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RESUMO

Introdugao: A menopausa esta relacionada pela diversidade de sintomas fisicos e
psiquicos devido ao declinio hormonal. Nesta fase, ha uma propensado a
desenvolvimento patoldgico devido a desestruturacao da matriz extracelular, com os
quais levam a danos e alteragbes funcionais no organismo. Novos alvos
farmacolégicos precisam ser estudados para que possa haver tratamento de maneira
a tratar essas pacientes nessa fase da vida. Objetivo: Esse estudo buscou avaliar os
efeitos das metaloproteinases nos sintomas da menopausa. Materiais e Métodos:
Foram utilizadas ratas Wistar e camundongos Swiss, com o qual foram submetidos a
cirurgias de Falso-operado (SHAM) e ovariectomia (OVX), em seguida foram divididas
em 6 grupos: Grupo 1: SHAM tratado com salina, grupo 2: SHAM e tratado com
doxiciclina (gavagem), grupo 3: OVX e tratado com salina, grupo 4: OVX e tratado
com doxiciclina, grupo 5: OVX e tratado com estro-progestativo (subcuténea), e grupo
6: OVX e tratado com doxiciclina e estro-progestativo. Os animais foram tratados
durante 1 més e foram investigados os seguintes parametros: peso corporal, consumo
alimentar, peso tecido adiposo total e uterino, niveis séricos de calcio, magneésio,
fosfatase alcalina, proteinas totais, colesterol total, triglicerideos, uréia, creatinina,
transaminase oxaloacética (TGO) e transaminase piravica (TGP), além disso,
investigou-se fogachos induzido por exercicio fisico através da esteira e
acompanhamento do ciclo estral. A analise estatistica foi realizada utilizando os testes
de Bonferroni através do programa GraphPad Prism version 6.00 for Windows.
Um valor de P <0,05 foi considerado estatisticamente significante em todas as
analises. Resultados: Os animais tratados com Doxiciclina em associacdo com estro-
progestativos apresentaram um aumento nos niveis de fosfatase alcalina, magnésio,
colesterol total, creatinina e peso do tecido adiposo e uterino. Nesse mesmo grupo
também foi observado uma reducao da variacdo da temperatura corporal cutédnea e
um aumento na frequéncia da fase diestro. Entretanto, ndo foi verificada nenhuma
diferenca estatistica significante no que diz respeito aos niveis de proteinas totais
séricas, uréia, triglicerideos, TGO, TGP, peso corporal e consumo de ragéo.
Conclusao: Conclui-se que as metaloproteinases possuem um papel relevante de
maneira seletiva em alguns sintomas da menopausa, em especial, quando ha
associacao de sub-dose da doxiciclina com terapia estro-progestativa. Em especial,
esse grupo de enzimas pode participar parcialmente na melhora das funcdes renal,
hepatica, 6ssea e também da obesidade, atrofia uterina e vaginal e fogachos.

Palavras-chave: Doxiciclina, Menopausa, Metaloproteinases.



ABSTRACT

Introduction: Menopause is related to the diversity of physical and psychic symptoms
due to hormonal decline. At this stage, there is a propensity to pathological
development due to the disruption of the extracellular matrix, with which they lead to
damage and functional alterations in the organism. New pharmacological targets need
to be studied so that there may be treatment in order to treat these patients at this
stage of life. Objective: This study aimed to evaluate the effects of metalloproteinases
on menopausal symptoms. Materials and methods: Wistar rats and Swiss mice were
used, with whom they underwent false-operated (SHAM) and ovariectomy (OVX)
surgeries, and were then divided into 6 groups: Group 1: SHAM treated with saline,
Group 2: SHAM and treated with Doxycycline (gavage), Group 3: OVX and treated
with saline, Group 4: OVX and treated with doxycycline, Group 5: OVX and treated
with estrus-progestative (subcutaneous), and Group 6: OVX and treated with
doxycycline and Estrus-progestative. The animals were treated for 1 month and the
following parameters were investigated: body weight, food intake, total and uterine
adipose tissue weight, serum levels of calcium, magnesium, alkaline phosphatase,
total proteins, total cholesterol, Triglycerides, urea, creatinine, oxaloacetic
transaminase (TGO) and Pyruvic transaminase (TGP), in addition, the hot flashes
induced by physical exercise were investigated through the treadmill and follow-up of
the estrous cycle. Statistical analysis was performed using Bonferroni tests using
GraphPad Prism version 6.00 for Windows. A P value <0.05 was considered
statistically significant in all analyzes. Results: The animals treated with doxycycline
in combination with Estrus-progestatives showed an increase in the levels of alkaline
phosphatase, magnesium, cholesterol Total, creatinine and weight of the adipose and
uterine tissues. In the same group, we also observed a reduction in the variation of the
cutaneous body temperature and an increase in the frequency of the diestrus phase.
However, no statistically significant difference was observed with regard to the levels
of total serum proteins, urea, triglycerides, TGO, TGP, body weight and feed intake.
Conclusion: It is concluded that metalloproteinases have a relevant role selectively in
some menopausal symptoms, especially when there is an association of doxycycline
Sub-dose with Estrus-progestative therapy. In particular, this group of enzymes can
partially participate in the improvement of renal, hepatic, bone and also obesity, uterine
and vaginal atrophy and hot flashes.

Key words: doxycycline, menopause, metalloproteinases
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1.INTRODUCAO

A menopausa € caracterizada como o término permanente dos periodos
menstruais, decorrente da faléncia ovariana fisioldégica, com declinio da secrecao dos
horménios estrogénio e progesterona, a diminui¢ao fisiologica da atividade ovariana
causa mudancas desfavoraveis no metabolismo da mulher, incluindo alteracao no
metabolismo dos lipidios, da glicose e insulina e na distribuicdo da composicao
corporal, ondas de calor, tonturas e palpitacoes, depresséo e irritabilidade, diminuigao
da libido e maior chance de surgimento de osteoporose (WHO, 1996; LINDAHL, 2014;
MOREIRA et al, 2014).

Como diminuicdo da secregcdo do estrédgeno na menopausa é fator
determinante e responsavel pela génese da osteoporose apds a menopausa, com a
reducéo do hormonio consequentemente ocorre maior atividade de metabdlica 6ssea,

assim sendo, maior ritmo na remodelacao éssea (BANDEIRA, 2000).

Diversos receptores responsaveis pelos efeitos atribuidos na menopausa
estdo ancorados na matriz extracelular (MEC). A matriz extracelular encontra-se
presente em todos os tecidos, com o qual € um conjunto de agregados
supramoleculares constituido por colagenos, proteoglicanos e glicoproteinas (GPs),
que mantém as células associadas possibilitando a organizagdo dos tecidos e a
sobrevivéncia celular (AOUDJIT; VUORI, 2001). Seu equilibrio entre degradagéo e
remodelamento se da através de diversas substancias, mas principalmente um
determinado grupo de enzimas denominado Metaloproteinases (MMPs) e

Desintegrina A e metaloproteinase (ADAMS).

Normalmente, as MMPs encontram-se em estado latente, porém uma vez
ativadas, por exemplo, durante um processo neuroinflamatério, passam por uma série
de etapas como transcricdo, translacdo, ativacdo e inibicdo, o que as torna
extremamente desreguladas e destrutivas para o tecido cerebral. Em contrapartida,
outras substancias sao liberadas na tentativa de conter e equilibrar sua atividade
denominadas de Inibidores Teciduais das Metaloproteinases (TIMPs). Esse balanco
entre producdo, ativacado e inibicdo previne que haja uma protedlise ou inibicao

excessiva. Quando a atividade proteolitica é maior que a inibi¢ao pelas TIMPS, a MEC
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¢ totalmente degradada. Ja o contrario, quando ha excesso de TIMPS, os elementos

da MEC, como o colageno, se acumulam, formando fibrose (ROSENBERG, 2002).

Alguns poucos estudos sugerem uma relacdo muito intima entre a regulagao
hormonal e as metaloproteinases. Elas parecem estar envolvidas na regulagdo da
menstruacao pois estdo expressas de maneira alterada no endométrio de mulheres
com endometriose e isso parece estar associado a uma sensibilidade reduzida a
progesterona (OSTEEN et al., 2003).

Também foi verificado que em mulheres na menopausa que praticam pouco
exercicio fisico, apresentam um aumento nos niveis de MMP-8 e TIMP-1. Essa
elevacao estaria associada a diversas patologias relacionadas com a senescéncia
(MIECZKOWSKA et al., 2016). Dentre essas patologias associadas a senescéncia,
encontra-se a aterosclerose. Esse processo de acumulo de gordura no vaso recruta
MMP-2 e 9 durante seu desenvolvimento. Muzzio e colaboradores (2012) observaram
um aumento dessas metaloproteinases em pacientes na menopausa, que é
considerado um estado de processo inflamatério basal, principalmente devido ao
hipoestrogenismo.

Entretanto, ha estudos em que mostram que essas enzimas na menopausa
estejam aumentadas, porém nao ha um aprofundamento fisiopatolégico bem
elucidado na literatura sobre mecanismos especificos em relagéo a propria fisiologia
hormonal feminina. Caso seja verificado um envolvimento desse grupo de enzimas na
regulacdo hormonal feminina, novos estudos podem direcionar para quais aspectos
devemos focar e possivelmente, considerar ou nao, as enzimas, como um novo alvo

terapéutico.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Menopausa

A menopausa para muitas mulheres é percebida diante de varios sintomas
gue afetam a sua qualidade de vida, ou seja, caracterizada por mudancas fisioldgicas,

geralmente  apresentam-se como queixas 0s sintomas vasomotores,
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musculoesqueléticos, disturbios no humor, urogenitais, distdrbios cognitivos,
disturbios do sono, ganho de peso, entre outras queixas (TSEROTAS K.; BLUMEL J.
E, 2015; MONTELEONE et al., 2018).

De acordo com World Population Aging Report (2013), a populacdo idosa sera
predominantemente feminina, pois as mulheres possuem maior expectativa de vida e
0 numero de idosos com 60 anos ou mais aumentou de 9,2% em 1990 para 11,7%
em 2013 e gradualmente aumentara até 21,1% até 2050. A exemplo disso, em 2013,
haviam 85 homens por 100 mulheres na faixa etaria de 60 anos ou mais e 61 homens
por 100 mulheres na faixa etaria de 80 anos ou mais.

Em paises desenvolvidos, Zuo et al. (2009) descreve que a idade mediana
das mulheres aumentara constantemente e podera atingir faixa etaria de 82 anos em
2025, consequentemente aumentara a ocorréncia de doengas cardiometabdlicas,
obesidade, sindrome metabdlica e diabetes tipo 2.

Harlow et al. (2012) cita que em 2011, o grupo de Oficina de Estagios do
Envelhecimento Reprodutivo (STRAW) desenvolveu um sistema de estadiamento
mais abrangente, o STRAW + 10, que dividiu a vida feminina adulta em trés fases:
reprodutiva, durante o periodo da menopausa e pés-menopausa. Esta divisao foi feita
com base em critérios como principais as caracteristicas do ciclo menstrual, os
critérios de suporte como biomarcadores enddcrinos e contagem de foliculos antrais
(AFC), bem como caracteristicas descritivas dos sintomas vasomotores. No entanto,
Okeke et al. (2013) relata que ndao s6 o aumento do Horménio foliculo estimulante
(FSH), bem como, estudos recentes indicam que o0 hormdnio anti-muleriano (marcador
precoce do envelhecimento ovariano) e a inibina B, com o qual encontram-se

diminuidos sdo os biomarcadores mais fidedignos para detec¢cao da menopausa.

Esta fase é designada também por declinios nos niveis de progesterona,
aumento nos niveis de estradiol, Hormonio Foliculo Estimulante (FSH), Hormonio
Luteinizante (LH) entre outros, que levam a inUmeras manifesta¢cdes de sintomas
desagradaveis, sendo que, alguns 6rgaos também sao afetados, como utero, vagina,
mama, ceérebro, tecido adiposo e osso. (RIO et al; 2018). A figura 1, retrata os
principais sintomas da menopausa e os 6rgaos afetados.
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Figura 1. Sintomas da menopausa- Prevaléncia global, fisiologia e implicacdes
Fonte: Adaptado de Monteleone et al.,2018

A menopausa natural que corresponde ao ultimo ciclo menstrual, somente
reconhecido depois de passados 12 meses da sua ocorréncia e acontece geralmente
em torno dos 50 anos de idade. Além da forma natural de manifestacido da
menopausa, a mesma pode ocorrer através de intervengao cirargica, na qual ocorre a
interrupcédo prematura da exposigéo a horménios sexuais femininos. (HARLOW et al.,
2012).

Recentemente esta diferenca tornou-se mais evidenciada, devido a
probabilidade maior do risco de déficit cognitivo e doenca de Alzheimer para quem
teve a menopausa cirirgica, ou seja, ha mais predisposi¢ao a patologias as mulheres

qgue entraram precocemente na menopausa (GEOGARKIS M.K. et al, 2019).

Diante disso, as consequéncias do declinio hormonal, principalmente na
producao do estrogénio, podem influenciar em algumas patologias como doencas
cardiacas, osteoporose, cancer, diabetes, hipertensdo arterial e obesidade. Este
hormbnio tem diversas funcbes regulatérias no organismo, entre elas, o
desenvolvimento e manutencdo dos tecidos femininos (SAMAR R. et al., 2018;
PELTONEN H., 2019; MANCUSO et al., 2019; POTTER et al., 2018; MONTEOLE et
al., 2018)
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A figura 2, representa o esquema de fisiologia hormonal da fase da
menopausa, em que € possivel observar os horménios que aumentam sua
concentracao e os que diminuem, e que consequentemente trazem associado a esses

fluxos varios sintomas indesejaveis.

Estrogénio Testosterona
Horménios
DHEA tireoidianos
LH
Melatonina GH
Cortisol Estrona
Inibina B
Progesterona e
Adrenalina FSH

Figura 2. Esquema da fisiologia hormonal na menopausa.
Fonte: Adaptado de Monteleone et al., 2018; Toffol et al., 2014; Antunes et al., (2003).

O estradiol geralmente refere-se ao isdbmero 17-B-estradiol e significa o
principal € mais importante hormonio esteroidal estrogénico enddégeno. Sua producéo
ocorre pelos ovarios. Essa producdo ovariana encontra-se reduzida apds a
menopausa. Os estrogénios neste periodo sao originados durante a aromatizagéo de
andrdégenos da adrenal, especificamente androstenediona para estrona, que por sua
vez, tenta induzir ou ser convertida em 17-3-estradiol. Entretanto, essa situagcao pode
ocorrer principalmente nas células adiposas, além disso a concentragcdo de
estrégenos circulantes encontra-se mais em mulheres em pos-menopausa com
sobrepeso (LEVY e AGUIAR, 2018)

O mecanismo da funcao estrogénica em sua maioria envolve os receptores
estrogénicos a e B (ER- a e ER-B, respectivamente) com o qual, estimula ou impede
a transcricdo de genes dependentes de estrogénio, além disso, desempenha um
papel central na regulacdo de muitos processos vitais, incluindo desenvolvimento,
reproducao e fisiologia normal (GUSTAFSON et al., 2000)

Para isso, nos tecidos ha presenca destes receptores e sdao determinados
para a acao tecido-alvo e quando ha acao do estrogénio, ERa é expresso em varios
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tecidos como, utero, prostata (estroma), ovério, testiculos, ossos, mama, tecido
adiposo branco, figado e musculo, e ER[ é expresso em célon, prostata (epitélio),
testiculos, glandula salivar, medula 6ssea e endotélio vascular (GUSTAFSON et al.,
2000; COUSIN et al., 1999; KUIPER et al.,1997; DAHLMAN W.K et al, 2006), porém
na menopausa, como exemplo, € mais notavel os sinais de atrofia no epitélio da
parede anterior da vagina, podendo ter como uma das causas, a incontinéncia urinéria
(GODLEWSKA et al., 2018). Seus efeitos fisioldgicos sdo baseados na sua ligacao a
receptores estrogénicos e a subsequente biossintese de proteinas especificas.

Liedtke et al., (2012) menciona que, quando o ovario interrompe a producao
e o feedback do ovario € perdido, o tecido adiposo serve como fonte de producéo de
estrogénio, isto €, ocorrendo aromatizagdo, com o qual é convertida em
androstenediona e testesterona em estrona (E1) e estradiol (E2), concomitantemente.
Diante disso, observa-se que ha maior concentracdo de E1 e E2, sulfato de estrona
do que em mulheres ndo obesas apds a menopausa. Ha estudos em que analisaram
a correlagao entre sindrome metabdlica e menopausa nos ultimos anos (MEIRELLES
2014; PU D. et al., 2017), bem como a analise do equilibrio hormonal, como 17f3-
estradiol, estradiol livre, estrona e indicadores androgénicos, ou seja, testosterona
total, testosterona livre, horménio sexual, globulina de ligagdo (SHBG) ou sulfato de
desidroepiandrosterona (DHEA-S) (GOMEZ-SANTOS et al., 2012; AMBIKAIRAIJAH
et al., 2019)

Ha correlacdes clinicas patolégicas entre a diminuigcdo dos niveis hormonais
e 0 processo de senescéncia. Essa associacdo, relaciona-se ao DHEA
(dehidroepiandrosterona), na sua forma ativa é um horménio que provém do
metabolismo da pregnenolona, que por sua vez é ocasionado através do metabolismo
do colesterol. Seu declinio tem sido correlacionado com diferentes doencgas
degenerativas cronicas, os quais podem ser doencas cardiovasculares, alteracdes na
cognicao, doencas articulares, resisténcia insulinica, diabetes entre outras
(VILLAREAL D.T et al., 2004; DHATARIYA K et al., 2005; GIANINNI A et al., 2019)

Em relacdo a melatonina, horménio produzido na glandula pineal, é
sintetizado a partir da serotonina, além disso a sintese e producao sao parcialmente
influenciadas pelo estrogénio e progesterona. Em sua maior proporcdo é ativada
durante a noite e durante o dia, as quantidades sdo pequenas, diante disso, com o

passar dos anos, hd um declinio significativo durante a menopausa, com isso, na
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maioria dessas mulheres nesta fase tem menos sono reparador e consequentemente
o mais afetado é a neurocognicao, disturbios no sono, sintomas vasomotores, até
mesmo risco de cancer (TOFFOL E et al., 2014; CHU L. W. et al., 2018)

Através do eixo hipotalamico hipofisario é liberado o GhRH, com o qual é o
hormdnio liberador do horménio do crescimento, sua atuacao ocorre no figado, que
por sua vez, ird aumentar a liberacdo de IGF-1 (horménio do crescimento analogo a
insulina), isto é, forma ativa do horménio de crescimento, seu declinio durante o
envelhecimento, tem-se relacionado a sarcopenia, sindrome asténica, fadiga, perda
de massa muscular (AGUIAR O.M.H et al., 2017)

A progesterona é o primeiro hormdnio que declina na mulher, cerca de 40
anos de idade. Sua utilizacdo é mais empregada para tentar preservar o utero,
protecdo Ossea por estimular a atividade dos osteoblastos, modulagdo de estado de
humor, entre outros, assim como também, a progesterona impede o crescimento
induzido por estrogénio no endométrio e a acao diminuida da progesterona aumenta
o risco de cancer no endométrio (O'CONNOR K.A et al., 2009)

Existem trés tipos de hormdnios estrogénicos: estrona (E1), estradiol (E2), e
estriol (E3). O estradiol € o horm6nio mais abundante no sexo feminino durante a
época da fertilidade cerca de 80% de sua concentracdo. Em relacéo a estrona, este
hormdnio encontra-se em maior abundancia durante a menopausa, acumula-se muito
no tecido adiposo. O estriol € o hormbénio menos agressivo e considerado o mais
seguro para ser utilizado, € mais abundante durante a gravidez, correspondendo cerca
de 90% dos estrogénios. Esses processos sao influenciados de maneira importante
hipoestrogenismo, por exemplo, em ratos, a ovariectomia aumenta a infiltracdo de
células imunes no tecido adiposo, aumenta a resisténcia a insulina, aumenta as
adipocinas, assim como também contribuem para o risco de doenca cardiometabdlica
(ROGERS et al., 2009; POTTER et al., 2012), ha correlagcdo com ingestao calérica,
distribuicao de adiposidade central, entre inUmeras situacdes devido a essa faléncia
ovariana (POLOTSKY E POLOTSKY, 2010; LEENERS B et al., 2017).

Testosterona nesta fase da menopausa também ocorre um declinio, o
primeiro marco deste declinio geralmente encontra-se cerca dos 35 anos de idade,
posteriormente mais perda em 45 anos de idade e assim sucessivamente até obter
uma concentragao relativamente baixa. Os niveis de testosterona nas mulheres

diminuem na quarta década de vida e antes da abordagem da menopausa, 50% dos
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observados na terceira década (ZUMOFF B. et al., 1995), diante disso, ocasiona a
diminuicdo do estimulo da libido sexual, da massa muscular, fraqueza muscular,
cognicao, entre outros fatores (HORSTMAN A.M. et al., 2012)

Em relagcdo aos hormoénios tireoidianos, hd pouco estudo correlacionando a
menopausa, com isso, em um estudo recente e prospectivo com 540 mulheres,
observou-se hipotireoidismo subclinico subindo de 23,82% na idade de cerca de 40
anos para 62,5% na idade de cerca de 70 anos, assim como também, em alguns
pacientes com hipotireoidismo aumentou de 1% para 26,8% na faixa etaria de 70-80
anos (PANDA S. et al., 2018). Diante disso, o estrogénio € considerado um horménio
gue aumenta a funcéo da tiredide, quando estdo baixos, consequentemente a fungéo
tireoidiana também diminui. A sintomatologia inclui depressao, perda de memoria,
comprometimento cognitivo, queixas neuromusculares. O horménio tireoidiano (TSH)
encontra-se geralmente elevado em idosos, principalmente em mulheres, podendo
ser fisiolégico ou patolégico (VALENCIA H. et al., 2008; SHAIKH S. et al., 2017; JOSHI
S.Aetal, 2011)

O aumento do FSH (foliculo-estimulante), é produzido pela hipéfise e é uma
das gonadotrofinas, juntamente com o LH. Uma das suas principais funcbes é o
estimulo de estrogénio, porém, na menopausa o FSH encontra-se aumentado, com o
qual corresponde a faléncia ovariana, que resta nos ovarios responde mal aos
estimulos das gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) e com producao irregular de
inibina leva ao aparecimento de ciclos anovulatérios (ANTUNES S. et al., 2003)

O horménio cortisol no sangue é regulado pela hipéfise hipotalamica adrenal
(HPA), com o qual € influenciado pelo estresse agudo, tanto fisiol6gico quanto
psicolégico, como consequéncia aumenta a secregao de cortisol (ADAM E. K, 2009;
HANNIBAL K.E et al., 2014). Existem dados em que os niveis de cortisol aumentam
com a idade, principalmente mais mulheres que em homens (CAUTER E.V. et al,,
1997; YEN S.S. et al., 2017). Em um estudo evidenciou-se que os niveis de cortisol
estavam mais altos durante a fase da transicdo da menopausa e, posteriormente
retornam ao nivel anterior quando as mulheres atingem um estado pds-menopausa
(WOODS N.F. et al., 2006).
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2.2 Enzimas Metaloproteinases

As enzimas metaloproteinases (MMPs) foram descobertas pela primeira vez
em 1962 pelos cientistas Gross e Lapiere e constituem uma familia de 24 proteinas
extracelulares, desde entao, observou-se a importancia destas enzimas em relacao a
remodelacao tecidual, processos fisiolégicos e patolégicos (PAGE-MCCAW et al.,
2009; HANSEN H. et al., 1993).

Essas enzimas sdo uma familia de 25 enzimas que sao dependentes de zinco,
com o qual degrada os componentes da matriz extracelular (MEC). A matriz
extracelular atua sobre as células com as quais possuem contato, entre as atividades
designadas s&o, a forma, migragao, divisao e diferenciagao, ou seja, o remodelamento
tecidual na matriz extracelular (MEC) é importante no desenvolvimento embrionario,
angiogénese, morfogénese e construcao de cartilagens (CURRY et al., 2003). Entre
0s componentes que atuam em estimular a conexao entre as células s&o, o colageno,
proteoglicanos, glicoproteinas e integrinas, dos quais tém como resultado fisiolégico,
o desenvolvimento de tecidos e 6rgaos (RAMIREZ et al, 2003)

A reestruturacdo da MEC possui uma regulacdo realizada pela acado de
enzimas metaloproteinases de matriz (MMPS), que por sua vez sdo comandadas em
conjunto de seus inibidores, chamados de Inibidores de Tecidos de Metaloproteinases
(TIMPS), entre eles, encontramos de TIMP-1, 2, 3 e 4 e s&o ativadas de acordo com
determinada acdo de cada metaloproteinase especifica (CURRY et al., 2001). O
turnover e reestruturacao tecidual possuem acao regulada por horménios, fatores de
crescimento e citocinas inflamatérias. (MOTT et al., 2004; CURRY et al., 2003). O
TIMP- 1 esta relacionado a MMP-9, TIMP-2 interliga-se a MMP-2, TIMP-3 corresponde
a matriz extracelular e o TIMP-4 possui atividade similar ao TIMP-2 (LI et al., 2009;
LECO et al., 1997)

Existem dois sistemas proteoliticos, como exemplo, os sistemas fibrinoliticos
(plasminogénio / plasmina) com o qual degradam laminina e fibronectina e exercem
também importancia na ativagao de enzimas das metaloproteinases e estas degradam
colageno e elastina que, quando unidas atuam na clivagem da matriz extracelular
(MEC) (LIJNEN, 2001; GALIS, 2002)
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A divisdo de metaloproteinases situam-se em grupos como: colagenases
(MMPs 1, 8, 13 e 18), gelatinases (MMP-2, MMP-9), estromelisinas (MMPs 3, 7, 10,
11, 19, 20), matrilisinas (7 e 16) e metaloproteinase tipo membrana (MMPs 14,15, 16,
17, 24 e 25) (NAGASE et al., 1999) . A maioria das MMPs é secretada como pro-
enzimas latentes inativas e requer um processo proteolitico para tornarem ativos, esta
atividade proteolitica pode ser estimulada pelo controle da expressdo génica como
regulacdo da transcri¢cdo, ativagao das pré-enzimas, inibicdo por inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPs) ou outros inibidores como a a 2-macroglobulina. Cada
familia de metaloproteinase atua em algum determinado substrato em agcédo, como
exemplo MMP-2 possuem acées nos substratos fibronectina, Ilaminina,
plasminogénio, colageno IV, V, VII, X e Xll, ja as MMP-9 degradam as colageno | V,
V, XIV, fibronectina e plasminogénio (SMITH et al., 2002)

A falta de equilibrio entre MMPs e TIMPs, sao capazes de ativar processos
patoldgicos, isto €, podendo ocasionar acumulagao ou degradacdo desordenada na
matriz extracelular (THOMPSON e LOFTUS, 2002). Essa estrutura é ativada por um
sinal peptidico, dominio pro-peptideo e um dominio catalitico para ligacao de zinco,
assim como também, dominio para afinidade por hemopexina (CURRY et al., 2003),
além disso, ha quatro inibidores TIMPS relacionados a essa ordenacgao e organizagao,
como TIMP-1, 2, 3 e 4, com o qual possuem afinidades diferentes para cada
metaloproteinase (CURRY et al., 2001).

O funcionamento dessas enzimas é sintetizado como pro-MMP e ativados
apds a exposicao do dominio catalitico e ativadas por um ion zinco em seu local ativo
e sao capazes de interagir com receptores celulares especificos. A mobilizagdo de
proteases também é influenciada por reagdes de glutationilacdo, nitrosilacdo e
fosforilacdo (HANSSON et al.,, 2011; VIAPPIANI et al., 2009). Na tabela 1 abaixo,

estao descritos os inibidores e a agéo de inibigao.
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Quadro 1. Relacao entre inibidores teciduais e enzimas alvo de degradacao

INIBIDORES TECIDUAIS ENZIMAS ALVO DE DEGRADACAO
ENDOGENOS

TIMP-1  (Inibidor Tecidual de | MMP-1, MMP-3, MMP-7 e MMP-9
metaloproteinase tipo 1)

TIMP-2 (Inibidor Tecidual de MMP-2
metaloproteinase tipo 2)

TIMP-3 (Inibidor Tecidual de MMP-2 e MMP-9
metaloproteinase tipo 3)

TIMP-4  (Inibidor Tecidual de MMP-2

metaloproteinase tipo 4)

Fonte: Brew et al. (2010)

Nos Ultimos anos, alguns pesquisadores relataram propensdo a
desenvolvimento patoldgico devido a desestruturacdo da matriz extracelular, pois
levam-se a danos e alteragdes funcionais no organismo, a exemplo disso, envolve a
relacdo com cancer endometrial, cancer de mama, cancer de tiredide, sindrome
metabdlica, obesidade, prolapso uterino, estresse oxidativo, vulneralibilidade a
aterosclerose e inclusive pode ser indicado como possivel biomarcador cardiovascular
(HANSSON et al., 2011; RAFFETTO et al., 2008; HOPPS et al., 2013; KUFAISHI et
al., 2016). Na figura 3, estdo esquematizadas alguns dos sintomas que estao
associados a acao das metoloproteinases.
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Figura 3. Reacdo entre metaloproteinases e os sintomas da menopausa

Diante do exposto, torna-se imprescindivel a regulacdo da homeostase das
enzimas metaloproteinases e seus respectivos inibidores teciduais, entretanto, essas
enzimas possuem habilidade de degradar, renovar e remodelar a matriz extracelular
(GODOQOY-SANTOS et al., 2014).

2.3 Tratamentos farmacolégicos e naturais utilizados para o controle da

menopausa

O tema sobre modulagédo hormonal é estudado nos meios cientificos desde
os anos 60. Esse assunto ganhou relevancia devido o bem-estar fisico e emocional,
além disso, foi analisado um aumento da expectativa de vida das mulheres. A intengcao
dos beneficios relacionados ao controle dos sintomas da menopausa, deve-se ao fato
de haver inumeras situacbes que afetam a qualidade de vida nesta fase do
envelhecimento, diante disso, pesquisadores investigam a possibilidade de auxiliar no
alivio dos sintomas vasomotores, geniturinarios, densidade mineral 6ssea, efeito
cardioprotetor, disturbios no sistema nervoso central, ocorréncia de cancer de mama

e endométrio, assim como também, casos de tromboembolismo, podendo ser através
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de terapia com estrogénio e progesterona combinados, horménios bioidénticos,
fitoestrégenos, ou doxiciclina em dosagem baixa, entre outros estudos em analises
inconclusivas (MOREIRA et al., 2014; GRINGS et al., 2009; SCARPELLINI et al.,
1994)

Outro fator importante para analisar eficacia do tratamento hormonal, é a
quantidade e especificidade dos receptores destes horménios nos tecidos-alvos. Em
um estudo por Maxson et al., (1989) aonde verificaram que o tratamento hormonal
com mulheres na menopausa que apresentaram sintomas vasomotores e atrofia
vaginal, foi observado que os hormdnios bioidénticos estradiol combinado com
progesterona tiveram melhores resultados e menos efeitos indesejaveis, assim como
também, uma melhora nos sintomas vasomotores em comparagao com estrdgenos
conjugados com medroxiprogesterona. Atualmente existem uma série de tratamentos
de reposicdo com substancias hormonais que possuem exatamente a mesma
estrutura quimica e molecular encontrada nos horménios produzidos no corpo

humano. Conforme a tabela 2 abaixo, mostram alguns exemplos.

Quadro 2. Tratamento de reposicao hormonal, com destaques para as vias de

aplicacao e os efeitos benéficos e maléficos.

HORMONIOS BIOIDENTICOS

Acao benéfica: Mais ativo nos efeitos
vasomotores e geniturinarios, exerce papel no
controle lipidico, doencas cardiovasculares e acao
contra osteoporose, porém esta implicado no
desenvolvimento no céancer de mama e

endométrio.

Estradiol (E2) Acao indesejavel: Esta relacionado ao
desenvolvimento de cancer de mama e

endométrio

Forma oral: propicia um perfil lipoprotéico

menos aterogénico, mas a metabolizacdo do




estradiol hepatico, de primeira passagem, pode

aumentar riscos indesejaveis

Forma tépica: Eficaz no alivio dos
sintomas vasomotores e urogenitais e na reducao
de absorcdo 6ssea. Ha maior reducdo de risco
carcinogénico, considerado a via mais segura.

Forma vaginal: Seguro e eficaz, controla

atrofia vaginal e baixo efeito indesejavel

Estrona (E1)

Acao benéfica: Eficaz no controle dos
efeitos vasomotores, geniturindrios, protecao

contra doengas cardiovasculares e osteoporose.

Acao indesejavel: Menos potente que
estradiol, assim como também, ha maior

propenséo ao desenvolvimento de cancer

Forma oral: Metabolizacao hepatica de
primeira passagem, pode aumentar o risco de
efeitos indesejaveis

Forma tépica: Mais indicada e para
reducdo do risco de cancer

Forma vaginal: Mais indicada e para
reducao do risco de cancer

Estriol (E3)

Acao benéfica: Eficaz no controle dos
efeitos vasomotores, geniturinarios, corrige atrofia
vaginal. Tem-se mostrado seguro quanto ao risco
de desenvolvimento de céancer de mama ou

endométrio.

Acdo indesejavel: E um estrégeno de
curta duracao, depende da via e da frequéncia em
que é administrada, ndo demonstrou efeitos na

densidade mineral Ossea e doencgas
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cardiovasculares, por isso, deve ser administrado

com estradiol.

Forma oral: Em associagdo com o
estradiol e em dose certa, pode produzir efeito

estrogénico adequado no érgao-alvo.

Forma tépica: Menos absorvido pela pele

em comparagao com estradiol e estrona.

Forma vaginal: Mais indicado em casos

de atrofia vaginal

Progesterona

Acao benéfica: Atividade antiestrogénica,

antiandrogénica e antimineralocorticéide

Acao indesejavel: Tontura, sonoléncia,
0S quais podem ser minimizados no periodo

noturno
Forma oral: Baixa biodisponibilidade

Forma tépica: Melhor absorcdo e menor
toxicidade hepatica

Forma vaginal: Menor incidéncia de
efeitos psicolégicos, mais indicado quando ha

predisposi¢ao a problemas emocionais.

Testosterona

Acao benéfica: Sensagao de bem-estar,
desejo sexual, reducao da ansiedade e depressao.
Est4 mais associado a aliviar sintomas fisicos e
psicolégicos, apds menopausa cirdrgica e

menopausa precoce.

Acao indesejavel: A dose e a via de
administracdo exercem influéncia nos efeitos
indesejados, é preferencialmente doses mais
baixas.
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Forma oral: Baixa biodisponibilidade,
porém é bem absorvida em forma de pastilhas ou

gotas sublinguais.
Forma topica: Melhora a
biodisponibilidade

Forma vaginal: Interessante quando é
desejado rapidos efeitos sobre a sexualidade das

mulheres.

Fonte: Adaptado de Levy e Aguiar (2018).

Estudos observados através de metanalise, evidenciaram que, apds 15 anos
de uso de terapia de reposicdo hormonal, obteve aumento de 30% no risco de
desenvolver cancer de mama, assim como também pacientes que possuiam histérico
familiar relacionado ao cancer de mama, possuiam o dobro do risco de desenvolver a
doenca (PRENTICE et al.,2009). Em congruéncia com um outro estudo, apresentaram
resultados em que as mulheres que utilizavam terapia de reposicdo hormonal
apresentaram risco de 50% maior de morte de cancer de ovario, além disso o uso de
algum estrbgeno por mais de dez anos na pos-menopausa aumenta
consideravelmente o risco de cancer de ovario e persiste até 29 anos apos suspensao
do uso desta terapia hormonal (MACLENNAN et al., 2001)

Devido os efeitos adversos da terapia de reposicdao hormonal, buscaram
analisar mais terapias alternativas que amenizem os sintomas e melhora na qualidade
de vida dessas mulheres. Nos ultimos anos, aumentaram o interesse pela acao dos
fitoestrogenos para o controle dos sintomas da menopausa, pois eles sdo substancias
qguimicas pertencentes ao grupo de flavonoides similares aos estrogenos, em funcao
desta estrutura quimica, isto € semelhante ao 17-b-estradiol, em alguns estudos
demonstraram que os fitoestrégenos interagem mais com receptores estrogénicos

comparado a outros receptores (GRINGS et al., 2009)

A duvida maior desses pesquisadores seriam a relagdo com possivel
propensao a inducdo de proliferagées pré-malignas e correlagdo com aumento do
risco com o cancer de mama, ou seja, 0 tempo em que houver exposi¢ao seria
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determinante para este possivel efeito, a exemplo disso seria o0 caso da isoflavona de
soja (PIOVESAN et al., 2005), com isso, os trés maiores grupos de fitoestrogenos séo:
flavonas, isoflavonas, cumestranos e o poder estrogénico pode variar entre essas
susbtancias, ou seja, o grupo das isoflavonas tem mais afinidade pelos receptores

estrogénicos, assim como também maior atividade estrogénica.

Os produtos naturais destacam-se também em outros estudos em casos de
contraindicacao do uso de estrogenos bioidénticos e para melhorar a qualidade de
vida, como exemplo o Agnus castus, com o qual interferem no FSH e LH (MORENO
et al., 2017). Cimicifuga racemosa, pelos efeitos positivos no metabolismo 6sseo, por
estimular a atividade de osteoblastos e anti-hiperlipemia (MIAO et al., 2019). A
curcuma, liga-se aos receptores do estradiol e da progesterona, porém com acao
estrogénica fraca. As isoflavonas da soja, apresentam maior afinidade por receptores-
B nos tecidos alvos, com isso, observou-se maior efeito positivo no sistema nervoso
central, sistema vascular e tecido 6sseo em comparacao aos outros tecidos-alvo como
mamas e endométrio (ABDELRAZEK et al., 2019). A red clover, com o qual possuem
a presenca de isoflavona, ha estudos relatando os beneficios em ajudar na reducéo
de sintomas vasomotores em mulheres na menopausa, assim como também em
dispareunia e saude vaginal (DIZAVANDI et al., 2019; GHAZANFARPOUR et al.,
2016).

2.4 Relacao da Doxiciclina em Dosagem Baixa no efeito em Menopausa e
Metaloproteinase

A doxiciclina pertence a uma classe de tetraciclina, dos quais sao
antimicrobianos com acdo em bactérias gram-positivas e gram-negativas, isto €,
inibindo a sintese de proteinas em células bacterianas. Um estudo da doxiciclina em
dosagem baixa, chamado de subantimicrobiano, comegou em 1994, com ensaio
clinico em trinta e sete mulheres na pds-menopausa precoce, foi observado com a
dosagem de 100 mg por dia por 3 meses pode ser um possivel tratamento no
metabolismo mineral 6sseo e este mecanismo de acao é discutido mediante a inibicao
das metaloproteinases de matriz com o qual estdo envolvidos na remodelacéo 6ssea
na pos-menopausa e consequentemente poderia ser interessante o uso perante o

estagio inicial na pés-menopausa (SCARPELLINI et al., 1994)
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Outros dados de ensaio clinico foram correlacionados a analises feitas por
patologias periodontais e com inclusdo da acdo das metaloproteinases de matriz e a
discusséo sobre a acdo da capacidade da tetraciclina como inibicado dessas enzimas
independentemente de sua agao antimicrobiana (GREENSTEIN, 1999; GOLUB et al.,
1998), e também em atuacdo relacionado a protecao contra doencgas cardiovasculares
(PALLASCH, 2004), este medicamento é considerado como inibidor mais potente e
nao seletivo de MMP (GOLUB et al., 1991), apesar disso, a utilizagao da doxiciclina
para esta inibicdo ndo esta muito elucidado pela literatura. Entretanto, JIU e KHALIL.,
(2017) descrevem que a doxiciclina liga-se préximo ao Zn 2* e consequentemente

rompe a ligagdo entre o calcio e com o qual, reduz a degradagcdo das MMPs.

Este medicamento é considerado o Unico inibidor das metaloproteinase com
o qual foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e
usado para tratamento de sepse e doencas periodontais (BEZERRA et al., 2002;
GOLUB et al., 1998; NOVAK et al., 2002; LEE et al., 2004), assim como também, ha
estudos e seus efeitos em aneurisma aédrtico abdominal, infarto agudo e céncer
colorretal, hipertensdo (THOMPSON et al., 1999; VILARREAL et al., 2003; ONODA et
al., 2004; CASTRO et al., 2008)

Em um ensaio clinico randomizado, verificou-se a acdo da doxiciclina
subantimicrobiana em mulheres na p6s-menopausa, com o qual houve reducdo na
gravidade da osteoporose, pois foi observado a normalizacao da atividade colagenase
patologicamente excessiva, ou seja, a metaloproteinase 2 e metaloproteinase 9, além
disso, essas mulheres exibiram redug¢ao nos biomarcadores da inflamacao, destruicao
do colageno e reabsorcdo 6ssea (GOLUB et al., 2008). Em um outro estudo
corroborando com este assunto analisou-se um tempo de tratamento por seis meses,
diminuiu biomarcadores de inflamacao, como proteina C-reativa em individuos com
doenca cardiovascular (DVC) (BROWN et al.,2004)

Em estudo experimental foi observado que a doxiciclina pode ocasionar efeito
antioxidante através do aumento na producao de enzimas antioxidantes no cérebro,
isto é, como tratamento para neuroinflamacao sob acdo em relacdo a enzima
metaloproteinase 9 (DIK et al, 2019). Contudo, outros estudos com 0s quais obtiveram
uma investigacao sobre o efeito da doxiciclina, também esta associado a diminui¢do

de Ulceras gastricas em animais, na remodelag&o em hipertenséo e inibicdo de células
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cancerigenas em carcinoma biliar (SINGH et al.,2011; NASCIMENTO et al., 2018;
WANG et al., 2017).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o envolvimento das metaloproteinases nos sintomas da menopausa

em modelo animal.
3.2. Especificos

o Investigar o efeito das metaloproteinases no peso corporal e consumo
de racao de animais falso-operado e ovariectomizados tratados com inibidores
seletivos de metaloproteinases;

o Analisar o peso uterino e do tecido adiposo total de animais
ovariectomizados ou ndo tratados com estroprogestativos e inibidores de
metaloproteinases;

o Avaliar o perfil bioquimico (calcio sérico, magnésio sérico, ureia,
creatinina, colesterol total, triglicérides, proteinas totais, fosfatase alcalina,
transaminase oxalacética e transaminase pirlvica) no sangue de animais falso-
operados e ovariectomizados tratados com inibidores de metaloproteinases;

o Observar os efeitos de animais falso-operados e ovariectomizados
tratados com inibidores de metaloproteinases em um modelo de fogachos induzido
por exercicio for¢cado;

o Examinar o efeito de animais falso-operados e ovariectomizados

tratados com inibidores de metaloproteinases em sua ciclicidade estral.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizadas ratas fémeas da linhagem Wistar com espécie Rattus
norvegicus e camundongos Swiss com espécie Mus musculus, provenientes do
Biotério Central da UFMA, com pesos variando entre 250 e 300 gramas e 25 e 35
gramas, respectivamente. Os animais foram mantidos a agua e ragao controlada e,
mantidas em ciclos alternados de luminosidade de 12 horas, com temperatura de 20
a 25° C durante 4 semanas. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as
orientagdes para o cuidado com animais de laboratério e com as consideragdes éticas
descritas nos protocolos experimentais aprovados pelo Comité de Etica para Uso de
Animais da Universidade Federal do Maranhao e pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), certificado de aprovagédo n®
23115.014442/2017-06 (anexo 1).

Os animais estavam distribuidos em 6 grupos conforme descricdo a seguir:
Grupo 1 — Falso operado (sham operated) e tratado com solucdo salina (veiculo):
Constituido por ratas submetidas a uma falsa cirurgia tratadas com solucdo salina
(veiculo) com solucéo salina 0,9% que foi o veiculo utilizado para a solubilizagéo e
diluicdo dos horménios (efeito placebo), em volume de 0,1 ml/ 100g de peso dos
animais. Grupo 2 — Falso operado (sham operated) e tratado com doxiciclina:
Constituido por ratas submetidas a uma falsa cirurgia tratadas com um inibidor
inespecifico de metaloproteinases via gavagem. Grupo 3 — Ooforectomizado e tratado
com solugdo salina (veiculo): Os animais foram administrados por via gavagem o
veiculo utilizado para a solubilizagcédo e diluicdo dos horménios (efeito placebo), em
volume de 0,1 ml/ 100g de peso dos animais. Grupo 4 — Ovariectomia e tratado com
doxiciclina: Os animais foram administrados com doxiciclina, por via gavagem. Grupo
5 — Ovariectomia e tratado com estrogénio conjugado associado com acetato de
medroxiprogesterona (estro-progestativos): Apds 21 dias da ooforectomia as ratas
foram administrados via gavagem, com o horménio na dose de 20ug/Kg de peso do
animal. Grupo 6 — Ovariectomia e tratado com doxiciclina e estrogénio conjugado
associado com acetato de medroxiprogesterona (estro-progestativos): Apds 21 dias

da ovariectomia, os tratamentos foram administrados nas ratas diariamente via
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gavagem a doxiciclina na dose de 20 mg/ kg e com o horménio na dose de 20ug/Kg
de peso do animal respectivamente, assim como também em camundongos foram
administrados via gavagem a doxiciclina na dose de 20 mg/kg de peso do animal e
via subcutanea o hormonio na dose de 20 ug /Kg. Ambos os tratamentos foram feitos

no periodo de 1 més.
4.2 Cirurgias de Falso-Operado (Sham) e Ovariectomia

Neste procedimento, as ratas foram submetidas e mantidas com anestesia
por cetamina/xilazina (60/7,5 mg/kg, intraperitoneal) durante todo o periodo cirurgico,
apos isso, foi realizada a assepsia da regiao ventral dos animais (supra-pubica) para
posterior laparotomia de aproximadamente 2 cm na linha mediana para a retirada dos
ovarios e as trompas identificadas. As trompas foram ligadas com fio de sutura e os
ovarios isolados e retirados ap6s a ligadura. Posteriormente fez-se novamente uma
sutura. Os animais falso-operados (sham) foram submetidos ao mesmo procedimento
cirurgico, porém os ovarios e as trompas permaneceram intactos (KHAJURIA et al.,
2012).

4.3 Determinacao do ciclo estral em ratas

O ciclo estral foi realizado ap6s 21 dias da ovariectomia através da analise do
esfregaco vaginal coletado trés vezes na semana no periodo de um més. A coleta do
material vaginal foi realizada sempre entre 10 e 11 horas da manha (DIEL; VOLLMER,;
SCHMIDT, 2002). Foi coletado da secrecao vaginal com o auxilio de uma cureta que
foi introduzida na vagina dos animais em uma profundidade de aproximadamente 0,5
cm de introito vaginal (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). Apos isso, foi colhido
o material e colocado em lamina de vidro na forma de camada fina e corado com a
coloracao de papanicolau para ser visualizado em microscépio 6ptico, onde foram
observadas as caracteristicas citoldgicas para a identificacao das fases do ciclo estral
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

Foram analisadas as seguintes fases do ciclo estral:

a) Diestro: Caracterizada pela presenga, em campo microscépico, de
abundantes leucocitos e escassas células epiteliais basais.
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b)  Proestro: Fase que apresenta escassos leucocitos, abundantes células
epiteliais de nucleo redondo e volumoso e citoplasma basofilo; escassas células
cornificadas do extrato superior. Esta fase na rata dura aproximadamente 12 horas.

c) Estro: Nesta fase ocorre a atividade estrogénica maxima e,
microscopicamente, observam-se escassos leucécitos e células epiteliais e, aumento
no numero de células cornificadas, que apresentam nucleos picnéticos e citoplasma

eosindfilo.

d) Metaestro: Esta fase se inicia com a regressdo do epitélio vaginal.
Gradativamente vao desaparecendo as células cornificadas e aumentando o numero
de leucécitos e de células epiteliais basais.

4.4 Drogas Utilizadas

Foram utilizados o estrogénio conjugado 0,45 mg associado com acetato de
medroxiprogesterona 1,5 mg, em forma de comprimido com o nome comercial Selecta
fornecido gratuitamente pelo laboratério LIBBS S/A. A doxiciclina foi obtida na forma
de comprimido, com o nome comercial doxifin tabs na concentracao de 200 mg. Para
as ratas, diluiu-se um comprimido de 200 mg em 20 ml de soro fisiolégico, em relacao
aos camundongos foi feito a diluicdo de um comprimido de 200 mg em 20 ml de soro
fisiologico, apos isso, utilizou-se 10 ml desta solucdo e diluiu-se mais em 10 ml de
soro fisioldgico para obtengéo da concentracédo final.

4.5 Determinacao do consumo de racao dos animais

Durante todo o periodo do experimento, foi realizado a gestdo do consumo de
racao das ratas. A ingesta de racdo dos animais foi determinada em dias alternados
na semana, sendo ofertada 300g de racao durante trés vezes na semana. As sobras
de racao foram pesadas e subtraidas pela quantidade total ofertada e divididas pela
quantidade de ratas em cada gaiola e pelo niumero de dias em que foi consumida.
Diante deste calculo, foi determinado o consumo de racgdo didria por rata em cada

gaiola.
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4.6 Determinacao do peso corporal dos animais

Durante todo o periodo de tratamento realizou-se o controle de peso corporal,
ingestao alimentar das ratas e camundongos durante 3 vezes na semana. Os animais
foram pesados diariamente para a determinacdao do volume das drogas que foram

administradas.
4.7 Coleta de sangue para dosagem bioquimica em ratas

Amostras de sangue foram coletadas a partir da veia cava posterior utilizando
seringas heparinizadas e o plasma foi imediatamente separado por centrifugacao a
2000 g, a temperatura ambiente durante 20 minutos. As dosagens quantitativas foram
realizadas utilizando-se o espectrofotdmetro para a determinacdo dos seguintes
parametros bioquimicos: Calcio, Colesterol total, Creatinina, Fosfatase Alcalina,
Proteinas Totais, Transaminase Oxalacética, Transaminase PirQvica, Triglicerideos e
Ureia; utilizando-se a técnica, comprimento de onda e referéncias de acordo com o

elemento dosado e orientagédo do fabricante dos reagentes (BIOCLIN).
4.8 Determinacao do Tecido Adiposo e Peso Uterino das Ratas

Apéds a retirada do sangue das ratas, o intestino foi rebatido para melhor
exposicao do tecido adiposo e dos cornos uterinos que foram isolados em conjunto e
retirados em toda a sua extensao para a determinag¢ao do peso umido com a utilizacao

da balanca analitica.
4.9 Inducao de fogacho em camundongos

Exercicio forgcado para indugédo de fogachos/ondas de calor: Primeiramente, os
animais foram condicionados durante 3 semanas na esteira com velocidade
ascendente (Fig.1) apds a ovariectomia. Durante o condicionamento, apos a corrida,
os animais foram acomodados em um contensor aonde permaneceram durante cinco
minutos (basal). No dia do experimento, os animais foram forcados a correr € apds
isso foram contidos durante 5 minutos somente para a medida da temperatura da
temperatura caudal. A temperatura da cauda foi comparada com a média da

temperatura da cauda medida de acordo com a essa equagao:

ATST (ATST = (temperatura da cauda) — (média da temperatura basal)).
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Registro da temperatura caudal e processamento da imagem (termo-camera): A
temperatura da pele da cauda foi medida através do equipamento Thermal Imager
TH9260 através de luz infravermelha com lentes de vidro (NEC San-ei Instruments
Limited, Japan). A distancia optica para uma medida térmica adequada foi
estabelecido para ser entre 16-25 cm. Os animais foram mantidos em conteng¢do, com
prévia ambientacdo dos mesmos, em um contensor LE5014. Durante os
experimentos, as imagens térmicas foram tiradas no comec¢o do experimento (tempo
0) e no final de 5 minutos de cada medida (tempos). Todas as medidas de temperatura
caudal foram realizadas entre 08:00 a 18:00. Para o processamento da imagem, o
software Reporter Generator Lite foi utilizado (NEC San-ei Instruments Limited,
Japan). Nos experimentos de temperatura, foi medido 0.8 cm da base da cauda como

uma temperatura média em uma area de 0.25 x 0.25 cm.

SHAM ou 3 Semanas 1 semana 2" semana 3 semana 4% semana
OVX Tratamentos e Medidas

3 semanas de treinamento:

1" semana: velocidade 4 m/min — duracao: 1 min
velocidade 7 m/min- durac&o: 5 min
Uma vez na semana
2" semana: velocidade 7 m/min — duracéo: 5 min
velocidade 15 m/min- duracéao: 5 min
Uma vez na semana
3% semana: velocidade 10 m/min — duracéo: 10 min
Duas vezes na semana

Figura 4: Fluxograma de treinamento dos animais para condicionamento de exercicio de

esteira forgado.

4.10 Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de duas vias
(Two-way) para medidas repetidas, seguida do teste de Bonferroni, para comparacoes
multiplas. O nivel de significancia adotado foi de 5% (a=0,05). Todos os calculos
estatisticos foram realizados utilizando o programa estatistico GraphPad Prism

version 6.00 for Windows, San Diego, California, E.U.A.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento com estroprogestativos e doxiciclina em relacao ao

acompanhamento corporal e peso corporal total:

Os animais falso-operados nao aumentaram seu peso corporal independente
do tratamento. Como esperado, a ovariectomia (OVX) promoveu um importante
aumento na massa corporal em comparacao aos grupos SHAM. O tratamento de
animais ovariectomizados com solug¢ao salina apresentaram significancia estatistica

guando comparados ao grupo SHAM tratado com solugao salina conforme a figura b.
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Figura 5. Acompanhamento ponderal em semanas e peso corporal de ratas Wistar do grupo
Falso-operado (SHAM) que receberam solugdo NaCl 0,9%; SHAM administradas com
doxiciclina, ovariectomizadas que receberam NaCl 0,9%; ovariectomizadas tratadas com
doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem); ovariectomizadas com Estroprogestativo (EP, 20
ug/Kg, via gavagem), ovariectomizadas tratadas com doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via
gavagem) e com Estroprogestativo (EP, 20 ug/Kg, via gavagem). Cada linha e simbolo e
colunas e barras verticais respectivamente, representam a média * erro padrao das médias
(n=5). a) Acompanhamento ponderal em semanas: *quando comparado com OVX Veic/OVX
Doxi/OVX EP/ OVX X EP X Doxi ** quando comparado com OVX Veic/OVX Doxi/OVX EP/
OVX X EP X Doxi. b) Peso Corporal Total: * quando comparado com Sham X Veic/Sham X
Doxi ** quando comparado com Sham X Veic/Sham X Doxi # quando comparado com Sham
X Veic/Sham X Doxi ## quando comparado com Sham X Veic/Sham X Doxi.

5.2 Efeito do tratamento com estroprogestativos e doxiciclina em relacao ao
acompanhamento do consumo de racao de ratas e o consumo de racao total

Em relacdo ao consumo de racdo conforme as figuras a e b, houve
significancia estatistica em relagéo a redugado do consumo de ragao do grupo OVX
tratado com DOXI em relagéo ao grupo OVX tratado com EP, ou seja, evidenciando
que 0s animais ovariectomizados apresentam maior hiperfagia em comparacao aos
grupos SHAM, porém, quando tratado com doxiciclina, observou-se que houve menor

consumo, mas sem alteragao no peso.
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Figura 06. Acompanhamento do consumo de ragdo em 4 semanas, cada linha e simbolo
representam a média + erro padrao das médias (n=5-6). Os valores foram considerados
diferentes com ##p< 0,001 em relacdo ao grupo OVX tratado com EP (one-way ANOVA,
Bonferroni). Consumo de racao total por grupo de ratas Wistar do grupo Falso- operado
(SHAM) que receberam NaCl 0,9%; SHAM administradas com doxiciclina, ovariectomizadas
que receberam NaCl 0,9%; ovariectomizadas tratadas com doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via
gavagem); ovariectomizadas com Estroprogestativo (EP, 20 pg/Kg, via gavagem),
ovariectomizadas tratadas com doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem) e com
Estroprogestativo (EP, 20 ug/Kg, via gavagem). Cada linha e simbolo representam a média
* erro padrédo das médias (n=5). a) Consumo de ra¢ao por semanas: *quando comparado com
OVX X EP ** quando comparado com OVX X EP #quando comparado com OVX X EP ##
quando comparado com OVX X EP. b) Consumo de ragao total: *quando comparado com
OVX X Doxi **quando comparado com OVX X Doxi #quando comparado com OVX X Doxi ##
quando comparado com OVX X EP.

5.3 Efeito do tratamento com estroprogestativo, doxiciclina e ambos farmacos
simultaneos em ratas com e sem ovariectomia sobre o peso do tecido adiposo
e do utero

Os animais submetidos a ovariectomia (OVX, EP e DOXI) apresentaram
significancia estatistica com percentuais de tecido adiposo aumentados em
comparacao ao grupo SHAM tratado com salina conforme a figura a. Em relagdo ao
peso do Utero, houve significancia estatistica e verificou-se que a ovariectomia induziu
a diminuicao do érgao, sendo que, esta reducao € mais evidenciada pelo peso do
utero no grupo OVX tratado com DOXI comparado ao grupo SHAM tratado com DOXI

conforme a figura b.
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Figura 07. Efeito do tratamento de 4 semanas na determinagéo do tecido adiposo e peso
uterino de ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam NaCl 0,9%, SHAM
tratados com doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas (OVX)
administradas com NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas com Estroprogestativo (EP, 20
Mg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via
gavagem) e ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem) e com
Estroprogestativo (EP, 20 ug/Kg, via gavagem). As colunas e barras verticais representam,
respectivamente, as médias * erro padrdao das médias (n=5). a) Peso tecido Adiposo Total: *
quando comparado com Sham X Veic e ShamX Doxi ** quando comparado com Sham X veic
e Sham X Doxi ***quando comparado com Sham X Veic e Sham X Doxi #quando comparado
com Sham X Veic e Sham X Doxi. b) Peso Tecido Uterino: *quando comparado com Sham X
veic. **quando comparado com OVX X EP. *** quando comparado com Sham X Doxi.

5.4 Efeito do tratamento com estroprogestativos, doxiciclina e ambos farmacos
em ratas com e sem ovariectomia sobre a concentracao plasmatica de caicio e

magnésio

Os niveis séricos de célcio dos animais submetidos aos tratamentos
propostos no presente estudo, ndo apresentaram diferenga estatistica significante. Os
niveis séricos de magnésio dos animais submetidos aos tratamentos propostos no
presente estudo, apresentaram diferenga estatistica significante, pois os niveis de
magnésio estavam aumentados no grupo ovariectomizados (OVX) tradados com

DOXI em comparagéo ao grupo SHAM tratado com veiculo conforme a figura b.
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Figura 08. Efeito do tratamento de 4 semanas na determinacdo dos niveis de célcio e
magnésio de ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam NaCl 0,9%, SHAM
tratados com doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas (OVX)
administradas com NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas com Estroprogestativo (EP, 20
Hg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via
gavagem) e ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem) e com
Estroprogestativo (EP, 20 pg/Kg, via gavagem). As colunas e barras verticais representam,
respectivamente, as médias + erro padrdo das médias (n=7-9). b) niveis de magnésio:
*quando comparado com OVX X Veic. (* p<0,005 ANOVA/Bonferroni)

5.5 Efeito do tratamento com estroprogestativos, doxiciclina e ambos farmacos
em ratas com e sem ovariectomia sobre a concentracao plasmatica de fosfatase
alcalina e proteinas totais

De acordo com a figura a, os niveis séricos de fosfatase alcalina estavam
aumentados nos animais submetidos a cirurgia de ovariectomia, no entanto,
apresentaram diferenca estatistica significante em relagéo aos grupos SHAM tratados
com (Vei e DOXI) e OVX tratado com DOXI. Conforme a figura b, em relacdo as
proteinas totais dos animais ndo apresentaram diferenga estatistica significativa,
porém, analisou-se que havia uma reducéo discreta do grupo OVX tratado com DOXI

quanto tratado com EP em comparacao aos outros grupos.
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Figura 09. Efeito do tratamento de 4 semanas na determinacdo dos niveis de fosfatase
alcalina e proteinas totais de ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam
NaCl 0,9%, SHAM tratados com doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem),
ovariectomizadas (OVX) administradas com NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas com
Estroprogestativo (EP, 20 pg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina
(DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem) e ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 200
mg/Kg, via gavagem) e com Estroprogestativo (EP, 20 ug/Kg, via gavagem). As colunas e
barras verticais representam, respectivamente, as médias * erro padrao das médias (n=5). a)
Niveis de fosfatase alcalina: * diferenca em relagéao ao grupo OVX tratado com EP (*p <0,0001
ANOVA/ Bonferroni); ** diferengca em relagdo ao grupo OVX tratado com EP (**p <0,0001
ANOVA/ Bonferroni); # diferenca em relagédo ao grupo OVX tratado com EP ( #p <0,0001
ANOVA/ Bonferroni);

5.6 Efeito do tratamento com estroprogestativos, doxiciclina e ambos farmacos
em ratas com e sem ovariectomia sobre a concentracao plasmatica de colesterol

e triglicérides

Os niveis séricos de colesterol apresentaram diferenca estatisticamente
significativa, pois o grupo OOF tratado com EP e DOXI estavam aumentados em
comparagao ao grupo SHAM tratado com salina conforme a figura a. Em relagao aos
triglicérides, apesar de nao apresentar diferenca estatistica significante entre os
animais, observou-se que o grupo OVX tratado com DOXI estava aumentado em
comparacgao ao grupo OVX tratado com EP e DOXI conforme a figura b.
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Figura 10. Efeito do tratamento de 4 semanas na determinacao dos niveis de colesterol total
e triglicerideo em ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam NaCl 0,9%,
SHAM tratados com doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas (OVX)
administradas com NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas com Estroprogestativo (EP, 20
ug/Kg, via gavagem), ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via
gavagem) e ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem) e com
Estroprogestativo (EP, 20 ug/Kg, via gavagem). As colunas e barras verticais representam,
respectivamente, as médias + erro padrdo das médias (n=5). a) Niveis de colesterol total: *

diferenca em relagdo ao grupo SHAM tratado com salina; (*p<0,04 Tukey; ANOVA/
Bonferroni).

5.7 Efeito do tratamento com estroprogestativos, doxiciclina e ambos farmacos
em ratas com e sem ovariectomia sobre a concentracao plasmatica de ureia e
creatinina:

Conforme a figura a, os niveis séricos de ureia nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os animais, porém, analisou-se que o grupo OVX
tratado com salina estavam diminuidos em comparagao aos outros grupos. Em
relacdo a figura b, os niveis de creatinina, houve diferenca estatisticamente
significativa, pois o grupo OVX tratados com (EP; EP e DOXI) estavam com niveis

maiores em comparacgao ao grupo OVX tratado com DOXI.
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Figura 11. Efeito do tratamento de 4 semanas na determinacdo dos niveis plasmaticos de
ureia e creatinina em ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam NaCl
0,9%,SHAM tratados com doxiciclina (DOXI, 200 mg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas
(OVX) administradas com NaCl 0,9%, ovariectomizadas tratadas com Estroprogestativo (EP,
20 pg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via
gavagem) e ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem) e com
Estroprogestativo (EP, 20 pug/Kg, via gavagem). As colunas e barras verticais representam,
respectivamente, as médias + erro padrao das médias (n=5). b) Niveis de creatinina: *
diferenca em relagdo ao grupo OVX tratado com DOXI (*p<0,004 ANOVA/ Bonferroni).; #
diferenca em relagdo ao OVX tratado com DOXI (#p<0,004 ANOVA/ Bonferroni).

5.8 Efeito do tratamento com Estroprogestativos, doxiciclina e ambos farmacos
em ratas com e sem ovariectomia sobre a concentracao plasmatica de
transaminase oxalacética (TGO) e transaminase piruvica (TGP)

De acordo coma figura a, os niveis séricos de transaminase oxalacética (TGO)
nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os animais, porém,
analisou-se que os grupos SHAM e OVX tratados com DOXI| estavam maiores em
comparagcao aos outros grupos. Conforme a figura b, em relacdo a transaminase
piravica (TGP), apesar de nao apresentarem diferenca estatistica significante,
observou-se que o grupo SHAM tratado com DOXI quanto o OVX tratados com EP

estavam com concentragées mais aumentadas em comparagio aos outros grupos.
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Figura 12. Efeito do tratamento de 4 semanas na determinacdo dos niveis plasmaticos de
TGO (transaminase oxaloacética) e TGP (transaminase piravica) em ratas Wistar do grupo
Falso- operado (SHAM) que receberam NaCl 0,9%, SHAM tratados com doxiciclina (DOXI,
20 mg/Kg, via gavagem), ovariectomizadas (OVX) administradas com NaCl 0,9%,
ovariectomizadas tratadas com Estroprogestativo (EP, 20 pg/Kg, via gavagem),
ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem) e
ovariectomizadas tratadas com Doxiciclina (DOXI, 20 mg/Kg, via gavagem) e com
Estroprogestativo (EP, 20 ug/Kg, via gavagem). As colunas e barras verticais representam,
respectivamente, as medias * erro padréo das médias (n=5). (p>0,05 ANOVA/ Bonferroni).

5.9 Efeito do tratamento com Estroprogestativos, doxiciclina e ambos os
farmacos em ratas com e sem ovariectomia sobre o modelo de fogachos

induzido através de exercicio forcado na esteira

Os animais ovariectomizados (OVX) tratados com salina apresentaram um
aumento na variagdo da temperatura cutanea quando comparado com animais falso-
operados, independente do tratamento. O tratamento com estro-progestativos reduziu
esse aumento. Ja os animais tratados com estro-progestativos em associagdo com
doxiciclina apresentaram uma reducdo ainda maior da variagdo da temperatura

cutdnea da cauda apos a indugao de exercicio forcado.



48

ww

& Temperatura da pele da cauda (°C)

N @ =
4° Qu‘*' _‘jc-r Qu‘*'
& s g™
o _,'_‘:*
+
&

Figura 13. Aumento da temperatura cutanea induzida pelo exercicio forcado para inducéo de
fogacho em ovariectomizados e camundongos submetidos a cirurgia simulada. A mudanca
de temperatura foi calculada subtraindo a temperatura basal da pele da temperatura
observada apds o exercicio forgado para indugdo de fogacho. Os resultados sdo exibidos
como médias * erro padréo das médias. * quando comparado com OVX X EPXDoxi. **quando
comparado com Sham X Doxi, # quando comparado com OVX X Veic, ## quando comparado
com OVX X Veic, ## quando comparado com OVX X veic e OVX X Doxi.

As imagens de termograma representam de maneira esquematica as
mudancgas nas temperaturas no primeiro minuto apds a retiradas dos animais apds o
exercicio forcado na esteira. Pode verificar que os animais falso-operados
apresentaram uma reducao na temperatura caudal cutdnea no primeiro minuto em

relacéo a todos os animais sem ovarios, independente do tratratamento.

Veiculo Doxi Veiculo EP Doxi Doxi + EP

SHAM ovX
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Figura 14. Termogramas representativos da temperatura da pele da cauda logo apds a
inducao dos fogachos através do exercicio forgado na esteira.

5.10. Efeito do tratamento com Estroprogestativos, doxiciclina e ambos os
farmacos em ratas com e sem ovariectomia sobre a ciclicidade estral

Foi observado que os animais falso-operados, independente do tratamento,
aumentaram a frequéncia na fase estro. Ja nos animais ovariectomizados em todos
os grupos foi verificado um aumento na permanéncia da fase diestro, em especial, os
animais tratados somente com Doxiciclina (Fig.15).
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Figura 15. Analise de ciclo estral em ratas Wistar do grupo Falso-operadas (SHAM) que
receberam NaCl 0,9%, (SHAM) tratado com doxiciclina (DOXI, 200 mg/kg, via gavagem),
ooforectomizadas (OOF) administradas com NaCl 0,9%, ooforectomizadas tratadas com
estroprogestativo (EP, 20 ug/Kg, via gavagem) e ooforectomizadas tratadas com doxiciclina
(DOXI, 200 mg/kg via gavagem). As colunas e barras verticais representam, respectivamente,
as médias * erro padrao das médias (n=05-06). *diferengca em relagdo ao grupo sham (sal),
sham (doxi), ovx (sal), ovx (ep) (p< 0,05 ANOVA/ Bonferroni) e # em relacao a todos os OVX
(p >0,05 ANOVA/ Bonferroni).
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Figura 16. Representacdo de cada fase do ciclo estral de cada grupo. A- animal controle
tratado com solugédo salina em NaCl 0,9%, coloragdo positiva para fase metaestro com
leucdcitos, células epiteliais nucleadas e cornificadas. B- animal sham tratado com doxiciclina,
coloragdo positiva para fase estro com células cornificadas anucleadas. C- animal
ovariectomizado tratado com solugdo salina em NaCl 0,9%, coloragao positiva para fase
diestro com predominancia de leucocitos. D- animal ovariectomizado tratado com doxiciclina,
coloragao positiva para diestro com predominancia de leucécitos E- animal ovariectomizado
tratado com estrogénio e progesterona, coloragcdo positiva para fase diestro com
predominancia de leucdcitos. F- Animal ovariectomizado tratado com estrogénio e
progesterona e doxiciclina, coloracdo positiva para fase diestro com predominancia de
leucocitos.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho analisou-se a avaliacdo do acompanhamento ponderal ao
longo de semanas e o total do peso durante todo o tratamento. Verificamos que os
animais falso-operados ndao aumentaram seu peso corporal independente do
tratamento. Entretanto, verificamos que animais ovariectomizados aumentaram seu
peso corporal em relagdo a esses animais, conforme esperado. Com ou sem as
metaloproteinases, este parametro nao parece ser influenciado. Segundo Andersen
et al., (2004) e Larco et al., (2012) a cirurgia para ovariectomia em animais funciona
como modelo para estudo de obesidade e menopausa, por induzir o aumento de peso
e diminuicdo de secregcao hormonal, assim como também, relatam que ratas OVX
predispde a maior consumo de racao e maior peso. Jellenick et al., (2013) citam que
isso ocorre devido a deficiéncia estrogénica logo apos a retirada dos ovérios. Diante
disso, ha menor acao deste horménio em relagcdo ao funcionamento sobre o controle
do consumo de alimentos pelo hipotalamo, acumulo maior de gordura e maior

inflamacéao.

No presente estudo, 0s animais tratados somente com doxiciclina consumiram
menos ra¢cao quando comparado com os demais grupos, sendo eles falso-operados
ou ovariectomizados. Santollo et al., (2011) menciona que o hipoestrogenismo induz
a obesidade devido uma falha no controle do apetite através do hipotadlamo. Ja animais
ovariectomizados tratados com EP conseguiram reduzir o peso (Silva et al., 2012).
Diversas metaloproteinases e TIMPs estao expressas no tecido adiposo e estao
envolvidas no desenvolvimento da obesidade e suas acomplicagdes associadas. Em
especial, a TIMP-1 tem sido relatada como uma adipocitocina que aumenta
diferenciagdo dos pré-adipocitos e acumulo de gordura e pode ser utilizada como um
preditor de obesidade (Kralish et al.,2007).

Em relacdo ao peso uterino, animais falso-operados apresentaram um
aumento no peso enquanto animais ovariectomizadaos apresentaram uma reducao.
Porém animais tratados com doxiciclina em associacdo com estro-progestativo
reverteram essa redugdo. Carmo et al. (2018) também observaram que no grupo OVX
havia menor peso uterino em comparac¢ao ao SHAM e Giordano et al. (2015) relata

gue os hormdnios estrogénio e progesterona controlam o peso uterino. Entretanto,
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Maioral et al (2016) em seu estudo analisaram que a terapia de reposicdo hormonal

com estrogénio afetou o endométrio destes animais.

Rossouw et al., (2001) e Wakatsuki et al., (2003) e Gellersen et al., (2010)
em seus estudos relataram que nas células do estroma endometrial, as enzimas MMP-
2 e MMP-9 encontravam-se aumentadas em resposta ao tratamento
estroprogestativo. Xiaomei et al, (2012) com sua pesquisa feita com ratas
ooforectomizadas, constataram que o estrogénio (17(3-estradiol) restaurou o peso

uterino normal cerca de 4,5 vezes o peso uterino.

Foi verificado em estudo por Helvering et al., (2005) que houve reducéo da
MMP-2 em ratas com ovario, ja as ooforectomizadas e apds 5 semanas de tratamento
com estradiol, observou-se que a atividade de MMP-2 estava significamente
aumentada nos tecidos uterinos, o0 que n&o pode ser verificado na MMP-9. Hendrix e
McNeeley, (2001) sugerem que as metaloproteinases estariam envolvidas na
remodelacdo da matriz extracelular podendo estar relacionadas a patologias que
possam enfrequecer a estrutural normal e suporte do sistema genitourinario como

proplapso de érgaos pélvicos e incontinéncia urinaria.

Em relagéo ao peso do tecido adiposo total, verificamos que os animais falso-
operados tratados com salina ou doxiciclina apresentaram redu¢ao no tecido adiposo
total quando comparado com animais ovariectomizados tratados com salina e
doxiciclina isolada. Esse aumentou foi revertido com o uso de estroprogestativo de
maneira isolada ou associado ao inibidor de metaloproteinases.

Silva et al., (2012) demonstraram que ratas OVX apresentaram maior acumulo
de gordura em comparacéo ao grupo SHAM e também analisou que o tecido adiposo
dos animais OVX tratados com EP estavam diminuidos. Cooke et al., (2004) e Heine
et al., (2000), enfatizam que o estrogénio é responsavel pela regulacdo do tecido
adiposo. Segundo Benoit et al., (2004), este fator € importante devido a secrecao da
leptina, isto €, um mecanismo que exerce a funcédo de saciedade a nivel hipotalamico
e como consequéncia o controle do peso corporal. Nos achados encontrados na
literatura como estudos de (MAZOR, 2018; MIKSTOWICZ et al., 2017), as
metaloproteinases (MMP) sao sintetizadas no tecido adiposo, porém ainda tem
resultados controversos, no entanto, em estudo por Berg et al., (2019) a MMP-2 pode
estar associado com marcadores de obesidade, assim como também pode

correlacionar uma ligagéao entre tecido adiposo e o risco de doenga cardiovascular.
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Vieira et al., (2012) relata que o hipoestrogenismo esta relacionado a um
aumento da inflamacao no tecido adiposo. Diante disso, alguns estudos sugerem que
os niveis de ERa dentro das células regulam a obesidade em mulheres, sendo assim,
o ERa especifica do adipécito pode regular o peso corporal, a inflamagado dos
adipécitos, a fibrose, assim como também os niveis de glicemia. De acordo com os
autores Davis et al., (2013) e Ribas et al., (2011) demonstram que a eliminacao da
expressao de receptores ERa em macréfagos associa-se a obesidade e complicagdes

metabdlicas em camundongos fémeas.

Segundo Stefanscka et al., (2015) a prevaléncia de sindrome metabdlica (SM)
na pés-menopausa deve-se a perda do papel protetor dos estrogénios e ao aumento
dos androgenos circulantes, resultando em alteragbes na distribuicdo da gordura
corporal e no desenvolvimento da obesidade abdominal. O excesso de tecido adiposo
visceral desempenha um papel importante devido a sintese e secrecao de substancias
bioativas, como adipocitocinas, citocinas pré-inflamatérias, espécies reativas de
oxigénio, fatores pro-tromboticos e vasoconstritores. A SM também pode afetar a
avaliacao de risco de cancer de mama, osteoporose e doenca renal crbnica, e
qualidade de vida durante a transicdo da menopausa.

Em relagdo aos niveis séricos de calcio (Ca), apesar de ndo apresentarem
diferenca estatistica significativa, pode ser verificado uma tendéncia na reducéo dos
niveis no grupo de animais ovariectomizados tratados com salina quando comparado
com animais falso-operados tratados em ambos 0s grupos quanto em animais OVX
tratados com doxiciclina ou estro-progestativos. Segundo Xu et al., (2018), a
ooforectomia pode ser considerado uma estratégia para indugcédo de osteoporose, pois
analisaram também que os niveis de célcio encontravam-se diminuidos nesta fase.
Diante disso, Bedell et al., 2013 aponta que a TRH ¢é indicada para ajudar na
prevencao de osteoporose. Wang et al., (2005) enfatizam a sua importancia para
modular os receptores de estrogénio e consequentemente agir como modulador de
receptores de estrogénicos (ER), isto é, obter ligacdo aos ER nas células 6sseas, e
inibir a absorcdo 6ssea, aumentar a densidade 6ssea e reduzir o risco de fratura
vertebral.

Segundo Scarpellini et al., (1994), mostraram que a doxiciclina inibe

metaloproteinases da matriz 6ssea e a reabsor¢cdo Ossea e consequentemente
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poderiam ser benéficas em mulheres apds a menopausa. Estes dados sugerem uma

possivel acdo da doxiciclina no metabolismo mineral 6sseo.

O mecanismo descrito por Scarpellini et al., (1994), considera que a resposta
pode estar relacionada aos metabdlitos dependentes de minerais € nao com via
hormonal, isto €, ha inibicdo de MMPs, com o qual estdo envolvidos na remodelacao
Ossea durante este periodo. Sugerem que o tratamento com doxiciclina pode ser
benéfico na melhoria da perda éssea de célcio, particularmente durante o estagio

inicial da p6s-menopausa.

Um estudo de Reinhardt et al., (2007) com mulheres na pés- menopausa,
analisaram a eficacia da dose sub-antimicrobiana da doxiciclina por 2 anos, pode ser
benéfico na reducdo da perda de insercdo progressiva em mulheres na poés-
menopausa. Zhao et al., (2009) em seu estudo notaram uma redugao na atividade de
MMP administragdo de doxiciclina, porém h& dados inconclusivos devido a amostra
pequena do estudo, entdo permanecem as duvidas quanto aos resultados de
doxiciclina e metaloproteinase, com ou sem associagcdo de terapia de reposi¢ao
hormonal.

No presente estudo, verificamos que os niveis de fosfatase alcalina estavam
reduzidos em animais falso-operados em ambos o0s grupos tratados. Ja os animais
OVX tratados com salina apresentaram um aumento em seus niveis que quando
comparado com estes animais. A hormonioterapia aumentou seus niveis e 0
tratamento somente com Doxiciclina os reduziu. Entretanto a associacao dos dois

tratamentos, aumentou seus niveis séricos.

Mukaivama et al, (2015) descreve que a fosfatase alcalina pode ser
encontrado como marcadores de metabdlitos 6sseos e hepaticos, além disso,
analisou em 626 mulheres na pés menopausa e identificou que os niveis de fosfatase
alcalina estavam aumentadas na faixa etaria de 80 anos em comparacao aos de 60
anos e este nivel aumentado relaciona-se a alta renovacdo Ossea, isto é, pela
remodelacdo déssea. Além disso, a fosfatase alcalina é um parametro bastante
inespecifico sendo encontrada em diversos érgdos como cérebro, 0sso, pancreas,
intestino, rins e figado.

A TRH em alguns estudos, estd correlacionada com a prevengdo do

desenvolvimento de osteoporose na menopausa. Alguns estudos sugerem que a TRH
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pode melhorar a integridade estrutural do tecido pélvico e ter efeitos benéficos na
incontinéncia urinaria (Moehrer et al., 2003). Em contrapartida, Grady et al., (2001) e
Hendrix et al.,, (2005) sugerem que a terapia com estrogénio pode piorar o nivel
urinario incontinéncia em mulheres na pdés-menopausa, assim como também,
predispor a um maior risco de cancer de mama e endométrio, sangramento vaginal,
doenca coronariana, acidente vascular cerebral e tromboembolismo venoso. O

desenvolvimento destes parametros estaria associado ao aumento das MMP-2 e 9.

Contudo, em uma revisao sistematica e meta-analise o autor Magliano et al.,
(2005) enfatiza que nao ha indicios dos beneficios em relagdo a redug¢éo do risco e
prevencgao de doencgas cardiovasculares, porém Salpeter et al., (2006) relata que pode
indicar e pode haver efeito preventivo, caso tenha este tratamento somente antes do

inicio do desenvolvimento da aterosclerose.

Os niveis de magnésio (Mg) sérico dos animais com ovarios preservados,
independente do tratamento, aumentaram os niveis quando comparados com animais
ovariectomizados tratados com salina. Quando os animais foram tratados com TRH e
associado com Doxiciclina, os niveis foram discretamente aumentados. Ja o
tratamento isolado com Doxiciclina elevou os niveis de magnésio quando comparado
com os demais grupos. A formacdo déssea estd associada a uma matriz protéica
organica, constituida em maioria de fibras de colageno tipo | e apenas 5% de

proteoglicanos e proteinas ndo colagenosas.

O magnésio atua como catalisador para inUmeras enzimas, além de fornecer
estrutura especifica as mesmas. E fundamental para a funcdo normal das glandulas
paratireoides e para o metabolismo da vitamina D; sua deficiéncia esta associada com
a hipertensao, arritmia cardiaca, infarto do miocardio, hipocalemia e hipocalcemia.
Sonu et al., 2016 em seu estudo menciona que os niveis séricos de magnésio na urina
estavam mais exacerbados em mulheres pés-menopausadas em relacao a mulheres

pré-menopausadas.

Em estudo com camundongos realizado por Paginas et al. (2003), foi
observado que a deficiéncia de magnésio pode estar relacionada com a parede da
aorta mais fina que nos grupos controles e estas alteracées foram correlacionadas

com a expressao de MMP-2 e 9.
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No entanto, foi sugerido por Yue et al., (2003) que a MMP-2 pode desencadear
uma agao na formacao e progressao da lesdo aterosclerdtica. A suplementacao de
magnésio poderia reduzir os niveis de MMP-2, revertendo desta forma a lesao.

No que diz respeito a quantificacdo de proteinas totais séricas, verificamos
gue nao houve alteracéo nos niveis globais independente do grupo. Podemos sugerir
entdo que nenhum tratamento alterou as proteinas totais de cada 6rgdo ou vaso e

com isso nenhuma toxicidade foi observada.

Em relagdo aos niveis de colesterol sérico, verificou-se um aumento nos
animais tratados com doxiciclina associado a estro-progestativos quando comparado
com os animais falso-operado. Ja o contrario pode ser evidenciado no que diz respeito
aos niveis de triglicerideos, aonde este mesmo grupo apresentou seus niveis

reduzidos quando comparados com grupos falso-operados.

Segundo Berg et al., (2019), o acumulo de gordura visceral esta relacionado
a maior concentracdo de triglicérides e menor quantidade de colesterol HDL em
mulheres pré e pdés-menopausa. O nivel elevado do colesterol lipoproteina de baixa
densidade (LDL) é o principal fator de o risco cardiometabdlico apés a menopausa.
Pedersen et al., (1996), analisou que o0s horménios sexuais enddgenos tém
demonstrado estar associados com o perfil lipidico em mulheres durante e apés a
menopausa. Estrogénio e receptores androgénicos sdao expressos em adipécitos
viscerais e subcutaneos, com o qual podem afetar o metabolismo dos lipidios no tecido
adiposo de mulheres em menopausa. Entretanto, a autora Shelley et al., (1998),
mostra que os estrogénios sdo associados a um perfil lipidico favoravel e andrégenos
estao relacionados a um perfil lipidico aterogénico.

Diante disso, o risco maior de obesidade em mulheres na menopausa, esta
relacionado a adiponectina diminuida.Segundo Haffner et al., (2005), a adiponectina
pode induzir 0 aumento dos inibidores teciduais de metaloproteinase (TIMPs). Freise
et al., (2009) explica que o acumulo de tecido adiposo visceral esta correlacionado a
triglicérides mais altas e menores concentragbes de colesterol HDL em mulheres pré
e pés-menopausa. Ja Eva et al., (2016) sugere que deve haver associacoes diretas
entre a MMP-2 e o perfil de lipoproteina aterogénica.

Estudos mostram que os triglicerideos aumentam mediantes o

envelhecimento (Anagnostis et al., 2015; Dallongevile et al., 1995). Aléem disso,
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demonstram que alguns tipos de metaloproteinases como as ADAMS estdo

relacionadas com sindrome metabdlica e dislipidemia (Weerasekera et al., 2017).

Em relacdo a funcao renal dos animais, verificamos que 0s niveis de ureia os
animais ovariectomizados tratados com veiculo estavam com niveis reduzidos quando
comparado com os demais grupos, porém sem diferenga estatistica. Ja em relacéo
aos niveis séricos de creatinina, verificamos um aumento nos niveis plasmaticos em
animais ovariectomizados tratados com estro-progestativos isoladamente ou em
associacao com inibidores de metaloproteinases quando comparados aos animais

ovariectomizados tratados com veiculo ou somente doxiciclina.

Tazeen et al, (2003) em uma meta-analise sobre mulheres na pos-
menopausa constatou que acontece um declinio da funcédo renal em mulheres em
comparacao aos homens. Diante disso, houve convergéncia com o atual estudo, mas
ressalta-se que ha mais elevacao da creatinina nos grupos tratados com estro-

progestativos e também em associagéo a doxiciclina.

Xiaomei et al., (2012) relatam que apesar da restauracdo uterina com o
estrogénio, verificaram aumento no peso do rim, albumindria e aumento na
concentragdo dos niveis de creatinina no plasma. Zhao et al., (2013) e Han et al,,
(2008) demostraram que as metaloproteinases estdo envolvidas na lesédo renal aguda
e crbénica ao longo do espectro de danos na membrana basal, na atrofia tubular, na
fibrose e na insuficiéncia renal direta. Michael et al., (2016) em seu estudo verificou
que a utilizacao da doxiciclina, podem ser Uteis na reducédo da quantidade de lesbes
por preservacao nos rins transplantados. Parrish (2017) analisou estudos sugerindo
que MMPs e TIMPs podem ser biomarcadores de disfungdo renal e alcancar

possivelmente novos alvos terapéuticos para amenizar a doenga renal.

As MMPs e TIMPs podem ser potenciais biomarcadores para doenga renal.
O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) induz a secregdo de MMP-9, além disso,
Kuwabara et al., (2009) sugerem que mediadores pro-inflamatérios equilibram a
expressdao de MMP-2 e -9 no rim, isto é, as MMPs podem regular a expressao de
mediadores inflamatérios e como consequéncia ocasionar desequilibrio.Em relacao a
intervencao farmacol6gica como doxiciclina, Aggarval et al., (2010) observou em seu
estudo que este farmaco diminuiu proteindria em nefropatia diabética durante um

tratamento de 3 meses.
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Sobre os niveis plasmaticos de TGO e TGP, embora nado tenha sido
evidenciado diferenca estatistica, foi observado que tanto o SHAM e OVX tratados
com DOXI encontravam-se aumentados. Ja a TGP, os grupos SHAM com DOXI e
OVX com EP apresentaram concentragées mais aumentadas.

Gutierrez-Grobe et al., 2010 evidenciam que mulheres pds-menopausa
tiveram uma alta prevaléncia de doenga hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA)
em comparagao com mulheres antes de entrarem na menopausa, além disso, quando
ha diminuicdo do estradiol, pode acarretar um aumento no acumulo de gordura no
figado. Matsui et al., (2016) relataram que um aumento dos niveis de TGP pode estar
estimulado indiretamente pelo aumento triglicérides e diretamente pela diminuigdo do
estradiol. As alteragdes nestas enzimas podem estar associadas com ocorréncia de
sindrome metabdlica e DHGNA a longo prazo. Durante a transicdo da menopausa,
foram relacionadas a correlagdo entre ftriglicerideo e enzimas hepaticas,
principalmente a transaminase piruvica (TGP) e a divisdo entre transaminase

oxalacética (TGO) sobre transaminase piravica (TGP).

Em relacdo a outro sintoma da menopausa, os fogachos, verificamos que os
animais ovariectomizados tratados com salina apresentaram um aumento na variagao
da temperatura cutdnea caudal quando comparado com animais falso-operados
independente do tratamento, logo em seguida apos a exposi¢do ao exercicio forgcado
na esteira, mimetizando uma onda de calor, que pode ser visualizado nos
termogramas representativos. A reposicdo hormonal reduz essa variagdo na
temperatura cutanea e a associagdao com doxiciclina reduz mais ainda, sugerindo que

as metaloproteinases podem estar envolvidas nesse processo.

Ha poucos dados na literatura em relagdo a fisiopatologia sobre sintomas
vasomotores. Gallichio et al., (2010) mencionam em seu estudo em que as ondas de
calor nao estao significativamente associadas a pressao arterial durante a meia-idade.
Thurston et al.,(2011) ressaltam a importancia de considerar como a idade e a raca
podem modificar as relagdes entre obesidade e ondas de calor.Ja em outro estudo de
Huang et al., (2011), destacam-se que entre as mulheres que estavam com sobrepeso
ou obesas e apresentavam maiores queixas,uma intervencao intensiva de perda de
peso resultou em melhora no rubor em relagdo ao controle. Kaunitz et al., (2015)
mencionam que a terapia de reposicdo hormonal representa maior efeito nos sintomas

vasomotores.
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Diante dos parametros discutidos anteriormente, um dos sintomas da
menopausa que mais afligem mulheres na menopausa seria a secura vaginal. O
mesmo pode ser investigado através do esfregaco vaginal e ciclicidade estral.
Observamos que 0s animais com ovarios preservados permaneceram mais tempo na
fase de estro, o que pode ser evidenciado pelas fotos exemplificadas. Ja os animais
tratados isoladamente com doxiciclina permaneceram mais tempo na fase de diestro
quando comparado com outros grupos. Em outro modelo animais em cobaias, foi
verificado que as MMP-2 e 9 estao altamente expressas nas células da granulosa e
tecais de foliculos atréficos ovarianos durante o proestro e estao expressas no corpo
luteo durante o metaestro, sugerindo que essas enzimas auxiliam na regulacao da
ciclicidade estral nesse animal. (Li & Shen, 2015). Acreditamos que nos modelos de

ratas utilizado em nosso estudo, as fungdes devem ser similares.

7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem sugerir que as metaloproteinases
possuem um papel relevante de maneira seletiva em alguns sintomas da menopausa,
em especial, quando ha associacado de sub-dose da doxiciclina com terapia estro-
progestativa, ou seja, pode participar parcialmente na melhora do fogacho, utero, peso
e tecido adiposo, porém com aumento nos niveis de colesterol. Além disso, observou-
se que 0s animais na menopausa quando tratados somente com doxiciclina, obteve-
se aumento nos niveis de magnésio, reducao de fosfatase alcalina, creatinina, assim
como também no consumo de racdo. Diante disso, esse grupo de enzimas pode
participar parcialmente na melhora das fungées renal, hepatica, 6ssea e também da
obesidade, atrofia uterina e vaginal e fogachos.

Pesquisas adicionais sao necessarias para explorar 0s mecanismos
subjacentes a esses achados, que podem tem implicacées na saude publica para
estratégias de prevencao e tratamento para menopausa. Portanto, determinar se essa
via das enzimas metaloproteinases deve ser investigada para futuro alvo

farmacolégico no tratamento da menopausa.
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CERTIFICADO

Certificamos gue a  proposta intitolada "ENVOLVIMENTO — DAS
METALOPROTEINASES NOS SINTOMAS DA MENMOPALUSA: UMA ARDRDAGEM
EXFERIMENTA." registrada com o n® Z23115.014442/2017-06. =ob a
responsabilidade de Haigsa liveira Brito, gqee envalve a producio, manotengio
au wtilizagiio de animais pertencentes a0 file Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos], para fing de pesquisa cientifica [pu ensino] - encontra-se de acordo com
a% preceibns da Lein® 11794, de B de outubro de 2008, do Decrebn n? 689%, de 15
de julla de 2009, & com as normas editidas pelo Conselha Nacional de Controle de
Experimentacio Animal [CONCEA], e fid considerado APROVADO pela Comissio
de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federal do Maranhio.
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N# de animais Ratos: 48
Camundongos: 70
Pesofldade Ratos: B semanasy 300-220g
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