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RESuUMO

As bases moleculares da neuroprotecdo contra a isquemia mediada por
estrégeno continuam obscuras, assim como 0s mecanismos envolvendo a tolerancia
ao dano isquémico subsequente induzida por pré-condicionamento. Neste trabalho
foi estudado se as vias de sinalizagao celular da P13-K (fosfatidil inositol 3-quinase) e
da MEK/ERK 1/2 estariam envolvidas na neuroprotecao induzida por estrogeno, bem
como alguns parametros de estresse oxidativo, especificamente o conteudo de
radicais livres, um indice de dano oxidativo a proteinas e a capacidade antioxidante
total. Também foi estudado o possivel envolvimento dos transportadores de
glutamato (EAAT1 e EAAT2) e dos receptores de estrogeno (ERa e ERp) nos efeitos
neuroprotetores do estrogeno e do pré-condicionamento. Para este fim, foram
utilizados os modelos in vitro de culturas organotipicas de fatias hipocampais e fatias
hipocampais preparadas a fresco expostas a privagado de oxigénio e glicose (POG) e
o0 modelo in vivo de hipdxia-isquemia neonatal. Em culturas tratadas tanto aguda
como cronicamente com 17B-estradiol, a morte celular induzida por POG foi
diminuida acentuadamente quando comparada com as culturas tratadas apenas
com veiculo. Este efeito neuroprotetor foi evitado por LY294002 (inibidor de PI3-K),
mas nao por PD98059 (inibidor de MEK/ERK 1/2). Ambos os protocolos de
tratamento com estradiol induziram a fosforilagdo/ativacdo da proteina quinase B
(PKB/Akt) e a fosforilagao/inativacéo da glicogénio sintase quinase-3p (GSK-3p). Em
um estudo similar, o imunoconteudo do receptor estrogénico ERa diminuiu apds
POG em culturas tratadas tanto com estradiol quanto veiculo, enquanto que o
receptor ERB aumentou apenas nas culturas tratadas com estradiol expostas ou ndo
a POG. Nao foram observadas alteragdes no imunoconteudo dos transportadores de
glutamato (EAATs) em nenhum dos tratamentos in vitro. Em fatias de hipocampo de
cérebro de ratas ovariectomizadas que receberam reposi¢cao de estradiol, a morte
celular foi reduzida em comparagao ao grupo de ratas que nao recebeu a reposicéo
hormonal. Neste mesmo modelo, observou-se que a POG aumentou a producdo de
radicais livres nos dois grupos, porém n&o foram observadas diferencas na
capacidade antioxidante total. Por outro lado, a reposicdo de estradiol evitou a
reducao nos conteudos de triptofano e tirosina causada por POG. No modelo in vivo,
o cérebro de ratos neonatos foi protegido contra a hipdxia-isquemia pelo pré-
condicionamento hipdéxico. Em paralelo, o pré-condicionamento aumentou o
imunoconteudo dos transportadores de glutamato EAAT2 e do receptor estrogénico
ERa em cértex e diminuiu os niveis de EAAT2 em estriado, mas n&o afetou os niveis
de EAAT1 e ERp. Ja no modelo in vitro de pré-condicionamento, nas culturas
organotipicas de hipocampo pré-condicionadas, 15 min de POG induziu tolerancia
acentuada a um periodo subsequente de 45 min de POG, porém n&o foram
detectadas alteragdes nos transportadores de glutamato nem nos receptores
estrogénicos. Juntos, os resultados sugerem que na isquemia a neuroprotecao
induzida por estrégeno pode envolver a via de sinalizagao celular da fostatidil inositol
3-quinase (PI3-K), a prevencdo do dano oxidativo a proteinas e a regulacdo dos
receptores estrogénicos ERa e ERB, enquanto que a tolerancia a isquemia cerebral
induzida por pré-condicionamento pode envolver a regulagao dos transportadores de
glutamato EAAT?2 e receptores estrogénicos ERa.



ABSTRACT

The molecular basis of estrogen-mediated neuroprotection against cerebral
ischemia remains obscure, likewise the mechanisms underlying preconditioning-
induced brain tolerance against subsequent ischemic insults. In this work, it was
studied whether PI13-K and MEK/ERK 1/2 signaling pathways could be involved in
estrogen neuroprotection, as well as some parameters of oxidative stress, specifically
the free radicals content, an index of oxidative damage to proteins, and the total
antioxidant capacity. It was also studied the role of glutamate transporters (EAAT1
and EAAT2) and estrogen receptors (ERa and ERp) in the neuroprotective effects of
estrogen and preconditioning. For these purposes, the in vitro models of organotypic
hippocampal slice cultures and freshly prepared hippocampal slices exposed to
oxygen and glucose deprivation (OGD) and the in vivo model of hypoxia-ischemia
neonatal were used. In cultures treated acute or chronically with 17p-estradiol, the
OGD-induced cellular death was markedly decreased, as compared to vehicle-
treated cultures. This effect was prevented by LY294002 (PI3-K inhibitor), but not by
PD98059 (MEK/ERK 1/2 inhibitor). Both estradiol treatment protocols induced the
phosphorylation/activation of Akt and the phosphorylation/inactivation of GSK-3p. In a
similar study, ERa was down-regulated after OGD in both vehicle- and estradiol-
treated cultures, whereas ERP was up-regulated in the estradiol-treated cultures
exposed or not to OGD, although no significant changes in EAATSs in response to
estradiol and/or OGD were observed. In hippocampal slices from ovariectomized
female rats receiving estradiol replacement, the cellular death was reduced, as
compared to the vehicle-treated group. In both groups, OGD increased the free
radical production, although no difference on total antioxidant capacity was observed.
Interestingly, estradiol replacement prevented the reduction in tryptophan and
tyrosine contents caused by OGD. Preconditioning with hypoxia before hypoxia-
ischemia afforded brain protection in newborn rats, increasing EAAT2 and ERa
levels in cortex and decreasing EAAT2 levels in striatum, although not affecting
EAAT1 and ER levels. In preconditioned cultures, 15 min of OGD induced marked
tolerance to 45 min of OGD, but no changes in EAATs or ERs were detected. Taken
together, our results suggest that, regarding ischemia, estrogen neuroprotection
might involve the PI3-K pathway, protein damage prevention, and regulation of ERs,
whereas preconditioning-induced brain tolerance might involve regulation of EAAT2
and ERa.



APRESENTACAO

Esta tese esta organizada da seguinte maneira: Introducdo; Objetivos;
Artigos Cientificos publicados e/ou submetidos, Discussdo, Conclusées,
Perspectivas e Referéncias Bibliograficas.

A Introducdo mostra o embasamento tedrico, que nos levou a formular a
proposta de trabalho. Os materiais € métodos e resultados, assim como as
referéncias bibliograficas especificas, encontram-se no corpo de cada trabalho, os
quais sdo apresentados nos capitulos Artigos Publicados. O quarto trabalho foi
realizado no laboratério do Prof. Philip Beart, Howard Florey Institute, University of
Melbourne, Melbourne, Australia, durante a realizagdo do doutorado sanduiche, e
submetido a revista Neuroscience Letters em fevereiro de 2005. Os demais artigos
foram desenvolvidos no departamento de Bioquimica-ICBS-UFRGS.

A secao Discussado contém uma interpretagcao geral dos resultados obtidos
nos diferentes trabalhos.

A segao Conclusdes aborda as conclusdes gerais da tese.

A secdo Perspectivas discute as possibilidades de desenvolvimento de
projetos a partir dos resultados obtidos durante a realizagao desta tese.

A secao Referéncias Bibliogréaficas lista as referéncias citadas na

Introdugéo e Discusséo da tese.
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1. ISQUEMIA CEREBRAL E MORTE CELULAR

As doencgas neurodegenerativas afetam um amplo espectro da populacéo e,
na maioria dos casos, elas levam a incapacidade fisica e/ou mental, envolvendo
memoria, cognigdo, linguagem e personalidade. A neurodegeneragao € um aspecto
proeminente das desordens cerebrovasculares, particularmente das sindromes
isquémicas que sao uma das principais causas de morbidade e mortalidade nao
apenas entre adultos e idosos, mas também, juntamente com a hipdxia, no periodo
perinatal.

A isquemia é definida como uma redugdo severa ou um bloqueio completo
do fluxo sanguineo. A hipdxia denota a redugéo no conteudo de oxigénio no sangue,
qgue ainda circula e pode remover metabdlitos (Schmidt-Kastner & Freund, 1991). Até
hoje a isquemia cerebral afeta um numero assustador de vitimas e o indice de
mortalidade permanece em torno de 30%, sendo a terceira maior causa de disfungao
de longa duragdo em adultos (Dirnagl et al., 1999; Read et al., 1999). Ambas
constituem importantes condigbes patofisiologicas de lesdo cerebral e sdo alvos de
intensa investigacgao.

O cérebro & altamente dependente de fluxo sanguineo continuo para o
suprimento de oxigénio e glicose, sendo mais vulneravel ao dano isquémico do que
os outros tecidos. Isto porque a bioenergética cerebral normal tem algumas
caracteristicas especiais, que incluem uma taxa metabdlica alta, estoques de
energia limitados e uma grande dependéncia do metabolismo aerobico da glicose. A
reducao ou interrupgao no suprimento de oxigénio e glicose que ocorre na isquemia
cerebral, leva a uma intrincada cascata de eventos celulares (Figura 1), resultando
em degeneracao neuronal severa e, consequentemente, em perda das fungdes
cerebrais (Lipton, 1999).

Embora diversos estudos venham melhorando o conhecimento sobre o
complexo funcionamento fisiolégico e patoldégico do cérebro, inclusive sobre os
mecanismos associados a morte celular no cérebro isquémico, ainda n&do existem
meios farmacolégicos de prevenir nem de tratar a isquemia cerebral.

O conhecimento dos eventos moleculares associados a morte celular
causada pela hipdxia-isquemia, bem como daqueles envolvidos nas estratégias

celulares de sobrevivéncia a estimulos nocivos € fundamental para o
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desenvolvimento de terapias clinicamente efetivas e a conseqtiente diminuicdo da

morte neuronal.

1.1. EVENTOS QUE CAUSAM A MORTE CELULAR NA ISQUEMIA

O dano cerebral isquémico resulta de uma sequéncia complexa de eventos
patofisioldgicos, conforme mostrado na Figura 1 (Dirnagl et al., 1999).

O cérebro tem um consumo relativamente alto de oxigénio e glicose e
depende quase que exclusivamente da fosforilagcdo oxidativa para a producédo de
energia. Se o fluxo sanguineo cerebral for prejudicado, havera restricdo da chegada
destes substratos o que, consequentemente, afetara o metabolismo energético
necessario para manter os gradientes idnicos (Martin et al., 1994). Com a deplecao
dos estoques energéticos, o potencial de membrana € perdido e os neurbnios e a
glia despolarizam-se (Katsura et al., 1994). Desta forma, os canais de Ca*
dependentes de voltagem tornam-se ativados e os aminoacidos excitatérios,
particularmente o glutamato, sao liberados para o espago extracelular (Choi, 1995;
De Keyser et al., 1999). Ao mesmo tempo, os processos dependentes de energia,
tais como a captagdo de aminoacidos excitatorios, sdo impedidos, aumentando
ainda mais o acumulo de glutamato no espago extracelular. A ativacdo dos
receptores de glutamato ionotrépicos, particularmente do tipo NMDA, e
metabotrépicos contribui para o aumento do Ca*? intracelular, por abertura direta de
canais de Ca*? ou mediado pelas proteinas G (Nehls et al., 1989). Como resultado
da superativagdo mediada por glutamato, ha aumento do influxo de Na* e CI" nos
neurbnios através de canais idnicos, juntamente com a agua, ocasionando edema
celular.

O aumento nos niveis intracelulares de Ca®*, um dos principais segundo-
mensageiros das ceélulas, desencadeia uma série de eventos citoplasmaticos e
nucleares, causando danos no tecido através da ativacdo de enzimas como
proteases, lipases, endonucleases, entre outras, levando a morte da célula por
necrose (Mitani et al., 1993). A ativacdo da fosfolipase A, e da ciclooxigenase gera
radicais livres acima da capacidade dos mecanismos antioxidantes endégenos,
produzindo peroxidagao lipidica e dano a membrana. O radical superdxido reage

com o Oxido nitrico gerado pela enzima éxido nitrico sintase, formando peroxinitrito e
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promovendo danos ao tecido que podem levar a apoptose (Beckman & Koppenol,
1996; ladecola, 1997).

As mitocondrias, fontes importantes de espécies reativas do oxigénio, sao
afetadas pelo disturbio da membrana mitocondrial interna mediado por radicais livres
e pela oxidacao das proteinas mediadoras do transporte de elétrons e da producao
de ATP (Dugan & Choi, 1994). Forma-se uma espécie de poro na membrana da
mitocondria que causa um inchamento mitocondrial, a suspensao da produgdo de
ATP e uma superproducao de radicais livres (Kristian & Siesjo, 1998). O citocromo C
€ liberado das mitocOndrias e esta sequéncia de eventos pode desencadear a
apoptose (Fujimura et al., 1998).

Outro evento patofisiologico envolvido no dano cerebral isquémico é a
inflamacdo, que causa liberacao de citocinas as quais contribuem para o aumento

da morte celular (Aschner, 1998).

Faléncia Energética
Despolarizacéo

K-I-

Na Despolarizagdo
A s /V \+

Na* @
Liberagido de T Edema Celular

Glutamato Ca2’r

Dano
Mitocondrial
Indugﬁo de
Enzimas
Apoptose

Radlcals leres

Degradacao
da Membrana J Dano ac DNA

Mediadores
Inflamatdérios

Ativagao Infiltragéo de
Microglial Leucdcitos g

Figura 1: Visdo geral simplificada dos mecanismos patofisiolégicos ocorrendo no

cérebro isquémico (Modificado de Dirnagl et al., 1999).
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1.2. MODELOS DE LESAO ISQUEMICA

1.2.1. Modelos Experimentais In Vivo

1.2.1.1. Isquemia Global

Os insultos isquémicos globais, que afetam todo o cérebro, sdo mais
comumente produzidos por oclusdes de vasos e menos comumente por parada
circulatéria cerebral completa. O modelo animal experimental mais usado nesse
caso é o da oclusdo dos 4 vasos (4VO), que no rato inclui a cauterizacdo das
artérias vertebrais seguida de oclusdo temporaria das artérias carétidas comuns
(Farooqui et al., 1994; Netto et al., 1993; Valentim et al., 1999).

1.2.1.2. Isquemia Focal

Neste modelo, artérias cerebrais especificas sdo interrompidas, afetando
somente uma pequena parte do cérebro. Quase todos os modelos isquémicos focais
envolvem primariamente a oclusdo de uma artéria cerebral média (Ginsberg &

Busto, 1989), sendo que, em alguns casos, a artéria carotida também é ligada.

1.2.1.3. Hipoxia-lsquemia

A técnica, que consiste na oclusao unilateral da carétida combinada com
hipdxia, tem sido adaptada com sucesso em animais neonatos, 0s quais podem
sobreviver por dias apoOs periodos de até 3,5 horas com oxigénio geralmente
reduzido a 8% (Rice et al., 1981; Roohey et al., 1997; Tuor et al., 1996). A hipdxia-
isquemia neonatal é considerada um modelo muito bom para o estudo das principais

formas de dano cerebral metabdlico (Vannucci, 1990).
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1.2.2. Modelos Experimentais In Vitro

Como modelo para o estudo da isquemia cerebral, uma alternativa para a
experimentacdo animal in vivo pode ser o uso de sistemas in vitro, de cultivo de
células ou de tecido, como as culturas organotipicas. Além disto, os modelos com o
uso de fatias preparadas a fresco de regides especificas do cérebro constituem outra
alternativa. Os dois modelos consistem na exposi¢cado das culturas organotipicas ou
das fatias cerebrais preparadas a fresco a privagao de oxigénio e glicose (POG), por
incubac&o das mesmas em meio livre de glicose, dentro de uma incubadora especial
com atmosfera anaerdbica (Cardenas et al., 2000; Cimarosti et al., 2001). Estas
condigdes simulam in vitro a falta de fluxo sanglineo da isquemia in vivo (Breder et
al., 2000; Laake et al., 1999; Pringle et al., 1999; Striggow et al., 2000).

Os modelos in vitro sao simples de utilizar e reproduzem varios aspectos da
isquemia in vivo, sendo adequados para o estudo dos mecanismos envolvidos na
morte celular isquémica, bem como para a investigagdo de drogas com potencial

neuroprotetor (Cimarosti et al., 2001).

1.2.2.1. Culturas Organotipicas

As técnicas in vitro, por serem um modelo mais simples do que o uso do
animal in vivo, sao ferramentas importantes para os estudos moleculares de diversas
doencas neurodegenerativas (Pringle et al., 1997b).

As culturas organotipicas tém se tornado uma importante alternativa para
estudar a morte neuronal induzida por excitotoxinas (Abdel-Hamid & Tymianski,
1997), hipdxia (Pringle et al., 1997a), hipoglicemia (Tasker et al., 1992) e
hipoxia/hipoglicemia ou aglicemia para simular uma isquemia (Bernaudin et al.,
1998; Cimarosti et al., 2001; Newell et al., 1995).

O modelo de culturas organotipicas foi desenvolvido em 1981 por Gahwiller
e modificado por Stoppini e colaboradores em 1991. Basicamente, trata-se de um
método que mantém fatias de um determinado tecido em cultivo, numa interface
entre o ar e o meio de cultivo, podendo permanecer por diversas semanas. Uma das
principais caracteristicas destas culturas € a de manter a organizagao do tecido tal

qual ocorre in vivo (Buchs et al., 1993; Gahwiler et al., 1997; Stoppini et al., 1991). A



INTRODUCAO

idade das culturas é denotada em dia pds-natal equivalente (EPD - equivalent
postnatal day), o qual corresponde a idade que o animal tinha quando as fatias
foram colocadas em cultivo somado ao numero de dias de permanéncia in vitro
(Bruce et al., 1995).

Por reproduzirem muitos aspectos da isquemia in vivo, tais como a morte
neuronal tardia e a vulnerabilidade seletiva (Cimarosti et al., 2001; Laake et al.,
1999; Noraberg et al., 1999; Strasser & Fischer, 1995), as culturas organotipicas de
fatias hipocampais sdo uma excelente alternativa para o estudo dos mecanismos

associados a isquemia cerebral.

1.2.2.2. Fatias Cerebrais

Uma alternativa para a metodologia in vitro é a utilizagdo do tecido cerebral
sem cultivo prévio. Neste método utilizam-se, por exemplo, fatias de hipocampo (400
um de espessura) que imediatamente apds serem extraidas sdo expostas a
condigdo de privacdo de oxigénio e glicose, constituindo um modelo largamente
usado para o estudo do dano andxico ou isquémico (Kass & Lipton, 1982; Lobner &
Lipton, 1993; Maarten et al., 1989; Schurr et al., 1988).

O uso de fatias cerebrais preparadas a fresco oferece varias das vantagens
das culturas organotipicas, especialmente para experimentos agudos de inibigao
metabdlica (isquemia in vitro), sendo uma técnica mais simples e economicamente
vantajosa. Entretanto, por ndo serem mantidas em cultura, as fatias geralmente
deterioram-se dentro de um periodo de 12-24 horas, gerando uma mistura de células

danificadas e saudaveis.

Conforme descrito acima, existe uma razoavel variedade de modelos
experimentais disponiveis para o estudo da lesdo celular induzida pela isquemia. A
escolha de um modelo, ou a combinacédo deles, vai depender dos parametros a

serem estudados devendo sempre ser considerada a limitacdo de cada método.
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2. ESTROGENOS COMO NEUROPROTETORES

Os estrégenos sdo hormonios esterdides que exercem um amplo espectro de
efeitos por todo o organismo, incluindo o sistema nervoso central (SNC). O potencial
neuroprotetor dos estrogenos tem ganhado atencédo crescente e tem sido alvo de
investigac&do constante durante os ultimos anos. Tais horménios tém sido associados
com risco diminuido, progressédo retardada ou recuperagdo aumentada em varias
doengas neuroldgicas, traumaticas ou crénicas, e doengas mentais em humanos,
como por exemplo isquemia cerebral (Paganini-Hill, 1995), doenca de Alzheimer
(Costa et al., 1999; Paganini-Hill & Henderson, 1996; Slooter et al., 1999; Tang et
al.,1996) e doenca de Parkinson (Saunders-Pullman et al., 1999; Tsang et al., 2000).

Os achados sobre os efeitos neuroprotetores dos estrogenos em humanos,
entretanto, permanecem controversos e o preciso mecanismo(s) de agao envolvido
ainda é uma incognita. Homens e mulheres diferem com respeito a incidéncia de
isquemia cerebral, com as mulheres pré-menopausa exibindo uma susceptibilidade
mais baixa ao dano cerebral isquémico do que homens e mulheres pés-menopausa
com idades equivalentes (Hawk et al., 1998; Rusa et al., 1999; Wenger et al., 1993).
A neuroprotec¢ao observada nas mulheres pré-menopausa pode estar relacionada a
niveis mais altos de estrogenos circulantes, principalmente 17p-estradiol.

Principal estrogeno em mamiferos, o 17p-estradiol € um horménio esterdide
sintetizado nas gbnadas ou convertido na periferia e no cérebro através da
aromatizagdo de androgenos, sendo tradicionalmente associado com a reprodugéo
feminina. Em adi¢cdo ao seu papel classico na maturagédo e regulagéao reprodutiva,
varios estudos demonstram que ele desempenha importantes papéis protetores e
troficos no cérebro.

As observagdes a partir de estudos epidemiolégicos de que a exposi¢cao
moderada a estrogenos exdgenos pode diminuir o risco de isquemia cerebral, junto
com o achado de que o tratamento com tamoxifeno (um antagonista de receptor de
estrégeno) aumenta o risco de isquemia em mulheres (Gail et al., 1999), conferiram
crédito a idéia de que os estrogenos desempenham um importante papel protetor na
doenca cerebrovascular.

Enquanto as propriedades neuroprotetoras dos estrégenos em humanos

permanecem controversas, sua eficacia tem sido demonstrada em varios modelos
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experimentais de neurodegeneragao e dano isquémico, tanto in vitro como in vivo
(Alkayed et al., 2000; Dubal et al., 1998; Goodman et al., 1996), sugerindo que tais
horménios possam vir a ser uma nova classe de drogas terapéuticas para a
prevencgado do dano neuronal associado com a isquemia cerebral. Os estrogenos tém
demonstrado exercer robustos efeitos neuroprotetores contra diversos insultos
téxicos, incluindo excitotoxicidade, estresse oxidativo, toxicidade por proteina [-
amildide e isquemia (Garcia-Segura et al., 2001; Goodman et al., 1996; Green et al.,
1996; McCullough & Hurn, 2003; Singer et al., 1996).

Outra questao importante a respeito dos estrégenos como neuroprotetores é
a que se refere aos mecanismos pelos quais eles atuariam na isquemia. Estes
efeitos neuroprotetores podem ser mediados através de diferentes mecanismos
celulares e moleculares, incluindo acgdes dependentes e independentes de
receptores estrogénicos, de forma genémica e nao-gendmica (Wise, 2002). Entre
estes, podemos citar potencial agcao antioxidante, ativacdo de diferentes vias de
sinalizagao intracelular associadas a membrana e de receptores nucleares classicos,
0s quais podem contribuir para a neuroprotecéo estrogénica (Behl & Holsboer, 1999;
Gollapudi & Oblinger, 1999; Moss & Gu, 1999). Além disso, interagbes com
neurotrofinas e outros fatores de crescimento também podem ser importantes para
as propriedades neuroprotetoras destes hormoénios (Cardona-Goémez et al., 2001;
Gibbs et al., 1994). Entretanto, até o momento, os mecanismos envolvidos nos
efeitos neuroprotetores dos estrogenos ainda ndo foram completamente

esclarecidos.

2.1. MECANISMOS DE NEUROPROTECAO PELOS ESTROGENOS

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar como os estrégenos
podem proteger o cérebro. Estas propostas incluem um mecanismo mediado por
receptor de estrogeno (ER — estrogen receptor), um mecanismo nao-gendmico
envolvendo a via de sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK —
mitogen-activated protein kinase) e/ou da fosfatidil inositol 3-quinase (PI3-K —
phosphatidylinositol 3-kinase) e um mecanismo antioxidante de “varredura” de
radicais livres independente de receptor. Os dois primeiros mecanismos, 0 genémico

e 0 nao-gendémico, podem ser observados com doses fisioldgicas de 17p-estradiol.
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Entretanto, o terceiro mecanismo (antioxidante) é observado apenas com doses nao-
fisiologicas de 17p-estradiol. Assim, os dois primeiros mecanismos parecem estar
envolvidos na neuroprotegéao fisiolégica por 17p-estradiol, enquanto que o terceiro
pode ser disparado com o uso de doses farmacoldgicas de estrogénio. Estes trés
mecanismos potenciais e algumas evidéncias suportando cada um deles sao

brevemente apresentados abaixo.

2.1.1. Receptores de Estrogenos

O modelo classico de agdo dos hormdnios esterdides envolve ligagdo a
proteinas receptoras intracelulares, translocacao nuclear e inducdo de transcri¢ao
génica (Aranda & Pascual, 2001; Hall et al.,, 2001), sendo conhecido como via
genbmica ou lenta. Como outros receptores esteroides, os receptores de estrogenos
(ERs — estrogen receptors) sao fatores de transcri¢ao nuclear.

No momento, existem dois tipos de receptores estrogénicos caracterizados:
o receptor de estrégeno o (ERa) e o receptor de estrogeno B (ERpB) (Kuiper et al.,
1996; White et al., 1987), os quais compartilham homologia em dominios de ligagcao
ao DNA e potencialmente ativam os mesmos elementos transcricionais. Ambos ERs
sdo expressos por todo o organismo. No cérebro a distribuicdo de ERa e ERp
sobrepbde-se em algumas regides, mas é bastante distinta em outras, estando os
dois presentes tanto em neurdnios como em astrocitos (Garcia-Ovejero et al., 2002).
A densidade de ERs é mais alta no hipotalamo do que em regides extra-
hipotalamicas, tais como o cortex cerebral e o hipocampo (Behl, 2002).

Os estrogenos, por meio dos receptores estrogénicos, podem controlar
diretamente a transcricdo de genes que codificam proteinas que modulam a
sobrevivéncia neuronal. Estas proteinas podem aumentar o suporte neurotroéfico,

suprimir a apoptose e afetar a estrutura neuronal (Behl, 2002).
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2.1.2. Sinalizac&o Estrogénica na Neuroprotecéo

Além da acado genbmica, cada vez mais evidéncias sugerem que O0sS
estrogenos podem exercer seus efeitos através de diferentes mecanismos de
sinaliza¢do, os quais s&o conhecidos como “ndo-gendmicos” ou “n&o-classicos”.

Os efeitos estrogénicos nao-classicos sao caracterizados por serem rapidos
(segundos a minutos) e insensiveis a inibidores transcricionais. Estes efeitos sao
provavelmente mediados por receptores integrados ou associados a membrana
plasmatica e por ativacdo de distintas cascatas de sinalizacdo intracelular
(Falkenstein et al., 2000; Kuppers et al., 2001).

Recentemente, tém sido descritos efeitos estrogénicos em uma variedade de
vias de sinalizagdo citoplasmicas, incluindo proteina quinase C (PKC — protein
kinase C), fosfatidil inositol 3-quinase (PI3-K — phosphatidylinositol 3-kinase),
proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK — mitogen-activated protein kinase) e
co-ativador de receptor de esterdide (src — steroid receptor coactivator) (Segars &
Driggers, 2002).

Resumidamente, os estrogenos podem interagir diretamente com a via de
sinalizagdo da MAPK através da ativacdo das proteinas Ras, B-Raf e MEK1/2,
induzindo rapidamente a fosforilagcdo de ERK1/2. Todas estas proteinas fazem parte
das cascatas de MAPK que, através de eventos de fosforilagdo, controlam diversos
processos celulares como a proliferagdo, a expressao génica, a diferenciacédo e a
apoptose (Cano & Mahadevan, 1995; Cohen, 1997). De forma semelhante, os
estroégenos interagem com a via de sinalizagdo da PI3-K, levando a ativagdo do seu
efetor proteina quinase B (Akt/PKB — protein kinase B). A PI3-K é uma enzima que
fosforila fosfoinositideos localizados na membrana e que transloca a Akt, uma
serina/treonina quinase, do citoplasma para a membrana celular, o sitio de
fosforilagdo da Akt. A Akt fosforilada (fosfo-Akt) atua de forma tanto a inibir fatores
pré-apoptéticos como a estimular fatores anti-apoptéticos (Yoshimoto et al., 2001).
Um dos alvos centrais das vias de sinalizacdo da MAPK e da PI3-K é a enzima
glicogénio sintase quinase-33 (GSK-3p — glycogen sinthase quinase-35) — um
importante modulador da sobrevivéncia celular do SNC (Behl, 2002), que promove a
apoptose quando desfosforildada mas tem seu efeito inibido por fosforilagdo (Pap &
Cooper, 1998) (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismos possiveis da neuroprote¢gao mediada por estrogenos
(Modificado de Behl, 2002).

2.1.3. Efeitos Antioxidantes dos Estrégenos

Os possiveis papéis dos radicais livres, do 6xido nitrico e do peroxinitrito no
dano celular isquémico foram extensivamente revisados (Chan, 1996; Samdani et
al., 1997; Siesjo, 1992; Siesjo et al., 1995). Existem varias formas pelas quais estes
compostos podem ser gerados durante a isquemia e existem varias evidéncias
obtidas a partir de diversos sistemas mostrando que estas espécies podem causar
dano celular (Lipton, 1999).

Conforme ja mencionado, o0s mecanismos envolvidos nos efeitos
neuroprotetores dos estrégenos permanecem sem um esclarecimento satisfatorio.
Porém, uma das visdes mais populares para explicar tais efeitos esta relacionada a
capacidade antioxidante enddogena da molécula destes compostos. Diversos
estudos, tanto in vitro como in vivo, demonstram que os estrogenos tém uma potente
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atividade antioxidante lipidica bem estabelecida (Behl, 2002). Ja foi demonstrado
que o estradiol tem propriedades antioxidantes e suprime o estresse oxidativo
induzido por peroxido de hidrogénio, anions superéxido e outros pro-oxidantes em
neurénios e em linhagens de células neuronais (Behl, 1999; Behl et al., 1995, 1997,
Bonnefont et al., 1998; Mattson et al., 1997; Sawada et al., 1998).

Devido a estes dados, varios pesquisadores defendem a hipétese de que os
estrogenos protegem as células contra o dano induzido por radicais livres, através
de uma acgao direta de “varredura” destes radicais livres ou da preservacdo de

antioxidantes enddgenos.

3. PRE-CONDICIONAMENTO HIPOXICO-ISQUEMICO

Curiosamente, as células neurais podem ser protegidas contra o dano
cerebral quando um estresse subletal € aplicado varias horas ou dias antes de um
estresse letal, um fendbmeno adaptativo endégeno conhecido como tolerancia. Este
pré-tratamento n&o-letal que dispara a tolerdncia ¢é denominado pré-
condicionamento. O efeito neuroprotetor do pré-condicionamento contra o dano
isquémico tem sido bem estabelecido, mas os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na indugao da tolerancia ainda ndo sdo completamente conhecidos.

No cérebro, a tolerancia ao dano isquémico foi demonstrada apds pré-
condicionamento com hipotermia subletal breve (Nishio et al., 2000), hipertermia
(Ota et al.,, 2000), isquemia (Simon et al., 1993, Valentim et al., 2001, 2003),
despolarizagédo propagada (Kobayashi et al., 1995), inibicdo metabdlica (Wiegand et
al., 1999) e hipdxia (Jones & Bergeron, 2001, 2004).

Nos modelos in vitro, culturas organotipicas de fatias hipocampais de ratos,
expostas previamente a privagdo de oxigénio e glicose por um periodo subletal
tornam-se resistentes contra uma subsequente privagdo de oxigénio e glicose letal
(Valentim et al., 2003). In vivo, o pré-condicionamento hipoxico também reduz o
dano cerebral hipdxico-isquémico em ratos neonatos (Bergeron et al., 2000; Jones &
Bergeron, 2001, 2004).

Pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos ou desencadeados no
periodo de tempo entre o pré-condicionamento e o desenvolvimento de tolerancia a

isquemia cerebral. O entendimento das complexas respostas adaptativas a um
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estresse subletal pode contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para prevenir a morte celular e promover processos de recuperagao do

cérebro.

4. TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

O L-glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do SNC, atuando
em subtipos distintos de receptores ionotropicos, ligados a canais ibnicos, e
metabotrépicos, acoplados a proteina G. A ativacdo excessiva de receptores de
glutamato ionotrépicos e metabotrépicos do grupo |, denominada excitotoxicidade,
pode resultar em morte neuronal. Neste processo ocorre aumento no Ca*?
intracelular, ativagdo de uma cadeia de eventos bioquimicos potencialmente
destrutivos, envolvendo quinases, lipases e proteases, geragao de radicais livres
toxicos, estimulo a cascatas inflamatdrias, ativacdo de genes e, finalmente, morte
neuronal (Dunlop et al., 1999). Varias condigdes neurodegenerativas incluindo a
doenca de Parkinson, a doenca de Alzheimer, a isquemia cerebral, o dano cerebral
traumatico, a epilepsia, a doenga de Huntington e a esclerose lateral amiotréfica tém
sido relacionadas a disturbios na homeostase de glutamato (Danbolt, 2001; Dunlop
et al., 1999; Robinson & Dowd, 1997).

As concentragdes extracelulares de glutamato sdo mantidas dentro dos
niveis fisiolégicos unica e exclusivamente por membros de uma familia de
transportadores de glutamato soédio-dependentes (também conhecidos como
transportadores de aminoacidos excitatorios — EAAT — excitatory amino acid
transporters), uma vez que nao existem enzimas extracelulares capazes de
metabolizar glutamato. Os EAATS, localizados tanto em neurdnios como em células
gliais, sdo responsaveis pela captagdo do glutamato extracelular, permitindo a
transmissao excitatéria normal, bem como protegendo contra a excitotoxicidade
(Danbolt, 2001; Dunlop et al., 1999; Robinson & Dowd, 1997) (Figura 3). Os EAATs
nas células gliais também desempenham um outro papel vital, onde eles fornecem
glutamato para processos metabdlicos, inclusive para o ciclo glutamato-glutamina.
Evidéncias recentes reforcam a hipotese de que alteragdes no metabolismo do
glutamato, resultantes do seu transporte prejudicado, também podem contribuir para
o dano neuronal (Rae et al., 2000). Novos avangos no entendimento sobre os

fatores que regulam tanto a expressdo quanto a atividade dos EAATs criam a
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possibilidade do uso de sua modulagdo como uma estratégia para o tratamento ou
prevencao das patologias associadas com a excitotoxicidade (Dunlop et al., 1999;
Robinson, 2002).

Desde 1992, a clonagem e os estudos de biologia molecular identificaram
cinco subtipos de transportadores de glutamato (EAAT1-5), possuindo farmacologia,
localizacdo celular e mecanismos modulatérios distintos. EAAT1 (GLAST) esta
localizado predominantemente na glia de Bergmann cerebelar, mas também esta
presente em células gliais por todo o SNC e, transitoriamente, em um pequeno
namero de neurbnios (Furuta et al., 1997). EAAT2 (GLT-1) é quase que
exclusivamente glial e é encontrado de forma abundante por todo o cérebro frontal,
cerebelo e medula espinhal (Furuta et al., 1997). Os transportadores EAAT3
(EAAC1) e EAAT4 séo encontrados predominantemente em neurbnios, sendo
EAATS3 expresso de forma abundante por todo o SNC e EAAT4 restrito a células de
Purkinje do cerebelo (Furuta et al., 1997). EAATS5 é expresso em células da retina
(Pow & Barnett, 2000). Os significados das siglas (GLAST, glutamate-aspartate
transporter — transportador de glutamato e aspartato; GLT-1, glutamate transporter —
transportador de glutamato; EAAC, excitatory amino acid carrier — carreador de
aminoacido excitatorio; EAAT, excitatory amino acid transporter — transportador de
aminoacido excitatério) ndo sdo importantes, uma vez que elas nao refletem
diferencas funcionais entre os transportadores. Todos os cinco transportadores
catalisam o co-transporte de L-glutamato bem como L- e D-aspartato com Na* e K*.

A maioria das sinapses no SNC esta em justaposicdo com a glia e os
EAATs gliais parecem ser os responsaveis pela maior parte da captagdo de
glutamato no SNC (Rothstein et al., 1996). Em condicbes n&o patoldgicas, o
glutamato liberado durante a atividade sinaptica é captado pelos astrdcitos,
convertido em glutamina e retornado para os neurénios a fim de restabelecer o pool
pré-sinaptico de neurotransmissor, ajudando a manter a transmissdo sinaptica
(Sibson et al., 2001).
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Figura 3: Diagrama de uma sinapse glutamatérgica. Glutamato (Glu — representado

Glutamina

por circulos cinza escuro) é removido da sinapse por EAATs (representados por
cilindros; as setas mostram a dire¢do normal do transporte) localizados nos
neurénios e nas células gliais, prevenindo a ativacdo excessiva de receptores de
glutamato ionotropicos e metabotropicos (iGIuUR e mGIuR, respectivamente)
(Modificado de O’Shea, 2002).

Considerando que os dados na literatura referindo as propriedades
neuroprotetoras do estradiol e do pré-condicionamento hipdxico-isquémico estao
bem estabelecidos em diversos modelos de isquemia cerebral, tanto in vivo como in
vitro, mas que os mecanismos envolvidos ainda ndo sdo completamente entendidos,
nossa hipotese de trabalho consistiu em testar o efeito neuroprotetor destas duas
estratégias nos modelos de culturas organotipicas, fatias hipocampais preparadas a
fresco e hipoxia-isquemia neonatal. Além disso, testar o possivel envolvimento de
algumas vias de sinalizagédo, efeitos antioxidantes, receptores estrogénicos e

transportadores de glutamato nos mecanismos de neuroprotecao.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar os mecanismos moleculares associados a neuroprotecdo mediada
por 17B-estradiol e por pré-condicionamento hipoxico-isquémico contra o dano

celular induzido pela isquemia cerebral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar os efeitos neuroprotetores do 17p-estradiol em um modelo in vitro de
lesdo isquémica, usando culturas organotipicas de fatias hipocampais de ratos
expostas a privagcao de oxigénio e glicose (POG). Verificar se a neuroprotecao
mediada por estradiol estaria relacionada a via de sinalizagdo da PI3-K e/ou da
MEK/ERK 1/2, bem como a alteragbes no imunoconteudo e no estado de
fosforilacdo da Akt e da GSK-3.

2. Investigar se um insulto isquémico subletal poderia proteger a regidao CA1 do
hipocampo de ratos contra um insulto isquémico letal, usando pré-condicionamento
com POG em culturas organotipicas expostas a POG subsequente, verificando o
imunoconteudo dos transportadores de glutamato (EAAT1 e EAAT2) e dos
receptores estrogénicos (ERa e ERpB). Além disso, verificar se os efeitos
neuroprotetores do estradiol em culturas organotipicas expostas a POG envolvem
mudancgas no imunoconteudo de EAAT1, EAAT2, ERa e/ou ERp .

3. Investigar se a reposicdo de estradiol em ratas ovariectomizadas diminui a
susceptibilidade do tecido cerebral a eventos isquémicos, usando o modelo de POG
em fatias hipocampais, verificando alguns paréametros de estresse oxidativo,
especificamente o conteudo de radicais livres, um indice de dano oxidativo a

proteinas e a atividade antioxidante total.

4. Investigar se o pré-condicionamento hipdxico protege efetivamente contra a morte
celular em cérebro de ratos usando o modelo in vivo de hipdxia-isquemia neonatal,
verificando o papel dos transportadores de glutamato (EAAT1 e EAAT2) e dos

receptores estrogénicos (ERa e ERp) na tolerancia isquémica induzida por hipdxia.
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Estradiol protects against oxygen and glucose deprivation in rat hippocampal
organotypic cultures and activates Akt and inactivates Gsk-34.
Neurochemical Research, 30: 191-199, 2005.
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Estradiol Protects Against Oxygen and Glucose Deprivation
in Rat Hippocampal Organotypic Cultures and Activates Akt
and Inactivates GSK-3[
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& Helena L’imamsﬁ,' Lauren L. Z.amin,' Rudimar szza,' Melissa Nassit’,' Ana Paula Hanvrn,I

T Alexandre Tavares,' Carlos Alexandre Neﬂo,' and Christianne Salbego 12
]

9 Accepred Novembear 18, 20004 )

10 Here we investigated the neuroprotective effect of 17pesteadiol in an in witro maodel of

11 ischemia. We used organotypic hippocampal slice cultures, acute or chronically treated with

12 17 p-esteadiol (10 ab), and exposed o oxveen and glucose deprivation (OGD), Cellular death

13 was quantified by measuring uptake of propidium iodide (PL). 2 marker of dead cells. In OGD

14 exposed cultures, treated only with vehicle, about 70% of the CAT arvea of hippocampus was

15 labeled with PL indicating a great percentage of cellular death, When cultures were treated

16 with i 7f-estradiol {acute or chromically ), this cellular death was reduced o 15% . This effect

17 was prevented by LY294002 but was not by PDORISS. Immuneblotting revealed that both,

18 chromic and acute. treatments with 17 B-estradiol induced the phosphorvlation/activation of

19 Akt and the phosphorylation/inactivation of GSK-30. Our results show a clear neuropeo-

A teetive effect of 1 7p-estradiol and sugeest that this effect could involve PI-K pathway.

21 KEY WORDS: Cerebral ischemia; | Tf-estmdiol; organaotypic hippocampal cuhlure; Akt GEE-3[;

22 peuroprotection.
23
M INTRODUCTION dependent on continuous blood Aow for the supply of 36

oxygen and glucose. The reduction in the supply of 3

26 Neurodegenerative diseases affect a wide spec- these molecules to the brain that occurs in cerebral 38
27 tum of the population and, in most cases, lead to ischemia leads to a complex cascade of cellular 39
28 physical and/or mental incapacity, involving mem- events, resulting in severe neuronal degeneration and, 40
29 ory, cognition, language and personality. Neurode- consequently, in loss of brain functions (1} 41
30 generation is a prominent feature of cerebrovascular In the course of the investigation of cellular 42
31 disorders, particularly stroke syndromes that are a mechanisms involved in cerebral ischemia, organo- 43
32 major cause of morbidity and mortality in middle and typic hippocampal slice cultures are a wvaluable
33 later life. Most strokes are caused by acute inter- alternative to animal experiments. Therefore, orga- 45
34 rmuption of the brain blood supply by a thrombus, notypic cultures have been wsed to study events and 46
35 leading to tissue ischemia. The brain is highly mechanisms underlying neuronal death induced by 47

treatments such as hypoxia/aglycemia (2} and excito- 48
! Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciencias Bisicas da toxins (3). To model ischemic events organotypic cul- 49
Rande, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil.

* Address reprint requests too [Deparamento de Bioguimica,
Instituto de Ciéncias Basicas da Sande, UFRGE, %003 5003 Porio
Alegre, RS, Brazil, Tel + 35-51-3316-353T0; Fax: + 55-51-3316-

tures are exposed to oxygen and glucose deprivation 30

{OCGD) using an anaerobic chamber. We have found
that the response of organotypic cultured tissue to
injury induced by OGD is very similar to that shown

TR T SO ) OO0 I O 50 2T S ey Sk -+ Bt Wl il e

]
uxuua HERE ME Cods - DOBOS CMEMe . sodesd

TweeceT W DEM O LE

P Deupdch 1022008 Fagm . B




54
55
56
57
58
59
[
61

62
63

[
63
i
67
[
69
70
71

72
73
74
75
16
17
T8

81
82
83

83
86
87
Lh
BY

91
92
93

95
96
a7
o8

100
101
103
104
105

192

by animals submitted to transient cerebral ischemia,
suggesting the suitability of this model for the study of
ischemic lesions and neuroprotective drugs (4.5).

It has been known for almaost three decades that
premenopawusal females exhibit a lower susceptibility
to stroke-related brain damage than males and
postmenopausal females (6.7). The purposed neuro-
protection in premenopansal females may be related
to higher levels of circulating estrogens. principally
17f-estradiol. The main mammalian  estrogen,
17f-estradiol, is a steroid hormone synthesized in the
gonads or converted in periphery and brain through
aromatization of androgens, and s traditionally
associated with female reproduction. In addition to
its classical role in reproductive maturation and reg-
ulation, numerous studies demonstrate that it plays
an important protective and trophic roles in the
brain. Recently, in a wvariety of models both in vive
and i vitre, steroids such as estradiol and others have
been demonstrated to exert robust neuroprotective
effects against diverse toxic insults, including excito-
toxicity, oxidative stress, f-amyloid toxicity, metabolic
inhibition and ischemia (8- 14). The mechanism of
neuroprotection, however, remains to be understood.

These neuroprotective effects of 17festradiol
may be mediated through several cellular and
maolecular mechanisms including estrogen receptors
{named ER=2 and ER() dependent and independent
actions, genomic and non-genomic means (14,15}, [t
has been shown. among many other things. that
17f-estradiol reduces the number of glutamate recep-
tors (16}, alters synthesis of proteins directly involved
in the initiation of apoptotic cascade (17), upregulates
protective genes in cell death pathways (18) and acts
as a potent antioxidant inhibiting lpid peroxidation
{19}, Furthermore, estrogen has newly recognized
effects on a varety of cytoplasmic signaling cascades,
including protein kinase C {PKC), mitogen-activated
protein kinase (MAPK ), steroid receptor coactivator
{src) and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K} (20},
In a recent study, treatment of cortical explant cul-
tures with 17f-estradiol was also found to stimulate
the phosphorylation of Akt/PKB (protein kinase B),
an effector immediately downstream of PI3-K, and
protect against a model of metabolic inhibition (21),
suggesting that the PI3-K cascade might be involved
in  estrogen-induced neuwroprotection. Moreover,
17f-estradiol has just been shown, both i vive and i
vitre, to decrease the activation state of glycogen
synthase kinase-3f (GSK-3[), which is also a sub-
strate of PI3-K pathway and one of the factors that
triggers cell death (22).
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In order to investigate the newroprotective
effects of 1 7fi-estradiol, we used organotypic cultures
of rat hippocampus exposed to an i virre model of
neuronal death wsing OGD, and we also investigated
whether such neuroprotection could be related to
PI3-K signaling pathway by Akt activation and
GSK-3f inactivation.

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Hippocampal Slice Caltures

Organotypic  hippocampal slice  cultures weme  prepared
according to the method of Stoppini and colleagees (23). Briefly,
mele Wistar rat pups {postmatal day 68 were killed by decapita-
tion {acconding 10 procedures approved by the Local Commities ol
Aaimal Care), the brains emoved and the hippocampi dissected
ot Tramsverse sections o 408 pmy were cut with a Mellwain tissue
chopper and separated in jce-cold Hank's halanced salt solution
(HBSS) composed of {(mM): glucose 36, CaCl, 126, KO 5546,
MaCl 13689, KH, POy 044, NaHPO, 0,34, MgCl, .49, MgS0,
044, Hepes 25 fungizone (1%) and gemamicin {36 pl/ 106 ml);
pH 72 Twao slices of three different animals {six in total) were
placed on one Millicell culiure insert (Millicell™CM, .4 pm,
Ml'l]ipar\eb] and the inserts were transferred 1o -well culture plates
(Cell Culture Chster, Costar™). Each well contained one insert and
1ml af culture medium consisting of 50 mininum esaemtial
medivm { MEM), 23% heat-inactivated horse serum and 25%
HESS, supplemented with {mM, final concentration): glucose 346,
HEPES 25 and MaHOO, 4 Nmgieons {1%) and gemamicin {36 ul
10 mly, pH 7.3, Plates were then placed in an incubator at 37°Cin
an atmwsphere of 3% C0, Culture medium was changed every
3 days and slioss were cultivated durning 14 days fn wive.

Oxyvgen and Glucose Deprivation (OGD)

The induction of OGI 1o mimie ischemic injury was hasad
on the method described by Strasser and Fisher (24), with some
madifications (4). Afer 14 days 0 witee, the inserts with the &-slice
culiures were tranaferred o a sterilized G-well plate, rinsed twice
with OGI medivm consisting of HBSS lacking glucose, and then
incubated with 1 ml of this medium for 15 min to deplete glucose
fromy imracelular stores and extracellular space. ARer that, med-
ium was replaced by one with the same compaosition but previously
bubbled with M2 for 30 min and the plate mmediately transferred
1o an amerobic chamber at 370 with My-enriched atmosphere.
Cultures were maintained in these conditions For 60 min, following
which the plate was removed from the chamber, the inserts con-
taiming the shioes washed twice with HBESS and fresh culture med-
ium was addsd. Cultumes were then placed in the incubator (37°C,
5% C04) For 24 h {recovery period).

The experimental treatments were: 1) Chronic estrmdiol
group (CE) in which 17f-estradiol { 10 nb) was added 10 the cul
ture medium on day 7 af culture and maintained throwghou the
experimant; (2 acute estradial group (AE) in which 17f-estmdiol
(1 by was added 1o the QG medivum and 1o the culture med-
ium during the recovery period; {3) vehicle group {dime thylsul -
axide—DME0D) in which DMSO 001% was added 1o the DG
medivm and 1o the cullure medivum during the eeovery period; (4
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Neuroprotection by Estrogen via PI3-K Cascade

LY group (LY in which LY294002 {5 pM) was added to the OGI
medium and 1o the culture medivm during the recovery period;
(53 AECLY group (AE +LY) in which LY 294002 (5 pbd) and
17 f-estradiol {10 nM)y were added 1ogether; (&) PI} group (PDY) in
which PEASOSS (20 phd) was added 1o the OGID medium and to
the culiure medium during the recovery period:; {7) AE + P group
(AE + PIV in which PDO8GE (20 pM) and 17f-estradial {10 nhd)
were added together.

Caomntrol slice cultures in &-well plates were treated in paralke]
o G slice cultures.

Quantification of Cellular Death

Cellular damage was assessed by Huorescent image anmalysis
af propidium iodide (P1) uptake. Afer a recovery period of 22 h,
T35 uM Pl was added 1o cultures and incubated for 2 b P s ex-
cluded from healhy cells, but fallowing loss of membrane integrity
it enters celk, hinds to DMNA and becomes highly fuorescent.
Cultures were observed with an invented microscope (Nikon
Eclipse TE 308) using a standard rhadamine filter set. Images were
captured and then analysed wing Scion Image softwame (hiip:
wwwscioncorpeom), The area where PI fluorescence was detect-
ahle above hackground kevels was determined wsing the “density
slice” option of Scion Image sofwamre and companed 1o 1otal CAl
area to obiain the percentage of damage (25)

Western Blotting

Afer obtaining the Auorescent images, cultured slices were
homogenized in lysis bulfer (4% SDE, 21 mM EDTA, 50 mM
Trisy. Aliguots were taken for protein determination and [-mer-
captosthanal was added 1o a final concentration of 35 (). Samples
containing 35 pg of protein were resolved by 12% SDS-PAGE.
After elctrophoresis, proteins were electrotramfzmed 10 nitrocel-
lulose membranes using a semi-dry appamtus | Bio- Rad Trams-Blot
S[¥. The membranes were blocked overnight with 3% powdered
milk in Tris-buffered saline plus §.1% Tween-20, Followed by
incubation at 4°C with anti-phosphospecific Ak, anti-Aky, anti-
phosphospecific GSK -3 ar anti-GSE-3F antibodies { 11000, Cell
Sigmaling) diluted in the same blocking solution. Subsequently, the
memhrmnes weme incubated for 1 h with horseradish peroxidase-
conjugatad anti-rabbit amibody also dilwed in blocking solution
(110000, Immunomractive bands were revealed by an enhanced
chemiluminescence kit {ECL, Phammacia), and detected 1sing
Xeray films. The immunoblot films were scanned and the digital-
iwed images amalysed with Optiguant software {Packand Instru-
ment ). For each experiment, test groups were referred 1o whicle
treated control cultures not exposed to OGEY, which were consid-
ered 10649, thus assuring the same signal intensity for control and
tesl groups. [ata ane expressed as peroentage of phosphorylted
protein, which wasobtained by the ratio of the imm unocomtent of
phoapho-protein { Akt or GSR-3f) with the whale amount af the
protein (Aktor GSEE-3[F) provided by the mmunodetection assay
with total- { Akt or GSE-3[) antibady.

Statistical Analysis

All data are presented as mean = SE.M. of the indicated
mumther of experiments. One-way analysis of variance (ANOWVA)
was applied 10 the means to determine statistically significant dil-
ferences hetwesn experimental groups; post fe cCOMpPArisons were
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perdormed by Dumean's multiple range tesi. A level ol significance
ol P= {005 was selected.

RESULTS

Exposure to OGD for 60 min caused a marked
fluorescence in the CAl area. indicating a high
incorporation of PI, as shown in the photomicro-
graph in Fig. 1a (OGD DMSO group). Quantifica-
tion of Pl luorescence shows that OGD caused about
T0% of damage in CAl cells, a significant increase
compared to control coltures with a basal CAl
damage of 3% (Fig. 1b). Pretreatment with 10-nM
17f-estradiol for 7 days prior to OGD exposure
{OGD CE group) significantly reduced damage in the
vulnerable CAl area from 7%, without treatment. to
only 15%, with treatment (Fig. 1b). When 10-nM
17f-estradiol was present only during the lesion
induction and maintained during the recovery period
{OGD AE group), a similar pattern of protection was
observed, showing a decrease in the percentage of
CAl damage to only 20% (Fig. 1b). No significant
difference in the neuroprotective effects between
chronic and acute treatments with 17 feestradiol was
observed (Fig. 1b). Alo, any difference between
treatments in control slices has not been detectable,
indicating that 17f-estradiol had no toxic effect in
basal conditions (Fig. 1b).

In order to investigate if the PI3-K signaling
pathway was involved in the newroprotective effect of
17f-estradiol, we camied out experiments using
LY294002, a PI3-K inhibitor. LY 294002 prevented
the neuroprotective effect of 17f-estradiol as shown
in Fig. 2b (OGD AE+LY group). As it has been
reported that the effects of estradiol could be medi-
ated through the MEK/ERK 1/2 pathway (26}, we
further studied the effect of PDY8059, an inhibitor of
this pathway. PD98059 did not prevent the neuro-
protective effect of 1 7f-estradiol, although PD seems

to slightly reduce the effect of estradiol it was not 2

statistically significant (Fig. 2b).
To evaluate a possible mechanism by which
17f-estradiol prevents cellular deathin our model, we

analyzed the activation of AktyPKB. a putative 2

effector of PI3-K involved in cell survival signaling.
This enzvme, Akt/PKB. is a serine/threonine protein
kinase activated by phosphorylation (27). Therefore,
we examined the effect of 17f-estradiol on the phos-

phorylation/activation of Akt using phospho- and 2
total-specific antibodies by Western blotting. In both 2
chronic and acute treatments, 10-nM 17f-estradiol 2
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20 4

Percentage of CA: damage

0;= OME0  AE CE DMS0 AE CE

CONTROL oGD

Hg. 1. Efectofl 17fesmdiol oncellular damage indvoed by QG
for & min in organotypic hippocampal culiures. {a) Representative
photomicrographs of cultures showing PI fluorescence 24 b alter
exposure 1o QG (b) Quantitative analysis of CA1 damage 24 h
alter exposure 1o OG0, Images were captured and then analyaed
wsing Scion Image software (hitp:)) www scioncorpeom ). The area
where PI fluomescence was detectable above background kevels was
determined vsing the "density slice” option of Scion Image soltware
and compared 1o the total CAl area 1o obtain the perceniage of
damage. DG, oxygen and glierse deprivation exposed cultumes;
S0, vehicle-treated cultures;, AE, acule treatment, 17[-estra-
dial {10 nd) was added only at the moment of lesion indwction;
CE, chronic treatment, pretreatment with 1 Tf-estmdial {10 nhd)
started  Tdays prior 1o lesion indection. Bam represemt the
mean & A, =15 {5 culures Mrom 3 different animals in
duplicate). gnificantly different from comtrol culures: ©, sig-
nifcantly different from commol and DMS0-treated QG cultures
jone-way ANOYA followed by Duncan’s test, P <005,

significantly increased the percentage of phosphory-
lated Akt. about 31 and 29%, respectively, in both
control and OGD cultures. These increases were
already observed right after 60 min of OGD (time 0,
Fig. 3a) and maintained for up to 24 h {Fig. 3b). No
difference in the immunocontent of total Akt was
observed. There were no differences in the percentage
of phosphorylated Akt between vehicle treated con-
trol and OGD cultures at any time of analysis.
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Percantage of CA damags

DWSD A AEWY LY AEPFD FD DWEC AR ABeLY LF MWD FD
CONTROL 0G0

Fig. 2. Effect of LY 29004 and POME05Y on neuroprotective e ffoct
afl 1T-estradiol on cellular damage indvoed by OGEY For 60 min in
arganotypic hippocampal cultures. {a) Representative photomicro-
araphs of cullures showing P luorescence M b afer exposure 1o
OG I (b Quantitative analysis o CA damage 24 b after exposure
o G, Image s were capiured and then analysed using Scion Image
saftwane (hitpy/www.scioncorpeom). The area where P fluares-
cence was detectahle above background levels was determined using
the ‘density slice’ aption of Szion Image sofiware and compared 10
thetotal CAl areato abiain the percend QG oxygen
and glecose deprivation expoaed cultumes; DMS0, vehicle-treated
culivres; AE, acute treatment, |7 f-estradiol {10 nb ) was added only
at the moment of QG indwction; LY, LY294004 (5 M) was added
1o G medium and maintained during the recovery periad;
AE + LY, 17f-estradial { 10 o) and LY 294009 (5 pbd) were added
aimultaneosly to G medium and maintained during the ooy
period; Py, PAROSS (20 pM) was added 1o OGD medium and
maintained during the recovery period; AE PL», 17f-estradiol
(10 ) and PGS 20 pb) were added simuoltane owsly 1o OGE
medium and maimained during the ecovery period. Bars represent
the mean £ S.EM., n=6 (2 culiures from 3 different animals in
duplicate). *, significanily different from conirol culivres;
cantly different from contral culures and QG culiunes i
DMSO, AE+LY, LY and PD {one-way ANOWVA followed by
Dumean's test, < 005).
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Hyg. 3. Effact of acute and chronic treatments with 17f-estradiol
an the percentage of phophorylated Akt in arganotypic hippo-
campal culiures. {a) Analyeed immediately afier 60 min af OGD
(time 0), (b Analyzed 24 h afier the
0GR, Histograms represent the quantitative Western hlot amal-
wis of Akl phosphorylation state. The densitometric values ob-
tained 1o phospho- and towal-Akt from all treatments were first
normalized 1o their respective whicle-treated  comtrol non-ex-
posed 1o OGD condition (DMS0O bar) (1) OGD, oxygen
and glucose deprivation exposed cultures; DMSO0, vehicle-treated
cultures; AE, acute treatment, 17f-estradiol (10 nh) was added
to QG medium and maintained during the recovery period;
CE, chranic treatment, pretreatment with 170-esimdial {10 o)
started Tdays prior to lesion indwction. Representative Western
hlats of phospho-Akt {pAkt) and Akt revealed wsing antibodies
gaimt phospho- and total-Akt are shown in the top of the

ograms, [data are expressed a5 a matio of the normalized
s of phospho-Aki {pAkt) and Akt Bars represent the
mean & M., w=15 {5 cultures om 3 different animals in
duplicate). *, significantly different from DMSO-treated contral
and OGIY cultures {one-way ANOVA Followed by Duncan’s test,
P (uE).

posun 1o 6 min of
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Representative Westem blots are shown in the top of
histograms of Fig. 3a and 3b.

As GSK-3f is a substrate of PI3-K and MAPK
pathways, which are both activated by estradiol (28).
and since GSK-3f when phosphorylated has its pro-
apoptotic activity inhibited, we investigated. by the
same way Lo that performed to Akty/PKB. its phos-
phorylation state in our model. Compared to vehicle
treated control cultures {contral DMSO group). chronic
treatment with 17f-estradiol significantly increased the
percentage of GSK-3f phosphorylation in both control
and OGD exposed cultures (50 and 33%. respectively)
as wellas the acute treamment (43 and 30%. respectively).
These increases were observed immediately after the
OGD exposure period (time O, Fig. 4a), being similar
ones observed after the 24-h recovery period (Fig. 4b).
Mo difference in the immunocontent of total GSK-3f
was observed. There were no differences in the per-
centape of phosphorylated GSK-3p between vehicle
treated control and OGD cultures at any time of anal-
ysis. Representative Western blots are shown in the
top of histograms on Fig. 4a and 4b.

DISCUSSION

Over the past decade, evidence has emerged
indicating that estrogens influence growth, differen-
tiation, maturation and function of many target tis
sues including a neuroprotective role. The issue of
estrogen protection is important, as there is a dra-
matic age-related decline in estrogen levels in women,
such that postmenopausal women have estrogenic
levels that are approximately 1% of that observed
in premenopausal women. Moreover, over the past
century, the lifespan of women has increased to
more than 80 vears, but the age of menopause has
remained fix. Conseguently, women are living an
ever-increasing proportion of their lives in a hypoes-
trogenic postmenopausal state, which could contribute
to an increased risk of stroke, cognitive dysfunction
and a vanety of neurodegenerative diseases (29).

A large number of animal studies, both in vive
and in virre, have suggested that a neuroprotective
role does exist for estrogen, a finding that has pro-
pelled interest in determining its effectiveness in the
prevention of neurodegenerative and cerebrovascular
diseases in humans (30). These studies have suggested
a beneficial role for estrogen in Alzheimer's disease
and Parkinson's disease (7) and have clearly shown
that estradiol exerts potent protective actions against
ischemic brain injury (10,14).
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In order to further investigate the neuroprotec- 322
fa CONTROL 0GD tive properties of 17f-estradiol, most potent estrogen 323
DMED AE  CE  CMSD 48 cE in humans and rodents. we have used organotypic 324
gy —— — — - — hippocampal slice cultures to examine its effects in a 325
maodel of i virre tischemic-like insult” wing OGD. 326
GG 48 4B % & . We have chosen this method of culturing because the 327
g maintenance of architectural integrity and commu- 328
& 150 nication among neurons and between neurons and 329
E % x glia may be important to fully understand the 330
ii} * * mechanisms of trophic and protective effects of 331
;“m estradiol. This is supgested by the findings that 332
] estrogen receptors exist in astroeytes (31) and some of 333
g 50 the actions of estradiol may be wvery different 334
2 depending on the presence or absence of these glial 335
2 cells (32). Therefore, the effects of estradiol may 336
g gl - N . = = = require oommunilrgti{m. among cells of differing 337
CONTRGL oD phenotypes. Propidium iodide uptake was used as a 338
marker of cell death since studies have shown that, in 339
organotypic cultures, this endpoint comelates well 340
s CONTROL oGD with the extent of cell death detected by other 341
DMSO AE ~CE DMSD AE  CE methods (33). 342
POSH M D T S - — Our results have extended previous findings by 343
C5H wm wm W9 @9 W W demonstrating that the presence of 17f-estradiol, 344
7 days prior o injury or just by the time of injury, in 345
150 * * - 2 a low dose (10 nM}), exerted protective effects, pre- 346

venting cell death. The present study has focused 347
attention on the neuroprotective effects of physio- 348
100 logical estradiol in the brain, since we believe that 349
these levels of hormone are highly relevant to 350

Ratio pGSK/ GSK % of control DMS)

replacement therapies that women will be using. 351
5o Partially in contrast to a previous work (14), in our 352
study, pretreatment was not required for the protec- 353
i tive effects of estradiol, since acute exposure to the 354
DMSO AE CE DMSO AE  CE same concentration of 17B-estradiol did protect. One 355
CONTROL QGh possible explanation for this difference includes use of 356
C i B D SRS L T a2
Rg. 4. Effcct of acute and chronic treatments with 17f-esiradiol 'Jlﬁ-e_l ing brain regions. The pravious ‘L”"Jl‘_' h‘”_ used 357
an the percentage of phosphorylted GER3-fin arganotypic cortical expl.'mr. cultures, while we were using hlppu- 358
hippocampal cultures. {a) Analyzed immediately after 60 min of sampal slice cultures. Also. the injury paradiem iz 359
OGDy (time @), (b Analyzed 24 b afier the exposure to 60 min of ;H’ pd h L wd k - ".{ d ) ! o _P § _.“I: d : ,:
OGD. Histograms represent the quantiiative Western blot anal- lferent; they used kainic ‘3“. *.“ potassium cyanide 364
wsis of GSK-3[ phospharylation state. The densitametric values 2-deoxyglucose exposure, while in our model we were 361
nhl.nnf:d 10 |\Im%|\-lm- and _|<'-|.|I-E'r.'pll\-3ﬁ From all treatments using OGD. In this report, the authors sugsest that 362
were first normalised 1o their mespactive vehick-treated control e i . - P mem
nen-expesed 1o OGD condition (DMSO har) (100%). OGD, the long-term {and the lack of short-term) protective 363
ouygen and glicose deprivation exposed culivres; DMS0, wehi- actions of estradiol they observed involve classical 364
cle-treated cultumes; AE, acute treatment, 17f-estradiol {10 nh) nuclear estrosen receplors osgibly in a penomic 365
was added 1o OGD medium and maimained during the recovery ashi ]' dll . |"'p" le lP 1] 3§ I.[c'" . N
period; CE, chronic treatment, pretreatment with 17f-estradiol Fashion. In a LL"l"m- nngle and co dguei{]-? sug- 366
started 7 days prior 1o lesion induction. Representative Western gest that conversion to 7-hydroxylated metabolites is 367
blots of phospho-GSK-3f (pGSK) and GSK-3f (GSK) reveakd necessary for steroid-mediated neuroprotection, what 368
sing antibodies against phospho- and totalGSE-3[§ are shown - . . . . . .
in the iop of the histograms. [aia are expressed & a ratio af the corroborates for the requirement of long incubation 36
normalized percentages of phospho-GSE-3[ (pGSK) and GSK- times and/or high steroid concentrations wsed in other 37
3P (GSK). Bars represent the mean £ S.EM., #=9 (3 cultures previous studies (34.35). This would also explain why 371
from 3 different animals in duplicate). *, signilicanily dilferent Th-estradiol was devaid of oprotective effics 37
from  DMSO-treated  control and QG culiures {one-way 17p-estradiol was devoid of neuroprotective etficacy /2
ANOVA Followsd by Duncan's test, P<.05), when present at 100 nM pre-during and post-hypoxia 373

25



Neuroprotection by Estrogen via PI3-K Cascade

in their model {12). On the other hand, 24-h treatment
with 17f-estradiol at very low doses, such as 1 pM
and 1 nM, attenuated the neuronal damage in CAl
induced by glutamate exposure (13). There have been
reports of rapid, non-genomic actions of estrogens
(36), which could help us to understand our result
showing the short-term neuroprotective effect of low
doses of estradiol. Evidence continues to accumulate
supporting the existence of a mem brane-bound estro-
gen receptor, particularly found in the brain of rats
and humans (37), which has been implicated in
mediating these rapid responses to estrogens.

Estrogen regulates the transcription of genes
through nuclear estrogen receptors (38). In addition,
increasing evidence shows that estrogen may be
involved in the triggering of non-transcriptional
pathways. The MAPK pathway has been suggested to
be involved in the neuroprotective effect of estrogen
(39). In a model of glutamate-induced neurotoxicity
in cultured cortical neurons, the phophatidylinositol-
F-kinase (PI3-K} pathway has also been shown to
mediate the neuroprotection by estrogen (40).

To clarify the signaling pathway probably in-
volved in the neuroprotection by estradiol observed
in our model., we explored two different pathways.
First, we investigated the PI3K pathway. which
mediates signaling pathways triggered by several
trophic factors in a vanety of cell types including
neuronal cells (41). For this purpose. we used
LY294002, an inhibitor of PI3-K. The results pre-
sented in Fig. 2b show that the neuroprotective effect
of estradiol was almost totally prevented by this
inhibitor. Second. we investigated if the MEK/ERK
1/2 pathway could be involved in the neuroprotective
effect of estradiol, once it has been reported that some
of its effects are mediated through this pathway (42).
As shown in Fig. 2b, PD98055, an inhibitor of the
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(GGSK-3f) is a substrate of Akt/PKB (45). The main 426
regulatory mechanism of these enzymes is by phos- 427
phorylation: Akt/PKB is activated while GSK-3f is 428
inhibited by phosphorylation (46). Activation of 429
GSK-3p  promaotes  pro-apoptotic signaling  (46). 430
Recently, an inhibitor of this enzvime has been shown 431
to reduce cell death caunsed by PI3-K inhibition or 432
serum withdrawal in cortical neurons (47). 33

We observed that 17f-estradiol induces phos- 434
phorylation of both proteins, which is mimrored by 435
activation of Akt and inhibition of GSK-3f, and 436
therefore by the activation of one of the signaling 437
pathways directly implicated in survival (Akt) and the 438
blockade of GSK-3f, which is directly implicated in 439
the induction of apoptosis. This increase in phos- 440
phorylated protein levels was observed either in 441
chronic or acute treatment, suggesting that pretreat- 442
ment is not necessary for the actions of estradiol on 443
phosphorylation of these enzymes. These results seem 444
to agree with the reported ability of estradiol to 445
increase levels of activated Akt after 15 min (40), 446
suggesting a non-genomic mechanism of action. These 447
short-term, non-transeriptional or non-genomic 448
actions are thought to be neuromodulatory in nature 449
and critical for cell-cell communication. Such a rapid 450
effect is not likely to be the consequence of nuclear 451
action, but rather appears to be related to events 452
occurring on the cell surface (28.48). 453

Although further work is needed to understand 454
the precise mechanism of neuroprotection provided 455
by 17f-estradiol, the present study adds one more 456
evidence that the P13-K cascade could play a pivotal 457
role in estradiokinduced neuroprotective  effect 458
against “ischemic-like injury’. These findings might be 459
important for understanding the increase of the sus- 460
ceptibility of menopausal female to cerebral ischemia 461
and the mechanism of neuroprotection afforded by 462

MEK/ERK 1/2 pathway. did not prevent the neu- steroid hormones. 463
roprotective effect of estradiol. These results strongly 464
413 suggest that the PI3-K signaling pathway is involved
414 in the neuroprotection by estradiol observed in our
415 model of cellular death. ACKNOWLEDGMENT 465
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