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RESUMO

A menopausa se caracteriza pela diminuicdo dos niveis plasmaticos de estrogeno
em mulheres. Dados na literatura mostram o papel neuroprotetor desse hormoénio
e sugerem que a privacdo estrogénica esta associada a patogenia de condi¢des
neurodegenerativas e ao aparecimento de distarbios emocionais, como a
ansiedade. Neste contexto, € descrito que mulheres pds-menopausicas sdo mais
vulneraveis a esses disturbios do que as mulheres jovens. No presente trabalho,
avaliamos os efeitos da ovariectomia, um modelo animal de deple¢cdo hormonal
ovariana, sobre alguns parametros bioquimicos e comportamentais em ratas
adultas. Inicialmente, investigamos o efeito da ovariectomia sobre alguns
parametros do metabolismo energético (Na',K'-ATPase, piruvato quinase e
enzimas da cadeia respiratoria) em estriado de ratas adultas. Resultados
mostraram que a ovariectomia aumenta as atividades das enzimas Na'K'-
ATPase, succinato desidrogenase e complexo Il. Também verificamos o efeito da
ovariectomia sobre a atividade da creatina quinase nas fracbes citosélica e
mitocondrial preparadas a partir de hipocampo de ratas. Nossos resultados
mostraram que a ovariectomia aumentou significativamente a atividade da
creatina quinase citosélica, mas ndo alterou a atividade da creatina quinase na
fracdo mitocondrial de hipocampo de ratas adultas. Finalmente, investigamos o
efeito da ovariectomia sobre o comportamento tipo-ansiedade em ratas adultas.
Observamos que o comportamento dos animais na tarefa do labirinto em cruz
elevado e no teste da caixa claro-escuro néo foi alterado pela ovariectomia. Em
conjunto esses resultados podem colaborar, pelo menos em parte, para o
entendimento de alguns sintomas relacionados & menopausa. Entretanto, mais
estudos serdo necesséarios a fim de elucidar os mecanismos envolvidos na

deplecéo estrogénica.



ABSTRACT

Menopause is characterized by decreased plasma levels of estrogen in women.
Literature data show the neuroprotective role of this hormone and suggest that
estrogen deprivation is associated with the pathogenesis of neurodegenerative
conditions and with the emergence of emotional disorders such as anxiety. In this
context, it is reported that postmenopausal women are more vulnerable to these
disorders than younger women. In this study, we evaluated the effects of
ovariectomy, an animal model of hormonal depletion on some biochemical and
behavioral parameters in female adult rats. Initially, we investigated the effect of
ovariectomy on some parameters of energy metabolism (Na*,K*-ATPase, pyruvate
kinase and respiratory chain enzymes) in striatum of female adult rats. Results
showed that ovariectomy increases the activity of the enzymes Na',K*-ATPase,
succinate dehydrogenase and complex Il. We also tested the effect of ovariectomy
on the creatine kinase activity in cytosolic and mitochondrial fractions prepared
from hippocampus of female rats. Our results showed that ovariectomy
significantly increased the activity of cytosolic creatine kinase, but did not alter the
activity of creatine kinase in the mitochondrial fraction of hippocampus of female
adult rats. Finally, we investigated the effect of ovariectomy on anxiety-like
behavior in female adult rats. We observed that the animal behavior in the
elevated plus maze task and in light-dark box test was not affected by
ovariectomy. Taken together these results may contribute, at least in part, to the
understanding of some symptoms related to menopause. However more studies

are needed to elucidate the mechanisms involved in estrogen depletion.
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I. INTRODUCAO

1. A Menopausa e a Neuroprotecao do Estrogeno

A menopausa é definida como uma espontanea e permanente interrupcao
do ciclo menstrual resultante da perda da atividade folicular ovariana (World
Health Organization, 1996). Ocorre aproximadamente aos 51 anos de idade nas
mulheres e apresenta como consequéncia a reducdo dos niveis plasmaticos de
estrogeno. Com o aumento da expectativa de vida no altimo século, as mulheres
passaram a viver um terco de suas vidas na pos-menopausa. Sabe-se que o
estado pdés-menopausal e a privacdo de estrégenos ovarianos causam impacto
em multiplos sistemas fisiolégicos incluindo o 6sseo, o cardiovascular, o imune e
o sistema nervoso central (SNC) (Wise, 2001).

Em mulheres adultas com ciclo reprodutivo normal, os ovarios secretam
hormbnios esterdides como o0s estrogenos e a progesterona, e horménios
peptideos, como as ativinas, folistatinas e inibinas (Burger, 1996). Trés
estrogenos sao encontrados naturalmente no plasma feminino: 17 B-estradiol,
estrona e estriol (Singh et al., 2006). O mais abundante e potente estrégeno
humano é o 17 B-estradiol, também conhecido como estradiol ou estrégeno.
Estriol e estrona estdo presentes em baixos niveis e apresentam menor atividade
sobre os receptores estrogénicos (RE) (Gruber et al., 2002; Morissete et al.,
2008). Ap6s a menopausa, 0 coOrtex adrenal é a principal fonte primaria de
compostos estrogénicos (Ruggiero e Likis, 2002). No entanto, mais de 80%
destes estrégenos enddgenos circulantes séo inativos na forma de conjugados de

sulfato e glucoronideo (Wood et al., 2007).



Os estrogenos regulam uma ampla variedade de funcdées néo reprodutivas
no SNC pela interacdo com varios processos celulares e moleculares. Em adicéo
ao seu papel de hormoénio sexual, o estrogeno exerce um efeito neuroprotetor
(Behl, 2002), capaz de promover a plasticidade sinaptica e a excitabilidade neural
(McEwen, 2002), induzir sobrevivéncia neuronal (Yang et al., 2010) e modular
marcadores sinapticos que parecem ser relacionados a cognicao (Gibbs e Gabor,
2003). Em contrapartida, estudos tém demonstrado que a privacao estrogénica
estd associada a perda de memobria, ao declinio da funcdo cognitiva, ao
aparecimento de distirbios emocionais, como a ansiedade, bem como a
patogenia de doencas neurodegenerativas (Halbreich et al., 1995; Van Duijn,
1999; Birge, 2003; O'Bryant et al., 2003; Henderson, 2005; Craig e Murphy, 2007).
Neste contexto, a incidéncia de doencas neurodegenerativas é maior em
mulheres na pos-menopausa do que em mulheres jovens (Gonzélez et al., 2008).

A acédo estrogénica no encéfalo pode ser mediada por dois mecanismos:
classico ou genémico e ndao gendémico. O modo classico de acdo envolve a
ligacdo de estrbgeno a receptores estrogénicos REa e REP, ambos da
superfamilia de receptores nucleares que atuam como fatores de transcricdo. O
complexo estrogeno-receptor se liga as sequéncias especificas do DNA
conhecidas como elementos responsivos a hormdonios, resultando na regulacdo
da transcricdo de genes que codificam uma ampla variedade de proteinas (Beato
e Klug, 2000; Genazzani et al., 2007). Ambos os subtipos de RE sdo encontrados
no encéfalo com diferentes localizagdes, sugerindo papeéis distintos sobre a
funcdo neuronal e o comportamento (Choleris et al., 2006). Os REa séao
principalmente expressos em regides relacionadas a reproducdo, como o

hipotalamo e a amigdala, e os REB no cerebelo, cortex cerebral, hipocampo,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22O'Bryant%20SE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Murphy%20DG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Murphy%20DG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Craig%20MC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Murphy%20DG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

l6cus ceruleos, entre outros (Mitra et al., 2003). Ambos 0s receptores possuem
seu MRNA expresso no estriado (Kuppers e Beyer, 1999). Estudos recentes
revelaram que os RE também estdo presentes na mitocondria (Chen et al., 2004,
Yang et al., 2004).

Além do modo classico de acdo, tem sido descrito que o0s estrogenos
podem exercer respostas mais rapidas, que ocorrem em poucos minutos, o que
caracteriza o mecanismo nao gendmico. No entanto, pouco se sabe sobre esse
mecanismo. Sugere-se que o0 modo ndo gendmico seja mediado por RE de
membrana, 0s quais se apresentam co-localizados com a caveolina, que levam a
ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelulares, incluindo a modulacdo da
concentracéo intracelular de célcio e a fosforilacdo de uma variedade de proteinas
como a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) (Raz et al.,, 2008;
McCarthy, 2009). Ou ainda, através da intercalacdo dos horménios esteroides nas
membranas celulares, modificando a interacdo entre lipidios e a fluidez de
membrana (Whiting et al., 2000).

A ovariectomia em ratas adultas € o modelo animal mais amplamente
utilizado a fim de mimetizar as mudancas na pés-menopausa em mulheres (Sato
et al., 2003). A responsividade a deplecdo estrogénica € mais acentuada em ratas
jovens (dois a seis meses). Uma semana apdés a ovariectomia, os niveis de
hormdnios ovarianos esteroidais ja sdo indetectaveis no sangue (Chakraborty e

Gore, 2004; Monteiro et al., 2005a).

2. Metabolismo Energético Cerebral



Grande parte da energia encefalica consumida é fornecida pelo
metabolismo da glicose a CO;, e H,O, um processo que inicia com a glicolise e
termina com a fosforilagdo oxidativa. Em condicbes normais, a glicose € o
principal metabdlito energético para o cérebro, visto que este tecido possui pouca
reserva energética, comparada a sua elevada atividade metabdlica, e, por isso,
necessita de um suprimento de glicose continuo a partir do sangue (Erecinska e
Silver, 1994). Entretanto, durante o jejum prolongado, o cérebro gradualmente
passa a utilizar os corpos cetdnicos (Smith et al., 2007; Prins, 2008). Em estado
de repouso, o cérebro é responsavel por 60% da utilizacdo de glicose e por 20%
do total de oxigénio consumido pelo organismo (Ginsberg et al., 1992; Berg et al.,
2004).

A oxidacdo da glicose através da glicolise forma duas moléculas de
piruvato que sdo convertidas a CO, e H,O no ciclo de Krebs e na cadeia
transportadora de elétrons. O acoplamento entre a cadeia transportadora de
elétrons e a fosforilacdo oxidativa fornece mais de 95% do ATP sintetizado no
SNC (Raichle e Mintun, 2006). Quando o fornecimento de oxigénio é normal, a
fosforilacdo oxidativa depende da concentracdo de ATP, ADP e fosfato inorganico
(Pi) e da raz&o mitocondrial de NADH/NAD", a qual é determinada pela atividade
da cadeia transportadora de elétrons e pelo fornecimento de elétrons por enzimas
mitocondriais. A cadeia transportadora de elétrons oxida o NADH e bombeia
prétons para o espaco intermembrana da mitocondria formando um gradiente de
prétons que ativa a ATP sintase a qual produz o ATP na fosforilacdo oxidativa
(Erecinska e Silver, 1994). A maior parte do ATP produzido no SNC é utilizado

pela Na*,K*-ATPase, uma enzima ligada & membrana plasmatica que mantém o



potencial de membrana necessario a transmissdo do impulso nervoso (Ames,
2000; Erecinska et al., 2004).

Um importante sistema auxiliar de manutencdo dos niveis cerebrais de
ATP é o da creatina quinase, que esta presente tanto no citosol quanto ligada as
membranas mitocondriais e catalisa a transfosforilacdo reversivel entre a
fosfocreatina e o ATP. Este sistema é associado a funcdes importantes,
principalmente no cérebro, tais como o tamponamento energético (regenerando
ATP) e a transferéncia de ATP dos sitios produtivos para os de consumo (Wyss et

al., 1992; Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000).

2.1 Na" K*-ATPase

A Na' K*-ATPase (EC 3.6.3.9), também conhecida como bomba de Na*, é
uma proteina integral de membrana responsavel pela manutencdo do gradiente
eletroquimico celular, através do co-transporte de trés ions Na“ para o meio
extracelular e dois ions K' para o meio intracelular, utilizando a energia
proveniente da hidrélise do ATP como forga motriz (Blanco e Mercer, 1998).

O gradiente eletroquimico gerado pelo fluxo dos ions Na* e K* através da
membrana celular é utilizado para a manutencdo da excitabilidade neuronal,
regulacdo do volume celular, do pH intracelular e para o transporte de moléculas
ligadas ao co-transporte de Na*, como glicose, aminoacidos e neurotransmissores
(Blanco e Mercer, 1998; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). Em adicdo ao
transporte de ions Na* e K*, a Na*,K*-ATPase também atua como receptor na
transducdo de sinal, respondendo a estimulos extracelulares especificos como

hormdnios e neurotransmissores (Xie e Askari, 2002).



Estruturalmente, a Na',K'-ATPase é formada por duas subunidades
cataliticas a com dez segmentos transmembrana, que contém os sitios de ligacao
para Na*, K*, ATP e glicosideos cardiacos, duas subunidades B regulatérias com
um dominio transmembrana, e uma subunidade auxiliar formada por uma proteina
da familia FXYD (subunidade y), que modula a afinidade ao substrato mas parece
nao ser necessaria para a atividade enzimatica (Mobasheri et al., 2000; Kaplan,
2002; Horisberger, 2004; Geering, 2006).

Durante seu ciclo catalitico, a Na',K'-ATPase apresenta-se sob duas
formas conformacionais: uma desfosforilada, com alta afinidade por ijons Na* e
baixa afinidade por ions K*, conhecida como forma E1, e outra fosforilada, com
alta afinidade por ions K* e baixa por ions Na*, forma E2 (Figura 1).

Primeiramente, trés ions Na' ligam-se a Na‘,K'-ATPase na forma E1 no
citoplasma. Quando a enzima é fosforilada pelo ATP, ocorre uma mudanca
conformacional e a perda da afinidade pelos ions Na*, que s&o liberados no meio
extracelular. A enzima passa a forma E2, onde dois ions K* ligam-se em sitios de
alta afinidade, e o fosfato inorganico é liberado. A desfosforilagdo da enzima
causa outra mudanga conformacional, com isso a afinidade por ions K* é reduzida
e os dois ions sdo liberados no meio intracelular. A enzima volta a forma E1,
dando reinicio ao ciclo (Kaplan, 2002; Devlin, 2003; Jorgensen et al., 2003). A
ouabaina, glicosideo cardiotonico e inibidor especifico da Na*,K*-ATPase, liga-se
na enzima na etapa em que ela esta fosforilada, impedindo a desfosforilagéo

(Kaplan, 2002).
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Figura 1. Ciclo catalitico da Na*,K*-ATPase (Nelson e Cox, 2006).

Devido ao papel fundamental da Na’,K'-ATPase para o funcionamento
normal do SNC, alteragbes na sua atividade podem afetar diretamente a
sinalizacao celular via neurotransmissores e a atividade neuronal (Moseley et al.,
2007). Neste contexto, dados na literatura mostram que a atividade da Na',K'-
ATPase esta reduzida na isquemia cerebral (Wyse et al., 2000), na epilepsia
(Grisar et al.,, 1992) e em processos neurodegenerativos como a doenca de
Alzheimer (Yu, 2003; Dickey et al., 2005). Em adicdo, estudos em animais

demonstraram que alteragdes na atividade dessa enzima estdo associadas a um



aumento no comportamento tipico de ansiedade (Moseley et al., 2007; Crema et
al., 2010).

A atividade enzimatica da Na*,K'-ATPase tem sido considerada um indice
adequado de atividade neuronal em estudos de interacfes neuroendocrinas (Del
Castilho et al., 1987). Estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa
mostraram que a ovariectomia aumenta a atividade da Na',K'-ATPase em

hipocampo de ratas adultas (Monteiro et al., 2005b).

2.2 Creatina Quinase

A demanda e a oferta de energia celular sdo reguladas e bem equilibradas
para a economia e a eficiéncia do uso da energia. Células com necessidades
energéticas altas e variaveis, como 0s neurbnios, podem aumentar a taxa de
hidrélise do ATP em poucos segundos e por varias ordens de magnitude, mas 0s
niveis intracelulares de ATP permanecem constantes. Essa homeostase
energética pode ser explicada pela acdo de sistemas auxiliares, como o da
creatina quinase/fosfocreatina, que conectam sitios de consumo de energia com
os de producédo de energia através da transferéncia de grupos fosforil (Andres et
al., 2008).

A creatina quinase (CK) (ATP: creatina N-fosforiltransferase, EC 2.7.3.2) é
uma enzima que catalisa a transferéncia reversivel do grupo N-fosforil da
fosfocreatina (PCr) para o ADP, regenerando desta forma o ATP (Wyss e

Kaddurah-Daouk, 2000) (Figura 2).



PCr + Mg”*ADP + H" «&X Creatina + Mg**ATP

Figura 2. Reacéao de transfosforilacéo catalisada pela creatina quinase.

Ha cinco principais isoenzimas da creatina quinase: trés sao encontradas
no citoplasma e duas na mitocondria (Mi-CK). As isoformas citosolicas formam
dimeros e sdo expressas de uma maneira tecido-especifica, isto &, cérebro-
especifica (BB-CK), musculo esquelético-especifica (MM-CK) e um heterodimero
muasculo cardiaco-especifico (MB-CK) (Wallimann et al., 1992). As formas
mitocondriais sdo usualmente dispostas em octameros e sado constituidas da
isoforma ubiqua Mi,-CK e da forma sarcomeérica Mis-CK, as quais sdo expressas
predominantemente no cérebro e no muasculo estriado, respectivamente
(Wallimann e Hemmer, 1994; Boero et al., 2003). A interacdo entre as isoformas
citosdlica e mitocondrial é de fundamental importancia na homeostasia energética
celular (Silva et al., 2003).

A creatina quinase parece estar envolvida em certas condi¢des patoldgicas
relacionadas com a deficiéncia de energia cerebral (Whittingham e Lipton, 1981).
Considerando que a energia € crucial para manter o desenvolvimento e regular as
funcdes cerebrais, tem sido postulado que o prejuizo na funcdo da creatina
guinase possa ter um papel critico no processo neurodegenerativo que leva a
perda neuronal (Tomimoto et al., 1993). De fato, a atividade da creatina quinase
esta reduzida em doencas neurodegenerativas e em modelos animais de
esclerose lateral amiotréfica (David et al., 1998; Aksenov et al., 2000; Wendt et

al., 2002; Burklen et al., 2006).



2.3 Piruvato Quinase

A glicdlise, que ocorre no citosol, tem papel fundamental no metabolismo
energético por fornecer parte da energia utilizada pela maioria dos organismos.
Essa rota metabdlica é formada por uma sequéncia de dez reacdes enzimaticas,
nas quais um mol de glicose é convertido a dois mols de piruvato com a geracéo
de dois mols de ATP/mol de glicose. Subsequentemente, o piruvato pode seguir
duas rotas metabolicas distintas. Em condigcbes anaerdbicas, o piruvato é
convertido a um produto final reduzido, o lactato. Entretanto, sob condicGes
aerdbicas, o piruvato € transportado para dentro da mitocbndria, e €
completamente oxidado, via ciclo de Krebs e cadeia respiratéria, a CO, e H,0,
respectivamente (Voet et al., 2002; Smith et al., 2007).

A via (glicolitica é regulada por trés enzimas: a hexoquinase, a
fosfofrutoquinase e a piruvato quinase (Allert et al., 1991). A piruvato quinase (PK)
(ATP: piruvato 2-O-fosfotransferase, EC 2.7.1.40) catalisa a reacdo final da
glicdlise (Figura 3): a transfosforilacdo irreversivel de fosfoenolpiruvato (PEP) e

ADP a piruvato e ATP (Kayne, 1973; Valentini et al., 2000).

PEP + Mg? ADP + H* —2X» Piruvato + MgZ* ATP

Figura 3. Reacao catalitica da piruvato quinase.

A piruvato quinase € uma tipica enzima alostérica que participa do controle
do fluxo metabdlico da frutose-1,6-bifosfato a piruvato, na segunda fase da
glicdlise. Além disso, o piruvato esta envolvido em uma variedade de rotas
metabdlicas, indicando que a piruvato quinase pode ser considerada uma enzima
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chave ndo somente para a via glicolitica, mas para todo o metabolismo celular
(Mattevi et al., 1996; Mufoz e Ponce, 2003).

Nos mamiferos, a piruvato quinase existe na forma de quatro isoenzimas,
M1, M2, L e R, codificadas por dois diferentes genes PK-M e PKLR (Fothergill-
Gilmore e Michels, 1993). Essas isoenzimas diferem em suas propriedades
quimicas, fisicas, cinéticas, eletroforéticas e imunolégicas, bem como na
distribuicdo tecidual (Hall e Cottam, 1978). A isoenzima tipo M1 é principalmente
expressa em musculo esquelético, coracdo e cérebro adulto. O tipo L é
predominante em tecidos gliconeogénicos, como o figado (Hakim et al., 1976). O
tipo R esta presente nos eritrocitos e tecidos hematopoiéticos e o tipo M2 é
predominante no feto, em neoplasias, em tecidos ndo diferenciados e em
proliferacdo. A isoenzima tipo M2 é progressivamente substituida pelo tipo M1 em
musculo esquelético, coracdo e cérebro durante o desenvolvimento (Dabrowska
et al., 1998).

Hormdnios esterdides ovarianos, particularmente o 17 B-estradiol, possuem
um papel modulatério na utilizacdo de glicose pelo encéfalo feminino (Verma et
al.,, 2005; Brinton, 2008). Ratas ovariectomizadas apresentam reducdo no
consumo de glicose pelo cérebro (Porrino et al., 1982; Lépez-Grueso et al., 2010).
Dados na literatura demonstram que declinios na concentracdo de estrégeno e a
consequente alteracdo da homeostase de glicose cerebral podem estar
associados com o déficit cognitivo, prejuizo na memoria e outros sintomas da

menopausa (Simpkins e Katovitch, 1989; Azari et al., 1992).
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2.4 Cadeia Transportadora de Elétrons e Fosforilagdo Oxidativa

A fosforilacdo oxidativa € o estagio final do metabolismo produtor de
energia nos aerobios. Todas as etapas oxidativas na degradacéo de carboidratos,
lipideos e aminoacidos convergem para esse estagio final da respiracdo celular
no qual a energia proveniente da oxidac&o, na forma de coenzimas nucleotidicas
reduzidas NADH e FADH,, é responsavel pela sintese de ATP.

Nos eucariotos a fosforilacdo oxidativa ocorre nas mitocondrias, e é
responsavel pela maior parte da energia liberada pela célula. Este processo
envolve a reducdo de O, a H,O por elétrons doados pelo NADH e FADH,, que
fluem pela cadeia transportadora de elétrons, com centros redox que possuem
afinidade crescente por elétrons (aumento do potencial de reducéo-padréo),
ocorrendo concomitantemente a producao de ATP a partir de ADP e Pi (Nelson e
Cox, 2006).

A cadeia transportadora de elétrons ou cadeia respiratoria € composta de
quatro complexos protéicos integrais da membrana mitocondrial interna e dois
transportadores moveis de elétrons, que sdo a coenzima Q ou ubiquinona e o
citocromo c¢ (Figura 4) (Di Donato, 2000). O complexo |, também chamado de
NADH: ubiquinona oxirredutase ou NADH desidrogenase, passa elétrons do
NADH para a ubiquinona, formando ubiquinol. O complexo Il, também
denominado de succinato: ubiquinona oxirredutase € formado pela succinato
desidrogenase soluvel (SDH) ou succinato: metanossulfato de fenazina
oxirredutase (Fischer et al., 1985) juntamente com outras trés subunidades, todas
elas codificadas por genes nucleares (Voet e Voet, 2006). A SDH ocupa uma

posicdo Unica como parte integrante do ciclo de Krebs e também da cadeia
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respiratoria (Oyedotun e Lemire, 1999). Esse complexo reduz a ubiquinona com
elétrons do FADH, provenientes da oxidacao do succinato a fumarato no ciclo de
Krebs. O complexo Ill, citocromo bci ou ubiquinona: citocromo c oxirredutase,
catalisa a transferéncia de elétrons do ubiquinol para o citocromo c. O complexo
IV, mais conhecido como citocromo c oxidase, a enzima terminal da cadeia
respiratéria, transporta dois elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio molecular,

reduzindo-o a H,O (Saraste, 1999; Voet e Voet, 2006).

,/
4H s
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Figura 4. Fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratéria (Nelson
e Cox, 2006).

A transferéncia de elétrons através dos complexos I, Il e IV da cadeia
respiratoria resulta no bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o
lado citosélico da membrana interna da mitocéndria também conhecido como

espaco intermembranas (Figura 4). Com isso, segundo o modelo quimiosmético,
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cria-se um gradiente quimico (ApH) e um gradiente elétrico (Ay) através da
membrana que fornece a energia na forma de forca proton-motriz para a sintese
de ATP a partir de ADP e Pi pela ATP sintase (complexo FoF;), @ medida que os
prétons fluem passivamente de volta para a matriz (Nelson e Cox, 2006;
Valsecchi et al., 2010).

Deficiéncias no funcionamento normal da cadeia respiratoria mitocondrial
levam a diminuicdo da sintese de ATP (Heales et al., 1999) e estéo relacionadas
ao envelhecimento e a fisiopatologia de doencas neurodegenerativas como as
doencas de Alzheimer, de Huntington e de Parkinson (Calabrese et al., 2001;
Atamna e Frey, 2007; Navarro e Boveris, 2007; Ramsey e Giasson, 2007; Pandey
et al., 2010). Além disso, a disfun¢cdo mitocondrial pode ter um papel fundamental
na alteracdo de neurdénios em mulheres pds-menopausicas (Shi et al., 2008; Xu et
al., 2008). Existem evidéncias apontando a cadeia respiratGria como um novo e
importante alvo para as acdes do estrébgeno através de RE presentes na
mitocondria (Simpkins et al., 2008; Chen et al., 2009). Neste contexto, Xu e
colaboradores (2008) demonstraram significantes alteracbes na forma e estrutura
mitocondrial e reducdo nos niveis de ATP em neurbnios hipocampais de ratas
ovariectomizadas. Estas alteracdes causadas pela ovariectomia foram revertidas
pelo tratamento com estrégeno, revelando o papel deste hormbénio na

preservacao da estrutura e fungcao mitocondrial no cérebro.

3. Ansiedade

A ansiedade € um estado emocional com componentes psicologicos e

fisiologicos, que faz parte do espectro normal das experiéncias humanas, sendo

14



propulsora do desempenho. Ela passa a ser patolégica quando é desproporcional
a situacao que a desencadeia, ou quando nao existe um objeto especifico ao qual
se direcione (Andrade e Gorenstein, 1998).

Dados na literatura sugerem que mulheres sdo mais vulneraveis a
transtornos de humor como a ansiedade e a depressédo do que homens (Breslau
et al., 1995; Seeman, 1997). Essa diferenca entre géneros pode ser relacionada a
flutuacdo hormonal durante o ciclo reprodutivo, principalmente do estrégeno
(Pigott, 1999). Neste contexto, mudancas na secrecao de estrégeno durante a
pré-menopausa e a menopausa podem ser relevantes para o aumento do risco de
ansiedade nestes periodos (Hill et al., 2007).

A ovariectomia tem sido utilizada como modelo de privacdo estrogénica
para avaliar os efeitos do estrégeno sobre o comportamento (Walf e Frye, 2006).
Diversos estudos demonstraram que a ovariectomia aumenta o comportamento
tipico de ansiedade em ratas e a administracdo subcutédnea de estradiol é capaz
de reverter esse efeito em varios testes (Diaz-Veliz et al., 1997; Bowman et al.,
2002; Frye e Walf, 2004; Walf e Frye, 2006). A participacdo de REP parece ser
muito importante para o efeito ansiolitico do estrogeno. Estudos em camundongos
knockout para o gene do REB sugerem que esse receptor € necessario para as
acOes do estrégeno sobre o comportamento afetivo (Krezel et al., 2001; Imwalle et
al., 2005; Rocha et al., 2005).

Existem evidéncias sugerindo que a disfuncdo no metabolismo energético
cerebral esta relacionada com distarbios neuropsiquiatricos como esquizofrenia,
depressao, transtorno bipolar e ansiedade (Konradi et al., 2004; Prabakaran et al.,

2004; Einat et al., 2005; Rezin et al., 2008; Scaglia, 2010).
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[I. OBJETIVOS

Objetivo geral

Considerando que: (1) mulheres pos-menopausicas sdo mais suscetiveis a
doencas neurodegenerativas, ao déficit cognitivo e a distirbios emocionais; (2)
alteracdes mitocondriais e do metabolismo energético parecem estar associados
a essas condicfes; (3) a ovariectomia € usada como modelo animal de deplecao
hormonal ovariana; o objetivo geral do nosso estudo foi investigar alguns
parametros bioquimicos relacionados ao metabolismo energético celular, bem
como avaliar possiveis alteracbes comportamentais em ratas adultas

ovariectomizadas.

Objetivos especificos

1. Investigar o efeito da ovariectomia sobre a atividade da Na*,K*-ATPase
em membrana plasmatica sinaptica de estriado de ratas adultas.

2. Avaliar o efeito da ovariectomia sobre a atividade da piruvato quinase em
estriado de ratas adultas.

3. Verificar o efeito da ovariectomia sobre a atividade das enzimas da
cadeia respiratoria (SDH, complexo Il e citocromo ¢ oxidase) em estriado de ratas
adultas.

4. Determinar o efeito da ovariectomia sobre a atividade da creatina

quinase em fragdes mitocondrial e citosolica de hipocampo de ratas adultas.
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5. Verificar o efeito da ovariectomia sobre o comportamento tipico de
ansiedade através das tarefas de labirinto em cruz elevado (plus maze) e caixa

claro-escuro em ratas adultas.
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lll. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e reagentes

Foram utilizadas ratas Wistar adultas obtidas do biotério do Departamento
de Bioquimica, ICBS, UFRGS. Os animais foram mantidos em temperatura
constante (22 £ 1 °C), em intervalos de 12 h de ciclo claro/escuro, com livre
acesso a agua e a ragdo padrdo. Os cuidados com 0s animais seguiram as
diretrizes governamentais oficiais conforme a Federagdo das Sociedades
Brasileiras para Biologia Experimental aprovadas pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Todos o0s reagentes quimicos utilizados foram adquiridos da Sigma

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

3.2 Protocolo experimental

Aos oitenta dias de vida as ratas foram submetidas a cirurgia de acordo
com 0s seguintes grupos: sham, sem a remocédo dos ovarios, e ovariectomizadas,
com a remocdo de ambos os ovarios para a eliminacao dos esterdides ovarianos
endogenos (Waynforth e Flecknell, 1992), sendo administrados como anestésicos

cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) intraperitonealmente.

3.3 Controle do ciclo estral e medida do estradiol

O ciclo reprodutivo de ratas € chamado de ciclo estral, e tem duracao
média de quatro ou cinco dias. O ciclo estral é caracterizado por quatro fases
denominadas proestro, estro, metaestro e diestro (Long e Evans, 1922;

Marcondes et al., 2002). A identificacdo de cada fase é baseada na propor¢ao
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entre trés tipos celulares observados nos lavados vaginais a fresco em
microscopio Gtico: células epiteliais nucleadas, células cornificadas e leucocitos. A
fase proestro, durante a qual ocorre o pico de concentracdo plasmatica de
estrogeno, é caracterizada pela predominancia de células epiteliais nucleadas;
estro, quando somente células cornificadas sdo observadas; a fase metaestro &
caracterizada por semelhante proporcdo entre os trés tipos celulares e diestro
guando ha a predominéancia de leucocitos no lavado vaginal (Marcondes et al.,
2002).

A fase do ciclo estral foi determinada diariamente, durante dez dias que
antecederam a ovariectomia, a fim de assegurar que todas as ratas possuiam um
ciclo reprodutivo normal. Além disso, determinamos a fase do ciclo nas ratas
sham para que todas fossem sacrificadas na tarde da fase diestro.

A medida do estradiol foi realizada com a utilizacdo de Kit comercial,
através da técnica de radioimunoensaio (Adaltis Estradiol Maia Kit, Italy). Os
niveis de estrégeno nas fémeas do grupo ovariectomizadas foram indetectaveis,
confirmando a eficacia do procedimento cirtrgico da ovariectomia (Monteiro et al.,

2005b).
3.4 Estudos bioquimicos

No trigésimo primeiro dia apds a ovariectomia, 0s animais foram
sacrificados por decapitacdo sem anestesia. O encéfalo foi rapidamente removido

e as estruturas cerebrais, estriado e hipocampo, foram dissecadas.

3.4.1 Preparacao das amostras
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Para a preparacdo das membranas plasmaticas sinapticas de estriado,
utilizadas para a determinacdo da atividade da Na',K'-ATPase, o estriado foi
homogeneizado 1:10 (p/v) em tampao médium pH 7,4 contendo, sacarose 0,32
mM, HEPES 5 mM e EDTA 1 mM.

Para a determinacdo da atividade da piruvato quinase, o estriado foi
homogeneizado 1:6 (p/v) em solucédo tampéao (sacarose 0,32 M; EGTA 1 mM e
Tris-HCI 10 mM, pH 7,4). Os homogeneizados foram centrifugados a 800 g por 10
minutos a 4 °C e o precipitado descartado. O sobrenadante foi centrifugado a
10.000 g por 10 minutos a 4 °C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante
livre de mitocéndria foi utilizado para a determinacdo da atividade da enzima e da
concentracao protéica.

Para a determinacdo das atividades da SDH, complexo Il e citocromo ¢
oxidase, o estriado foi homogeneizado 1:20 (p/v) em tampdo SETH pH 7,4
(sacarose 250 mM; EDTA 2 mM; Trizma base 10 mM e 50 Ul.mL™ de heparina).
Os homogeneizados foram centrifugados a 800 g por 10 minutos e o0s
sobrenadantes foram mantidos a -70°C até serem utilizados para a determinacao
das atividades enzimaticas. Imediatamente antes dos ensaios enzimaticos da
SDH e do complexo IlI, as amostras foram congeladas e descongeladas trés
vezes para romper as membranas mitocondriais.

Para a determinagdo da atividade da cretina quinase, o hipocampo foi
homogeneizado 1:10 (p/v) em solugcéo tampédo SET (sacarose 0,32 M; EGTA 1
mM e Tris-HCI 10 mM, pH 7,4). Os homogeneizados foram centrifugados a 800 g
por 10 minutos a 4 °C e o precipitado descartado. O sobrenadante foi centrifugado
a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante da segunda centrifugacéo

contém citosol e outros componentes celulares como o reticulo endoplasmatico e
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foi utilizado para a determinacao da atividade da creatina quinase citosdlica (BB-
CK). O sedimento enriquecido em mitocondria foi lavado duas vezes com o
mesmo tampéo isotdnico SET e ressuspendido em Tampéo Tris-HCI, pH 7,5,
contendo MgSO,4 100 mM, para a determinacéo da atividade da creatina quinase
mitocondrial (Mi-CK). As fracdes subcelulares foram armazenadas a - 70 °C por
um periodo menor do que uma semana. A fracdo mitocondrial foi congelada e
descongelada trés vezes imediatamente antes do ensaio enzimatico a fim de
romper as membranas mitocondriais, facilitando a interagdo da creatina quinase

com o0s substratos.

3.4.2 Preparacao das membranas plasmaticas sinapticas

As membranas plasmaticas sinapticas de estriado foram preparadas de
acordo com o método de Jones e Matus (1974), com algumas modificacbes
(Wyse et al., 1995). Os homogeneizados de estriado foram centrifugados a 1.000
g durante 10 minutos e o sobrenadante foi removido e novamente centrifugado a
12.000 g por 20 minutos. O sedimento foi ressuspendido em tamp&o hipoténico
(tampéo Tris-HCI 5 mM, pH 8,1), a 0°C por 30 minutos e colocado em um
gradiente descontinuo de sacarose que consiste de sucessivas camadas de 0,3;
0,8 e 1,0 M. Depois de centrifugada a 69.000 g durante 120 minutos, a fracdo da
interface 0,8-1,0 M de sacarose foi utilizada para medir atividade da enzima

Na*' K"-ATPase.

3.4.3 Determinacdo da atividade da Na*,K*-ATPase
O meio de incubacgao continha MgCl, 5 mM, NaCl 80 mM, KCI 20 mM e

tampao Tris-HCI 40 mM pH 7,4, em um volume final de 200 pL. A reacao foi
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iniciada com adicdo de ATP com concentracédo final de 3 mM. Os controles foram
incubados nas mesmas condicfes, diferenciando-se pela adicdo de ouabaina 1
mM, um inibidor especifico da Na*,K*-ATPase. A atividade da Na*,K*-ATPase foi
determinada pela diferenca entre os ensaios com e sem adicdo de ouabaina,
como descrito por Wyse e colaboradores (1998). A dosagem do fosfato inorganico
(Pi) liberado foi realizada de acordo com Chan e colaboradores (1986). A
atividade especifica da enzima foi expressa em nmol de Pi/min.mg de proteina.
Todas as amostras foram incubadas em duplicata e lidas em espectrofotdmetro a

630 nm.

3.4.4 Determinacao da atividade da piruvato quinase

A atividade da piruvato quinase foi determinada de acordo com Leong e
colaboradores (1981). O meio de incubacdo continha tampéo Tris-HCI 0,1 M pH
7,5; MgCl, 10 mM. NADH 0,16 mM; KCI 75 mM; ADP 5 mM; 7 unidades de L-
lactato desidrogenase; Triton X-100 0,1% (v/v) e 10 ul de sobrenadante livre de
mitocdndria, em um volume final de 0,5 mL. A reacdo comecou apds 30 minutos
de pré-incubacao através da adicdo de PEP 1 mM. Todos os ensaios foram
realizados em duplicatas a 25°C e lidos em espectrofotbmetro a 340 nm. Os

resultados foram expressos em umol de piruvato formado/min.mg de proteina.

3.4.5 Determinacao da atividade da succinato desidrogenase

A atividade da SDH foi determinada de acordo com o método de Fischer e
colaboradores (1985) através do decréscimo na absorbancia devido a reducéo do
2,6-dicloroindofenol (DCIP) a 600 nm com 700 nm como comprimento de onda de

referéncia (¢=19,1 mM™ cm™) na presenca de metassulfato de fenazina (PMS). A
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mistura reativa (tampdao fosfato de potassio 40 mM, pH 7,4; succinato de sodio 16
mM e DCIP 8 uM) foi pré-incubada com 40-80 ug de proteina a 30°C por 20
minutos. Subsequentemente foram adicionados azida sédica 4 mM, rotenona 7
uM e DCIP 40 uM. A reagéo foi iniciada pela adigdo PMS 1 mM e monitorada por

5 minutos. Os resultados foram expressos como nmol/min.mg de proteina.

3.4.6 Determinacao da atividade do complexo I

Inicialmente, 40-80 pg de proteina foram pré-incubada com a 30°C por 20
minutos. O meio de incubagéo continha tampéo fosfato de potassio 40 mM, pH
7,4; succinato de sédio 16 mM e DCIP 8 uM. Apés foram adicionados ao meio
azida sédica 4 mM e rotenona 7 uM e a reacéo foi iniciada pela adicdo DCIP 40
uM. As absorbancias foram registradas por 5 minutos a 600nm. A atividade do
complexo Il foi medida pelo decréscimo na absorbancia devido a reducao do 2,6-
dicloroindofenol (DCIP) a 600 nm com 700 nm como comprimento de onda de
referéncia (e=19,1 mM™ cm™) (Fischer et al., 1985). Os resultados foram

expressos como nmol/min.mg de proteina.

3.4.7 Determinacao da atividade da citocromo c oxidase

A atividade da citocromo c oxidase foi determinada de acordo com Rustin e
colaboradores (1994). A atividade enzimatica foi medida pelo decréscimo na
absorbancia devido a oxidacdo do citocromo ¢ previamente reduzido a 550 nm,
tendo 580 nm como comprimento de onda de referéncia (¢=19,1 mM™* cm™). O
meio da reacdo continha tampéao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0; n-dodecil--
A-maltosideo 0,6 mM e 2-4 ug de proteina. A reacéo foi iniciada com adi¢do de

0,7 ug de citocromo c reduzido. A atividade da citocromo c oxidase foi medida a
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25 °C por 10 minutos. Os resultados foram expressos em nmol/min.mg de

proteina.

3.4.8 Determinacao da atividade da creatina quinase

O meio de incubacdo continha tampao Tris-HCI 300 mM pH 7,5,
fosfocreatina 7mM, MgSO, 9 mM e aproximadamente 1 ug de proteina em um
volume final de 0,13 ml. Apés uma pré-incubacédo de 5 minutos a 37 °C, a reagao
enzimatica foi iniciada com a adicdo de ADP 0,42 umol. A reagéo foi parada apos
uma incubacdo de 10 minutos pela adicdo de acido p- hidroximercuriobenzéico 1
umol. A creatina formada pela reacao enzimética foi estimada de acordo com o
método colorimétrico de Hughes (1962). A adicdo de 0,1 mL de a-naftol 2% e 0,1
mL de diacetil 0,05% promoveu o aparecimento de cor que foi lida apdés 20
minutos a 540 nm. Os resultados foram expressos como umol de creatina

formada/min.mg de proteina.

3.5 Determinacdo protéica

A medida de proteinas na determinacéo da atividade da Na*,K*-ATPase foi
realizada de acordo com Bradford (1976). Para os demais parametros do
metabolismo energético, a determinacado de proteinas foi realizada de acordo com
Lowry e colaboradores (1951). Os ensaios foram realizados utilizando-se

albumina sérica bovina como padréo.

3.6 Tarefas comportamentais
Um més apds a ovariectomia, 0os animais foram submetidos as tarefas

comportamentais do labirinto em cruz elevado e caixa claro-escuro. As tarefas
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comportamentais foram realizadas em uma sala com a temperatura constante (21
+ 2 °C) e com condi¢cbes de iluminacdes especiais para cada teste. Antes das
sessdes, 0s animais foram colocados na sala experimental por pelo menos 15
minutos para adaptacdo. Todas as tarefas foram realizadas no periodo entre as

14:00 e as 17:00 horas.

3.6.1 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado € um teste comportamental amplamente
utilizado para avaliar a ansiedade em roedores, principalmente por ser eficaz,
simples, de baixo custo e de facil interpretacdo (Cruz-Morales et al., 2002). Essa
tarefa tem sido validada para avaliar os efeitos ansioliticos de agentes
farmacolégicos e de hormdnios esterdides, bem como definir regides cerebrais e
mecanismos subjacentes ao comportamento do tipo ansiedade (Walf e Frye,
2007).

Os animais foram submetidos a tarefa do labirinto em cruz elevado de
acordo com Pellow e colaboradores (1985). O modelo € baseado na aversao
natural dos roedores a espacos abertos e elevados. O teste foi realizado em um
aparelho em forma de cruz, feito de madeira, mantido a 80 cm acima do piso,
sendo constituido de dois bracos abertos opostos (50 cm x 10 cm), dois bracos
fechados opostos com paredes laterais (50 cm x 10 cm x 30 cm) e uma area
central (10 cm x 10 cm). A tarefa foi conduzida na sala de observacao utilizando
iluminacao vermelha (25 W). Cada animal foi colocado no centro do labirinto em
cruz, com a face voltada para um dos bragos abertos, e o seu desempenho foi
avaliado por 5 minutos. O labirinto foi limpo com &lcool 20% apo6s cada teste.

Foram mensurados o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos
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abertos e fechados, e calculada a percentagem de tempo nos bracos abertos
(tempo no braco aberto/tempo total x 100). A atividade nos bracos abertos reflete
o nivel de ansiedade, enquanto que o numero de entradas nos bracos fechados é
interpretado como um indice de atividade motora (Pelow et al., 1985; Walf e Frye,
2007). A entrada foi definida quando o animal colocava todas as quatro patas em

um braco. Os animais que cairam do labirinto foram excluidos do estudo.

3.6.2 Caixa claro-escuro

A caixa claro-escuro também é uma ferramenta muito Gtil na investigacao
de comportamento tipo-ansiedade em animais. Trata-se de uma caixa
experimental dividida em dois compartimentos: um claro e um escuro, sendo o
escuro menor que o claro. Diante da aversdo natural dos animais a ambientes
iluminados, o compartimento claro representa um local arriscado para o animal,
pois ele estaria em maior exposicdo. JA 0 compartimento escuro, com uma area
menor e com pouca luz € um ambiente mais atraente para o animal por ser
aparentemente mais seguro. Assim a permanéncia do animal em um ou outro
destes compartimentos sugere possiveis alteracdes comportamentais relacionas
a ansiedade.

A caixa claro-escuro consiste de uma camara de acrilico retangular com
fechamento superior em vidro, dividida em dois compartimentos sendo uma
metade clara (30 cm x 20 cm x 20 cm) pintada de branco e iluminada e a outra
metade escura (15 cm x 20 cm x 20 cm) pintada de preto. Os dois
compartimentos sado separados por uma diviséria com um pequeno orificio por
onde os animais possuem livre acesso entre os lados. O compartimento claro foi

iluminado por uma lampada de luz branca (60 W) e o compartimento escuro
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recebeu somente parte da iluminacédo. O experimento foi conduzido em uma sala
sem iluminacdo. Os animais foram colocados no compartimento claro com a face
voltada para o orificio que da acesso ao compartimento escuro e a atividade foi
registrada por 10 minutos. Os parametros registrados foram tempo que o animal
demorava em deixar o0 campo claro pela primeira vez, tempo total de permanéncia
no compartimento claro e numero de entradas para o compartimento claro. A
caixa foi limpa com alcool 20% apds cada teste. A entrada em um compartimento
foi considerada quando o animal colocava todas as quatro patas no novo

compartimento (Chotiwat e Harris, 2006).

3.7 Analise estatistica
Os dados foram analisados pelo teste t de Student, utilizando o software
Pacote Estatistico para as Ciéncias Sociais (SPSS). As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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IV. RESULTADOS

4.1 Efeito da ovariectomia sobre a atividade da Na*,K™-ATPase

Como pode ser observado na figura 5, a ovariectomia aumentou

significativamente a atividade da Na',K'-ATPase [t(6)= -3,10; *p<0,05] em

estriado de ratas adultas.
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Figura 5. Efeito da ovariectomia sobre a atividade da Na*,K*-ATPase em estriado
de ratas adultas. Os dados estdo expressos como média + D.P. para 4 animais
em cada grupo. *p<0,05 (teste t de Student). OVX: ovariectomizadas

4.2 Efeito da ovariectomia sobre a atividade da piruvato quinase
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Como pode ser visto na figura 6, a ovariectomia nao alterou
significativamente a atividade da piruvato quinase em estriado de ratas adultas

[t(8)= 0,012; p>0,05].

Atividade da piruvato quinase
(nmol piruvato/min.mg proteina)

T T
Sham OoVvX

Figura 6. Efeito da ovariectomia sobre a atividade da piruvato quinase em
estriado de ratas adultas. Os dados estdo expressos como média + D.P. para 5
animais em cada grupo. p>0,05 (teste t de Student). OVX: ovariectomizadas

4.3 Efeito da ovariectomia sobre as atividades da succinato desidrogenase,

do complexo Il e da citocromo c oxidase

A figura 7 mostra que a ovariectomia aumentou significativamente as
atividades da SDH (A) [t(7)= -5,40; **p<0,01] e do complexo Il (B) [t(7)= -4,56;
**p<0,01], em estriado de ratas adultas. A atividade da citocromo ¢ oxidase nao foi
alterada pela ovariectomia quando comparada com o grupo sham (C) [t(7)= 1,60;

p>0,05] na mesma estrutura cerebral.
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Figura 7. Efeito da ovariectomia sobre as atividades da succinato desidrogenase
(A), do complexo Il (B) e da citocromo ¢ oxidase (C) em estriado de ratas adultas.
Os dados estao expressos como média + D.P. para 4-5 animais em cada grupo.

**p<0,01 (teste t de Student). OVX: ovariectomizadas
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4.4 Efeito da ovariectomia sobre a atividade da creatina quinase citosolica

Como pode ser obsevado na figura 8, a ovariectomia aumentou
significativamente a atividade da creatina quinase citosolica [t(8)= -5,25; *p<0,05]

em hipocampo de ratas adultas.
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Figura 8. Efeito da ovariectomia sobre a atividade da creatina quinase citosélica
em hipocampo de ratas adultas. Os dados estdo expressos como média + D.P.
para 5 animais em cada grupo. *p<0,05 (teste t de Student). OVX:
ovariectomizadas
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4.5 Efeito da ovariectomia sobre a atividade da creatina quinase

mitocondrial

A figura 9 mostra que a ovariectomia ndo alterou significativamente a

atividade da creatina quinase mitocondrial em hipocampo de ratas adultas [t(8)=

0,357; p>0,05].
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Figura 9. Efeito da ovariectomia sobre a atividade da creatina quinase
mitocondrial em hipocampo de ratas adultas. Os dados estdo expressos como
média £ D.P. para 5 animais em cada grupo. p>0,05 (teste t de Student). OVX:
ovariectomizadas
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4.6 Efeito da ovariectomia sobre o comportamento na tarefa do labirinto em

cruz elevado

Como pode ser visto na tabela 1, a ovariectomia ndo alterou o desempenho
dos animais nesta tarefa, visto que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos no tempo de permanéncia nos bracos abertos [t(22)= 1,33; p>0,05], no
namero de entradas nos bracos abertos [t(22)= 0,90; p>0,05], no numero de
entradas nos bracos fechados [t(22)= -1,08; p>0,05] e na percentagem de tempo

nos bracgos abertos [t(22)= 1,33; p>0,05].

Tabela 1. Efeito da ovariectomia sobre o comportamento na tarefa do labirinto em
cruz elevado

Sham OovX
Tempo nos bracos abertos (s) 1126 +7,1 90,1 + 15,32
Entradas nos bracos abertos 7,7+0,6 6,8+0,8
Entradas nos bracos fechados 8,1+£0,5 9,0+0,5
Percentagem de tempo nos bragos abertos 375+23 30,0+5,1

& Os dados estéo representados como média = E.P.M. para 12 animais por grupo.
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4.7 Efeito da ovariectomia sobre o comportamento no teste da caixa claro-

escuro

A tabela 2 mostra que a ovariectomia néo alterou o comportamento das
ratas neste teste, pois ndo houve diferenca significativa entre os grupos no
namero de entradas para o claro [t(23)= 0,59; p>0,05], no tempo de laténcia para
entrar no compartimento escuro [t(23)= 0,38; p>0,05] e no tempo total no

compartimento claro [t(23)= 0,76; p>0,05].

Tabela 2. Efeito da ovariectomia sobre o comportamento no teste da caixa claro-

escuro
Sham OVvX

Tempo de laténcia para entrar no

compartimento escuro (s) 230+3,.2 21,6 +2,22

Tempo total no claro (s) 50,7 + 10,1 40,8+8,3

NUmero de entradas para o claro 15+0,4 1,1+0,4

% Os dados estdo representados como média + E.P.M. para 12 animais por grupo.
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V. DISCUSSAO

Os hormodnios esterdides, principalmente secretados pelos ovarios,
exercem diversas acdes ndo reprodutivas em multiplos sistemas fisiologicos,
incluindo o SNC (Wise, 2001). Tem sido demonstrado que o0 estrégeno
desempenha um importante papel nas funcdes cognitivas e na neuroprotecao
(Gibbs, 1994; Shepherd, 2001; Gandy, 2003; McCullough e Hurn, 2003). Dados
na literatura sugerem que a diminuicdo dos niveis plasméaticos desse hormdénio
ap6s a menopausa esta relacionada ao aparecimento de doencas
neurodegenerativas (Wise, 2002; Ragonese et al., 2006). Neste contexto, foi
demonstrado que a terapia de reposicao estrogénica na pds-menopausa reduz o
risco e retarda o aparecimento destas doencas (Paganini-Hill e Henderson, 1996;
Zandi et al., 2002). Entretanto, estudos mostraram que o0 uso prolongado de
estrogeno e progesterona sintéticos ndo melhora a fungéo cognitiva (Rapp et al.,
2003) e aumenta o risco de deméncia em mulheres acima de 65 anos (Shumaker
et al., 2003).

Tendo em vista que disfun¢des mitocondriais e do metabolismo energético
podem estar envolvidos na fisiopatologia de muitas doencas neurodegenerativas
(Beal, 2000; Sullivan e Brown, 2005; Atamna e Frey, 2007; Soane et al., 2007),
iniciamos nossos estudos investigando o efeito da ovariectomia sobre algumas
atividades enzimaticas essenciais ao metabolismo energético em estriado de
ratas adultas. Utilizamos a ovariectomia a fim de promover a deple¢do hormonal
ovariana, por ser considerado o modelo animal que melhor reproduz as mudancas

pos-menopausicas (Savonenko e Markowska, 2003).
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O estriado constitui uma rede neural interligada, onde essa estrutura
recebe informacgbes de outras areas cerebrais como cortex cerebral e hipocampo
e as conecta com 0s outros constituintes dos nudcleos da base (Mahon et al.,
2004). O estriado foi utilizado nestes experimentos, pois expressa mMRNA de REa
e REB (Kuppers e Beyer, 1999) e tem sido mostrado estar associado com
mecanismos de memoéria e aprendizado (Graybiel, 1995; Knowlton et al., 1996;
Wise, 1996; Nakano, 2000). Além disso, a menopausa parece estar relacionada
com o declinio da memoria e o aparecimento de distlrbios cognitivos (Halbreich
et al., 1995). Resultados semelhantes foram reportados em estudos prévios
realizados com o modelo experimental utilizado nesse trabalho (Singh et al., 1994,
Monteiro et al., 2005a; Monteiro et al., 2008).

Considerando que os ions Na* e K" desempenham papéis importantes no
desenvolvimento de gradientes eletroquimicos e nha sinalizacdo neuronal,
alteragcbes na atividade da Na',K*-ATPase podem ter um impacto significante
sobre a funcdo cerebral em mulheres pds-menopausicas. Nossos resultados
mostraram que a ovariectomia aumenta a atividade da Na',K'-ATPase em
membrana plasmatica sinaptica de estriado de ratas adultas, corroborando com
recente trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa o qual mostra um
aumento na atividade da Na’,K'-ATPase em membrana plasmatica sinaptica de
hipocampo de ratas ovariectomizadas (Monteiro et al., 2005b).

O mecanismo pelo qual a ovariectomia aumenta a atividade da Na',K'-
ATPase nao esta esclarecido. Contudo, a atividade dessa enzima pode ser
modulada por diversos mecanismos (Ewart e Klip, 1995; Lopina, 2000). A
subunidade catalitica a da Na*,K*-ATPase pode ser fosforilada em residuos de

serina e treonina, in vitro e in vivo, pelas proteinas quinases C, A e G (Beguin et
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al., 1994; Borghini et al., 1994; Fotis et al., 1999; Mahmmoud e Cornelius, 2002).
A ativacdo dessas proteinas quinases esta geralmente associada a estimulacéo
da Na',K'-ATPase (Cornelius e Logvinenko, 1996; Kiroytcheva et al., 1999;
Cornelius e Mahmmoud, 2003). Tem sido demonstrado que a estimulacdo da
atividade da Na',K'-ATPase é associada com um decréscimo na fluidez da
membrana (Levin et al., 1990). Neste contexto, alguns estudos mostram que o 17
B-estradiol pode modular a atividade dessa enzima e a fluidez de membrana
(Halbreich e Kahn, 2003; Rao e Kdlsch, 2003). Em adicéo, a atividade da Na*,K*-
ATPase pode ser estimulada pelo aumento na concentragéo intracelular de Na*, o
qual afeta o potencial intracelular (Despa et al., 2002). Outra possibilidade poderia
ser um aumento na sintese ou uma diminuigdo na degradacgdo da enzima.

Por outro lado, trabalhos tém mostrado que o contetdo de ATP cerebral
esta reduzido em ratas ovariectomizadas (Erecinska e Silver, 1989; Birge, 1997,
Ma et al., 2003; Shi et al., 2008; Xu et al., 2008). E sabido que a Na*,K*-ATPase
consome cerca de 40-50% do ATP produzido no cérebro (Erecinska e Silver,
1994; Magistretti, 2008) e que a atividade da mesma também encontra-se
aumentada em hipocampo de ratas submetidas a ovariectomia (Monteiro et al.,
2005b). Podemos sugerir que um dos mecanismos envolvidos na deplecdo de
ATP no cérebro ap0s a ovariectomia seja 0 aumento na atividade da Na',K'-
ATPase. A estimulacdo dessa enzima, que possivelmente ocorre durante a
menopausa e a pos-menopausa, poderia levar a uma diminuigdo no conteudo de
ATP cerebral, que é descrito estar associado a fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas (Shi et al., 2008). Considerando que a atividade da Na*,K*-

ATPase esta relacionada ao metabolismo energético (Mata et al.,, 1980), o
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proximo objetivo de nosso estudo foi avaliar o efeito da ovariectomia sobre as
atividades de algumas enzimas chaves do metabolismo energético cerebral.

A piruvato quinase catalisa um importante passo regulatério na glicolise: a
conversdo de PEP a piruvato. Essa enzima tidlica possui quatro formas diferentes
de apresentacdo nas células: L, M1, M2 e R. A piruvato quinase M1 € a isoforma
cerebral e tem sido isolada e estudada em ratos (Srivastava e Baquer, 1985).
Relatos da literatura demonstraram que a administracao de 17 B-estradiol induz
alteracdes nos niveis da piruvato quinase (Kostanyan e Nazaryan, 1992; Blake et
al., 2005). Tendo em vista que a piruvato quinase tem sido considerada uma
enzima chave para o metabolismo da glicose no encéfalo (Feksa et al., 2005); que
ratas ovariectomizadas exibem baixas taxas de utilizacdo de glicose pelo cérebro
(Porrino et al., 1982; Lépez-Grueso et al., 2010) e, que o aumento na atividade da
Na®,K'-ATPase estimula a captacdo de glicose e a glicélise em encéfalo, rim e
eritrocitos (Parker e Hoffman, 1967; Lipton e Robacker, 1983), nés examinamos o
efeito da ovariectomia sobre a atividade da piruvato quinase em estriado de ratas.
Nossos resultados mostraram que a ovariectomia nao foi capaz de alterar a
atividade da piruvato quinase. Entretanto, ndo podemos descartar a hipétese de
um possivel efeito em outras enzimas da via glicolitica, as quais ndo foram
avaliadas nesse estudo.

A maior parte da energia necessaria para a célula é obtida através da
fosforilacdo oxidativa, um processo que requer a agao de varios complexos
enzimaticos localizados na membrana interna da mitocondria, a cadeia
respiratoria mitocondrial (Horn e Barrientos, 2008). Na maioria dos organismos, a
cadeia respiratoria é formada por quatro complexos onde o transporte de elétrons

esta acoplado com a translocacdo de prétons da matriz mitocondrial para o
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espaco intermembranas. O gradiente eletroquimico gerado é utilizado pela ATP
sintase para catalisar a formacdo de ATP através da fosforilacdo do ADP
(Boekema e Braun, 2007). Tecidos com alta demanda energética, como o
cérebro, contém um grande numero de mitocondrias, sendo portanto, mais
suscetiveis a alteracbes do metabolismo aerdbio. Neste trabalho também
verificamos o efeito da ovariectomia sobre os complexos da cadeia respiratéria:
SDH, complexo Il e citocromo c oxidase em estriado de ratas adultas. NOs
observamos que a ovariectomia nao alterou a atividade da citocromo ¢ oxidase,
mas aumentou significativamente as atividades da SDH e do complexo II.

O aumento na atividade dos complexos da cadeia respiratoria tem sido
descrito como um possivel mecanismo em resposta a falhas na producédo de
energia na mitocondria (Rossignol et al., 2003). Dessa forma, € possivel que o
aumento nas atividades da SDH e do complexo Il seja um mecanismo
compensatorio, a fim de aumentar a sintese de ATP, que se encontra em baixos
niveis em cérebro de ratas ovariectomizadas (Erecinska e Silver, 1989; Birge,
1997; Ma et al., 2003; Shi et al., 2008; Xu et al., 2008). Podemos ainda propor que
a estimulacdo desses complexos da cadeia transportadora de elétrons, causada
pela ovariectomia, poderia estar relacionado ao aumento na atividade da Na*,K*-
ATPase demonstrado em nosso estudo, desde que uma parte consideravel do
ATP cerebral é utilizado para sustentar a atividade dessa enzima (Erecinska e
Silver, 1994; Voet et al., 2002).

Em nosso estudo, a atividade da citocromo ¢ oxidase, também conhecida
como complexo 1V, ndo foi alterada pela ovariectomia, apos 30 dias de deplecéo
hormonal ovariana. Interessantemente, Shi e Xu (2008) observaram que a

atividade desse mesmo complexo, em mitocondrias hipocampais de ratas
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ovariectomizadas, se alterava transitoriamente em um pequeno intervalo de
tempo: aumentava no 9° dia apés a ovariectomia, diminuia no 12° dia e retornava
aos mesmos niveis do grupo controle (sham) no 15° dia. Em outro trabalho, Irwin
e colaboradores (2008) demonstraram um aumento da expressao e da atividade
do complexo IV em mitocdndrias cerebrais de ratas ovariectomizadas tratadas
com estrégeno, evidenciando a participacdo desse horménio na regulacdo da
funcdo mitocondrial.

ApoOs os resultados obtidos com alguns parametros do metabolismo
energético em estriado de ratas adultas, resolvemos estudar o efeito da
ovariectomia sobre a atividade da creatina quinase, uma enzima fundamental na
manutencdo da homeostasia energética cerebral, nas fracdes citosdlica e
mitocondrial preparadas a partir de hipocampo de ratas. Escolhemos essa
estrutura cerebral porque ela tem importante papel nos mecanismos de memoria,
aprendizado e ansiedade (Daniel e Dohanich, 2001; Deacon e Rawlins, 2005),
possui REa e RE[ expressos, e porque ratas ovariectomizadas apresentaram um
aumento na atividade da Na*,K*-ATPase e diminui¢cdo no contetido de ATP em
hipocampo (Monteiro et al., 2005b; Xu et al., 2008).

O sistema creatina quinase/creatina/fosfocreatina € bastante importante
para a manutencao dos niveis de energia, uma vez que ele regenera o ATP
consumido nos tecidos e transfere o ATP dos sitios de producédo (glicélise e
mitocondria) para os sitios de consumo (ATPases celulares) (Wallimann et al.,
1992, Wyss et al., 1992). No tecido nervoso, a creatina quinase encontra-se em
duas isoformas, uma mitocondrial (Mi-CK) e outra citosolica (BB-CK), acoplada

funcionalmente a Na*,K*-ATPase (Blum et al., 1991).
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Nossos resultados mostraram que a ovariectomia aumentou
significativamente a atividade da creatina quinase citosdlica em hipocampo de
ratas adultas. No entanto, a ovariectomia ndo alterou a atividade da creatina
quinase na fragdo mitocondrial. Sabe-se que a creatina quinase citosélica cerebral
€ considerada um marcador de indu¢cdo mediada por RE e que o estrégeno pode
atuar sobre a atividade desta enzima em varios o6rgaos que contém RE (Malnick
et al., 1983; Somjen et al., 1997; Katzburg et al., 2001). A estimulacdo na
atividade da creatina quinase citosdlica pode ter sido desencadeada pelo
aumento na demanda energética em hipocampo de ratas ovariectomizadas,
devido, possivelmente, a uma maior atividade da Na*,K*-ATPase (Monteiro et al.,
2005b). A creatina quinase, através de reacdes de transfosforilacdo, transfere o
ATP produzido por meio da glicolise para a bomba de Na" que consome cerca de
50% do ATP cerebral. Nossos achados, entretanto, ndo nos permitem debater a
cerca dos mecanismos envolvidos na estimulacdo da creatina quinase citosélica
sem que mais estudos sejam realizados como, por exemplo, investigar se a
ovariectomia modifica as atividades de complexos da cadeia respiratdria em
hipocampo, visto que a isoforma mitocondrial da creatina quinase nao se encontra
alterada, e ainda, verificar se a via glicolitica é afetada pela deple¢cdo hormonal
ovariana.

Posteriormente, utilizamos as tarefas comportamentais do labirinto em cruz
elevado e da caixa claro-escuro para avaliar o efeito do modelo de ovariectomia
utilizado sobre o comportamento tipo-ansiedade em ratas adultas. Tem sido
descrito que a ansiedade é um dos mais citados sintomas psicologicos
relacionados a auséncia de hormoénios ovarianos que sado observados em

mulheres na pos-menopausa (Pisani et al., 1998; Paoletti et al., 2001). Em
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roedores, o efeito da privacdo de estrogeno induzida pela ovariectomia sobre
comportamento tipo-ansiedade tem sido estudado, e alguns resultados se
demonstraram incoerentes. Em adicdo, alteracbes mitocondriais e do
metabolismo energético estdo sendo relacionadas a disturbios psicolégicos, como
a ansiedade (Gardner e Boles, 2010). Nos verificamos que o comportamento dos
animais na tarefa do labirinto em cruz elevado néo foi alterado pela ovariectomia,
indicando que este modelo experimental ndo foi ansiogénico. Similarmente, a
ovariectomia ndo alterou o desempenho das ratas no teste da caixa claro-escuro
em nosso estudo.

Recentemente, um trabalho demonstrou que ratas ovariectomizadas por
um longo periodo, ou seja, doze semanas apOs a cirurgia, apresentaram um
aumento nos niveis de ansiedade em comparacdo com animais ovariectomizados
trés semanas antes do teste (Picazo et al., 2006), evidenciando que o tempo de
deplecdo hormonal ovariana influencia o comportamento tipo-ansiedade. Além
disso, o tipo de tarefa comportamental utilizada, e a idade e espécie do animal
também podem afetar esse tipo de comportamento. Sabe-se que a ansiedade é
uma desordem cognitiva associada ao hipocampo (Deacon e Rawlins, 2005) e,
apesar de algumas enzimas chave do metabolismo energético encontrarem-se
alteradas nessa estrutura cerebral de ratas ovariectomizadas (dados néo
mostrados), em nosso estudo, 0 comportamento tipo-ansiedade em ratas adultas
com aproximadamente 4 meses (110 dias) de idade nao foi alterado por quatro
semanas de privacdo hormonal ovariana induzida pela ovariectomia.

Sumarizando, nosso trabalho mostrou que a ovariectomia aumenta as
atividades da Na’,K*-ATPase, SDH e complexo Il em estriado de ratas adultas.

Verificamos também que a ovariectomia aumenta a atividade da creatina quinase
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citosélica em hipocampo de ratas adultas. Considerando a importancia do
metabolismo energético para o funcionamento normal do SNC, 0S no0ssos
achados podem, pelo menos em parte, colaborar para o entendimento de
sintomas e disturbios neurolégicos observados em algumas mulheres poés-
menopausicas. Entretanto, mais estudos serdo necessarios a fim de elucidar o
mecanismo dessas alteracdes e outros processos envolvidos na deplecao

hormonal ovariana.
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VI. CONCLUSOES

A ovariectomia em ratas adultas:

e Aumentou as atividades da Na*,K*-ATPase, da SDH e do complexo Il em
estriado

e Na&o alterou as atividades da piruvato quinase e da citocromo ¢ oxidase em
estriado

e Aumentou significativamente a atividade da creatina quinase na fracao
citosélica em hipocampo

e Na&o alterou a atividade da creatina quinase mitocondrial de hipocampo

e N&o alterou o desempenho (numero de entradas nos bragos abertos e
fechados, tempo de permanéncia nos bracos abertos e percentagem de
tempo nos bracgos abertos) na tarefa do labirinto em cruz elevado

e N&o modificou os parametros comportamentais, nimero de entradas no
compartimento claro, tempo de laténcia para entrar no compartimento

escuro e tempo total no campo claro, no teste da caixa claro-escuro.

Os resultados do presente trabalho em conjunto, mostram os efeitos da
ovariectomia sobre alguns parametros bioquimicos e comportamentais e poderéo
auxiliar no entendimento de alguns sintomas relacionados a menopausa.

Entretanto, mais estudos serdo necessarios a fim de elucidar os mecanismos

envolvidos na deplecao estrogénica.
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VIl. PERSPECTIVAS

1.

2.

3.

4.

Estudar detalhadamente os mecanismos de alteracdo na atividade das
enzimas Na',K'-ATPase, SDH, complexo Il e creatina quinase citosolica

causada pela ovariectomia.

Verificar a captacdo de glicose e a liberacdo de lactato em hipocampo e

estriado de ratas adultas ovariectomizadas.

Determinar o efeito da ovariectomia sobre a atividade da creatina quinase

em fracBes mitocondrial e citosdlica de estriado de ratas adultas.

Avaliar as atividades das enzimas piruvato quinase, succinato

desidrogenase, complexo Il e citocromo ¢ oxidase em hipocampo de ratas

adultas ovariectomizadas.
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