariectomia, quando comparados com 0s
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animais submetidos ao estresse da cirurgia, especialmente nas bandas de 72
kDa. Todavia, o tratamento com curcumina nao reverteu esta diminuigdo, o que
poderia melhorara o0 remodelamento cardiaco em favor dos animais
ovariectomizados, sobretudo, no que tange aos eventos oxidativos associados.

Embora esses estudos preliminares sejam promissores, € importante
ressaltar que investigagbes acerca dos mecanismos envolvidos nos efeitos da
curcumina em relag&o a outros eventos associados a menopausa € no melhor
entender de seus efeitos na press&o arterial e na redugao do ganho de peso se

fazem necessarios.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho investigou a atuagcdo da curcumina nos animais
induzidos a menopausa por meio de ovariectomia, em relagdo aos parametros
de presséo arterial, massa corporal; trofismo de coragao e utero; e atividade da

MMP-2, nas quais verificou-se que:

¢ Nas condigdes do ensaio, o tratamento com curcumina ndo foi capaz de
reverter a diminuigdo da expressdo de metaloproteinases na aorta dos
animais provocada pela ovariectomia;

¢ O tratamento com curcumina n&o foi capaz de reverter a atrofia uterina
provocada pela ovariectomia nos animais experimentais em relagdo aos
devidos grupos controles;

¢ Os animais ovariectomizados que receberam tratamento com curcumina,
quando comparados aos animais ovariectomizados sem este tratamento,
expressou menor pressao arterial sistolica, diastolica e média, indicando
potencial atividade anti-hipertensiva da curcumina no modelo animal de
menopausa;

¢ A curcumina impede o ganho de massa corporal provocada pela
ovariectomia nos animais experimentais em relagdo ao devido grupo
controle;

¢ No conjunto, os dados deste trabalho apontam para efeitos protetores da
curcumina para alteragbes de peso ponderal e press&o arterial comuns

da menopausa, o que pode auxiliar no seu melhor entender e tratamento.
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