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RESUMO: Estudos demonstram que mulheres no periodo pré-menopausa exibem menor susceptibilidade a isquemia
que homens e mulheres pds-menopausa, com idades equivalentes. Isso se deve provavelmente aos maiores niveis
circulantes de estrégenos, principalmente 17 B-estradiol. O objetivo do trabalho foi investigar o efeito do tratamento
croénico com 17 B-estradiol em fatias hipocampais de ratas ovariectomizadas (ovx) submetidas a estresse e expostas a
um modelo in vitro de isquemia (privagdo de oxigénio e glicose - POG). Ratas adultas, ovx, receberam implantes
subcutineos de cdpsulas de silastic contendo 17 B-estradiol a 5% ou veiculo oleoso, sendo subdividas em controles e
estressadas (contencd@o 1 h/dia, 35 dias). Fatias hipocampais desses animais (400 tm) foram pré-incubadas por 15 min
a 37 °C. Ap®s, as fatias controle permaneceram na incubadora e as POG foram incubadas em camara de anéxia a 37
°C por 60 min. Posteriormente, ambos grupos foram incubados por 3 h a 37 °C (re-oxigenagdo). A lise na membrana
celular foi quantificada pela liberagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH). Com o tratamento, houve reducgio
significativa da liberagdo de LDH pds-insulto, indicando um efeito neuroprotetor. Com o estresse, observou-se um
aumento da liberacdo de LDH em relagdo aos respectivos controles. Esses resultados sugerem que o hormonio teve
efeitos neuroprotetores nesse modelo, mas nao foi capaz de reverter o efeito do estresse.

UNITERMOS: estradiol, estresse, fatias hipocampais, isquemia cerebral, LDH, ovariectomia, POG

ABREVIATURAS: ER-a e ER-B, receptores estrogénicos o e B; LDH, lactato desidrogenase; NMDA, dcido N-
metil-D-aspartato; ovx, ovariectomizadas; POG, privacdo de oxigénio e glicose.

ABSTRACT: Evaluation of the Effect of the Chronic Treatment with 17 B-estradiol in Ovarictomized Female
Rats Submitted to Stress Against an In Vitro Model of Ischemia in Hipocampal Slices. Several studies show that
men and women differ with respect to the incidence of brain ischemia: premenopausal women have fewer strokes
than observed in age-matched men. The purported neuroprotection in premenopausal women may be associated to
higher level of circulating estrogens, mainly 17 B-estradiol. The target of this work was to examine the effect of the
chronic treatment with 17 B-estradiol in ovariectomized (ovx) female rats submitted to stress against an in vifro model
of ischemia in hippocampal slices (OGD — oxygen and glucose deprivation). Female adult rats, ovx, received
subcutaneous implants with silastic capsules that contained 5 % 17 B-estradiol or the oil vehicle. They were
subdivided in a control group and a stressed (restraint stress 1 h/day, 35 days). Hippocampal slices (400 pm) were pre
incubated for 15 min in a tissue incubator at 37° C. Afterwards, the control slices were incubated and the OGD slices
were incubated in an anaerobic chamber for 60 min at 37 °C. Then, the slices of both groups were incubated for 180
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min (recovery period). The tissue damage was determined by measuring the LDH activity. Results showed that 17 -
estradiol was neuroprotective, with a reduction in LDH release, but it was unable to revert the stress damage.

KEYWORDS: brain ischemia, estradiol, hippocampal slices, LDH, OGD, ovariectomy, stress

1 INTRODUCAO

O metabolismo  energético  cerebral
apresenta varios aspectos particulares, como alta
taxa metabdlica, reservas energéticas internas
limitadas e dependéncia critica do fluxo sangiiineo
continuo para suprimento de oxigénio e glicose
[31]. A interrupcdo do suprimento sangiineo para
0 cérebro desencadeia uma cascata de eventos
neurais, como liberagdo de grandes quantidades
de glutamato [19, 26], aumento do influxo de célcio
[16, 29], formagdo de radicais livres [19, 30],
aumento dos niveis de 6éxido nitrico para
concentracoes toxicas [5,8] e outros mecanismos
que podem levar a morte celular.

A isquemia cerebral é caracterizada por
uma redugao grave ou pelo bloqueio completo do
fluxo sanglineo normal em alguma regiao
cerebral, geralmente causada por um trombo ou
uma hemorragia [14, 28]. Constitui uma das
principais causas de mortalidade na populagéo
adulta e idosa, ficando atras apenas dos
problemas cardiovasculares e cancer. Nos casos
em que € possivel uma recuperagao, geralmente
ela é parcial, levando a incapacidades fisicas ou
mentais permanentes [24, 25, 29].

Homens e mulheres nao diferem em relagéo
aos fatores de risco primarios para a isquemia
cerebral, tais como pressdo alta e o avango da
idade. No entanto, varios estudos [2, 10, 20, 23,
24, 25] demonstram que homens e mulheres
diferem no que se refere a incidéncia da isquemia:
mulheres no periodo pré-menopausa exibem uma
menor susceptibilidade a danos isquémicos
comparadas com homens e mulheres péds-
menopausa com idades equivalentes. A menor
incidéncia do insulto isquémico em mulheres pré-
menopausa pode estar relacionada com os niveis
mais  altos  circulantes de  estrégenos,
principalmente o 17 B-estradiol [9, 10, 16].

Muitos estudos mostram que o 17 B-
estradiol pode agir de diferentes maneiras para
diminuir a susceptibilidade a isquemia cerebral em
mulheres: diminuindo os niveis de colesterol
sangiineo [10] e de substancias pré-inflamatorias
presentes apés uma lesdo cerebral [17];
atenuando a toxicidade de aminoacidos
excitatérios, como o glutamato [12, 21, 32];
estimulando a sintese e a atividade de fatores de
crescimento [6, 33]; agindo em cascatas anti-

apoptéticas [4, 13, 18] ou através de suas
propriedades antioxidantes [3, 7, 20, 23].

O dano resultante da isquemia no tecido
cerebral pode variar em fungao de varios fatores,
como 0s maiores niveis circulantes de horménios
liberados pelo estresse. Estudos preliminares em
nosso laboratério, realizados com animais
machos, demonstraram que a lesdao tecidual
ocasionada pela isquemia era maior quando os
animais eram submetidos previamente a estresse
crénico por contengao.

2 OBJETIVOS

Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivos investigar o efeito do 17B-estradiol sobre
a morte celular induzida pela exposi¢ao de fatias
hipocampais a situagéo de privacéo de oxigénio e
glicose (POG), mimetizando a condigéao
isquémica, e verificar se esse tratamento seria
capaz de reverter o maior dano ocasionado pelo

estresse. Para isso, foram utilizadas ratas
ovariectomizadas (ovx), com a finalidade de
prevenir oscilagbes dos niveis hormonais

fisiologicos, submetidas a estresse por contengéo,
que recebiam ou ndo o 17p3-estradiol em forma de
implante subcuténeo, padronizando, dessa forma,
o nivel do horménio circulante.

3 MATERIAL E METODOS

Ratas adultas Wistar, pesando cerca de 250 g,
sofreram cirurgia para extirpagdo de seus ovarios
(ovariectomia) sob anestesia com cetamina (50
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) [15]. Apds dois dias
de recuperagao, as ratas ovx receberam implantes
subcutaneos de capsulas de silastic contendo 10
uL de 17 B-estradiol a 5 % (grupo tratado) ou
apenas o veiculo oleoso (grupo controle) [11] e
foram subdividas em controles e estressadas
(estresse por contengdo por 1 h/dia, por 35 dias).
Apds esse tempo, os animais foram mortos por
decapitacdo 24 horas apés a ultima sessdao de
estresse, o sangue do tronco coletado e o soro
congelado para posterior dosagem do estradiol
sérico e o0s hipocampos cuidadosamente
dissecados. Foram preparadas fatias hipocampais
com espessura de 400 um, utilizando-se um
fatiador de tecido Mcllwain tissue chopper [27]. As
fatias foram distribuidas em duas placas de 24
pogos, sendo uma controle e outra exposta a
POG, e pré-incubadas por 15 minutos com um
meio Krebs-Henseleit modificado (meio de pré-
incubacao) contendo (em mM): NaCl (120); KCI
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(2); CaCly (0,5) ; NaHCO; (26), MgSO, (10);
KH.PO, (1,18), 11 glicose (11), em uma estufa a
37 ° C com atmosfera de 5 % CO, [22]. Uma
menor concentragdo de calcio e uma maior de
magnésio, diferente das concentragdes
fisiolégicas, foram utilizadas para inibir o receptor
NMDA, prevenindo uma lesdo mediada por seu
estimulo [1]. Apds o periodo de pré-incubagao, as
fatias da placa controle foram incubadas por 1
hora substituindo o meio de pré-incubagao pelo
meio controle (meio de incubagao), contendo (em
mM): NaCl (120); KCI (2); CaCl, (2); NaHCO; (26);
MgSQO, (1,19); KH.PO, (1,18); glicose (11), em
uma estufa incubadora a 37 °C com atmosfera de
5 % CO,. As fatias que sofreriam POG foram
lavadas duas vezes com um meio, semelhante ao
controle, porém livre de glicose e saturado com N,
mimetizando uma condicdo isquémica [8], e
incubadas por 1 hora (periodo de POG) em uma
camara anaerdbica saturada com N,. Cessado o
periodo de POG, os meios das fatias de ambas as
placas foram removidos e 0s grupos receberam o
meio de incubagao controle contendo glicose. As
placas foram incubadas por 3 horas (periodo de
re-oxigenacéo) a 37 °C com atmosfera de 5 %
CO,. Os experimentos controle e POG foram
realizados concomitantemente, sendo usadas
fatias do mesmo animal.

A lise celular induzida pela POG foi
quantificada pela liberagao  de lactato
desidrogenase (LDH) no meio em que estavam
contidas as fatias [8, 16, 34]. Ap6s o periodo de
re-oxigenagao, foram retiradas aliquotas de 100
puL do meio de cada um dos 24 pogos de ambas
as placas para a medida da atividade da enzima,
utilizando-se um kit (Doles Reagentes, Goiania,
Brasil). O estradiol sérico foi medido por enzima
imunoensaio, utilizando-se um kit (Genzyme
Diagnostics, San Carlos, CA, EUA). Os resultados
foram analisados por ANOVA, seguido do teste de
Duncan.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As ratas ovariectomizadas, que receberam
o implante de horménio, apresentaram o nivel de
estradiol sérico de 88,7 pg/ml (referéncia: 30 a 100
pg/mL), em média, mostrando que a reposi¢ao
hormonal foi bem sucedida.

A figura 1 mostra a quantificagdo da
atividade da LDH no meio de incubagéo de fatias
hipocampais de ratas ovx que receberam
implantes contendo o horménio 17 B-estradiol (CH)
ou o veiculo 6leo (CO), 3 horas depois de terem
sido expostas a condigao de privagdo de oxigénio
e glicose durante 1 hora. Como pode ser visto, a
administragao cronica do horménio induziu a uma
diminuicéo de cerca de 23 % (p<0,05) na liberagao

de LDH no meio em relagcdo as fatias das ratas
que receberam apenas o veiculo, o que pode ser
considerado uma diminuicdo da morte celular. No
caso das fatias das ratas estressadas e que
sofreram POG, observou-se uma tendéncia ao
aumento do dano celular, ilustrado pela maior
liberacdo da enzima LDH no meio.

A LDH corresponde a uma enzima citosolica
responsavel pela interconversdo de lactato e
piruvato [16]. Sendo uma enzima intracelular, a
lesdo na membrana celular, provocada pela POG,
leva ao seu extravasamento para o meio em que o
tecido esta contido. A liberacdo da LDH é menor
nas fatias tratadas com o 17 B-estradiol, indicando
uma menor morte celular comparada com as fatias
que nao receberam o hormoénio. Esse resultado
confirma muitos estudos que associam maiores
niveis circulantes de estr6geno e neuroprotecao
pbs-isquémica em ratas [2, 10, 16, 23]. O modo
como o 17 B-estradiol protege as células neurais
ainda é objeto de estudo, sendo propostos
mecanismos de agao que podem ou nao envolver
a ativacdo de seus receptores intracelulares [10].
A maior parte das fungbes fisiolégicas do
estrogeno é mediada através da ligagdo a seus
receptores especificos intracelulares,
denominados ER-a e ER-B. Esses receptores
agem como fatores de transcrigdo ligante-ativados
presentes em muitos tecidos, inclusive no tecido
cerebral [10, 34]. E por meio da ativacdo de seus
receptores que o estrégeno pode, por exemplo,
atuar em cascatas anti-apoptoéticas intracelulares
[4, 13, 18]. Pesquisas em andamento neste
laboratério, utilizando um modelo de cultura de
tecido hipocampal in vitro, ttm demonstrado um
aumento na expressdo de proteinas anti-
apoptoticas nas fatias hipocampais tratadas com
17 B-estradiol comparada com as fatias que nao
receberam o horménio  (resultados néo
publicados). Um outro mecanismo estrogénico
bem documentado, porém independente da
ativagdo de receptores, €& através de suas
propriedades antioxidantes [3, 7, 20, 23]. Estudos
mostram que o estradiol possui propriedades
antioxidantes que suprimem o estresse oxidativo
induzido por perdxido de hidrogénio, superdxido e
outras formas reativas de oxigénio em neurdnios e
outras células neurais [3, 7]. O 17 B-estradiol
também decresce a peroxidagao lipidica da
membrana celular, como demonstrado em alguns
estudos [10]. Com esses dados, muitos
pesquisadores sugerem que o estrégeno pode
proteger células do dano cerebral induzido por
radicais livres de oxigénio, com agéo direta contra
eles e através da preservagdo dos sistemas
antioxidantes endégenos [20].
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Figura 1. Verificacdo do dano na membrana celular, medido pela quantificacdo da atividade da enzima LDH.
(CCO - fatias de ratas com Oleo ndo estressadas, CCH - fatias de ratas tratadas com hormo6nio ndo estressadas,
CEO - fatias de ratas com Oleo e estressadas, CEH - fatias de ratas tratadas com hormonio e estressadas, ICO -
fatias de ratas com 6leo e que sofreram POG, ICH - fatias de ratas tratadas com hormdnio e que sofreram POG,
IEO - fatias de ratas com O0leo, estressadas e que sofreram POG IEH - fatias de ratas tratadas com horménio,
estressadas e que sofreram POG). ANOVA, seguida pelo teste de raio multiplo de DUNCAN, n = 10.
* Significativamente diferente do grupo ICO (p < 0,05); # Significativamente diferente do grupo ICH (p < 0,05);

+ Significativamente diferente do grupo ICH (p < 0,05)

Apesar do efeito neuroprotetor demonstrado
pelo horménio frente a lesdo isquémica nesse
modelo, o 17 B-estradiol ndo se mostrou capaz de
reverter 0 dano ocasionado pela POG em animais
submetidos ao estresse cronico, sugerindo uma
interagado entre os efeitos da POG e aqueles da
exposicao ao estresse. Assim, quando esses dois
insultos encontram-se associados, levam a danos
que a administracéo de estradiol ndo foi capaz de
prevenir e que poderiam estar associados com
uma potencializagdo dos prejuizos energéticos
sofridos pela célula.

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O resultado do presente trabalho sugere
que o tratamento crbnico das ratas
ovariectomizadas com 17 B-estradiol protegeu o
tecido hipocampal do dano induzido pela
exposicao a privagdo de oxigénio e glicose. O
mecanismo envolvido nessa prote¢cdao ainda nao
esta esclarecido. Esse pode envolver a agdo do
horménio através da ligagdo a receptores,
podendo desencadear uma cascata de eventos
intracelulares, como também o 17 B-estradiol pode
estar exercendo a agdo neuroprotetora como um

agente antioxidante. Estudos adicionais estao
sendo desenvolvidos neste laboratério a fim de
esclarecer o papel do estresse nesse modelo além
de tentar elucidar os mecanismos pelos quais 0
horménio neuroprotege.
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