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INTRODUCAO

O climatério ¢ a fase de transi¢do entre o periodo reprodutivo e o nao reprodutivo da
mulher, que inicia-se por volta dos 40 anos, cumprindo-se até por volta dos 65 anos. Ele ¢
caracterizado por modificagdes endocrinas, bioldgicas e clinicas, sendo essas alteragdes
fisioldgicas e ndo patologicas. A menopausa ¢ definida como o ultimo periodo menstrual,
identificado retrospectivamente apds 12 meses de amenorreia(Febrasgo, 2018).

Tendo em vista o periodo de climatério e seus efeitos na mulher, cada vez mais
procura-se alternativas terapéuticas para amenizar os sintomas dessa fase transicional. A
suplementa¢do com maca peruana (Lepidium meyenii Walp) tem sido estudada como uma
terapia potencial. Oriunda dos Andes Centrais do Peru, a maca ¢ muito utilizada na
alimentacdo dos povos nativos. Estudos demonstram que o consumo dessa planta promove
beneficios em diversos 6rgdos e sistemas, por exemplo, no tecido hepatico, pode diminuir a
infiltracao de células inflamatorias, melhorar a atividade de enzimas antioxidantes ¢ aliviar o
dano oxidativo lipidico através da antioxidagao (Fei et al.,2022).

Considerando as alteragdes fisiologicas resultantes da ovariectomia, como a redugdo
da concentragdo de 17B-estradiol (E2) e o aumento de citocinas pro-inflamatoérias (Abu-Taha
et al., 2009), faz-se importante e pertinente estudar as condi¢des de estresse celular no tecido

hepético por meio de biomarcadores como as proteinas do choque térmico (HSP, do inglés
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Heat Shock Proteins). Uma das familias mais estudadas e conhecidas, ¢ a familia de 70kDa,
HSP70.

Sabe-se que essas proteinas atuam no dobramento de proteinas, orientando a
renaturacdo e prevenindo a agregacao proteica (Castro et al., 2013). Elas sdo localizadas no
meio intracelular (iIHSP70) mas em condigdes estressantes, pode haver liberagdo HSP70 para
o meio extracelular (eHSP70), onde ela atua como um mediador inflamatorio (Costa-Beber et
al.,2022). Estudos realizados com mulheres pds-menopausicas e com sindrome metabdlica,
indicam que os niveis de HSP70 aumentaram no sangue, conforme o acréscimo de
parametros definidores dessa condi¢do (Nahas et al., 2014). Portanto, o objetivo deste estudo
¢ analisar o efeito da suplementacdo de maca peruana (Lepidium meyenii Walp) sobre a

expressao da iHSP70 no figado de ratas ovariectomizadas.

METODOLOGIA

O presente estudo integra parte de um estudo desenvolvido por mestrando do
Programa de Po6s - Graduacao Stricto Sensu em Atengdo Integral a Saude, avaliado e
aprovado pelo CEUA Parecer N. 023/21, desenvolvido no Laboratério de Ensaios Biologicos
da UNIJUL

Foram utilizadas 12 ratas Wistar (Rattus Norvegicus Albinus) com 5 meses de vida,
divididos em 4 grupos: 1) Controle (n=3; ratas submetidas a falsa cirurgia); 2)OVX (n=3;
ratas que foram ovariectomizadas); 3)MACA (n=3; animais que receberam doses de maca e
que foram submetidos a falsa cirurgia); 4)MACA + OVX (n=3; ratas ovariectomizadas que
receberam suplementacdo com a maca).

Primeiramente, os animais foram avaliados quanto ao perfil biométrico e tolerancia a
glicose (48 horas antes da cirurgia). Apods, foram submetidos a cirurgia de ovariectomia
(retirada bilateral dos ovéarios) ou a falsa cirurgia (exposi¢cdo dos ovarios, com posterior
reposicionamento e sutura) e mantidos na fase I, fase de pds-cirtirgica sem suplementagao
com maca, por quatro (04) semanas. Apo0s, as ratas passaram para a fase II, pds-ovariectomia
(ou falsa cirurgia), com suplementacdo didria de maca, na dose de 1g/Kg de peso corporal,
diariamente, entre 18h e 19h, durante 28 dias, por gavagem. Ao final do estudo os animais

foram eutanasiados, para obten¢do do material bioldgico de interesse.
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A avaliagdo da expressdao de HSP70 no tecido hepatico foi realizﬁa pela técnica de
Western Blotting. As amostras foram pipetadas e suas proteinas fracionadas em um gel de
10% de poliacrilamida. Ap6s o procedimento, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por eletrotransferéncia, sendo entdo esta membrana corada com Red Ponceau
3% (Sigma-Aldrich). A membrana foi lavada com uma solu¢do de TEN-Tween e depois
bloqueada com uma solucdo de bloto a 5% (composto de leite em pd desnatado e
TEN-Tween). Posteriormente, a membrana foi incubada por 12 horas em um anticorpo
especifico monoclonal anti-HSP70 (Sigma-Aldrich H5147, 1:1000) para que a proteina de
interesse pudesse ser visualizada, seguido de anticorpo secundario (Sigma-Aldrich A9044,
1:15.000). Para avaliar a quantidade total de proteinas do gel, como normalizador, foi
utilizado o anticorpo anti-B-actina contendo peroxidase (Sigma-Aldrich A3854, 1: 50000). A
visualizacdo das bandas ocorreu com o uso do reagente de transferéncia Western da
ECLPrime (GE Healthcare) e a respectiva quantificacdo se deu através do software Image
J®. Os resultados foram expressos em Unidades Arbitrarias de HSP70/B-actina.

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para testar a
normalidade dos dados e, em seguida, analise por Kruskal Wallis, pos-teste de Dunns, no

programa GraphPad Prism 9.0, com P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, apresentados na figura 1, demonstram que o tratamento com
Lepidium Meyenii Walp, isoladamente ou associado a ovariectomia, ndo provocou alteracao
na concentragdo da iHSP70 no tecido hepatico. Nao ha, portanto, evidéncia de que a maca,
em ratas ovariectomizadas ou nao (grupo controle), altere o nivel de estresse celular no
referido tecido. Em relagdo ao efeito da ovariectomia, nossos resultados corroboram com
outros estudos nos quais também foi demonstrado que a remog¢ao dos ovarios, ndo foi capaz
de alterar os niveis de iHSP70 hepatica (Goettems-Fiorin et al., 2019).

Sabe-se que as HSPs, em condi¢des fisiologicas, auxiliam no transporte,
enovelamento e montagem de proteinas. A iHSP70 pode estar aumentada em respostas
iniciais a condi¢des ndo fisioldgicas, como inflamacgdo e citotoxicidade (Nahas et al., 2014).
Para que haja um aumento da expressao dessa proteina do estresse, € necessario que ocorram

estimulos estressores suficientemente intensos para desencadear a formacgao e ativacao do
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HSF-1 (heat shock factor 1) (Whitesell; Lindquist, 2009). Assim, podemos entender que a
suplementagdo com maca peruana, ndo representa risco maior de estresse no tecido hepatico,
visto ndo ter causado alteracdo da concentracdo dessa proteina citoprotetora no tecido

mencionado.

Figura 1- Efeitos da Maca e da ovariectomia nos niveis de iHSP70 no tecido hepatico de
ratas ovariectomizadas.

1.5+

1.0+

0.5+

HSP70/Actina
(Unidades Arbitrarias)

u*u 1 I I I
C OVX ~ MACA MACA+OVX

HSP70 "

““

Acting "y et S Y

Fonte: elaborado pelos proprios autores. C: Controle (n=3); OVX (n=3); MACA: maca peruana (n=3);
MACA+OVX: maca peruana + ovariectomia(n=3). ANOVA de uma via seguida de pos teste de Tukey, P =
0,947. Dados expressos como média £desvio padrio.

CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados obtidos at¢é o momento indicam que a maca peruana nao altera a

resposta ao estresse celular hepatico, independentemente da producdo ou nao de estrogénio.

Palavras-chave: HSP70; Menopausa; ovariectomia; Lepidium Meyenii Walp, Figado.
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