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RESUMO

SANTOS, Talita Amorim, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2019.
Efeitos da curcumina em parametros hepaticos e reprodutivos de camundongos
Swiss fémeas saudaveis. Orientadora: lzabel Regina Santos Costa Maldonado.
Coorientadora: Mariana Machado Neves.

Curcumina é o composto majoritario presente no rizoma de Curcuma longa L., planta
pertencente a familia do gengibre (Zingiberaceae). Essa molécula é capaz de atuar
em diversos alvos moleculares e com isso exercer inumeras atividades
farmacoldgicas, como antioxidante, anti-inflamatoria e antiproliferativa. O potencial
terapéutico da curcumina no tratamento de diversas patologias tem sido relatado por
inUmeros autores. No entanto, algumas pesquisas evidenciam que, a depender da
dose utilizada, esse composto pode exercer efeitos indesejaveis ao organismo. Diante
disso, este estudo objetivou avaliar o efeito da administragdo de trés doses de
curcumina em parametros hepaticos e reprodutivos de camundongas saudaveis. Para
isso, trés experimentos (Exp.1, Exp.2 e Exp.3) foram realizados utilizando
camundongos Swiss adultos. Cada experimento foi composto por quatro grupos,
sendo estes: grupo veiculo, que recebeu 0,2ml de dimetilsulféxido (DMSO) por animal,
e trés grupos que receberam curcumina pura natural diluida em DMSO. Os grupos
que receberam curcumina consistiram em: grupo CUR-250 que recebeu 250mg/Kg, o
grupo CUR-500 que recebeu 500mg/Kg e o grupo CUR-1000 que recebeu 1000mg/Kg
de peso corporal. A administracdo do DMSO ou da curcumina foi feita por via oral. As
fémeas do Exp.1 foram tratadas com DMSO ou curcumina durante 28 dias
consecutivos e no 29° dia foram eutanasiadas. Nesses animais foram avaliados o
efeito da curcumina no ciclo estral, ovario e figado. Os Exp.2 e 3 foram realizados para
avaliar o efeito da curcumina na fertilidade das camundongas. No Exp.2, as fémeas
receberam o tratamento por 28 dias consecutivos e apds vinte e quatro horas do ultimo
tratamento, foram colocadas para acasalar e seguir com a gestacao. Ja as fémeas do
Exp.3 receberam o tratamento durante todo o periodo de acasalamento e gestacao.
As fémeas do Exp.2 e 3 foram eutanasiadas no 19° dia apds a confirmacéao da cépula.
No capitulo 1 desse estudo foi avaliado o efeito da curcumina sobre o figado. Os
resultados obtidos evidenciaram que, na dose de 250mg/kg, a curcumina nao

acarretou em prejuizos a esse 6rgao. No entanto, os animais que receberam 500 ou
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1000mg/kg/PC de curcumina, apresentaram aumento dos niveis dos biomarcadores
de fungao hepética como ALP, ALT e albumina, aumento da glutationa S-transferase,
metabolitos do éxido nitrico (nitrito/nitrato) e malondialdeido. Além disso houve
alteracao na biodisponibilidade de micro minerais como o Se, Zn, Cu e Fe. Também
foi observado que o tratamento com curcumina provocou aumento de sinusoides
(dose de 1000mg). A partir desses resultados, concluimos que a ingestao continua de
curcumina, embora n&o seja hepatotoxica em dosagens baixas, numa dosagem, a
partir de 500 mg/kg/PC, pode atuar como agente pr6-oxidante e provocar danos ao
tecido hepatico. O efeito da curcumina sobre os parametros reprodutivos foram
avaliados no segundo capitulo desse estudo. Nossos resultados mostraram que o
tratamento com curcumina em camundongas nuliparas levou a irregularidades no
ciclo estral e reduziu a atividade proliferativa de células da granulosa de foliculos
secundarios. O desempenho reprodutivo também foi afetado pelo tratamento com a
curcumina. Nas fémeas que receberam 1000mg/kg/PC de curcumina anteriormente
ao acasalamento o indice de prenhez foi reduzido em 50%. Ja nas fémeas que
receberam curcumina durante o acasalamento e gestacao a agéo antifertilidade desse
composto foi potencializada, pois houve reducéo significativa no indice de prenhez e
aumento de perda pré-implantacdo em todos o0s grupos tratados com curcumina.
Diante disso, concluimos que em camundongas a curcumina, nas doses testadas,
compromete a fertilidade, principalmente quando consumida no periodo do

acasalamento.
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ABSTRACT

SANTOS, Talita Amorim, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2019. Effects
of curcumin on liver and reproductive parameters of healthy female Swiss mice.
Adviser: lzabel Regina Santos Costa Maldonado. Co-Adviser: Mariana Machado
Neves.

Curcumin is the major compound present in the rhizome of Curcuma longa L., a plant
belonging to the ginger family (Zingiberaceae). This molecule is able to act in diverse
molecular targets and with this to exert numerous pharmacological activities, as
antioxidants, anti-inflammatory, and anticancer. The therapeutic potential of curcumin
in the treatment of several pathologies has been reported by diverse authors. However,
some research shows that, depending on the dose used, this compound may exert
unwelcome effects on the body. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of
administration of three doses of curcumin on hepatic and reproductive parameters of
healthy female mice. For this, three experiments (Exp.1, Exp.2 and Exp.3) were
performed using Swiss adult mice. Each experiment was composed of four groups:
vehicle group, which received 0.2 ml of dimethylsulfoxide (DMSQO) per animal, and
three groups that received natural pure curcumin diluted in DMSO, in which the CUR-
250 group received 250 mg/kg, CUR-500 group received 500mg/kg, and the CUR-
1000 group received 1000mg/kg body weight (BW). Administration of DMSO or
curcumin was done orally. Females of Exp.1 were treated with DMSO or curcumin for
28 consecutive days and on the 29th day were euthanized. In these animals, the effect
of curcumin in the estrous cycle, ovary and liver were evaluated. Exp.2 and 3 were
performed to evaluate the effect of curcumin on the fertility of female mice. In Exp.2,
the females received the treatment during 28 consecutive days. Twenty-four hours
after the last treatment, these animals were placed to mate and continue with gestation.
The females of the Exp.3 received the treatment during the entire mating and gestation
period. Females of Exp.2 and 3 were euthanized on the 19th day after confirmation of
copulation. In Chapter 1 of this study, we discussed the effect of curcumin on the liver.
The results obtained showed that, at a dose of 250mg / kg, curcumin did not cause
any damage to this organ. However, animals that received 500 or 1000mg / kg / BW
of curcumin, showed increased levels of liver function biomarkers such as ALP, ALT
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and albumin, increased glutathione S-transferase, metabolites of nitric oxide (nitrite /
nitrate) and malondialdehyde. In addition, there was a change in the bioavailability of
micro minerals such as Se, Zn, Cu and Fe. It was also observed that the treatment
with curcumin caused an increase in sinusoids (1000mg dose). From these results, we
conclude that the continuous ingestion of curcumin, although it is not hepatotoxic in
low dosages, in a dosage, from 500 mg/kg/BW, can act as a pro-oxidant agent and
cause damage to the liver tissue. The effect of curcumin on reproductive parameters
was evaluated in the second chapter of this study. Our results showed that treatment
with curcumin in nulliparous mice led to irregularities in the estrous cycle and reduced
the proliferative activity of granulosa cells from secondary follicles. Reproductive
performance was also affected by treatment with curcumin. In females receiving
1000mg/kg/BW of curcumin prior to mating, the pregnancy rate was reduced by 50%.
In females receiving curcumin during mating and gestation the antifertility effect of this
compound was potentiated, as there was a significant reduction in pregnancy index
and increase of pre-implantation loss in all groups treated with curcumin. Therefore,
we conclude that in mice, curcumin has a contraceptive effect, especially when

consumed during the mating period.
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1. INTRODUGCAO GERAL

Os curcumindides sao polifendis encontrados no rizoma de Curcuma longa L.,
uma espécie pertencente a familia do gengibre (Zingiberaceae), cultivada em regides
tropicais e subtropicais da Asia, india, China e América Latina (GHOSH et al., 2015).
O curcumindide mais abundante encontrado no rizoma de Curcuma longa L. é a
curcumina, uma substancia de venda livre (over-the conter) em todo o mundo (Basnet
e Skalko-Basnet, 2011; Codevilla et al., 2015). Além do uso como corante alimentar,
a curcumina tem aplicacao terapéutica, e para esse fim, ela € comercializada sob a
forma de adesivo transdérmico, capsulas, colirio, cremes, gel e p6 (Ministério da
Saude, 2015).

A curcumina é soluvel em metanol, etanol, acetona e dimetilsulfoxido (DMSO)
(Prasad et al., 2014a). Devido as suas caracteristicas lipofilicas, a curcumina se
difunde através das membranas biolégicas, como a membrana plasmatica, reticulo
endoplasmatico e envelope nuclear, sendo capaz de provocar mudangas estruturais
e funcionais no meio intracelular (Jaruga et al., 1998).

A absorcao e distribuicdo da curcumina no organismo Sao processos
importantes para a sua atividade biolégica. Estudos tém demonstrado que a
curcumina sofre modificacdes apds a administragdo oral em animais e que seus
metabdlitos tém efeito benéfico como antioxidante e anti-inflamatério (Prasad et al.,
2014a; Ghosh et al., 2015). No entanto, um dos principais problemas encontrados no
uso terapéutico desse composto esta relacionado a sua baixa biodisponibilidade, que
€ principalmente atribuida a sua ma absorcdo, rapido metabolismo e excrecéo
(Burgos-Morén et al.,, 2010; Prasad et al., 2014b). Apesar disso, a curcumina
administrada por via oral em roedores atinge um pico de concentragdo sérica no
intervalo de uma a duas horas apés a ingestao (Yang et al., 2007; Chang et al., 2013).
A curcumina é detectada em 6rgaos como ovario, figado, rins e célon trés horas apos
sua administracao oral (500mg/kg de peso corporal) em ratos (Arozal et al., 2019). No
figado, a curcumina é rapidamente excretada pela bile associada a proteina de
resisténcia a multiplas drogas 2 (Mrp2), portanto, sua concentracao hepatica € menor
do que a sua concentragao plasmatica (Lee et al., 2012).



Curcumina é uma molécula altamente pleiotrdpica, pois possui capacidade de
atuar sobre muitos tipos celulares devido a sua interacao e regulacao (positiva ou
negativa) de varios alvos moleculares (Prasad et al., 2014a). Essa caracteristica
permite a interagdo com ampla variedade de processos, que vao desde a atividade
catalitica de enzimas antioxidantes e anti-inflamatoérias até a expressao de multiplos
genes relacionados a inflamacgéo e a biologia redox, além de torna-la capaz de atuar
sobre muitos tipos celulares (Aggarwal e Sung, 2009; Gupta et al., 2013; GHOSH et
al., 2015). (Figura 1). As ac¢oes antioxidante e anti-inflamatéria explicam a maioria dos
efeitos benéficos da curcumina, pois tanto o estresse oxidativo como a inflamacéao
desempenham papéis importantes na patogénese de varias doencas (Aggarwal e
Harikumar, 2009; Hewlings e Kalman, 2017).

Receptores
H2R, IR, LDL-R, IL-8R, ITPR, DR, EGFR,
ER-a, CXCR4, FasR, AR, AHR, HER-2

Fatores de transcrigao Proteinas apoptéticas
STAT-1, STAT-3, STAT-4, STAT-5, Caspase-8, Caspase-9, Caspase-3,
Notch-1, HIF-1, NF-Kb, PPAR-y, Caspase-2, Caspase-6, Caspase-7,

WTG-1, AP-1, B-Catenin, CBP, Caspase-10, PARP, FADD, Bid, Bax,

ERG-1,ERE Cytochromec

Citocinas inflamatérias
MCP-1, MIP-1, MalP,
Interleukins, TNF, IFN,

Fatores de crescimento
HGF, EGF, NGF, PDGF,
TF, TGF-B1, FGF, VEGF,

Alvos da

COX-2, prostaglandins curcum i na CTGF

Enzimas Proteinas quinases

ATPase, PD, TIMP-3, GCL, MMPs, JAK-1,JAK-2, JNK, EGFR, ERK,
5-LOX, telomerase, INOS, ODC, PKA, PKB, PhK, PK, PKC, Ca2+ PK,

ATPase, desaturase, FPTase, FAK, AK, IL-1, RAK, MAPK, IKK,

topoisomerase Pp60c-srctK, PTK, Ber-Abl
Moléculas de adesdo Proteinas de sobrevivéncia/proliferagao celular

ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1, clAP-1, clAP-2, Bel-2, xIAP, Mcl-1,
MMP9, VEGF Bcl-xL, cMyc, survivin, cyclinD1, PCNA

Figura 1. Alvos moleculares da curcumina. Fonte: Adaptado de Prasad et al., 2014a

Na ultima década, o potencial terapéutico da curcumina tem sido comprovado
no tratamento de doencas como: cancer, doencas pulmonares, neuroldgicas,
hepaticas, metabdlicas, auto-imunes e cardiovasculares (Aggarwal e Harikumar,
2009; Prasad et al., 2014a; Ghosh et al., 2015; Hewlings e Kalman, 2017).



Apesar dos numerosos estudos que revelam a seguranca e os diversos
efeitos benéficos da curcumina, autores tém afirmado que este composto pode causar
o contrario. Segundo Burgos-Moro6n e colaboradores (2010), a curcumina pode causar
danos ao DNA tanto in vitro como in vivo, em concentragdes similares aquelas que
exercem efeito benéfico (Cao et al., 2006). Em estudos in vitro, a curcumina tem sido
relatada como um agente pré-oxidante pois, em concentracdes elevadas, ela aumenta
os niveis celulares de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células de hepatoma
(Kang et al., 2005; McNally et al., 2007).

No presente estudo avaliamos o efeito da administragdo da curcumina no
figado, um dos érgaos do sistema digestdrio mais importante, pois é responsavel por
diversas fungdes essenciais ao organismo, incluindo manutencao da homeostasia
(Maronpot et al., 2010). A maioria dessas fungdes sao realizadas pelas células mais
numerosas desse 0rgado, os hepatdcitos (Lee et al., 2001), destacando-se: o
metabolismo proteico, lipidico e glicidico, armazenamento de vitaminas e metais, a
secrecdo da bile, excrecdo de bilirrubina e colesterol, biotransformacdo de
substancias enddgenas (horménios) e xenobidticos (Kuntz e Kuntz, 2008; Soto-
Gutierrez et al., 2011). As células de Kupffer sdo os macréfagos residentes no figado,
estao localizados préximos a parede dos sinuséides hepaticos e sua fungao primordial
é a fagocitose, sendo as primeiras células do sistema fagocitico a terem contato com
substancias antigénicas oriundas do trato gastrointestinal (Vera-Ramirez et al., 2013;
Roy-Chowdhury e Roy-Chowdhury, 2014). Além disso, essas células apresentam as
funcdes de pinocitose; remocao de toxinas, antigenos, complexos anticorpo-antigeno
e purinas; e também sao fontes de substancias sinalizadoras (p.ex. citocinas e fatores
de crescimento) (Kuntz e Kuntz, 2008; Steib e Gerbes, 2010; Roy-Cowdhury e Roy-
Chowdhury, 2014). Entre os hepatdcitos e os sinusdides situa-se o espaco de Disse,
onde se localizam as células estreladas envolvidas no metabolismo e armazenamento
de retinoides (Tsung e Geller, 2011; Vera-Ramirez et al., 2013). Ap6s um dano
hepatico crénico, as células estreladas sdo ativadas em miofibroblastos, que
desempenham um importante papel na fibrose hepatica (Kuntz e Kuntz, 2008; Marra
et al., 2010).

O figado possui uma das mais altas atividades de enzimas antioxidantes do
corpo e esta envolvido na maioria das desintoxicagées do organismo. Ele é importante

3



na degradacgao e bioativacdo dos compostos toxicos ao organismo (Akhgari et al.,
2003; Vera-Ramirez et al., 2013). A maioria das enzimas biotransformadoras de
xenobibticos do figado localizam-se nos hepatdcitos, dessa forma, essas células sao
o foco dos sistemas de desintoxicagéo nao sé do figado, mas também de todo o corpo
(Akhgari et al., 2003).

A biotransformacao dos compostos quimicos exégenos € dividida em fase | e
fase Il. A fase I, ou fase inicial, expde ou insere grupos polares na substancia
hidrofébica, tornando-a em hidrofilica por meio de enzimas envolvidas em reagdes de
oxidacao, hidrélise e reducao (Kuntz e Kuntz, 2008; Apte e Krishnamurthy, 2011). No
entanto, metabdlitos produzidos por reacdes oxidativas na fase | podem gerar
espécies reativas do oxigénio (EROs), que sdo imensamente téxicas aos hepatdcitos
(Di Giulio et al., 1989). As EROs podem ser neutralizadas pelo sistema antioxidante
enzimatico ou ndao enzimatico do figado e caso tenha um desequilibrio entre as
defesas antioxidantes hepaticas e a producao de espécies reativas de oxigénio, €
possivel que haja estresse oxidativo com consequente lesdo celular e tecidual
(Halliwell e Gutteridge, 2007). J& na fase Il, adiciona-se um residuo hidrofilico no
metabdlito produzido na fase | por meio de conjugacéo com uma substancia endégena
catalisada por transferases especificas. As reacdes de conjugacao incluem
glicuronidacao, sulfatagdo, acetilagdo, metilacdo, conjugagcdo com aminodacidos e

conjugacao com glutationa (Kuntz e Kuntz, 2008; Apte e Krishnamurthy, 2011).

O hepatécito é a célula hepatica mais susceptivel a injaria devido a sua funcéo
de absorver e por estar em contato com varios metabdlitos, substancias toxicas e
drogas (Lee et al., 2007). A exposicao do hepatdcito a concentracdes significantes de
substancias exogenas de forma continua pode levar a lesdes nessas células

resultando em disfungdes hepéaticas (Jaeschke, 2012).

A curcumina tem demonstrado efeitos benéficos em diversos modelos
experimentais com danos no figado, principalmente por suas potentes propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias. Esses beneficios incluem: protecao contra lesdes e
fibrogénese, por meio da supressao da inflamacao hepatica; diminuicdo do estresse
oxidativo hepatico (Mathuria e Verma, 2007); aumento da expressao das enzimas de
desintoxicacao xenobibtica (Igbal et al., 2003; Hemeida e Mohafez, 2008; Farghaly e
Hussein, 2010) e inibicdo da ativacdo das células estreladas hepaticas (Priya e
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Sudhakaran, 2008). Além disso, a curcumina também foi relatada por reduzir o
armazenamento de lipidios nos hepatdcitos de roedores que receberam dieta com alto
teor de gordura, o que contribuiu para minimizar o dano no figado induzido pela
disfungao mitocondrial e pelo estresse oxidativo (Vera-Ramirez et al, 2013).

No entanto, apesar das suas propriedades benéficas, alguns efeitos negativos
da curcumina sobre o figado tém sido relatados. Deshpande e colaboradores (1998)
observaram que a curcumina exerceu efeitos hepatotdxicos em ratos e camundongas
saudaveis, pois promoveram alteragées no peso absoluto e relativo do figado; necrose
focal e aumento nos niveis séricos das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). Os efeitos prejudiciais da curcumina também foram
evidenciados por Qiu e colaboradores (2016). Esses autores observaram que a
administragdo de curcumina (100mg/kg de peso corporal), cinco dias por semana e
durante 90 dias, causou diminui¢cao do peso corporal de ratos; induziu lesao hepética
através da producao de estresse oxidativo; degeneracao hidrépica em hepatécitos e
aumento de células binucleadas. Também provocou disturbios inflamatérios e
aumentou nos niveis de AST e y-glutamiltranspeptidase (y-GGT), o que indicou a
presenca de lesdo hepatica e alteracao no metabolismo lipidico.

O duplo efeito da curcumina no figado de camundongos com lesao hepatica
induzida por etanol foi confirmado por Zhao e colaboradores (2012). A administracao
por via intraperitoneal de curcumina na dose de 1 x 10 M atenuou as lesées causadas
pelo etanol. J4 a dose de 1x10* M a curcumina aumentou os niveis de alanina
fosfatase (ALP) e AST, a inflamacéao e a lesao hepatica induzido pelo o etanol. Esse
trabalho deixa claro que, assim como qualquer outro composto, os efeitos benéficos
ou maléficos da curcumina estdo diretamente relacionados a concentracdo

administrada.

No presente estudo também avaliamos o efeito da curcumina no ovario e
fertilidade de camundongas. As unidades funcionais do ovario sdo os foliculos
ovarianos. Estruturalmente, o foliculo € formado por um o06cito, o gameta feminino,
envolvido por uma ou mais camadas de células somaticas denominadas de células
foliculares ou células da granulosa, além das células tecais (Sanchez e Smitz, 2012).
O odcito e as células da granulosa possuem jungdes comunicantes que permitem uma
comunicacao bidirecional. Por meio dessas jun¢des comunicantes e pelo contato
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célula-célula na superficie celular, o odcito pode promover o crescimento e a
diferenciacdo das células da granulosa, enquanto essas células asseguram o

crescimento e a diferenciacao do oécito (Van Den Hurk e Zhao, 2005).

Durante o processo de desenvolvimento, apds a puberdade, os foliculos
podem ser classificados em dois grandes grupos: foliculos pré-antrais (primordiais,
primarios e secundarios) e antrais. Ao longo do desenvolvimento folicular, a interagéo
e a regulacdo reciproca entre odécito e células da granulosa sdo responsaveis pela
criagdo de um microambiente Unico, capaz de oferecer todas as condi¢des para a
aquisicao da competéncia e maturacao do odcito, eventos necessarios para que o
o0cito adquira capacidade de ser fertilizado e produzir um embrido saudavel, capaz
de continuar o seu desenvolvimento, culminando com o nascimento de um individuo
(Eppig, 2001; Matzuk et al., 2002; Sanchez e Smitz, 2012).

Quando o foliculo completa seu desenvolvimento, este é denominado foliculo
maduro (pré-ovulatério ou de Graaf). A partir deste ponto, o oécito envolto pela zona
pelucida e pela corona radiata (células da granulosa ao redor do oécito), é expelido
do ovario, processo conhecido como ovulagédo (Sanchez e Smitz, 2012). Apds esse
processo, as estruturas remanescentes do foliculo rompido, composta pelas células
da teca e as células da granulosa se reorganizam, funcional e morfologicamente para
formarem o corpo luteo. O corpo luteo, em humanos, sob o estimulo do hormdnio
luteinizante (LH) e da gonadotrofina caribnica humana (hCG), produz
predominantemente o horménio progesterona que serd necessario para a

manutencao da gestacao (Salles e Araujo, 2010).

Os efeitos benéficos da curcumina no ovario foram relatados por alguns
autores. De acordo com Aktas e colaboradores (2012), o pré-tratamento com
curcumina reduziu a atresia folicular em camundongos expostos a radiagéo ionizante.
A acao protetora da curcumina na insuficiéncia ovariana prematura foi observada em
ratos (Melekoglu et al., 2018) e camundongos (Yan et al., 2018), pois reduziu o dano
ovariano, melhorando os niveis de marcadores de estresse oxidativo, os niveis de
marcadores de reserva ovariana e os parametros histopatolégicos. Tambéem foi
observado efeito protetor da curcumina em ovarios de ratos submetidos a isquemia e
reperfusao (Eser et al., 2017). Além disso, por meio de mecanismos anti-tumorigénico



e anti-angiogénico a curcumina também apresentou efeitos positivos em modelos de

carcinoma ovariano (Lin et al., 2007).

No entanto, alguns autores tém demonstrado que, a depender da dose, a
curcumina pode prejudicar parametros reprodutivos. Segundo Kadasi e colaboradores
(2017), curcumina diminuiu significativamente o acumulo de marcadores de
proliferacao e a expressao de seus RNAm em células da granulosa de ovérios de
porcas. Esses autores também relataram que a curcumina induziu apoptose em
células saudaveis do ovario, principalmente através da promogao da transcricao do
gene Bax. Chen e Chan (2012) relataram que, in vitro, a curcumina inibe a maturagao
de ovaocitos de ratas Wistar e também promove efeitos prejudiciais sobre a fertilizacao
“in vitro” e estagios iniciais do desenvolvimento embriondrio. Chen e colaboradores
(2010) também demonstraram que, in vitro, a exposi¢do de blastocisto de ratos a

curcumina desencadeia a apoptose de células embrionarias.

Embora os curcuminoides sejam considerados seguros pelas organizacoes
"Food and Drug Administration" (FDA) e "Food and Agriculture Organization of the
United Nations" (FAO, 2004) ha indicios de que a curcumina pode nao ser tao eficaz
e segura. Portanto, estudos que avaliem a toxicidade desse composto € de extrema

importancia para se conhecer o risco-beneficio de seu uso.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da administracao de trés doses crescentes de curcumina

sobre o figado, perfil bioquimico sérico, ciclo estral, ovario e fertilidade de

camundongas Swiss adultas.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Parametros hepaticos e séricos

v

v

Dosar a concentragdo de proteinas séricas relacionadas a funcéo hepética:
ALT, AST, ALP, bilirrubina, albumina e proteinas totais;

Dosar a concentracao de LDL, HDL, VLDL e triglicerideos;

Determinar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e glutatationa S-transferase (GST) no figado;

Determinar a concentracdo de metabdlitos do éxido nitrico, nitrito (NO2) e
nitrato (NOs), malondialdeido (MDA) e proteina carbonilada no figado;
Determinar a proporcdo de minerais no figado: Cobre (Cu), Ferro (Fe),
Manganés (Mn), Magnésio (Mg), Selénio (Se) e Zinco (Zn);

Identificar alteracdes histopatoldgicas no tecido hepatico.

2.2.1 Ciclo estral, Ovario e Fertilidade

v

Identificar alteracbes na duracéo total e de cada fase do ciclo estral de
camundongas nuliparas;

Determinar a frequéncia de foliculos ovarianos e corpos luteos em
camundongas nuliparas;

Avaliar o potencial proliferativo de células da granulosa de foliculos com duas
a trés camadas e de foliculos com cinco ou mais camadas através da
quantificacdo de Regides Argentafins Organizadoras de Nucléolo (AgNORs)
presentes no nucleo dessas células.

Avaliar o efeito do pré-tratamento com curcumina no desempenho reprodutivo
de camundongas fémeas;

Avaliar o efeito do tratamento com curcumina durante o periodo de

acasalamento e gestacao no desempenho reprodutivo de camundongas.
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4. CAPITULO 1

EFEITO DE ALTAS DOSES DE CURCUMINA NO FIGADO DE CAMUNDONGAS
SAUDAVEIS

Talita Amorim Santos', Luiz Carlos Maia Ladeira’, Janaina da Silva', Guilherme
Augusto Viera Pereira', Fernanda Carolina Ribeiro Dias', Jerusa Maria de Oliveira? e
|zabel Regina dos Santos Costa Maldonado'

! - Laboratério de Biologia Estrutural, Departamento de Biologia Geral da Universidade de
Federal de Vigosa

2 - Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa

RESUMO

Curcumina € um polifenol obtido a partir do rizoma de Curcuma longa L. com ampla
utiizacdo na forma de fitoterapico e também na industria alimenticia como
aromatizante, conservante e corante natural. Esta substancia atua em diversos alvos
moleculares e possui varias atividades biologicas, dentre elas, acdo antioxidante,
antiinflamatéria, cicatrizante, antiviral, antitumoral, antiparasitaria, bactericida e
neuromoduladora. No entanto, ainda sdo escassos e conflitantes os estudos que
avaliam os efeitos desse composto no figado de individuos saudaveis. Diante disso,
0 objetivo do presente estudo foi investigar se altas doses de curcumina podem
influenciar na integridade do figado de camundongos saudaveis. Para isso, foram
utilizadas vinte e quatro camundongas Swiss, com noventa dias de idade, distribuidas
aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais: Grupo controle, tratado com
dimetilsulféxido (DMSO); e os grupos que receberam curcumina diluida em DMSO,
nas dosagens de 250mg/kg (CUR-250), 500mg/kg (CUR-500) e 1000mg/kg (CUR-
1000) de peso corporal, todos os tratamentos foram administrados diariamente, por
via oral, durante 28 dias. Realizou-se analises bioquimicas no soro sanguineo,
avaliacdo do status oxidativo/nitrosativo hepatico através da determinacdo de
biomarcadores de estresse e de minerais que atuam no equilibrio redox, andlise de

conteudo de glicogénio hepatico e analise histomorfométrica do figado. Nossos
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resultados mostraram que as doses de 500 ou 1000mg/Kg de curcumina contribuiram
para o aumento dos niveis hepaticos de 6xido nitrico e malondialdeido, biomarcadores
de estresse oxidativo/nitrosativo e aumento da atividade da enzima antioxidante
Glutationa S-transferase (GST). Também foram observadas alteracbes na
biodisponibilidade dos microminerais Se, Zn, Cu e Fe. Principalmente nas duas doses
mais altas de curcumina, foram registradas alteracbes significativas nos
biomarcadores de fungdo hepatica, como aumento de alanina aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (ALP), bilirrubina, albumina e proteinas totais. Além disso,
foram observadas alteracdes na reserva de glicogénio e aumento dos sinusoides.
Diante do exposto, concluimos que, em dosagens baixas a curcumina nao
compromete a funcao hepatica, porém em doses elevadas acarreta em aumento dos
biomarcadores funcionais de lesdo hepética, acdo pré-oxidante alteracbes na
biodisponibilidade de micro minerais e na reserva de glicogénio.

Palavras-chave: Curcuma longa, estresse oxidativo, hepatocitos, figado e toxicidade.
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1. INTRODUCAO

A Curcumina, também denominada diferulloylmetano, é o principal
curcuminoide encontrado no rizoma de Curcuma longa, espécie pertencente a familia
do gengibre (Zingiberaceae) (Codevilla et al., 2015; Ghosh et al., 2015). Esse
composto € amplamente utilizado como conservante, aromatizante e corante natural
em bebidas e em alimentos como curry, mostarda, queijos, sorvetes, iogurtes e
margarina, substituindo corantes artificiais (Prasad et al., 2014; Gbmez-Estaca et al.,
2015).

Além do seu amplo uso na culinaria, nas ultimas décadas, esse polifenol tem
atraido a atencao de diversos pesquisadores por conta de suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias (Prasad et al., 2014; Ghosh et al., 2015). Diversos
estudos foram publicados destacando os efeitos benéficos da curcumina e
repetidamente se afirmado que este produto natural é eficiente e seguro para a
prevencao e tratamento de varias doencas, incluindo as doencas hepaticas como:
fibrose, cirrose, hepatite e esteatose (Rivera-Espinoza e Muriel et al., 2009; Vera-
Ramirez et al., 2013; Hewlings e Kalman, 2017).

Apesar dos seus efeitos benéficos, existem relatos de que a curcumina pode
nao ser tdo segura em condicoes especificas. Em 1993, o Programa Nacional de
Toxicologia dos Estados Unidos relatou as propriedades téxicas e cancerigenas de
um extrato organico de curcuma (com 79-85% de curcumina). Também foi relatado
que a curcumina pode induzir dano ao DNA mitocondrial e nuclear, em concentragdes
acima de 20ug/ml por exercer agao pro-oxidante (Cao et al., 2006). Estudos tém
relatado que a curcumina pode exercer efeitos hepatotoxicos ao promover estresse
oxidativo, inflamacgéo, degeneracao hidrépica, necrose focal e aumento nos niveis de
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e vy-
glutamiltranspeptidase (y-GGT) (Deshpande et al., 1998; Balaji e Chempakam, 2010;
Zhao et al., 2012; Qiu et al., 2016).

Apesar dessas evidéncias, os curcuminoides foram aprovados pela FDA
(Food and Drug Administration) na categoria GRAS "Geralmente Reconhecido como
Seguro" (Gupta et al., 2013). Nesse contexto, sabendo-se que a principal via de
eliminagao da curcumina é pela bile (Holder et al., 1978; Lee et al., 2012) e que 0 uso
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de produtos naturais pela populacéo € indiscriminado, faz-se necessario entender o
impacto que altas doses de curcumina causariam ao figado. Sendo assim, o objetivo
desse trabalho foi investigar em que medida altas doses de curcumina podem
influenciar na integridade do figado de animais saudaveis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongas Swiss, com 90 dias de idade, pesando
31,7+2,5g (média + desvio padrdo), obtidas no Biotério Central e mantidos no Biotério
Experimental do Departamento de Biologia Geral, ambos da Universidade Federal de
Vicosa. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, mantidos sob
condigdes controladas de luminosidade (ciclos de 12/12 horas claro/escuro),
temperatura (22 £ 2 °C) e umidade relativa do ar (45% a 55%) e com acesso a racéo
e agua ad libitum. O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vicosa (CEUA-UFV) e registrado sob o protocolo n®
555/2016.

2.2 Delineamento experimental

Apbés 15 dias de aclimatacdo, os animais foram pesados e divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=6). O grupo controle (DMSOQO)
recebeu 0,2ml de dimetilsulféxido (DMSO) por animal, e 0s outros grupos receberam
curcumina pura natural (VETEC -Lote: DCBD5305V), diluida em DMSO, nas
seguintes doses: 250mg/Kg (CUR-250), 500mg/Kg (CUR-500), e 1000mg/Kg (CUR-
1000) de peso corporal. A administracao foi feita via oral, por gavagem, durante 28
dias consecutivos, sendo que cada animal recebeu um volume de 0,2ml por dia. O
DMSO foi escolhido como veiculo devido a curcumina possuir baixa solubilidade em
agua (anand et al, 2007), o que torna necessaria a utilizagdo de um solvente
hidrofébico. Além disso, o DMSO é considerado um solvente organico nao téxico com
intensa capacidade de penetragdao nas membranas biolégicas (brayton, 1986; slabber
et al., 2016).
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2.3 Eutanasia, coleta de material bioldgico e parametros biométricos.

Apé6s 24h da ultima administracdo, os animais foram pesados anestesiados
(quetamina 150mg/kg/ip e xilazina 10mg/kg/ip) e submetidos a eutanasia por
exsanguinacao por meio da pungado cardiaca. O figado foi rapidamente removido,
pesado em balanga analitica e dividido em dois fragmentos: um foi congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C, para analise de estresse oxidativo
e indice de edema (IE), e o outro foi fixado por imersdao em solugao fixadora Karnovsky
(Karnovsky, 1965) por 24h para analises histolégicas. O fragmento do tecido hepatico
congelado foi utilizado para determinar o indice de edema (teor de agua por unidade
de peso do tecido, mL/g), por meio da subtracéo entre a massa fresca e a massa seca

do fragmento (peso umido - peso seco) (Novaes et al., 2012).

Para calculo da variagdo de Peso Corporal (PC), os animais foram pesados
no inicio e no final do experimento. O indice hepatossomatico (IHS) foi obtido pela
relacdo entre o peso do figado (PF) e o peso corporal final (PCF), sendo
IHS=PF/PCFx100 (Novaes et al., 2012).

2.4 Analises sorologicas

As amostras de sangue coletadas durante a eutanasia foram centrifugadas a
4600 rpm por 20 minutos. O soro foi coletado e usado para a dosagem de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP),
colesterol total e suas fragbes (LDL, HDL, VLDL), triglicerideos, bilirrubina, albumina
e proteinas totais. As analises foram realizadas utilizando-se kits (Bioclin Laboratérios,
Belo Horizonte, MG, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante.

2.5 Analise de estresse oxidativo/nitrosativo

O figado congelado foi homogeneizado em tampao fosfato de sédio (pH 7,4)
0,2 M combinado com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1M e a suspensao
centrifugada a 12000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante foi
utilizado para a andlise da atividade (100mg de tecido por mL) das enzimas
antioxidantes: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase
(GST), concentracdo de metabdlitos do éxido nitrico (NOz2e NO3), taxa de

peroxidacao lipidica (MDA) e dos niveis de proteina total, sendo as analises realizadas
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em duplicata. Os dados foram normalizados em relacdo aos niveis de proteina total
no sobrenadante. Todas as atividades enzimaticas foram determinadas com o uso de
espectrofotdmetro (UV-Mini 1240, Shimadzu) ou leitor de ELISA (Thermo Scientific,
Waltham, MA EUA).

A atividade da SOD foi mensurada nos tecidos em leitor de microplacas (A =
570 nm) baseado na capacidade desta enzima em catalisar a reacdo do superoxido
O?% e o perdxido de hidrogénio (Dieterich et al., 2000). A atividade da CAT foi
determinada pela taxa de queda da absorbancia do perdxido de hidrogénio (H202)
(AEBI, 1984) e a atividade da GST pela formacdo do conjugado glutationa-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB). (Habig; Pabst; Jakoby, 1974). O nivel de 6xido nitrico (NO)
foi quantificado indiretamente, por meio do teor de nitrito (NO2) e nitrato (NO3s) pela
reacao de Griess padrao (Ricart-Jané et al., 2002). Os niveis de malondialdeido (MDA)
resultante da peroxidacéo lipidica, foram determinados de acordo com Buege e Aust
(1978). A oxidacdo de proteinas foi analisada pela quantificacdo de proteinas
carboniladas em pellets de tecido hepatico usando o método 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) (Levine et al., 1990).

2.6. Analise de minerais no figado

A proporcéao de selénio (Se), zinco (Zn), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn)
e magnésio (Mg) foi quantificada no figado utilizando a metodologia de EDS (Energy
Dispersive X-ray Spectroscopy) (Novaes et al., 2013). Fragmentos de figado,
previamente fixados em solugdo Karnovsky e armazenados em alcool 70% foram
secos em estufa a 60°C por 96h, cobertos com camada de carbono utilizando um
evaporador de carbono (Quorum Q150 T, EastGrinstead, West Sussex, England, UK),
e analisados em microscopio eletrénico de varredura (Leo 1430VP, Carl Zeiss, Jena,
Thuringia, Germany) com sonda detectora de raios-X (Tracor TN5502, Middleton, WI,
USA). A andlise foi realizada em aumento de 150x usando voltagem de aceleragao de
20 kV e distancia de trabalho de 10mm (Ladeira et al. 2019). Os dados foram
normalizados pelas medidas de carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O), fésforo (P)
e enxofre (S). Os resultados foram expressos em valor médio.
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2.7 Analises histomorfométrica, histopatoldgica e estereoldgica

Os fragmentos do figado, destinados as analises histolégicas, foram
desidratados em série etandlica crescente e incluidos em historesina (Leica ®).
Secgdes de 3um de espessura foram obtidas utilizando-se microtomo rotativo
semiautomatico (Leica ® RM2255) e navalhas de vidro. As sec¢des foram feitas de
modo semi-seriado com intervalos regulares de 30um. Para as analises
histomorfométricas e histopatoldgicas, os cortes foram corados com Hematoxilina e
Eosina (HE) e para marcacdo de glicogénio foi realizada a coloracdo com Acido
Periédico de Schiff (PAS). Todas as preparacées foram montadas com o meio de
montagem Entellan® (Merck, Frankfurt, Germany) e posteriormente fotografadas em
microscépio de campo claro (Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan) com lente objetiva
de 20x equipado com camera digital (Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan). As andlises
histoldgicas foram realizadas com auxilio do software Image J 1.48v (National Institute
of Health, USA).

A proporcao dos componentes hepaticos como nucleo e citoplasma de
hepatécitos, outras células (células de kupffer e células estreladas), vacuolos
citoplasmaticos, sinusoides e vasos sanguineos, foi determinada apds a contagem de
1064 pontos por animal, utilizando uma grade de 266 pontos projetada aleatoriamente
sobre as imagens digitais. A analise histopatologica foi realizada através da
identificag&o de infiltrados inflamatorios, focos de necrose e esteatose em doze cortes
histologicos por animal.

Para a analise estereoldgica, o diametro nuclear dos hepatécitos foi medido
em 10 fotos por animal (cinco nucleos por foto), utilizando-se o programa Image J.
Com base no didametro nuclear e na densidade volumétrica dos hepatdcitos, foram
calculados o volume nuclear, volume citoplasmético e o volume total de cada
hepatécito, sendo estes valores expressos em micrometros cubicos (um?3). Para tais
calculos foram utilizadas as seguintes equagées:

Volume nuclear = 4/31R3, onde R = raio nuclear;
Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear / % nucleo;

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico.
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2.8 Concentracao de glicogénio hepatico

O glicogénio foi extraido de acordo com o método descrito por (Hassid e
Abrahams, 1957). Resumidamente, amostras frescas de figado (50 mg) foram
digeridas por aquecimento (100 ° C) em 0,5 mL de 5 N KOH por 60 min. O glicogénio
foi purificado e precipitado por etanol 99% em agua fervente e, em seguida,
centrifugado a 8000 x g por 20 min. Os peletes obtidos foram ressuspensos em agua
destilada (1 mL) e 3 mL de solugéo de antrona (50 mg diluida em 50 mL de H2S04 a
84%) e incubados por 10 min a 100 ° C. O OD foi medido a 620 nm (Power Wave X).

2.9 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliacao de normalidade e pelo teste de
Shapiro-Wilk e em seguida feita a analise de variancia ANOVA “one-way” seguida pelo
teste post hoc de Holm-Sidak. Os resultados foram expressos como média * desvio
padrao (média + DP). A significancia estatistica foi estabelecida como p < 0,05. Todas
as analises foram feitas no software GraphPad Prism 6.0.

3. RESULTADOS

3.1 Parametros biométricos e hepaticos

Todos os grupos apresentaram valores semelhantes (P> 0,05) quanto aos
parametros biométricos, indice hepatossomatico e teor de agua no tecido hepatico,
independentemente da dose de curcumina administrada durante o experimento
(Tabela 1).

Tabela 1. Parametros biométricos e hepaticos de camundongas tratadas com DMSO (veiculo) e
diferentes doses de curcumina.

Parametros biométricos DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000
Peso corporal inicial (g) 32,2+3,4 30,4+1,9 32,1 £ 3,1 31,3+2,8
Peso corporal final (g) 31,7+1,7 30,1 +1,3 325+25 33,2+3,2
Variacao do peso corporal (g) -0,4+25 -0,3+1,4 0,4+25 1,9+15
Peso do figado (g) 1,2+0,1 1,3+0,1 1,4+0,2 1,5+0,2
IHS (%) 3,8+£0,2 43+04 42+0,6 44+0,3

MédiazDP. Os dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak
considerando-se a significancia estatistica quando p= 0.05, n = 6. IHS: Indice hepatossomatico, IE:
Indice de edema.
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3.2 Andlises soroldgicas

A administracdo de curcumina elevou os niveis da enzima ALP nos grupos
CUR-500 e CUR-1000, quando comparados com o grupo controle (DMSO) (Fig. 1A).
Em relagdo as transaminases, os niveis de AST n&o foram alterados com o
tratamento, enquanto que os niveis de ALT foram aumentados no grupo CUR-1000
(Figura. 1B e C).
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Figura 1. Niveis de fosfatase alcalina (A) e transaminases (B e C) no soro de camundongas tratadas
com DMSO (veiculo) e diferentes doses de curcumina. Cada ponto representa um dado, com média
(linha horizontal) e desvio padrédo (linha vertical) representados. ALP: fosfatase alcalina; ALT: alanina
transaminase; AST: aspartato transaminase. * Diferente de DMSO (p < 0.001). ** Diferente de 250mg
(p < 0.05).*** Diferente de CUR-250 e CUR-500 (p < 0.05). Os dados foram analisados por ANOVA
“one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se a significancia estatistica quando p
<0.05,n=5.

Os niveis de colesterol total (Figura. 2A) e suas fragdes (HDL, LDL e VLDL)
(Figura. 2B, C e D) e de triglicerideos (Figura. 2E), ndo foram alterados com a
administragdo da curcumina. Ja as concentracdes de bilirrubina e albumina foram
maiores no grupo da maior dose em relacédo ao grupo controle e CUR-250 (Figura. 2F
e G). O grupo CUR-1000 apresentou uma maior concentracao de proteina total o que

é justificado pelo aumento de ALT, ALP, Albumina e Bilirrubina (Figura. 2H).
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Figura 2. Parametros sorolégicos de camundongas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes doses
de curcumina. A caixa representa os intervalos interquartis com a média indicada (linha horizontal) e
as barras representam os quartis superior e inferior. * Diferente de DMSO e CUR-250 (p < 0.004). Os
dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se
a significancia estatistica quando p< 0.05, n = 5.
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3.3 Marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo e conteudo mineral

A concentracdo das enzimas antioxidantes SOD e CAT, ndo se alterou no
tecido hepatico dos animais tratados com curcumina (Figura 3A e B). No entanto, no
grupo CUR-500 foi observado aumento da atividade de GST e dos metabdlitos do NO
(Figura 3C e D). Ja o grupo CUR-1000 apresentou aumento na quantidade de MDA
que € um marcador de peroxidacao lipidica (Figura 3E). Os niveis de proteina

carbonilada nao foram alterados nos tratamentos com curcumina (Figura 3F).
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Figura 3. Atividade das enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo em
figado de camundongas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes doses de curcumina. SOD:
superoxido dismutase; CAT: catalase; GST: glutationa S-transferase; Metabdlitos do 6xido nitrico (NO2
e NOs); MDA: malondialdeido; PTNc: proteinas carboniladas. A barra representa a média, o desvio
padréo é indicado logo acima. Os dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste post
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hoc Holm-Sidak considerando-se a significancia estatistica quando p< 0.05, n = 5. * Diferente de todos
0s outros grupos (p< 0.02). ** Diferente de DMSO e CUR-250 (p< 0.01).

Os minerais em niveis percentuais estao representados na Figura 4. Enquanto
a porcentagem dos elementos Zn e Cu diminuiu significativamente independente da
dose de curcumina, em comparagao com o grupo controle, os niveis de Fe e Se
aumentaram nos grupos CUR-250 e CUR-500 respectivamente (P <0,04). A
propor¢ao de manganés (Mn) e magnésio (Mg) nao foi alterada com a administragao
de curcumina.

100+

Se

80+
Zn * *

Cu

Proporcdao de minerais no figado (%)

DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000

Figura 4. Proporcéo de minerais no figado de camundongas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes
doses de curcumina. Se: selénio; Zn: zinco; Cu: cobre; Fe: ferro; Mn: manganés; Mg: magnésio. A
proporcao foi calculada entre os valores destes elementos. O asterisco (*) representa diferengas entre
as médias dos grupos tratados com curcumina e o grupo controle (DMSO) (p < 0.05). Os dados foram
analisados por ANOVA “one-way’ seguida do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se a
significancia estatistica quando p< 0.05, n = 5. * Diferente de DMSO (p< 0.04).

3.4 Parametros histomorfométricos, estereoldgicos, e histopatoldgicos
hepaticos

A analise da proporcao dos componentes hepaticos foi utilizada para avaliar
as alteracdes que os tratamentos com curcumina poderia ocasionar na composicao
estrutural do figado. Dentre os parametros avaliados, os capilares sinusoides foi o

unico que sofreu alteragdo com a administracdo da curcumina, apresentando maior
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proporcédo no grupo CUR-1000 em relacdo ao grupo controle (Figura 5). Nao foram
observadas de forma significativa alteragcbes como infiltrado inflamatério, necrose e
esteatose nos figados do grupo controle e dos grupos tratados com curcumina.

A

B Sinusdides
Vasos sanguineos
Nideo Citoplasma Outras células
Vaclolos
CUR-1000 *
CUR-500
CUR-250
DMSO
® ® ® ® ® &

Proporgdo dos elementos teciduais do figado (%)

Figura 5. Fotomicrografias representativas de secc¢des histolégicas (A) e proporgao (%) (B) dos
elementos teciduais do figado de camundongas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes doses de
curcumina. (—) nucleo de hepatdcito; (P) outras células (kupffer, ito, endoteliais); (>) vacuolos
citoplasmaticos; (%) vasos sanguineos; (1) capilares sinuséides. Barra: 40um. Os dados foram
analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se a
significancia estatistica quando p < 0.05, n = 6. * Diferente de DMSO (p< 0.02).
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A anadlise estereoldgica e a proporcao de hepatécitos mononucleados e
binucleados nao apresentaram alteracao significativa nos grupos tratados com

curcumina em relagéo ao grupo controle (Figura 6).
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Figura 6. Didametro nuclear, parametros estereolégicos e proporgéo de hepatocitos mono e binucleados
do figado de camundongas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes doses de curcumina. A caixa
representa os intervalos interquartis com a média indicada (linha horizontal) e as barras representam
0s quartis superior e inferior. Os dados foram analisados por ANOVA “one-way”’ seguida do teste post
hoc Holm-Sidak considerando-se a significaAncia estatistica quando p< 0.05, n = 6.
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3.5 Concentracao de glicogénio hepatico

A concentracao de glicogénio hepatico aumentou significativamente (P < 0,05)
no figado dos animais que receberam a menor dose de curcumina. Por outro lado, o
grupo que recebeu a maior dose (1000mg/kg/PC) teve uma redug¢ao da concentragao

desse homopolissacarideo em comparag¢ao aos demais grupos (Figuras 5 A e B).
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Figura 7. A. Dosagem de glicogénio hepéatico em camundogas tratadas com DMSO (veiculo) e
diferentes doses de curcumina. B. Fotomicrografias representativas de segdes histologicas do figado
de camundongos fémeas adultas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes doses de curcumina.
Coloragao: PAS. Bar: 40um. Os dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida pelo teste post
hoc Holm-Sidak, considerando a significancia estatistica como P < 0,05, n = 5. Um asterisco (*)
representa diferente de DMSO. Dois asteriscos (**) representam diferenta de CUR-500 e CUR-1000.
Trés asteriscos (***) representam diferenta de CUR-250 e CUR-500.

4. DISCUSSAO

Embora muitos estudos tenham reforgcado as propriedades farmacolégicas da
curcumina (Hewlings e Kalman 2017; Rivera-Espinoza e Muriel 2009) e seu uso
extensivo associado a cuidados a saude (Cheng et al. 2001; Ghosh, Banerjee e Sil
2015; Palipoch et al. 2014 ) a literatura ainda carece de esclarecimentos sobre o
impacto que altas doses desse composto causariam no figado, principalmente de
animais saudaveis. Considerando o papel representativo deste 6rgao para
metabolizacdo e desintoxicagcao no corpo de mamiferos e o fato de que a excrecéo da

curcumina ocorre através das vias hepatobiliares, nosso estudo avaliou o efeito
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bioldégico da administracdo oral de trés doses de curcumina no figado de animais

experimentais saudaveis.

As doses de curcumina (250, 500 e 1000mg/kg) utilizadas nesse estudo, apos
converséo para humano pelo método BSA (Body Surface Area — método para célculo
da dosagem com base na area de superficie corporal) correspondem a doses diarias
de 1,269, 2,439 e 4,869, respectivamente, considerando um adulto de 60kg (Reagan-
Shaw et al., 2018). Com essa conversao, a dosagem utilizada nesse trabalho € inferior
aquela consumida por humanos (8g/dia) por um periodo de trés meses em um estudo
de ensaio clinico, o qual concluiu que a curcumina nao é téxica nessa dosagem
(Cheng et al., 2001). No entanto, nossos achados indicaram o potencial da curcumina
em aumentar os biomarcadores funcionais de lesdo hepatica, um perfil modulatério
do estado oxidativo do figado associado a biodisponibilidade de micro minerais além

de alteragGes na reserva de glicogénio.

Apo6s vinte e oito dias consecutivos de tratamento, nenhuma dose de
curcumina foi suficiente para induzir diferengcas nos pesos corporais e nos pesos do
figado (absoluto e relativo), indicando auséncia de edema sem qualquer sinal de
hepatomegalia. O mesmo perfil de resposta para essas variaveis foi relatado por Liju
e colaboradores ao administrar 6leo essencial de curcuma (composto rico em
curcumina) a ratos Wistar machos e fémeas por 13 semanas (Liju, Jeena e Kuttan,
2013). No entanto, resultados diferentes foram observados em animais que
receberam uma dieta com 5% de curcuma por um periodo prolongado (90 dias), os
quais apresentaram reducao significativa no ganho de peso corporal, tanto em
camundongos quanto em ratos, aumento dos pesos absoluto e relativo do figado em
camundongos e reducdo do peso absoluto do figado em ratos (Deshpande et al.,
1998).

Embora a literatura tenha destacado que a curcumina apresenta baixa
biodisponibilidade no organismo (Anand et al. 2007; Marczylo et al. 2007) devido a
sua baixa solubilidade, tem sido demonstrado efeitos benéficos no perfil de
funcionalidade hepatica induzido por uma variedade de composto toxico (por exemplo,
metais pesados e medicamentos) (Park et al. 2000; Sayed e El-Kordy, 2014). Sayed
e El-Kordy mostraram em seu experimento, usando coelhos com hepatotoxicidade
induzida por paracetamol, que a suplementagdo com curcumina em doses de 50 e
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100 mg/Kg reduziu os niveis elevados de AST, ALT e ALP e aumentou os niveis de
proteina total e albumina no plasma (Sayed e El-Kordy, 2014). Em outro estudo, o pré-
tratamento com curcumina, em ratos com les&o hepatica, induzido por tetracloreto de
carbono (CCl4) preveniu o aumento de ALT e AST, reduziu a peroxidagao lipidica e
inibiu 0 dano hepatico (Park et al. 2000).

Diferente do exposto acima, vimos que no figado de animais saudaveis alguns
biomarcadores séricos da funcao hepatica foram aumentados com a administracao
das duas doses mais altas de curcumina (500 e 1000mg/Kg). Sempre que o figado
sofre algum processo patoldgico que afeta a integridade dos hepatdcitos € observado
o aumento da atividade das aminotransaminases AST e ALT, sendo que a ALT
aumenta mais ligeiramente do que a AST se a leséo for puramente hepatica, pois essa
enzima € mais abundante no figado do que em outros 6rgaos (Giannini et al., 2005;
Schinoni, 2006; Kim et al., 2008). Em nosso estudo os niveis séricos de AST nao
foram alterados com a administracdo da curcumina, no entanto, foi observado maior
concentragao sérica de ALT nos grupos que receberam as maiores doses (CUR-500
e CUR-1000) em relacdo ao grupo controle. Niveis elevados de ALT sérica sao
observados quando as membranas dos hepatécitos sado lesionadas, o que permite
que as enzimas presentes nessa célula extravasem para o sangue (Liu et al., 2014;
Knudsen et al.,2016). O tratamento com curcumina também elevou 0s niveis de
fosfatase alcalina (ALP) nos grupos CUR-500 e CUR-1000, enzima presente na
membrana dos canaliculos biliares (Giannini et al., 2005). De acordo com Vasconcelos
e colaboradores (2007), a elevacao sérica dessa enzima indica alteragdes no fluxo
biliar. O grupo CUR-1000 além do aumento de ALP também apresentou aumento nos
niveis de bilirrubina total. Elevacado nos niveis dessas enzimas é frequentemente
associada ao quadro de colestase, que € ocasionado por obstru¢ao do trato biliar que
pode ser induzida por retencao de substancias exégenas excretadas pela bile, como
a curcumina (Costa et al., 2012; Lee et al., 2012). Podemos inferir que a administracao
de altas doses de curcumina acarreta em eliminacdo volumosa desse composto
através da bile, o que pode provocar disturbio no fluxo biliar. Esses resultados indicam
gue a ingestao de curcumina acarretou em danos aos hepatdcitos e comprometimento
do fluxo biliar, pois as alteragbes nos niveis desses biomarcadores de
hepatotoxicidade refletem para este perfil de resposta.
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Se considerarmos apenas esta relagcdo de biomarcadores com a disfuncao
das células hepaticas, conforme relatado anteriormente, tenderiamos a caracterizar
as altas doses de curcumina avaliadas neste estudo para um perfil de toxicidade
hepatica. Entretanto, a analise de outros fatores deve estar associada, principalmente
aqueles envolvidos no estado oxidativo hepatico e integridade da organizacao
estrutural do tecido para confirmar ou refutar essa hipétese.

A atividade antioxidante da curcumina ja foi descrita por diversos
pesquisadores (Shao et al. 2012; Vera-Ramirez et al. 2013; Palipoch et al. 2014), mas
parece que essa atividade é condicionada pela dosagem ingerida e pelo status da
integridade dos hepatécitos (McNally et al. 2007; Lépez-Lazaro, 2008). McNally e
colaboradores ja haviam comprovado em um estudo in vitro tratando hepatocitos
humanos com altas concentragbes de curcumina (por exemplo, 50 uyM) sua
capacidade consideravel de aumentar os metabdlitos reativos de oxigénio (McNally et
al. 2007). Lopez-Lazaro também mostrou que em baixas concentragdes, a curcumina
exerce agao antioxidante reduzindo ou mantendo os niveis celulares das espécies
reativas de oxigénio (ROS) dentro dos niveis fisioldgicos, mas em altas
concentracdes, esse composto pode atuar como prd-oxidante e aumentar os niveis
de ROS (Lépez-Lazaro 2008). Nesta perspectiva, em nossa investigacdo vimos
sensibilidade aumentada dos hepatécitos no grupo CUR-500 com concentracéo
aumentada de NO2/NQOs caracterizando o estresse nitrosativo. O estresse nitrosativo
pode ocorrer associado a um processo inflamatério, uma vez que biomoléculas como
0 Oxido nitrico, estdo envolvidas no processo de adesao dos leucdcitos ao endotélio,
um evento necessario no recrutamento dessas células para locais de inflamacéao
(Charoensuk et al. 2011; Mouzaoui, Rahim, e Djerdjouri 2012). No entanto, apesar
dessa relagdo, ndo observamos de forma significativa infiltrado inflamatério tecidual
em nossa investigacao. Porém, no grupo que recebeu a dose mais elevada (CUR-
1000) foi encontrado aumento significativo da peroxidacao lipidica no tecido hepatico
com aumento dos niveis de malondialdeido. Fang e colaboradores apontaram que o
papel pré-oxidante da curcumina tem sido associado a sua capacidade de modificar
de forma irreversivel a tiorredoxina redutase (TrxR), uma enzima chave para a
reducdo de ROS (Fang et al, 2005). E sabido que a lesdo hepatica pode ser
desencadeada por estresse oxidativo, pois a interacdo dos radicais livres com o0s

lipidios da membrana celular resulta em peroxidacgéao lipidica que leva a alteracao da
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permeabilidade dessa estrutura, modificacdo da atividade das enzimas ligadas as
membranas e as proteinas de transporte, além de estar envolvida com a diminuicao
do potencial de membrana mitocondrial e, numa condigdo extrema, a morte celular
(Benzie e Strain, 1996; Lima e Abdalla 2001; Jaeschke et al., 2002). Segundo Balaji e
Chempakam (2010), a curcumina e seus derivados causam lesdes aos hepatoécitos
dependendo da dose.

Caracteristicamente, este perfil pro-oxidativo que altas doses de curcumina
causaram no tecido hepatico deve ser analisado associado a capacidade do sistema
antioxidante enddgeno dos hepatdcitos em superar este evento pré-oxidativo
(Contreras-Zentella e Hernandez-Munoz 2016; Kang e Choi 2017). A atividade
enzimatica também pode estar associada a biodisponibilidade de microminerais que
s&o essenciais para o funcionamento do sistema antioxidante endégeno pois atuam
como cofatores dessas enzimas (Soetan et al., 2010; Bhattacharya et al., 2016; Goff
2018). Apesar dessa abordagem, vimos que a peroxidacao lipidica (CUR-1000)
superou a capacidade de defesa antioxidante principalmente relacionada as enzimas
SOD e CAT, que mantiveram seus valores, independente das doses administradas de
curcumina. Embora tenhamos observado um aumento na proporcao de mineral Fe no
grupo CUR-250, mineral importante para a atividade de CAT, Cu (em todas as doses
de curcumina) e Zn (CUR-1000), minerais associados a atividade de SOD (Vincent, et
al., 2007), foram significativamente reduzidos. Apesar de ndo termos encontrado
alteracdes na atividade da SOD é sabido que a reducdo desses elementos pode
comprometer a fungao antioxidante desta enzima (Barbosa et al. 2010). Além disso, o
Zinco também é essencial para a integridade e funcionalidade das membranas
celulares e a falta desse mineral pode afetar a funcado da membrana celular, alterando
a fluidez, os canais de transporte de sédio e calcio e até mesmo o equilibrio osmatico
da célula (O’Dell 2000). De acordo com Bettger e O’Dell, a perda de zinco da
membrana celular € um dos primeiros sinais de deplecdo desse mineral no corpo
(Bettger e O’Dell 1993).

Por outro lado, em resposta a tendéncia pro-oxidante da curcumina,
encontramos o aumento significativo dos niveis de glutationa-S-transferase (GST) no
grupo 500mg/Kg em comparacgéo ao grupo controle (DMSQO). A GST pertence a uma

familia multifuncional de proteinas envolvidas no processo de desintoxicacao celular
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e correcao dos efeitos deletérios dos compostos xenobiébticos. Essa enzima catalisa a
conjugacao da glutationa reduzida (GSH) com compostos nocivos, a fim de torna-los
menos toxicos, mais soluveis em agua e mais faceis de serem degradados e
excretados (Carletti et al.,, 2008; Huber e Almeida, 2008). O grupo que recebeu
500mg/kg também apresentou maior proporcao de Selénio (Se) em relagdo ao grupo
controle. O Se é um mineral presente no sitio ativo da glutationa peroxidade (GPx),
enzima responsavel pela conversao de perdoxidos a compostos menos prejudiciais e
a presenca desse mineral na célula melhora a atividade de GPx e, portanto, reduz a
quantidade de H202. A atuacao de GPx é essencial para prevenir o ataque de radicais

livres aos acidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares.

O tratamento com curcumina variou a taxa de armazenamento de glicogénio
hepatico de maneira dependente da dose. No grupo CUR-250, a reserva de glicogénio
hepatico foi significativamente maior do que no grupo controle. Resultado semelhante
foi observado no trabalho de Bustanji e colaboradores (Bustanji et al. 2009). Esses
autores relataram que o tratamento com curcumina (15, 30 e 60 mg/Kg por via i.p.)
em camundongos Balb/c resultou em um aumento significativo nos estoques de
glicogénio no figado. Este aumento no glicogénio foi atribuido a agao inibitéria da
curcumina na glicogénio sintase quinase-3f (GSK-3B) que visa a glicogénio sintase
(GS), uma enzima metabdlica essencial na via de sintese de glicogénio (Bustan;ji et
al. 2009; Kim et al. 2017). Segundo esses autores, apds o tratamento, o GS né&o era
fosforilado pelo GSK-38 e, portanto, estava ativo, o que aumentava a taxa de sintese
de glicogénio no figado. Porém, com o aumento da dose de curcumina, observamos
que a reserva de glicogénio hepatico no grupo CUR-500 nao foi alterada em relacao
ao grupo controle, enquanto no grupo de maior dose (CUR-1000) houve deplecao da
reserva deste polissacarideo. No grupo CUR-1000, também observamos um aumento
na proporcao dos sinusoides e, apesar das modificacées na capilarizagao sinusoidal
serem consideradas uma alteracao patolégica do figado, por estarem envolvidas tanto
em processos inflamatérios quanto no desenvolvimento de doencas como fibrose
hepatica e cirrose (B. Xu et al. 2003; Yao et al. 2013), inferimos que esse aumento
nos sinusoéides foi provavelmente devido a necessidade de um maior suprimento de
nutrientes, como mecanismo protetor, para que essas células metabolizassem a alta
dose de curcumina absorvida. Ndo observamos mudancas significativas nos demais

parametros histolégicos avaliados. O mesmo resultado foi encontrado por Granados-
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Castro e colaboradores, que relataram que os animais tratados com curcumina
(100mg/kg) apresentavam histologia hepatica normal (Granados-Castro et al. 2016).
Além disso, segundo 0os mesmos autores, a curcumina (100 mg/kg) atenuou o dano
histoldgico do figado induzido por paracetamol ao reduzir a area ocupada por células
inflamatérias, reduzir hepatécitos necroticos e reduzir células hepaticas regenerativas

(hepatécitos binucleados ou com nucleo muito grande).

5. CONCLUSAO

Diante do exposto, concluimos que a curcumina tem efeitos duplos no figado
de camundongas saudaveis. Quando administrada em doses baixas nao leva a
alteracoes hepaticas, diferentemente do que ocorre com o consumo de doses
elevadas, onde observamos aumento os biomarcadores funcionais de lesdo hepatica,
acao pré-oxidante com um perfil modulatério do estado oxidativo do figado associado

a biodisponibilidade de micro minerais, além de alteragcdes na reserva de glicogénio.
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5. CAPITULO 2

EFEITOS DA CURCUMINA NOS PARAMETROS REPRODUTIVOS DE
CAMUNDONGAS SWISS

Talita Amorim Santos', Janaina da Silva', Luiz Carlos Maia Ladeira', Mariana
Machado Neves e Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado'.

' - Laboratério de Biologia Estrutural, Departamento de Biologia Geral da Universidade
Federal de Vigosa

RESUMO

A curcumina, o curcuminoide mais abundante de Curcuma longa L., possui inimeros
estudos conflitantes ilustrando os seus efeitos benéficos e/ou prejudiciais sobre o
potencial reprodutivo. Entretanto, seu impacto nos ovarios e nos parametros de
fertilidade ainda tem muito a ser elucidado em camundongos saudaveis. Assim sendo,
0 objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da curcumina no ovario e fertilidade de
camundongas Swiss. Para isso, trés experimentos (Exp.1, Exp.2 e Exp.3) foram
realizados utilizando camundongos Swiss adultos. Cada experimento foi composto por
quatro grupos, sendo estes: grupo veiculo, que recebeu 0,2ml de dimetilsulféxido
(DMSO) por animal, e trés grupos que receberam curcumina pura natural diluida em
DMSO. Os grupos que receberam curcumina consistiram em: grupo CUR-250 que
recebeu 250mg/Kg, o grupo CUR-500 que recebeu 500mg/Kg e o grupo CUR-1000
que recebeu 1000mg/Kg de peso corporal. A administracdo do DMSO ou da
curcumina foi feita por via oral. As fémeas do Exp.1 foram tratadas com DMSO ou
curcumina durante 28 dias consecutivos e no 29° dia foram eutanasiadas. Nesses
animais foram avaliados o efeito da curcumina no ciclo estral e ovario. Os Exp.2 e 3
foram realizados para avaliar o efeito da curcumina na fertilidade das camundongas.
No Exp.2 as fémeas receberam o tratamento por 28 dias consecutivos e apds vinte e
quatro horas do ultimo tratamento, foram colocadas para acasalar e seguir com a
gestacao. Ja as fémeas do Exp.3 receberam o tratamento durante todo o periodo de
acasalamento e gestacdo. As fémeas do Exp.2 e 3 foram eutanasiadas no 19° dia
apds a confirmacao da cépula. As analises consistiram na avaliacao do ciclo estral,
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frequéncia de foliculos ovarianos, quantificacdo das regides argentafins
organizadoras de nucléolo (AgNORs) em células da granulosa e parametros de
fertilidade. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com curcumina em
camundongas nuliparas provocou irregularidades no ciclo estral e redugdo da
atividade proliferativa em células da granulosa de foliculos secundérios. Ja a analise
de fertilidade mostrou que o pré-tratamento com curcumina na dose de 1000mg/kg/PC
reduziu em 50% o indice de prenhez, e que a exposicdo a curcumina durante o
acasalamento e gestagdo acarretou em reducdo drastica na taxa de prenhez e
aumento da perda pré-implantacdo em todas as trés doses administradas.
Embasados nesses resultados, concluimos que em camundongas saudaveis a
curcumina tem efeito contraceptivo, principalmente quando consumida no periodo do

acasalamento.

Palavras-chave: células da granulosa, potencial de fertilidade e perda pré-
implantagao.
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1. INTRODUCAO

Curcumina, um polifenol hidrofébico encontrado no rizoma da curcuma
(Curcuma longa), € comumente utilizada como tempero, em corantes alimentares, e
na fitoterapia tradicional (Prasad et al., 2014). Essa molécula possui caracteristica
pleiotrépica, ou seja, possui capacidade de atuar em inimeros alvos celulares e varios
mecanismos de a¢ao, que incluem alteracao na atividade de enzimas e modulacao de
fatores de crescimento (Prasad et al., 2014; Ghosh et al., 2015). Seus beneficios para
a saude compreendem suas atividades antioxidante, antiinflamatéria, antimicrobiana
e antiangiogénica todas elas bem documentadas na literatura (Fan et al., 2013;
Aggarwa e Harikumar, 2009; Gupta et al., 2013; Stani¢, 2017). Curcumina também
tem se demonstrado ser um potente agente anticancerigeno devido a sua capacidade
de inibir a divisdo celular e induzir a morte celular de varios tipos de células
cancerosas, mesmo aquelas resistentes a outros tipos de tratamento (Piwocka et al.,
2002; Bielak-Zmijewska et al., 2004; Magalska et al., 2006; Mosieniak et al., 2006;
Reuter et al., 2008).

Efeitos benéficos da curcumina para os ovarios tém sido confirmados por
diversos pesquisadores. Por exemplo, curcumina tem sido relatada por proteger as
células ovarianas e promover a foliculogénese em camundongas acometidas por
estresse induzido pela regulacao negativa dos receptores de FSH (Tiwari-Pandey e
Ram Sairam, 2009 ), lesdo por isquemia-reperfusdo (Sak et al., 2013) e radiacao
ionizante (Aktas et al ., 2012). Além disso, a administragdo dietética de curcumina
inibiu 0 estresse oxidativo e a apoptose em camundongas com faléncia ovariana
prematura (FOP) (Yan et al., 2018).

No entanto, efeitos contraditérios da curcumina na reproducédo também tem
sido relatado. De acordo com Murphy e colaboradores (2012), a curcumina suprime a
foliculogénese ovariana de ratas, maturacdo sexual e fecundidade, sugerindo que
esse polifenol afeta sistemas reprodutivos saudaveis. Segundo Kadasi e
colaboradores (2017), a adicdo da curcumina em um sistema in vitro diminuiu
significativamente o acumulo de marcadores de proliferacdo e a expressao de seus
RNAm em células da granulosa de ovarios de porcas. Bielak-Zmijewska e

colaboradores (2010) observaram que a curcumina compromete a retomada da
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meiose de odcitos e inibe as divisdbes meidticas e mitdticas em camundongas. Chen e
Chan (2012) relataram que, in vitro, a curcumina inibe a maturacao de ovécitos de
ratas Wistar e também promove efeitos prejudiciais sobre a fertilizagao in vitro e os
estagios iniciais do desenvolvimento embrionario in vivo. Chen e colaboradores (2010)
também demonstraram que, in vitro, a exposicao de blastocisto de ratos a curcumina

desencadeia a apoptose de células embrionarias.

O efeito prejudicial da curcumina também abrange células reprodutoras
masculinas. Naz (2011) mostrou em seu estudo que o contato de espermatozoides
murinos com curcumina reduz a motilidade, capacitacao e reacao acrossémica dessas
células. Reducéao da motilidade, viabilidade espermatica e do potencial de fertilizacao

também foi atribuida a curcumina no estudo de Moshari e colaboradores (2017).

Apesar dos relatos citados, os efeitos da curcumima nos ovarios e parametros
de fertilidade ainda sao pouco conhecidos em camundongas. Diante disso, o objetivo
do nosso estudo foi avaliar o efeito de trés doses de curcumina sobre a reproducao

de camundongas Swiss adultas saudaveis.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Nesse estudo foram utilizados 120 camundongos Swiss (88 fémeas e 32
machos) adultos, com 90 dias de idade, pesando 32,2 + 2,49 (fémeas) e 41,1 £ 1,99
(machos) (média + desvio padrédo), todos obtidos no Biotério Central e mantidos no
Biotério Experimental do Departamento de Biologia Geral, ambos da Universidade
Federal de Vicosa. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, mantidos
sob condi¢des controladas de luminosidade (ciclos de 12/12 horas claro/escuro),
temperatura (22 + 2°C) e umidade relativa do ar (45% a 55%) e com acesso a ragcao
e agua ad libitum. O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV) e registrado sob o protocolo n?
555/2016.
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2.2 Delineamento experimental

Apé6s 15 dias de aclimatacao, os animais foram divididos aleatoriamente em
trés experimentos. Cada experimento foi composto por quatro grupos, sendo estes:
grupo veiculo, que recebeu 0,2ml de dimetilsulféxido (DMSO) por animal, e trés grupos
que receberam curcumina pura natural (VETEC - Lote: DCBD5305V) diluida em
DMSO, onde o grupo CUR-250 recebeu 250mg/Kg, o grupo CUR-500 recebeu
500mg/Kg e o grupo CUR-1000 recebeu 1000mg/Kg de peso corporal. O DMSO foi
escolhido como veiculo devido a curcumina possuir baixa solubilidade em agua
(anand et al.,2007), o que torna necessaria a utilizacdo de um solvente hidrofébico.
Além disso, o DMSO é considerado um solvente organico ndo téxico com intensa
capacidade de penetragdo nas membranas biolégicas (Brayton, 1986; Slabber et al,
2016). Nos trés experimentos as administragdes foram feitas via gavagem e cada
animal recebeu um volume de 0,2ml por dia de tratamento. O desenho experimental
esta elucidado na figura 1.

Experimento 1 i ®»— Eutandsia

Aclimatacdo 5
_ . * Tratamento (28 dias) *
n =6 /grupo

+ DMSO (Veiculo)
_~~» CUR-250
> CUR-500

* CUR-1000

Experimento2 @ GRS - £ 2nésia
Aclimatacdo * Tratamento (28 dias) I %
n =8 /grupo ! ;

» DMSO (Veiculo)
"+ CUR-250 ; l
> CUR-500 i P Gestacdo (18 dias)
* CUR-1000 ! P

l ¥

bl k

Experimento 3 . - : Felitandsia
Aclimatacdo - | | Tratamento
n =8 /grupo : ! (19-21 dias)
»~ DMSO (Veiculo) :

> CUR-250
"~ CUR-500
“* CUR-1000

' v ‘
Idade: 90 dias Idade: 118 dias Acasalamento (3 dias)

Figura 1. Delineamento experimental
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2.3 Experimento 1

O experimento 1 (Exp.1) foi realizado para avaliar o efeito da curcumina no
ciclo estral e ovario de camundongas nuliparas. Para isso, 24 camundongas (6
animais por grupo) com 90 dias de idade foram tratados por 28 dias consecutivos e
eunatanasiadas no 29° dia (Figura 1).

2.3.1 Analise do ciclo estral

Para assegurar que todas as fémeas do Exp.1 apresentavam regularidade no
ciclo estral no inicio do tratamento, apds 15 dias de aclimatacdo foi realizado o
monitoramento do ciclo estral durante os 15 dias anteriores ao inicio do tratamento.
Apenas as fémeas com ciclos estrais regulares foram selecionadas para receber os
tratamentos (DMSO e Curcumina). O monitoramento do ciclo estral de cada fémea,
antes e durante todo o periodo de tratamento, foi realizado por meio do esfregaco
vaginal que foi feito diariamente sempre pela manh& entre 8 e 9h. Para isso, foi
utilizado uma haste com algoddo umedecida em solucdo fisiolégica. O material
coletado foi depositado em lamina histologica, corada com o Kit Pandtico Rapido
(Laborclin) e analisada sob microscopio éptico.

A determinacdo do estagio do ciclo estral foi realizada de acordo com o0s
seguintes critérios citolégicos: estro — predominancia de células epiteliais cornificadas,
metaestro — presengca de células epiteliais cornificadas e leucécitos
polimorfonucleares, diestro — predominancia de leucécitos polimorfonucleares,
proestro — predomindncia de células epiteliais nucleadas (Byers et al., 2012).
Considerou-se fémeas com ciclos regulares as que apresentaram: diestro por um
periodo maximo de 3 dias consecutivos, proestro por no maximo 1 dia, estro por no

maximo 3 dias consecutivos e metaestro por no maximo 1 dia (Wallace et al., 2018).

2.3.2 Eutanasia, coleta de material bioldgico, analises biométricas e
processamento histolégico

Apbs 24 horas do ultimo tratamento (29° dia), os animais foram pesados,
anestesiados (quetamina 150mg/kg/ip e xilazina 10mg/kg/ip) e submetidos a
eutanasia por exsanguinacdo através da puncado cardiaca. Os ovérios foram

removidos, dissecados, pesados em balancga analitica e imersos em solucao fixadora
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Karnovsky por 24h (Karnovsky, 1965). Posteriormente foram desidratados em série
etandlica crescente e incluidos em historesina (Leica ®). Seccoes de 3um de
espessura com intervalos de 45um foram obtidas utilizando-se micrétomo rotativo
semiautomatico (Leica ® RM2255) e navalhas de vidro. As seccoes histolégicas
utilizadas para as andlises morfologicas e morfométricas foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE) e montadas com o meio de montagem Entellan® (Merck,
Frankfurt, Germany). J& as secgoes histologicas utilizadas para a quantificacao das
regides argentafins organizadoras de nucléolo (AgNORs) foram coradas com solugéao
coloidal de prata. Esta solucao foi preparada com a mistura da solucéo A (5g de nitrato
de prata em 10ml de agua destilada) com a solucao B (500mg de gelatina em 25 ml
de agua destilada com 0,25ml de acido férmico) na propor¢ao de 2:1. A incubagao foi
feita em ambiente umido e escuro a 37°C por 30 minutos.

2.3.3 Frequéncia de foliculos ovarianos e corpos luteos

Com a utilizacdo de um microscopio (Olympus, CX 40, Tokyo, Japan) foi
realizada a quantificagcdo do numero total de foliculos primarios, secundarios, pré-
antrais, antrais, atrésicos e corpos luteos em dez secg¢des histoldégicas do ovario
esquerdo das fémeas do Exp.1. A classificacao histol6gica dos foliculos ovarianos foi
realizada de acordo com os critérios estabelecidos por Freeman (1994), ou seja:
foliculo primordial: ovécito circundado por uma unica camada de células foliculares
achatadas; foliculo primario: ovécito circundado por uma camada de células foliculares
cubicas; foliculo secundario: ovécito circundado por varias camadas de células da
granulosa e da teca; foliculo pré-antral: ovécito circundado por varias camadas de
células da granulosa e com inicio da formacao do antro; foliculo antral: ovécito
excéntrico, circundado pela corona radiata e contido pelo cumulus ooforus e antro
folicular amplo; foliculo atrésico: ovocito degenerado e/ou circundado de células da

granulosa com nucleos fragmentados ou picnéticos.
2.3.4 Quantificacao das AgNORs

Nas seccdes histologicas coradas pela prata, foram quantificadas as AQNORs
presentes no nucleo de 60 células da granulosa de foliculos secundarios com 2-3
camadas e de foliculos secundarios com 5 ou mais camadas (Silva et al., 2003). Para
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cada animal, foram utilizados cinco foliculos com 2-3 camadas de células da granulosa
(CCQG) e cinco foliculos com 5 ou mais CCG. Somente foram incluidas na contagem
as AgNORs que se encontravam individualizadas com pontos pretos ou marrons.
Quando estas apresentavam-se agrupadas foram registradas como uma unica
AgNOR, conforme descricdo na literatura (Crocker et al., 1989). A contagem das
AgNORs foi realizada em imagens digitais obtidas em fotomicroscopio de campo claro
(Olympus BX -53, Tokyo, Japan) com objetiva de 40x e Zoom 2x equipado com uma
camera digital (Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan). A quantificagdo das AgNORs foi
realizada com auxilio do software Image J 1.48v (National Institute of Health, USA).

2.4 Experimentos 2 e 3

Os experimentos 2 (Exp.2) e 3 (Exp.3) foram realizados para avaliar acao da
curcumina na fertilidade. Em ambos os experimentos, foram utilizados oito animais
por grupo. As camundongas dos Exp.2 (com 90 dias de idade) receberam o tratamento
durante 28 dias consecutivos, apos esse periodo, os animais foram colocados para
acasalar por trés dias consecutivos. Durante o acasalamento e gestacédo as fémeas
do Exp. 2 ndo receberam tratamento. Ja as camundongas do Exp.3 receberam o
tratamento apenas durante o periodo de acasalamento e gestagdo. As camundongas
dos Exp.2 e 3 iniciaram o acasalamento com 118 dias de idade e foram eutanasiadas
no 19?2 dia ap6s a confirmagédo da cépula (Figura 1). Os machos utilizados para

acasalar nos Exp. 2 e 3 ndo receberam tratamento em nenhum momento.
2.4.3 Acasalamento natural

O acasalamento natural dos animais dos Exp.2 e 3 ocorreu com a presenga
do macho por um periodo de 72 horas, obedecendo a proporcdo de um macho para
duas fémeas por gaiola. Ap6s esse periodo os machos foram separados das fémeas.
A presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal realizado em cada fémea nos
periodos de 24, 48 e 72 horas de acasalamento foi utilizada para confirmar a cépula
e estabelecer o dia 0 de gestacéo.
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2.4.2 Eutanasia, coleta de material bioldgico, anadlises biométricas e
processamento histolégico.

No 18° dia de gestagdao as fémeas dos Exp. 2 e 3 foram eutanasiadas
seguindo os mesmos procedimentos adotados no Exp. 1. Utero e ovéarios foram
removidos, dissecados e pesados em balanca analitica. Os cornos uterinos
provenientes das fémeas gestantes foram abertos para quantificacdo de areas de
implantagdo, numero de reabsorgdes, fetos viaveis e ndo viaveis. Foram considerados
fetos viaveis os animais que ndo apresentaram malformagdes estruturais e anomalias

esqueléticas (Hood, 2012).

Os ovarios foram imersos em solucgao fixadora Karnovsky por 24h (Karnovsky,
1965), desidratados em série etandlica crescente e incluidos em historesina (Leica ®).
Posteriormente, sec¢des seriadas de 3um de espessura com intervalos de 45um
foram obtidas utilizando-se um micrétomo rotativo semiautomatico (Leica ® RM2255)
e navalhas de vidro. Os dois ovarios, de cada camundonga, foram cortados do inicio
ao fim para que todos os corpos luteos fossem observados e contados. As secgdes
histoldgicas obtidas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e montadas com
o meio de montagem Entellan® (Merck, Frankfurt, Germany).

2.4.3 Analise de Fertilidade

Foram determinados os seguintes indices de fertilidade: indice de
acasalamento feminino (n° de fémeas com espermatozoides presentes no esfregaco
vaginal / n® de fémeas usadas no acasalamento x100); indice de acasalamento
masculino (n® de machos com espermatozoides presentes no esfregaco vaginal / n®
de machos usados no acasalamento x100); indice de prenhez: (n® de fémeas prenhes
/ n? de fémeas com espermatozoides presentes no esfregacgo vaginal x 100); potencial
de fertilidade (sitios de implantacao/ n® de corpos luteos x 100); taxa de perda de pré-
implantacdo (n® de corpos lateos - niumero de implantagdes / n® de corpos luteos x
100) e taxa de perda pés-implantacao (n® de implantacao - numero de fetos viaveis /
n® de implantacdes x 100) (Hood, 2012).
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2.5 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliagdo de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Nos dados que, segundo esse teste, apresentaram uma distribuicao
normal foram realizadas a analise de variancia ANOVA “one-way” seguida pelo teste
de Holm-Sidak, com excec¢ao dos resultados da quantificacado das AgNORs entre os
dois tipos de foliculos secundarios que foi utilizado o teste t de student. Ja os dados
que nao apresentaram uma distribuicdo normal foram analisados pelo teste Kruskal-
Walis seguido pelo teste de Dunns. Os resultados foram expressos como média *
desvio padrao (média £ DP). A significancia estatistica foi estabelecida como p < 0,05.

Todas as analises foram feitas no software GraphPad Prism 6.0.

3. RESULTADOS

3.1 Parametros biométricos

Os parametros biométricos das fémeas nuliparas (Exp.1) nao foram alterados
com o consumo das diferentes doses de curcumina administradas em relacdo ao
grupo que recebeu o veiculo (DMSO). A Tabela 1 apresenta os resultados das

analises biométricas.

Tabela 1. Parametros biométricos de camundongas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes doses
de curcumina durante um periodo de 28 dias.

Exp. 1
DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000
Peso Corporal Inicial (g) 322+3,4 30,419 32,1 £ 3,1 31,3£2,8
Peso Corporal Final (g) 31,7+£1,7 30,113 325+£25 33,2+£3,2
Variacédo do Peso Corporal (g)* -04x25 -03x14 0424 1,9+1,5
Peso do Ovario (g) 0,003 + 0,002 0,004 + 0,001 0,004 + 0,001 0,006 + 0,001

MédiatDP. Os dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak
considerando-se a significancia estatistica quando p < 0.05, n = 6. *Diferenga entre o peso corporal
inicial e final.

3.2 Avaliacao do ciclo estral
Embora o tratamento com a curcumina n&o tenha interferido
significativamente na duragédo total (em dias) do ciclo estral das camundongas

nuliparas (Figura 2. A), ela provocou alteragées na duragédo de alguns estagios que
consequentemente levou a irregularidades no ciclo reprodutivo (Figura 2.B). Nos
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grupos CUR-500 e CUR-1000 o diestro foi prolongado e nos trés grupos que
receberam a curcumina o proestro foi reduzido (Figura 3. A e B).
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Figura 2. Avaliacdo do ciclo estral de camundongas nuliparas tratadas com DMSO (veiculo) e
diferentes doses de curcumina. A. Duragao (em dias) do ciclo estral das camundongas do Exp.1. (Média
+ DP). Os dados foram analisados por ANOVA “one-way’ seguida do teste post hoc Holm-Sidak
considerando-se a significancia estatistica quando p < 0.05, n = 6. B. NUmero de fémeas com ciclo
irregulares.

A Estro Metaestro Diestro Proestro

Figura 3. Estagios do ciclo estral das camundongas nuliparas tratadas com DMSO (veiculo) e
diferentes doses de curcumina. A. Ocorréncias dos estagios dos ciclos (Média + DP). Os dados foram
analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se a
significancia estatistica quando p < 0.05, n = 6. B. Fotomicrografias representativas de esfregaco
vaginal apresentando as quatro fases do ciclo estral de camundongas. (1) Células epiteliais
queratinizadas; (—) Leucdcitos polimorfonucleares; (») Células epiteliais nucleadas. Barra: 50um.
*Diferente do DMSO.
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3.3 Frequéncia de foliculos ovarianos e corpos luteos

O total de foliculos ovarianos (Figura 4.A) e a proporcao de corpos luteos
(Figura 4.B) no ovéario das camundongas nuliparas ndao foram alterados com a

administragdo da curcumina.
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Figura 4. Frequéncia de foliculos ovarianos e corpos liteos em camundongas nuliparas tratadas com
DMSO (veiculo) e diferentes doses de curcumina por 28 dias. A. Total de foliculos ovarianos por seccao
histol6gica do ovario. B. Total de corpos liteos por seccdo histolégica do ovario. Os dados foram
analisados por ANOVA ‘“one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se a
significancia estatistica quando p < 0.05, Média £ DP, n = 6.

Ao analisarmos a populacdo de cada tipo de foliculo, observamos que o
tratamento com a curcumina ndo alterou a frequéncia de foliculos primarios,
secundarios, pré-antrais, antrais e atrésicos nos ovarios das camundongas nuliparas
(Figura5 A e B).
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Figura 5. A) Fotomicrografias representativas de secgdes histolégicas do ovario de camundongas
nuliparas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes doses de curcumina. (FPm) Foliculo Primordial;
(FPr) Foliculo Primario; (FSe) Foliculo Secundario; (FPA) Foliculo Pré-Antral; (FAn) Foliculo Antral;
(FAt) Foliculo Atrésico. Barra preta: 200um; Barra branca: 50um. Coloracdo HE. B) Frequéncia de
foliculos ovarianos (Média = DP). Os dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste
post hoc Holm-Sidak considerando-se a significancia estatistica quando p < 0.05, n = 6.
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A quantidade de foliculo secundario com duas a trés camadas de células da
granulosa também nao apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo que
recebeu o DMSO (Figura 6.A), mas o numero de foliculos secundarios com cinco ou
mais camadas de células da granulosa foi estatisticamente reduzido nos trés grupos

que receberam curcumina (Figura 6.B).
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Figura 6. A. Frequéncia de foliculos secundarios com 2-3 camadas de células da granulosa de
camundongas tratadas com DMSO (veiculo) e diferentes doses de curcumina. B. Frequéncia foliculos
secundarios com 5 ou mais camadas de células da granulosa de camundongas tratadas com DMSO
(veiculo) e diferentes doses de curcumina. Os dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida
do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se a significancia estatistica quando p < 0.05, Média = DP,
n = 6. *Diferente do DMSO.

3.4 Quantificacao de AgNORs em células da granulosa

No grupo que recebeu o DMSO os foliculos com 2-3 camadas de células da
granulosa (CCQG) apresentaram maior quantidade de AgNORs no nucleo das células
da granulosa do que os foliculos secundarios com 5 ou mais CCG (Figura 7). Porém,
essa diferenca na quantidade de AgQNORSs entre os dois tipos de foliculos secundarios
nao foi observada nos grupos tratados com a curcumina, onde o numero de AQNORs
presentes no nucleo das células da granulosa foi estatisticamente igual em ambos os

foliculos secundarios (Figura 7).

Também identificamos que todos os grupos que receberam curcumina
apresentaram menor quantidade de AQNORs no nucleo das células da granulosa dos
foliculos secundarios com 2-3 CCG, em relagdo ao grupo que recebeu o DMSO
(Figura 7).
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A Foliculo secunddrio com 5 ou mais Foliculo secunddrio com 2-3 camadas de
camadas de células da granulosa células da granulosa
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Figura 7. Quantificacdo de AQNORs em células da granulosa de camundongas nuliparas tratadas com
DMSO (veiculo) e diferentes doses de curcumina. A) Fotomicrografia de foliculos secundarios de
camundongas tratadas com diferentes doses de curcumina apresentando regides organizadores de
nucléolo argentafins (AgNORs). (g) granulosa, (0) odcito, (zp) zona pellcida; (seta) AgNOR. Barra
preta: 10pm; barra branca: 5um. B) Numero médio de AgNORSs no nucleo das células da granulosa de
foliculos secundarios nos ovarios de camundongas. Os dados foram analisados pelo teste t de student
(comparacao entre os tipos de foliculos) e por ANOVA “one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak
(comparagao entre os grupos) considerando-se a significancia estatistica quando p < 0.05. (Média *
DP). % diferenga estatistica entre foliculos com 2-3 e 5 ou + camadas; * diferenga estatistica em relagéo
ao DMSO (para os foliculos com 2-3 camadas).
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3.5 Analise de fertilidade

As camundongas que receberam curcumina por 28 dias antes do
acasalamento (Exp.2) ndo apresentaram alteracées significativas nos parametros de
fertilidade avaliados (Tabela 2 e Figura 8). Porém, foi observada redugéo de 50% do
indice de prenhez no grupo que recebeu a maior dose de curcumina (CUR-1000)
(Figura 8.E). No entanto, os animais que receberam curcumina durante os periodos
de acasalamento e gestagédo (Exp. 3) apresentaram reducao significativa na taxa de
perda pré-implantacdo e no potencial de fertilidade (Tabela 3 e Figura 9.F). Além
disso, nos animais do Exp.3, o indice de prenhez foi drasticamente reduzido no grupo
que recebeu curcumina, principalmente no grupo que recebeu a maior dose desse

composto, no qual nenhuma das camundongas emprenharam (Figura 9.E).

Tabela 2. indices de fertilidade de camundongas adultas tratadas com DMSO (veiculo) e curcumina
por 28 dias antes do acasalamento.

Exp.2

Parametros DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000

Numero de fémeas 8 8 8 8
Numero de machos 4 4 4 4
Numero de fémeas acasaladas 8 8 8 8
NUmero de machos acasalados 4 4 4 4
Indice de fémeas acasaladas (%) 100 100 100 100
Indice de machos acasalados (%) 100 100 100 100
Numero de fémeas prenhas 7 6 7 4
Peso do ovério (g)! 0,007+ 0,002 0,007+ 0,002 0,009 +0,002 0,006 + 0,002
Numero de corpo ldteo! 17,4 +13,8 16,1 £9,7 20,8 £ 21,2 29,6 £ 19,8
NUmero de implantagdes'’ 9,8+5,0 8,8+5,5 10,5+4,5 54+5)9
Numero de fetos viaveis' 9,4+24 10,3+1,4 11,6+1,9 10,0+ 2,9
Perda pré-implantagao (%)’ 23,5+ 33,7 30,9 + 43,1 20,1 £ 34,2 53,3 £ 50,2
Perda pés-implantacdo (%)’ 14,0+ 10,6 11,3+10,3 5071 8,3+16,7

Média+DP. 'Os dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak
considerando-se a significancia estatistica quando p < 0.05. (Média + DP).

Tabela 3. indices de fertilidade de camundongas adultas tratadas com DMSO (veiculo) e curcumina
durante os periodos de acasalamento e gestacao.

Exp.3

Parametros DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000

Numero de fémeas 8 8 8 8
Numero de machos 4 4 4 4
Numero de fémeas acasaladas 8 8 8 8
Numero de machos acasalados 4 4 4 4
indice de fémeas acasaladas (%) 100 100 100 100
indice de machos acasaladas (%) 100 100 100 100
Numero de fémeas prenhas 6 1 2 0
Peso do ovério (g)! 0,006 + 0,002 0,004+0,001 0,006 £0,002 0,005 + 0,001
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Continuacao

Parametros DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000
Numero de corpos liteos! 245+21,0 48,4 £ 17,1 36,8 + 22,1 40,1 £10,6
NUmero de implantagées! 9,3+6,32 1,1+£3,2° 2,9+5,3° 0,0 +0,0°
Numero de fetos vidveis! 11,2 + 3,22 8,02 10,5+ 0,72 0,0 + 0,02
Perda pré-implantacao (%)’ 34,0+41,92 92,0+ 22,7° 77,9 +41,0° 100,0 £ 0,0°
Perda pés-implantacdo (%)’ 9,7+£9,0 11,1£0,0 8,705 0,0+£0,0

MédiatDP. Os dados foram analisados por ANOVA “one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak
considerando-se a significancia estatistica quando p < 0.05. Letras diferentes representa diferenca
estatistica entre os grupos.

CUR-1000 — Exp. 2

DMSO — Exp. 2 — | |CUR-1000 — Exp. 2 —
£ Exp. 2 F Exp. 2
Tratamento durante 28 Tratamento durante 28
dias antes do acasalamento dias antes do acasalamento
- 120
=10 88 88 e
< 2100+
s 80 - ©
= = 80+
60+ £
£ # 2 604
g 40 - ; 40 <
-1} ‘C
= g 21
E 0 T g 0- - 1 1
DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000 DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000

Figura 8. Analise de fertilidade de camundongas adultas tratadas com DMSO (veiculo) e curcumina
durante 28 dias antes do acasalamento. A. Utero gravidico de camundonga tratada com DMSO. B.
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Utero gravidico de camundonga tratada com curcumina. C. Fotomicrografia de ovario de camundonga
prenha tratada com DMSO. D. Fotomicrografia de ovario de camundonga prenha tratada com curumina
(Coloracao HE). Barra branca: 1cm. Barra preta 200um E. Gréfico representando o indice de prenhez.
F. Grafico representando o potencial de fertilidade. Os dados foram analisados por ANOVA “one-way”
seguida do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se a significancia estatistica quando p < 0.05.

DMSO — Exp. 3 e = | | CUR-1000 — Exp. 3 -
E Exp. 3 F Exp. 3
Tratamento durante o periodo Tratamento durante o periodo
de acasalamento e gestacao - de acasalamento e gestacdo
—~ 809 75 & 100
< 2
E 60+ é’ 80+ *
& £ o0
@ 40- K
% % 40+ *
O 20 ©
$ 13 2 2
£ 0- 0 5 = *
S 0- :
a

T T
DMSO CUR-250 CUR-500 CUR-1000 DMSO 250mg 500mg 1000mg

Figura 9. Analise de fertilidade de camundongas adultas tratadas com DMSO (veiculo) e curcumina
durante o acasalamento e gestacdo. A. Utero gravidico de camundonga tratada com DMSO. B. Utero
nao-gravidico de camundonga tratada com curcumina. C. Fotomicrografia de ovario de camundonga
prenha tratada com DMSO. D. Fotomicrografia de ovario de camundonga ndo-prenha tratada com
curcumina (Coloracdo HE). Barra branca: 1cm. Barra preta 200um E. Gréfico representando o indice
de prenhez. F. Grafico representando o potencial de fertilidade. Os dados foram analisados por ANOVA
“one-way” seguida do teste post hoc Holm-Sidak considerando-se a significancia estatistica quando p
<0.05.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o consumo de
curcumina por camundongas nuliparas durante 28 dias consecutivos provocou
irregularidade no ciclo estral com o prolongamento do diestro e redugédo do proestro.
Apesar da curcumina ter interferido na duracao desses dois estagios do ciclo estral, a
frequéncia de foliculos em desenvolvimento (primordiais, primarios, secundarios, pré-

antrais e antrais) nao foi alterada pela administragdo da curcumina.

No entanto, ao analisarmos somente as células da granulosa no ovério das
fémeas nuliparas, verificamos que, no grupo que recebeu o DMSO, os foliculos
secundarios com 2-3 camadas apresentavam mais AgNORs do que os foliculos
secundarios com 5 ou mais camadas. A correlacao positiva entre a quantidade de
AgNORs e a atividade proliferativa das células ja foi comprovada em pesquisas
anteriores (Derenzini, 2000; Pich et al., 2000). Assim, o resultado encontrado reafirma
que o crescimento folicular esta correlacionado com o aumento da proliferacao das

células da granulosa.

No entanto, nos animais que receberam curcumina a quantidade de AQNORs
presentes nas células da granulosa foi estatisticamente igual nos dois tipos de
foliculos secundarios. Além disso, os foliculos secundarios com 5 ou mais camadas
dos grupos tratados com curcumina também apresentaram quantidade inferior de
AgNORs em relagéo aos foliculos com 5 ou mais camadas do grupo que recebeu o
DMSO. Em nosso estudo o tratamento com curcumina ndo afetou a frequéncia de
foliculos secundarios, mas a atividade antiproliferativa desse composto sob as células
da granulosa reduziu o numero de foliculos secundarios com 5 ou mais camadas. A
acao antiproliferativa da curcumina nas células da granulosa foi comprovada por
Kédasi e colaboradores (2017). Segundo esses autores, curcumina inibiu a
proliferacao das células da granulosa no ovario de porcinas através da redugédo do
acumulo de PCNA (antigeno nuclear de células proliferativas), um marcador de
proliferacao celular, e inibicdo da expressao de seu mRNA.

Ao avaliarmos se o consumo de curcumina por um periodo de 28 dias
consecutivos, anteriores ao acasalamento, prejudicaria o desempenho reprodutivo e
de camundongas, percebemos que, em dosagens de 250mg e 500mg/kg de peso
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corporal, esse composto ndo acarreta em danos ao potencial reprodutivo de
camundongos fémeas. Mas na dosagem de 1000mg/kg de peso corporal, a curcumina
exerceu potencial contraceptivo. Nesse estudo também mostramos que a agao
antifertilidade da curcumina € potencializada quando esta € administrada no periodo
de acasalamento e inicio da gestacao, pois nas trés dosagens avaliadas (250mg,
500mg e 1000/kg/PC) curcumina foi capaz de comprometer de forma expressiva o

desenvolvimento embrionario nos estagios anteriores a implantagéo.

A acao contraceptiva da curcumina em camundongos também foi evidenciada
no estudo de Naz (2011), onde foi relatado que a administracdo da curcumina (20pl)
em fémeas, por via intravaginal ou intraperitoneal, no dia do acasalamento, interferiu
de maneira negativa na fertilidade. Entretanto, nesse mesmo estudo, Naz (2011)
observou que quando a administragdo da curcumina ocorreu por via oral, na mesma
concentracao utilizada nas vias intravaginal e intraperitoneal, os efeitos prejudiciais
sob a fertilidade ndo foram observados. E sabido que a curcumina possui baixa
biodisponibilidade e quando administrada por via oral grande parte é excretada pela
bile (Lee et al., 2012). No entanto, 0s nossos resultados deixam claro que a curcumina
administrada por via oral, nas dosagens de 250mg, 500mg e 1000mg/kg/PC, é capaz
de alcancar os o6rgaos reprodutores femininos e comprometer a capacidade
reprodutiva de camundongas. Embora em nosso estudo o efeito prejudicial da
curcumina para a fertilidade tenha sido mais acentuado quando as fémeas receberam
esse composto no inicio do encontro com o macho, o pré-tratamento com a dose de
1000mg/kg de peso corporal 24 horas antes da fémea ser colocada para acasalar,
também demonstrou a acao antifertilidade desse composto, mostrando que em altas
concentragdes a curcumina pode permanecer nos ovarios e utero em concentragées

capazes de interferir no potencial reprodutivo.

Segundo Naz (2011), a atividade contraceptiva da curcumina é atribuida ao
seu efeito prejudicial na motilidade, funcao e fertilidade dos espermatozoides em vez
do efeito direto sobre os oocitos. No entanto, de acordo com Bielak-Zmijewska e
colaboradores (2010), curcumina também tem acao prejudicial para os odcitos, pois a
sua exposicao a essas células retarda a retomada da meiose em odcitos, além de
prejudicar o desenvolvimento embrionario. Esses autores afirmaram que a curcumina

foi capaz de inibir tanto a divisdo meidtica em odcitos como divisdes mitdticas no
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embrido de camundongos, por induzir anormalidades na estrutura de microtubulos do
fuso acromatico em concentracbes de 30 e 40 yM e em concentragdes de 50uM
bloquear a formacdo do fuso meidtico e mitético. Pavlok e colaboradores (2005)
também demonstrou que curcumina em uma concentragdo de 20uM é capaz de
impedir a quebra da vesicula germinativa, a retomada da meiose e a conclusdo da

maturacao nuclear e citoplasmatica de odcitos de bovinos.

Os efeitos prejudiciais da curcumina na maturagao oocitaria, fertilizacao e
desenvolvimento embrionario foi investigado por Chen e Chan (2012). Esses autores
relataram que tanto odcitos expostos a curcumina (20 uM) durante a maturagcéao in
vitro, como éocitos retirados de camundongas tratadas anteriormente com curcumina
(40 uM diluido na agua de beber) por 4 dias, apresentaram prejuizo na maturacéo e
fertilizagdo do odcito, o que levou a menor clivagem no oécito, apoptose anormal das
células no estagio de blastocisto, reducao no numero de blastocistos, reducao na taxa
de implantagéo e reducgao na taxa de sobrevivéncia embriondria. Os mesmos autores
também constataram que os efeitos prejudiciais da curcumina também atuou na
implantagéo de blastocistos que foram transferidos para camundongas que receberam
curcumina (40 uM diluido na agua de beber) 4 dias antes do procedimento. Esses
animais apresentaram, além da reducdo da taxa de implantacdo, maior taxa de
reabsorcao. O estudo de Huang e colaboradores (2013) também demonstrou que a
exposicdo a curcumina no estagio de implantacdo do blastocisto e durante o inicio do
estagio de pds-implantagéo afeta de forma negativa o desenvolvimento do blastocisto
de maneira dose-dependente.

De acordo com Chen e colaboradores (2010), curcumina é capaz de
desencadear processos apoptoticos dependentes de mitocdndrias em células da
massa celular interna (MCI) de blastocisto de camundongo através da geracédo de
ERO, o que resulta no comprometimento da implantacdo e subsequente
desenvolvimento embrionario. Estudos tém mostrado que reducédo de 30% ou mais
do namero de células na (MCI) esta associada ao alto risco de perda fetal ou lesdo no
desenvolvimento, além disso, o numero de células da MCI é essencial para a
implantagdo adequada, e a redugdo dessa linhagem celular pode diminuir a
viabilidade embrionaria. (Pampfer et al, 1990; Kelly et al., 1992; Chen E Chan, 2009).
E provavel que a apoptose excessiva antes ou durante o estagio de blastocisto elimine
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linhagens celulares importantes, afetando o desenvolvimento embrionario e,

potencialmente, levando ao aborto ou malformac¢ao embrionaria (Byrne et al., 1999).

Embora a agdo apoptotica da curcumina sobre as células da MCI presente no
blastocisto, destacado nos trabalhos citados, e as evidéncias de que esse dano pode
induzir perdas pés-implantagdo e mal formag¢des embriondrias, em nosso estudo, a
taxa de perda pés-implantacdo e numero de fetos viaveis nao diferiram do grupo
controle, tanto nos grupos que receberam curcumina antes do acasalamento (Exp.2)
COmMoO noS grupos que receberam curcumina durante o acasalamento e gestagéo
(Exp.3).

Apesar de pesquisas mostrarem a toxicidade da curcumina a odcitos e aos
embrides, e do que foi observado em nosso trabalho, estudos utilizando camundongos
como modelos animais relataram que a curcumina administrada via oral (dose de até
8,49/kg de peso corporal) ndo causou efeitos adversos na fertilidade e gestacao de
camundongos e também nao provocou malformacdes nos seus descendentes
(Bhavanishankar e Murthy, 1987; Ganiger et al., 2007). O exposto acima evidencia
que dependendo da forma, momento e periodo de exposicdo a curcumina, efeitos
adversos podem ser observados, 0 que torna necessario mais estudos para conhecer

a toxicidade reprodutiva desse composto.

5. CONCLUSAO

Diante do exposto, concluimos que a curcumina pode exercer efeitos
prejudiciais no desempenho reprodutivo de camundongas saudaveis ao promover
irregularidades no ciclo estral, retardamento no desenvolvimento do foliculo
secundario, através da reducdo da proliferacdo das células da granulosa desses
foliculos, além de exercer atividade contraceptiva e comprometer o desenvolvimento

embrionario.
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6. CONCLUSAO GERAL

Nossos resultados demonstraram que a administracdo de 250mg/kg de
curcumina em camundongas, por um periodo de 28 dias, ndo acarretou danos ao
figado. No entanto, o consumo de curcumina nas doses de 500mg e 1000mg/kg, por
esse mesmo periodo, aumentou a concentragdo sérica de marcadores bioquimicos
da funcdo hepatica e desencadeou estresse oxidativo, alteracdo na reserva de

glicogénio e na proporgao de sinuséides no figado.

Também demonstramos que, o consumo de curcumina pelo periodo e nas
doses ja citadas, interfere no ciclo estral e na proliferacao de células da granulosa de
foliculos secundarios. Além disso, nossos resultados da analise de fertilidade
evidenciaram que, a depender da dose e do momento do consumo, curcumina pode
atuar como contraceptivo. Sua ingestao na dose de 1000mg/kg, por 28 dias anteriores
a copula, comprometeu em 50% o desempenho reprodutivo de camundongas.
Enquanto que o consumo de quaisquer das doses, durante a copula e a gestacao,

reduziu de 75% a 100% o potencial de fertilidade em camundongas.
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