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Resumo: O climatério estad associado a uma maior incidéncia de sindrome
metabdlica (SM). A tibolona € um esteroide sintético utilizado como forma
alternativa de reposicdo hormonal apés a menopausa. Neste trabalho foi
analisado o estado redox do figado de ratas Wistar ovariectomizadas e
esteatéticas tratadas com Tibolona (OVX+EHT) e néo tratadas (OVX+EH),
por meio da avaliacdo das reacdes de carbonilacdo de proteinas no
homogenato de figado e mitocondrias isoladas. Foi observado que ratas
OVX+EH apresentaram maior indice de estresse oxidativo, constatado pelo
maior conteudo de proteinas carboniladas no homogenato e nas
mitocondrias do figado, comparado as ratas controles. O grupo OVX+EHT
mostrou uma melhora desses parametros, uma vez que o conteudo de
proteinas carboniladas foi semelhante ao encontrado para o grupo controle e
diferentes significativamente do grupo OVX+EH. Isto mostra que a tibolona
reduz o dano oxidativo do figado.

Introducao

O climatério aumenta a incidéncia de sindrome metabdlica (SM), um
conjunto de disturbios metabodlicos que incluem obesidade, diabetes,
resisténcia a insulina, dislipidemias, esteatose hepéatica (EH) e hipertenséo
arterial. A tibolona, um esterdide sintético, muito utilizado no alivio dos
sintomas do climatério, representa uma alternativa ao uso da terapia
hormonal (TH) em mulheres na apds a menopausa. Apresenta-se como um
regulador da atividade estrogénica tecido-especifico (STEAR - selective
tissue estrogenic activity regulator) que tem propriedades estrogénicas,
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progestagénicas e androgénicas. O tratamento com tibolona tem-se
demonstrado eficiente no controle de algumas anormalidades da SM apés a
menopausa (HANGGI et al., 1998) e em modelos animais de deficiéncia
estrogénica (Henriques et al., 2010).

Estudos anteriores ja conduzidos por nosso grupo de pesquisa
indicam alto potencial antioxidante para a tibolona em ratas OVX, como
restauracdo dos niveis de glutationa reduzida e diminuicdo nos niveis de
lipoperoxidacdo. Neste trabalho as reacdes de carbonilagdo de proteinas
foram investigadas na busca por possiveis efeitos do tratamento de ratas
ovariectomizadas esteatodticas (OVX+EH) com tibolona (OVX+EHT), com o
intuito de complementar as analises pela busca dos mecanismos de acédo da
tibolona sobre o estado redox do figado.

Materiais e métodos

Ratas Wistar provenientes do biotério central da Universidade
Estadual de Maring4, (130 a 160 g) foram aleatoriamente divididas em dois
grupos: ovariectomizadas (OVX+EH) e sham-operadas (Controle). Os
animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno (4 animais por
gaiola) e alimentados com dieta padrdo e agua a vontade, a temperatura
constante (25°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Onze semanas apos 0
procedimento cirdrgico, as ratas OVX foram subdivididas em dois grupos:
ratas tratadas diariamente com tibolona (OVX+EHT) e né&o tratadas
(OVX+EH). A tibolona (0,08 mg/kg) foi administrada diariamente como
suspensdo em solucdo aquosa de goma arabica 1%, por gavagem
esofageal, por um periodo de 15 dias. As ratas OVX + EH e controles foram
tratadas diariamente, pelo mesmo periodo e com o0 mesmo volume de goma
arabica 1%. Apoés o periodo de tratamento de 15 dias, os animais em jejum
de 12 horas, foram anestesiados, o figado foi removido e, entéo, o animal foi
eutanasiado por perfusdo diafragmatica. Fragmentos de figado foram
utiizados para fazer o homogenato e para o isolamento das fracOes
mitocondriais, que foram utilizados para medida do contetudo de proteinas
carboniladas (GUARNIER et al.,2010). O contetdo de grupos carbonila foi
calculado usando o coeficiente de absor¢cdo molar de hidrazonas alifaticas a
370 nm de 22,000 M*xcm™, e expresso em nmol/mg proteina. Os resultados
foram expressos como média + erro padréo. O teste de analise de variancia
(ANOVA) one way, seguido do pos-teste de Newman-Keuls, foi aplicado
para analise dos dados entre todos os grupos. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos. As analises foram realizadas no software
Graphpad Prism (versédo 5.0). Todos os experimentos foram realizados em
observancia as orientacdes do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Estadual de Maringa (Certificado n° 056/2011).
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Resultados e Discussao

As médias do conteudo de proteinas carboniladas obtidas para as
ratas controle, OVX+EH e OVX+EHT no homogenato e na mitocondria estéo
apresentados nas figuras 1A e 1B. E possivel observar que ratas OVX+EH
apresentaram alto indice de estresse oxidativo pelo maior conteddo de
proteinas carboniladas no homogenato (cerca de 33%, Fig. 1A) e nas
mitocéndrias (cerca de 36%, Fig. 1B) do figado, comparado as ratas
controles. O grupo OVX+EHT mostrou uma melhora do estresse oxidativo,
uma vez que o contetdo de proteinas carboniladas no homogenato (Fig.1A)
e nas mitocondrias (Fig.1B) do figado foi semelhante ao grupo controle e
diferente significativamente do grupo OVX + EH. Isto mostra que a tibolona é
eficaz, pelo menos em parte, em reduzir o dano oxidativo.

Esta melhora do estado redox do figado no grupo tratado pode estar
relacionada com propriedades antioxidantes inerentes a molécula da
tibolona, uma vez que a mesma possui propriedade estrogénica. (REED e
KLOOSTERBOER, 2004). Sabe-se que o0 estrogeno tem funcles
antioxidantes in vitro e in vivo, (BORRAS, 2010) ndo apenas pela sua
estrutura fendlica, mas devido a sua acdo no figado vinculada aos
receptores estrogénicos, reduzindo a geracdo ROS e controlando a
expressdo e a atividade de varias enzimas antioxidantes. Assim, em uma
condicdo de deficiéncia estrogénica, como é o caso das ratas OVX+EH, o
estresse oxidativo observado pode ser resultado de um aumento na geragao
de ROS ou uma diminuicdo da defesa do sistema antioxidante (GILGLIONI
et. al 2013).
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Figura 1. Conteudo de proteina carbonilada do homogenato (painel A,n =6 — 8) e da
mitocéndria (painel B, n = 8) do figado dos animais Controle, OVX+EH e OVX+EHT. A barra
vertical representa o erro padréo. (*p<0,005 vs. Controle e OVX+EHT).

Conclusbes
O tratamento com tibolona, em dose terapéutica, exerce efeito

benéfico ao estado redox do figado, uma vez que os animais OVX+EHT
apresentaram conteddo de proteinas carboniladas semelhantes aos animais
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controle. O contedudo de proteina carbonilada é apenas um parametro
utilizado para verificar o estado redox do figado, desta forma, se faz
necessarios estudos adicionais.
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