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Resumo

Durante o periodo reprodutivo,fémeasproduzemelevados niveis deestrogénios.Os trés
principais sdoestrona (E1), 17-p-estradiol (E2) e o estriol (E3).O 17-p-estradiol é o estrogénio
predominante durante os anos reprodutivos tanto em termos de niveis séricos absolutos como
em termos de atividade estrogénica. Inumeros relatos na literatura postulam que o0s
estrogénios apresentam um importante papel cardioprotetor, e que essa acdo protetora pode
ocorrer tanto por expressdo de genes como também pela ativacdo de proteinas de cascata de
sinalizacdo que culmina no efeito protetor dos estrogénios. Entretanto, o papel dos estrogénios
no tecido cerebralcombatendo o estresse oxidativo ainda néo é totalmente compreendido. No
tronco encefalico, neurdnio localizado especificamente na regido do bulbo tem um importante
papel no controle neuronal do sistema cardiovascular, pois atuam tanto no controle da
atividade simpatica como também na recepcdo dos sinais quimicos e mecanicos provenientes
de barorreceptores e quimiorreceptores. Em adi¢do a essa rede neuronal do controle simpético
e da decodificacdo de sinais aferentes, o tronco encefalico esta sob a influéncia das acbes das
espeécies reativas de oxigénio-EROS, moléculas essas que tem alta capacidade de induzir a
oxidacdo de lipidios de membrana, proteinas ou mesmo ao DNA, podendo levar a um quadro
definido por estresse oxidativo. Hoje em dia, 0 estresse oxidativo € considerado um dos
principais causadores de doencas neuroldgicas, tais como Parkinson, Alzheimer, Esclerose
lateral amiotréfica entre outras. Dessa forma, o objetivo dessarevisdofoiinvestigar os efeitos
neuromodulador dosestrogénios na prole fémeas de maes que foram submetidas adesnutri¢éo

proteica no periodo perinatal (gestacao e lactacao).

Palavras-chave: Feméas. Estrogénios. Tronco encefalico. Estresse oxidativo.



Abstract:

During the reproductive age females significantly produce estrogens.The three major
naturally estrogens in women are estrona (E1), 17-B-estradiol (E2) e o estriol (E3). Estradiol
Is the predominant estrogen during reproductive years both in terms of absolute serum levels
as well as in terms of estrogenic activity. Numerous reports in the literature postulates that
estrogens play an important cardioprotective role, and that this protective action may occur
either by expression of genes but also by activating signaling cascade of proteins that
culminates in cardiovascular protection. However, in the brainstem the role of estrogen is still
not fully understood. In the brainstem, specifically neuron located in the bulb region, plays an
important role in the neuronal control of the cardiovascular system because they act both on
the control of sympathetic activity as well as the reception of chemical and mechanical
signals. In addition to this neuronal network of sympathetic control and decoding of afferent
signals, the brain stem is under the influence of the actions of reactive oxygen species-ERQOS,
these molecules having high ability to induce the oxidation of membrane lipids, proteins or
even leading to nuclear DNA to a frame defined by oxidative stress which appears as a major
cause of neurological diseases such as Parkinson's, Alzheimer, Amyotrophic lateral sclerosis
among others. Thus the aim of the present reviewwasinvestigated the neuromodulator effects
of the estrogens on female offsprings from dams that received low protein diet during

key words:Female. Estrogen. Brain Stem. Oxidative Stress.
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1. APRESENTACAO

Este volume contém os artigos cientificos aceito para publicacdo e em conclusdo para
0 encaminhado, que compdem a proposta de dissertacdo de mestrado apresentado ao
Programa de Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento.

O objetivo de estudo foi investigar os efeitos de uma desnutricdo proteica no tronco
encefélico de fémeas. O primeiro artigo de revisdo intitulado “Efeito neuroprotetor dos
estrogénios: Combate ao estresse oxidativo” foi aceito para publicacdo pela RBM-Revista
Brasileira de Medicina (Qualis B4 na Medicina Il) em Dezembro de 2015. Neste artigo fez-se
uma revisao de literatura onde foi abordado os possiveis efeitos neuroprotetor dos estrogénios,
visto que, no tronco encefalico, neurdnios localizados especificamente na regido do bulbo tem
um importante papel no controle neuronal do sistema cardiovascular, pois atuam tanto no
controle da atividade simpatica como também na recep¢do dos sinais quimicos e mecanicos
provenientes de barorreceptores e quimiorreceptores. Essa regido também é influenciada por
acOes das espécies reativas de oxigénio-EROS, moléculas essas que tem alta capacidade de
induzir a oxidagdo de lipidios de membrana, proteinas ou mesmo ao DNA, podendo levar a
um quadro definido por estresse oxidativo onde o mesmo é considerado um dos principais
causadores de doencas neuroldgicas, tais como Parkinson, Alzheimer, Esclerose lateral
amiotrofica, entre outras neuropatologias.

No segundo artigo intitulado “Short and long-term effects of perinatal protein
restriction on the female brainstem” sera encaminhado para o Journal of Nutritional
Biochemistry (Qualis A1 na Medicina 2). Neste artigo avaliamos os efeitos da hiponutricdo
proteica materna no tronco encefalico de ratas aos 22 dias de idade e na idade reprodutiva
(122 dias de vida) em relacdo ao estresse oxidativo, por ser o tronco encefalico uma regido
importante na regulacdo da pressdo arterial. Estudos recentes mostraram que um insulto
nutricional como a desnutricdo proteica durante o periodo critico do desenvolvimento o
organismo vai esta suscetivel a adaptacdes, e essas adaptacGes podem ser benéfica ou ndo a
longo prazo. No grupo apés o desmame houve uma reducgdo do sistema antioxidante e um
aumento de espécies oxidantes, ja no tronco encefalico das fémeas aos 122 dias de idade foi
visto uma resposta inversa, sugerindo que o aumento nos niveis de estrégenos promove uma
maior protecdo devido a uma melhoria da defesa antioxidante. Sendo o tronco encefélico de
fémeas aos 122 dias de idade mais resistente do que fémeas aos 22 dias em relacéo ao estresse

oxidativo.
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2. Introducao

Durante o periodo reprodutivo asfémeas produzem hormdénios importante para o
desenvolvimento das caracteristicas secundarias sexuais e reprodutivas. Entre 0os horménios
femininos, atualmente, um numero crescente de artigos vem destacando a importancia dos
estrogénios em inimeras acles protetoras. A terminologia estrogénio, é dada para um grupo
de horménios esteroidais, importantes no controle do ciclo reprodutivo. Os trés
principaisestrogénios sdo estrona (E1), 17-p-estradiol (E2) e o estriol (E3), que diferenciam-
seentre si de acordo com o niimero de grupamento hidroxila ou cetona’. O 17-B-estradiol é o
estrogénio predominante durante os anos reprodutivos, tanto em termos de niveis séricos
absolutos como em termos de atividade estrogénica, 60-80% do estrogénio circulante nas
mulheres pré-menopausa é produzido pelos ovarios, durante a gravidez pode ser secretado
pela placenta.Alguns estrogénios podem ser produzidos em pequenas quantidades por alguns
tecidos periféricos como,por exemplo figado, glandula adrenal, glandulas mamarias e mesmo
o tecido adiposo®. Naperi e menopausa, ocorre uma grande reducdo na produgdo de
estrogénios e consequente inabilidade responsiva a gonadotropina, ao horménio foliculo-
estimulante (FSH) e ao horménio luteinizante (LH)®. Com isso a producéo extra-glandular
dos estrogénios se torna, predominante, sendo que o principal estrogénio plasmatico
verificado nesse periodo € a estrona, entretanto esse hormonio é menos potente que o 17-f-
estradiol”.

Estudos recentes vém mostrando o importante papel dos estrogéniosno combateao
aparecimento e/ou a progressao de doencas cardiacas.Esses estudos tém demonstrado que 0s
estrogénios podem atuar em 6rgaos associado ao controle cardiovascular (central e periférico)
através dos seus receptores especificos localizados nos diferentes tipos celulares. Até cerca de
10 anos atrés, todos os efeitos dosestrogénios eram atribuidos as ligagdes ao seu receptor
nuclear, que, em seguida, translocaria para o ndcleo, onde funciona como um fator de
transcricdo e iniciando a transcricdo de genes especificos da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), que pode atuar como cardioprotetor’. Recentemente, relatos mostraram que 0s
estrogénios sinalizam de forma bem mais complexas, podendo ativar receptores de membrana
plasmatica, onde a ligacdo dosestrogénios a esses receptores (especialmente o receptor de
estrogeno - beta) pode ativar a via de sinalizagdo da fosfoinositol-3-quinase (PI3K) que
aumenta a protecdo cardiovascular®. Além desses receptores de membrana, observacdes ainda
mais recentes mostraram que 0s estrogénios, especificamente o estradiol, pode se ligar a um

receptor orfao acoplado a proteina G conhecido como GPR30, podendo esse receptor tambem
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ativar cascata de sinalizagdo da PI3K. Portanto, os estrogénios podempromover seus
efeitosprotetores tanto através da alteragdo da expressdao génica, como pela ativagdo aguda de
vias de sinalizacdo protetoras, tais como PI3Kque por sua vez podem estimular ou inibir
enzimas especificas em diferentes compartimentos celulares gerando seu feito protetor’®.

Apesar dos relatos do papel protetor dos estrogéniosem tecidos cardiacos, estudos a
respeito da funcdo dos mesmosem algumas regides especificas do cérebro ainda sdo escassos,
como € o caso das regides dotronco encefalicoonde o papel dos estrogéniosainda é pouco
discutido. Grupos de neurdnios localizados no tronco encefalico, especificamente, em regifes
do bulbo (Nucleo do Trato Solitario-NTS e regido rostro-ventro-lateral do bulbo-RVLM)
constituem um sitio importante para o controle do sistema cardiovascular, pois,tém sido
apontado como principais areas no controle da atividade simpética e estdo diretamente
envolvidas na recepcdo dos sinais aferentes provenientes dos barorreceptores arteriais e
quimiorreceptores centrais e periféricos®****2 Dados sugerem que o controle da atividade
simpatica na regido do tronco encefélico pode sofrer influéncia da producdo de espécies
reativas de oxigénio-ERO), Chan et al. (2009) demonstraram que o aumento de EROs)
induzido por disfuncdo mitocondrial em conjunto com a diminuicdo da acdo das enzimas
antioxidantes tais como: Superdxido dismutase e Catalase induz hiperativacdo do sistema
simpético™®. Recentemente, Chan et al (2014), Kaludercic et al (2014) e Rubattu et al (2015),
apresentaram dados onde sugerem uma forte relacéo entre a formacgdo de EROs) mitocondrial
e a hiperativacao do sistema nervoso levando a um aumento do tbnus vasomotor simpatico e a
hipertensdo™**>1.

Nosso laboratério tem como foco entender como e quando o estresse oxidativo inicia
apos insultos nutricionais (tais como desnutricdo proteica ou obesidade), na busca de
ferramentas terapéuticas para frear ou inibir a progressdo do estresse oxidativo em tecidos
chaves no controle cardiovascular. Dados recentes do nosso grupo de pesquisa em conjunto
com dados de outro laboratério de nosso centro, mostraram que um insulto nutricional induz a
um elevado estresse oxidativo com reducdo de inumeras defesas antioxidantestanto no
coracdo como também no tronco encefélico de ratos machosadultos e que esse insulto
nutricional também esta associado & hipertensdo na vida adulta'’*®*?° Associado-se esses
dados comalguns outros, é tentador especular que os estrogénios podem atuar como uma
possivel ferramenta terapéutica para combater o estresse oxidativo induzido pelo insulto
nutricional.Dessa forma, o objetivo desta revisdo foi discutir oefeito neuroprotetor

dosestrogénios ecomo poderia atuar combatendo o estresse oxidativo.
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3. Reviséo de Literatura

Estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio- EROs), tais como anion superdxido ou radical hidroxila
podem causar a oxidacdo de lipidios de membrana, proteinas ou o0 DNA. Em condicdes
fisiologicas, os efeitos toxicos das ERO(s) podem ser prevenidos pela agdo de enzimas que
sequestram ou reduzem o potencial nocivo da ERO), tais como superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GSHPx ou GPx), e a catalase (CAT). Além das defesas
enzimaticas nossas células também contam com as defesas antioxidantes ndo enzimaticos,
onde a principal é a glutationa na sua forma reduzida (GSH)?:. Quando ocorre um
desequilibrio entre os elementos oxidantes e os elementos antioxidantes, predominando para a
maior concentracdo dos elementos oxidante,induzindo reacdes que causam danos estruturais
em organelas, como nas mitocondrias, ou em componentes celulares como: lipideos, proteinas
e/ou DNA, definimos esse estado como estresse oxidativo®.

O estresse oxidativo vem sendo associado a diversas patologias como, doencas
cardiovasculares e desordens neuroldgicas tais como Parkinson, Esclerose lateral amiotréfica
ou Alzheimer. O cérebro é um tecido que apresenta altavulnerabilidade ao estresse oxidativo
devido a varios fatores, tais como:

e Estima-se que, em condicdes basais, 20% do oxigénio consumido pelo organismo
sejamutilizado pelo cérebro principalmente devido a manutencdo da atividade elétrica
envolvida nos potenciais de a¢éo;

e Ampla distribuicdo de ions metalicos capazes de reagir com algumas ERO) e formar
radical hidroxila;

e Membranas celulares ricas em &cidos graxos poli-insaturados, potencial alvo para agentes
oxidantes;

e Producdo de peroxido de hidrogénio via enzimas responsaveis pela reciclagem de
monoaminas (e.g serotonina, norepinefrina e dopamina);

e Através da lise celular, com a liberacdo de aminoéacidos excitatérios (e.g. glutamato), os
quais elevam as concentragdes de ions de célcio (Ca®"), o que pode levar ao estresse
oxidativo e morte celular®’,

Por ser 0 cérebro um tecido suscetivel ao dano causado pelo estresse oxidativo, torna-
se uma importante estrutura para estudo da génese neural de diversas doengas, entre elas as

cardiovasculares. Em uma regido especifica do tronco encefélico, grupos de neurbnios
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destacam-se pela integracdo das respostas cardiovasculares via receptores aferentes (e.g.
barorreceptores e quimiorreceptores) e pelo controle do ténus simpatico, os quais tém seu
funcionamento alterado de acordo com o equilibrio oxidativo neste tecido??. Bellanti et al.
(2013) mostrou que o estrogénio tem um papel importante na regulacdo do equilibrio redox
pelo aumento da expressdo das enzimas antioxidantes e restaura a capacidade antioxidante

total em mulheres ap6s a reposicdo de estrogénios®*.

Efeito neuroprotetor do estrogeno

Em um estudo prospectivo de base populacional no Japéo, pesquisadores observaram
que mulheres que iniciavam a menopausa antes dos 40 anos de idade tinham maior risco de
serem acometidas por Acidente Vascular Cerebral (AVC)®. Nesse contexto,0 estradiol
(E2)pode desempenhar efeitos consideraveis,atuando como um agenteneuroprotetorpor
estimular efeitos antioxidantes (TABELA 1).De Marinis, et al (2013) demonstrou que o E2
exerce efeito protetor contra o peroxido de hidrogénio(H,O;), reduzindo a apoptose nas
celulas do neuroblastoma do hipocampo e aumentando a expressdo de neuroglobina (NGB)
em astrocitos corticais primarios. Induzindo protecdo contra o estresse oxidativo eliminando
ERO(s e controlando a inflamag&o.Corroborando com esse efeito protetor do E2, Patki et al.
(2013), em um estudo com hipocampo, em ratas com deficiéncia de E2 através da
ovariectomia (OVX), observou um aumento do estresse oxidativo, associado ao aumento da
pressdo arterial, comportamento de ansiedade, deficiéncia de aprendizagem e memoria. As
ratas OVX apresentaram nivel de estresse oxidativo,significativamente maior do que em
relacdo ao grupo controle (niveis normais de E2), avaliados pelos niveis de isoprostanos e
também de carbonilacdo. Na verificacdo da pressao arterial, verificaram aumento tanto na
pressdo sistélica como na diastélica o grupo OVX?'. Avaliando também o hipocampo de ratas
OVX, ondeduas semanas ap0s a ovariectomia foi injetado 2 puL de beta amil6ide 25-35 (A-
25-35), Bernal-Mondragon, et al. (2013) percebeuque o estresse oxidativo gerado pela
administracdo de A-B25-35 é suficiente para produzir um prejuizo olfativo, mas que esse
efeito pode ser evitado com a administracdo do E2 antes e depois da injecdo de A-p25-35
sugerindo uma utilizagdo do estradiol para o tratamento do Alzheimer.Os autores sugeriram
que o efeito protetor doestradiol ¢ mediado pela modulagdo positiva da bioenergética
mitocondrial do cérebro se tornando assim importante meio de tratamento para o Alzheimer®,

Estudos atuais tanto com humanos como com animais de experimentacdo, sugerem
que a incidéncia de Alzheimer duplica ou triplica quando mulheres chegam na menopausa em

comparagdo com homens da mesma idade. Dados prévios j& demonstraram que a
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suplementacdo com estrogénios tem efeito neuroprotetor e auxilia a manutengdo da memoria
e cognicdo. Entretanto o tratamento de reposicdo hormonal também apresenta um “lado
negro” onde estudos sugerem que uso prolongado de estrogénios pode causar cancer de
endométrio ou de mama. Para prevenir esse possivel efeito colateral alguns pesquisadores
estdotestando o0s possiveis efeitos neuroprotetor dos fitoestrogénios, como por exemplo a
genisteina que é um fitoestrogénio presente na soja”’. Evesenet al. (2013), em um estudocom
fémeas adultas avaliou o efeito da ovariectomizacdo e dos tratamentos com estradiol ou
genisteina em relacdo ao estresse oxidativo em todo o tecido cerebral (com excecdo do
cerebelo). Esses pesquisadores mostraram que tanto o tratamento com estradiol como o
tratamento com genisteina reduzem significativamente os niveis de estresse oxidativo quando
comparado ao grupo ovariectomizado, e essa reducdo do estresse oxidativo pode ser devido
ao aumento do estado total antioxidante ou pelo aumento de enzimas antioxidantes
especificas, como foi o caso do aumento da GPx observado nas fémeas tratadas com
genisteina®.

Em um outro estudo com fitoestrogénios, Castro, et al. (2012) submeteu ratas
ovariectomizadas a isquemia global cerebral (10 min) e avaliaram os efeitos do estradiol ou
do coumestrol (fitoestrogénio presente na soja, couve de Bruxelas ou no espinafre que tem
alta afinidade ao receptor do 17-b-estradiol) tanto em relacdo a morte celular como também a
atividade antioxidante. Os dados sugeriram que,tanto as ratas que receberam E2como as que
receberam coumestrol apresentavam neuroprotecdo ao insulto de isquemia global, e essa
protecdo ocorria mesmo se 0 E2 ou o coumestrol fossem administrado 1 hora antes ou 0, 3 ou
6 horas depois do insulto.Os autores concluiram que o coumestrol pode atuar como agente
neuroprotetor e sugeriram que sua a¢do possa ter sido poraumento da atividade antioxidante e
ou ativacdo de receptores de membrana que medeiam a neuroprotecdo pelo E2%°.Em um
estudo anterior, Rao et al (2011), testando o efeito protetor do E2 contra isquemia, tratou ratas
com E2 por duas semanas e observou um aumento na atividade da enzima antioxidante SOD1
em neurdnios corticais. Concluiram que o E2 reduz os danos induzidos pela isquemia e a
atividade da SOD1 é inversamente proporcional ao dano causado pela isquemia®.

Colaborando com esses estudos, Sandhir, et al. (2014) em um estudo com ratas
ovariectomizadasobservou,ap0s quatro semanas da cirurgia, uma reducdo significativa das
fungdes cognitivas, nos niveis de NADH, citocromo C redutase e o citocromo C oxidase, uma
relagdo redox reduzida de GSH/GSSG e uma diminuicdo significativa da atividade das
enzimas SOD e CAT no cérebro®. Pourganiji, et al. (2014), também avaliando os efeitos da

remogdo dos estrogénios utilizou animais controle, ovariectomizadas (OVX),
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estimuladascom lipopolissacarideo (LPS-controle), e ovariectomizadas estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS-OVX), avaliaram o estresse oxidativo quantificando o niveis de
lipoperoxidacédo e das concentracdes totais de tiol no hipocampo, verificaram que o0s animais
tratados com LPS e os animais OV X apresentavam concentracdes de MDA maior do que as
concentragOes dos animais controle, da mesma forma observaram que as concentragdes de tiol
total estavam mais reduzido no grupo tratado com LPS e no grupo OVX em relagéo aos
animais controle; sugerindo que o E2 induzia um papel protetor importante sobre os danos
oxidativos induzidos pelo LPS no hipocampo®®.

Em um estudo experimental com Parkinson, Misiak, et al. (2010) constataram que 0s
neurbnios mesencefalicos de machos sdo mais vulneraveis em relacdo aos neurénios de
fémeas ao 6-OHDA (6-hidroxidopamina), uma neurotoxina que destréi terminais
catecolaminérgicos utilizado em modelo experimental de doenca de Parkinson. Além disso, 0s
machos apresentaram de 1,5 a 2 vezes mais células apoptoticas e necrdticas do que as células
do sexo feminino; em adicdo a essas observagdes, 0s autores verificaram que as mitocondrias
do sexo masculino produziam mais EROs)do que, as mitocondrias do sexo feminino.Quando
0s autores trataram essa células com E2,ndo observaram maisdiferencasnos niveis de
ERO(s). Os autores concluiram que os mecanismos subjacentes a essa maior vulnerabilidade
de neurdnios do sexo masculino em relagdo ao feminino pode ser devido a niveis mais
elevados de ERO(s)que em conjunto com uma regulagéo diferenciada da transcri¢éo do gene
mitocondrial, podelevar a uma reducéo na atividade da cadeia respiratoria e aos baixos niveis
de ATP observados nosmachos em comparagdo com asfémeas®. Em outro estudo associado
ao Parkinson, Campos, et al. (2012), tratou com E2por 10 dias antes da inducéo do Parkinson
usando 6-OHDA e verificaram que o E2 impediu a perda de neurbnios dopaminérgicos
induzida pelo6-OHDA tanto na substancia negra como no corpo estriado, e provocou um
aumento dos niveis de proteina GDNF em ambas as areas. Concluindo que o E2 estimula o
GDNF, fator neurotréfico derivado de células da glia que promovem a sobrevivéncia e
diferenciacéo de neurénios dopaminérgicos em cultura®.

Harish et al. (2011) avaliando diversas regi6es do cérebros humanos demonstraramum
aumento nos niveis de GSH em diferentes regides do cérebro de mulheres (cértex frontal,
cerebelo, bulbo, substéncia negra e hipocampo), quando comparado aos homens de mesma
idade®®. Indo em acordo com esse estudo, entretanto avaliado em ratas, Martins et al. (2012),
observou que ratas com 5 ou 10 meses de idade ovariectomizadas apresentavam elevados

niveis de estresse oxidativo no estriado, cortex, hipocampo e cerebelo; e que quando as ratas
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ovariectomizadas eram tratadas com estradiol, os niveis de estresse oxidativo reduzia para
niveis iguais ou até inferior os valores controle®’.

Khaksari, et al.(2015) em um modelo de lesdo cerebral traumatica mostrou um
aumento significativo do edema encefalico ap6s a injuria, mas o tratamento com E2 atenuou
significativamente esse aumento do edema pds injaria. Em adicdo a esses efeitos, a lesdo
traumaética induziu reducdo do RNAm e proteico do receptor ERa no tecido cerebral, a0 passo
que o tratamento com E2 aumentou significativamente tanto os niveis do RNAm como dos
niveis proteicos do receptor ERa. Em relacdo aos niveis do receptor ERB, os autores
mostraram que a lesdo traumatica promovia uma reducdo nos niveis do RNAm, mas que o
tratamento com E2 recuperava os niveis do RNAm do receptor ER para niveis proximos aos
valores controle. Com isso, 0s autores concluiram que o tratamento com E2 estimulava a
expressdao dos ER em conjunto com os efeitos neuroprotetores do E2, sugerindo que a
expressdo génica participa dos efeitos protetores dos estrogénios®.

Regides rostro-ventro-lateral, nucleo do trato solitario e efeito dos estrogénios no controle
dessas areas

No hipotdlamo, uma érea especifica constituida por pequenos neurénios ¢ denominada
células parvocelulares, que se localizam nos nucleos paraventriculares (PVN), esses neurénios
parvocelulares se projetam para eminéncia mediana, tronco encefalico e coluna espinhal®®.
Nas células parvocelulares, os neurbnios pré-simpaticos projetam diretamente para a coluna
intermediolateral da medula espinhal onde nucleos pré-ganglionares simpaticos se concentram
ou se projetam indiretamente para a regido rostro-ventro-lateral (RVLM) do bulbo para
influenciar as vias simpaticas de saida do controle cardiovascular®.

O RVLM contém neurdnios vasomotores, que regulam de forma tonica e fasica o
tonus vasomotor”’. Semelhante a outros neurdnios, os canais de potassio controlam a
atividade de disparo dos neurdnios tanto parvocelulares como do RVLM***. Estudos tém
demonstrado que a corrente transiente para o exterior de potassio (1) desempenha um papel
importante no controle da excitabilidade da membrana e dos disparos dos neurénios do PVN-
RVLM e que contribuem para a remodelacdo excitacdo neuronal em condicOes
patolégicas****. Uma extensa rede neural, incluindo a regido rostro-ventro-lateral do bulbo,
nacleo do trato solitario (NTS) e hipotadlamo esta envolvido na geracdo, manutencdo e
regulagdo da atividade nervosa simpética*’. Consideravel evidéncias experimental sugerem
que o RVLM desempenha um papel crucial na geracdo do tébnus vasomotor simpatico, o qual

mantém a pressdo arterial de repouso. Dados anatémicos e eletrofisiolégico indicam que o
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tonus de saida vasomotor simpatico do RVLM é mediado através de projecoes bulbo-espinal
direto para o nucleo autondmico intermediolateral na medula espinal. Embora a ativagdo
RVLM aumente a pressdo basal, lesao bilateral ou inibi¢cdo do RVLM reduz a pressao arterial
para niveis que se assemelham as produzidas por transeccio medular®*®**’. Os
neurotransmissores associados a essas interagfes incluem, pelo menos, adrenalina e
glutamato45’47'48'49’5°’51.

O barorreflexo arterial € um mecanismo homeostatico fundamental que fornece um
feedback negativo rapido para amortecer as flutuacbes nos parametros cardiovasculares
induzidas por agressdes ambientais. Como parte do circuito do barorreflexo, os eferentes
simpéticos vasomotores da RVLM também s&o modulados por inputs do NTS***2. Neurdnios
glutamatérgicos decorrentes do NTS excita neurénios na medula caudal ventrolateral
(CVLM)®**. Por sua vez, os neurdnios GABAérgicos do CVLM inibem os neurdnios
simpaticos no RVLM, que se projetam para os neurbnios pré-ganglionares simpaticos e

55,56,57

oferecem a maior unidade vasomotora de tbnus simpético Impulsionada por

barorreceptores excitatorio dos nervos aferentes, o NTS normalmente fornece uma poderosa
influéncia tonica inibitdria no tdnus vasomotor simpatico e pressao arterial®>*’,

Estudos avaliando o efeito dos estrogénios nessas regides importantes para o controle
da pressao arterial e do tonus simpaticos mostraram que o RVLM e o tronco encefalico sdo
controlados pelos estimulos génicos ou ndo génicos dos estrogénios. Isto por que, usando
técnicas de estudos com imuno-histoquimica e hibridizacdo in situ, ja foi determinado que
dentro do tronco encefalico, tanto o RNAm dos receptores ER*® como proteinas®®**® sao
expressos em neurénios do RVLM, tornando esta regido um forte candidato para sofrer as
acles regulatérias dos estrogénios no controle cardiovascular central. Em ratas
ovariectomizadas tratadas com E2, mas ndo em ratos machos a injecdo periférica de E2
diminui o tdnus simpatico e a pressao arterial sistolica (SAP). Sendo que esses efeitos sao
antagonizados por injecdo central de antagonista seletivos dos ER®“®2. Wang e He (2002)
estudando os efeitos do E2 na atividade elétrica dos neurdnios do RVLM e avaliando a
pressdo arterial, frequéncia cardiaca e descarga espontanea desses neurénios observaram que
a injecdo intracarotidea de E2 diminuiu a taxa de disparo dos neurdnios do RVLM, sem
alteracdo na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca. No entanto, o pré-tratamento com L-
NAME, um inibidor de oxido nitrico (NO) sintase, atenuou significativamente o efeito
inibitério de E2. Além disso, o doador de NO (3-morpholinosydnonimine -SIN-1)

potencializou o efeito de E2. Estes resultados sugerem que E2 podem inibir a atividade
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elétrica espontanea dos neurbénios do RVLM, mediado pela ativacdo da NOS com o produto
resultante da liberagdo de NO por meio de agdes ndo gendmicos®.

Shih (2010) mostrou um ativo papel do receptor-ERB no RVLM na regulagdo
cardiovascular. Este autor mostrou que tanto o E2 como o agonista do receptor-ERf
diminuem a SAP e 0s componentes vasomotores de espectro da SAP de forma dose-
dependente, enquanto agonista do receptor-ERa. ndo altera esses parametros hemodinamicos.
Este autor ainda mostrou que os efeitos depressivos cardiovasculares do ER no RVLM
dependem da estimulagdo da iNOSe da producéo de 6xido nitrico (NO)®*. Corroborando esses
dados de Shih, posteriormente Wu et al. (2012) testando a hipoOtese de que a ativacdo do
receptor-ERp no RVLM participa na regulacao das fungdes cardiovasculares através de
mecanismos nao gendmicos, mostrou que o E2 no RVLM evoca efeitos vasopressoras atraves
da ativagdo de ERp, mas ndo ERa, pela ativacdo da cascata de sinalizagdo intracelular da
proteinas PI3K e Akt®™.

Em adicdo a esses efeitos dos estrogénios, estudos mostram que niveis de estrogénios
regulam a transcricdo de Kv4.2 ou Kv4.3 em varios tecidos, tais como o cora¢do.Kv4.2 ou
Kv4.3 sdo canais de potassio voltagem-dependentes que controlam corrente transiente para o
exterior de potassio (1a)%°. Segundo Stern et al. (2003) os receptores de estradiol,
especialmente o receptor ERf, ¢ substancialmente expresso nos neurénios PVN-RVLM,
sugerindo papéis especificos de E2 nos neurdnios PVN-RVLM®'. Corroborando com esses
dados prévios, Lee et al. (2013), mostraram que o E2 significativamente regula negativamente
a expressdo de RNAm de Kv4.2, mas ndo a de Kv4.3 no RVLM, diminuindo e regulando
assim a densidade da corrente 1,°%.

Poucos artigos associam os efeitos dos estrogénios para combater o estresse oxidativo
nas regides do tronco encefélico, especificamente no NTS. Se procurado no pubmed
utilizando os descritores “NTS and estradiol or estrogens and oxidative stress or ROS” até 0
presente momento ndo tem nenhuma publicacdo vinculada. J& em relacdo ao RVLM,
utilizando também esses descritores e alguns dos critérios, apenas 3 artigos foram
encontrados, sendo que 2 desses artigos foram publicados antes de 2010 e sdo do mesmo
grupo de pesquisa. Apesar de ndo estar dentro da janela temporal que utilizamos ainda assim,
apresentaremos para podermos ter mais base para discussao.

Dados da literatura, mostraram que os neurénios do RVLM estdo sob a influéncia das
ERO(s) e que niveiselevados de ERO(s) podem promover aumento da atividade simpatica e
consequentemente inducéo de hipertensdo® ™. Wang et al. (2008)avaliandoa diferenca de

sexo em relacdo ao risco de doencas cardiovasculares, verificao que no RVLM de fémeas
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existe uma maior expressdo dos receptores AT1 (receptor de angiotensina IlI), uma menor
expressdo de p47 phox (subunidade catalitica da NADPH oxidase, responsavel pela formacao
de anion superoxido) e que em neurdnios de fémeas a corrente de célcio via canal de célcio
tipo-L era maior do que nos neurénios dos machos; com isso os autores concluiram que
apesar de no RVLM de fémeas expressar mais AT1, em contrapartida a expressdo de p47phox
era bem reduzida e que elevados niveis de angiotensina Il regulava o fluxo de célcio de forma
distinta entre os sexos’*. Posteriormente,Pierce et al (2009), também estudando a distribuicao
dos receptores AT1 e da p47phox nos neurdnios adrenérgicos do RVLM, verificou uma
distribuicdo diferenciada entre machos e fémeas em relagdo aos niveis de AT1 e p47phox,
onde fémeas apresentavam significativamente mais AT1 na membrana e significativamente
menos p47phox tanto na membrana quanto no citosol, sugerindo que essa diferenca poderia
refletir na capacidade de produzir EROs)".

Interessantemente,Subramanian et al. (2011),conduzindo um estudo com ratas intactas
(com niveis normais de E2) e tratamento de E2 mostrou que o tratamento crénico por 90 dias
com E2induz aumento da pressdo arterial sistdlica, diastdlica, da frequéncia cardiaca,
acompanhado como o aumento na producdo de anion superéxidono RVLM.Vale chamar a
atencdo que esse estudo difere de todos os outros por que foi o Unico conduzido em ratas
intactas, ou seja,ratas que apresentavam concentracbes de E2 normais. Dessa forma, o
tratamento adicional elevou em 37,5% os niveis normais de E2, podendo ser devido a esse

nivel elevado de E2 os efeitos contraditorios’.

4. RESULTADOS
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ABSTRACT

Many studies have shown that maternal low-protein diet increases the susceptibility to
develop several diseases, such as hypertension. Although, some studies suggested that female
has lower incidence of hypertension even after nutritional insults. The studies indicate that
females are less susceptible to cardiovascular disease mainly due to the female’s hormone. In
the present study we investigated whether maternal low-protein diet administered during the
brain developmental period can induce oxidative stress in short-term (22 days of life) and
long-term (122 days of life) in the female brainstem. Wistar offspring were divided into four
groups according to their mothers’ diets and insult effect: control short-term (NP-22D, 17 %
of protein), low-protein short-term (LP-22D, 8 % of protein); control long-term (NP-122D, 17
% of protein), low-protein long-term (LP-122D, 8 % of protein). After weaning the animals
received commercial chow until sacrifice. Related to the short-term effect of nutritional insult
we observer an increase in oxidative stress biomarker in LP-22D (lipid peroxidation and
protein oxidation), without significant difference in lipid peroxidation but decreased in protein
oxidation in LP-122D when compare with their respective controls. In addition, the LP-22D
group had a decrease in CAT activity (49.6%) when compared to NP-22D group, with no
differences in additional enzymes. In LP-122D we observe a significant increase in GST
activity (34.7%). In addition to enzymatic defense, when we evaluate non-enzymatic defense,
we observe in LP-22D a significant decrease in GSH and GSH/GSSG ratio (45% and 48%)
when compared to NP-22D, however no difference was observe in LP-122D compared to NP-
122D. Additionally the global oxy-score indicates predominance of oxidative damage only in
LP-22D. In conclusion, our data suggest that after nutritional insult during development,
brainstem from female at reproductive age is more resilient to oxidative stress than female

after weaning.

Key Words: Female rats; Oxidative Balance; Protein Undernutrition, Brainstem
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INTRODUCTION

Studies suggest that more than 50% of hypertension begins in the brainstem nucleus,
specifically in the rostral ventrolateral medulla, where an increase in reactive oxygen species-
ROS generation associated to oxidative stress, contributes to neurogenic hypertension[1-6].
Recently, studies with rats at 30- and 90-days old that had received a low-protein (LP) diet
during gestation and lactation showed higher sympatho-excitatory responses to peripheral
chemoreceptor stimulation and an increase in arterial blood pressure in association with a
higher cardiovascular sympathetic tone[7-9] Given that central oxidative stress might lead to
cardiovascular diseases originating in the central nervous system, our group, using the same
experimental treatment, evaluated the oxidative stress parameters in the brainstem of male rats
at 100 days of age. We observe an induction of an expressive oxidative stress in combination
with a marked decrease in antioxidant defense [10].

According data from American Heart Association a higher percentage of men than
women have high blood pressure until age 45. An age between 45-64, the percentage of men
and women is similar; after that a much higher percentage of women than men have high
blood pressure [11]. Some studies suggest that this reversal in the values after age 64 is due to
the decline in women’s hormones (i.c menopause effect) [12-14]. Corroborating with the idea
that female are more protected, several studies had shown that the presence of female
hormones decreases the risk of several diseases [15-20]. Some studies with ovariectomized
females, showed an increase in the arterial blood pressure, whilst those who received estrogen
replacement therapy had a decrease in the arterial blood pressure[17, 21-23]. Patki et al.
(2013) using ovariectomized female rats showed an increase in oxidative stress in
hippocampus in association with increase in blood pressure [24]. In another study, Campos et
al. suggested that low doses of estrogen induce cardioprotection by reduced blood pressure
variability and increase nitric oxide disponibility[25].

Beside the possible neuroprotective effect of sex hormones, the association to estradiol
level and maternal-protein restriction in the brainstem is not totally understood. Therefore,
the present study was carried out to evaluate the effects of perinatal protein restriction at short

and long term in the brainstem females.

MATERIAL AND METHODS
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Animals and diet

Female rats at 70 d were mated (two females for one male) and on the first day of
pregnancy, determined through the spermatozoa presence in a vaginal smear, they were
divided into two groups in accord to dietary manipulations. Mothers were fed with diets,
based on 17% casein (normo-protein) or 8% casein (low-protein), both with the same
energetic value as previously described by Ferreira et al. [10]. One day (24h) after birth, the
litters were standardized to nine pups per dam. The dams were divided in accordance to the
experimental groups: control short-term (NP-22D, 17 % of protein), low-protein short-term
(LP-22D, 8 % of protein); control long-term (NP-122D, 17 % of protein), low-protein long-
term (LP-122D, 8 % of protein). This age was chosen because 22 days of age the rats showed
low levels of estradiol compared to female at 122 days of age [26]. The litters were
maintained on their respective diets until weaning (21 d of age) and the late effect groups start
to receive laboratory chow (Labina; Purina Agriband) until tissue collection at 122 days of
age. This study was approved by animal care committee from the Biological Sciences Center
of the Federal University of Pernambuco (UFPE, protocol: 23076.017806/2014-62), in
accordance with the recommendations of the NIH-Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals.

Tissue preparation

At 22 or 122 days of age, the animals were killed by decapitation and in less than 1
min their brainstems were removed and placed in a cold extraction buffer (50 mM-Tris base,
pH 7-4; 1 mM-EDTA; 2 mM-phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM-sodium
orthovanadate). The homogenates were centrifuged at 4 °C, 4000 rpm for 10 min and the
protein content of the homogenates was determined with the Bradford protein assay[27]. Each

experimental condition was carryout with 300 pg of total protein.

Lipid peroxidation evaluation

The lipid peroxidation was evaluated using a reaction with thiobarbituric acid.
Quantification was performed in accordance to Buege & Aust[28]. Briefly, equal amounts of
30% TCA (w/v) and 3 mM of Tris-HCI buffer were added to the sample. After centrifugation,
2500g for 10 min, the supernatant was mixed with thiobarbituric acid and boiled at 100°C for

15 min. The pink pigment yielded was measured at 535 nm.

Carbonyl content
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The protein oxidation was performed as described in Levine et al.,[29] The samples
were centrifuged with 30% TCA (w/v) for 15 min at 4000 rpm. To the pellet was added 10
mM-2-4 dinitrophenylhydrazine (DNPH) and then incubated in a dark room for 1 hour with
agitation each 15 min. A new centrifugation followed by the addition of 6 M-Guanidine
hydrochloride and 30 min at RT incubation was performed and then the samples were

measured at 370 nm.

Superoxide Dismutase activity (SOD)

The SOD activity was evaluated through the inhibition of epinephrine auto-oxidation
method. Briefly, in a reaction mix content 50 mM-carbonate buffer (pH 10-2), 5 mM-EDTA
and 300 ug of proteinwas incubated at 37°C for 45 minutes, added 15 mM of epinephrine and
the enzymatic kinetics was analyzed during 2 min at 480 nmas previously described by Misra

& Fridovich[30].

Catalase Activity (CAT)

CAT activity was performed as previously described by Aebi[31], where the
decomposition of H,O, is enzymatic kinetics was analyzed for 3 min at 240 nm. The assay
contained 50 mM-phosphate buffer (pH 7-0 at 37°C), 300 mM-H,0, and sample.

Glutathione-S-Transferase activity (GST)

The GST activity was carried out in accord to Habig et al.,[32]. The assay consisted of
an 100 mM-phosphate buffer (pH 6-5), 1 mM-EDTA, sample, and it was activated by the
addition of 60 mM-GSH and 30 mM-CDNB. The changes in absorbance were enzymatic

kinetics was analyzed for 1 minute at 340 nm.

Glutathione Peroxidase (GPx)

GPx activity was performed as previously published[33]. Briefly, 300 ug of protein
was added to 50 mM-phosphate buffer (pH 7.0) containing 5 mM-EDTA; 0.28 mM-NADPH,;
3.75 mM-sodium azide; 5 mM-GSH and 16U glutathione reductase from Sigma (St. Louis,
MO). The reaction was initiated with 2.2 mM-H,0,, and the oxidation of NADPH was
followed at 340 nm absorbance for 4 min. One unit of GPx was defined as the amount of

protein required to oxidize 1 pumol-NADPH per minute, based on its molecular absorbance.

Glutathione Levels (GSH and GSSG)
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The reduced glutathione levels (GSH) were evaluated as previously described by
Hissin and Hilf[34]. To the samples were added 100 mM-phosphate buffer (pH= 8:0) and
5mM-EDTA followed by 15 min of incubation with O-Phthalaldehyde (OPT) (1mg/ml) at
RT. To measure oxidized glutathione (GSSG) the sample were incubated in RT with 0.04 M
NEM during 30 min. After the incubation were add 0.1 M-NaOH buffer plus OPT (1mg/ml)
for 15 min at RT. The samples were measured at 350 nmand 420 nm, excitation and emission

respectively and compared with a known standard GSH and GSSG curve.

Calculation of a global score of oxidative status (oxy-score)

The biomarkers of oxidative status were used to calculate the oxy-score
indexaccording toRodriguez-Rodriguez et al (2015) andRuiz-Hurtado et al (2014) following
some criteria:
1-Analysis of the normality of the different biomarkers through the Kolmogorov— Smirnov
test;
2-Normalization of those parameters that did not show normal distribution;
3-Calculation of oxy-score based on the partial indexes (OXY and ANTIOX), according to
the following equations:
oxy-score = (ANTIOX-OXY)

OXY=standarized values of lipid peroxidation and carbonyl content (biomarker of oxidative
damage);
ANTIOX=sum of SOD, CAT, GST, GPx, GSH (standardized antioxidant biomarkers).

Based on this calculation, a positive oxy-score indicates prevalence of antioxidant
capacity and a negative oxy-score indicates predominance of oxidative damage[35, 36].

Determination of Estradiol

At 20, 30 and122 days of age, offspring from both groups were anaesthetized with
ketamine (80mg/kg) and xylazine (10mg/kg), and blood samples were collected. Estradiol
concentration was assessed by an enzyme immunoassay kit (Estradiol ELISA; Interkit; Brazil)

according to manufacturer’s instructions. Estradiol was expressed as picograms per milliliter.

Statistical analysis
Results were expressed as the mean = the standard error of the mean (SEM). The tests
of significance were recommended based on the results of the tests of normality

(Kolmogorov-Smirnov test). Once the normality proved, the unpaired Student’s t-test was
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used on the parametric data to assess the differences between groups. Comparisons were
considered statistically significant at P < 0.05 and statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 5.0® software (GraphPad Software Inc., v.5, La Jolla, CA, USA), and

differences were considered significant at p < 0.05.

RESULTS
Lipid peroxidation and protein oxidation

We observed an increase in lipid peroxidation in LP-22D (NP: 21.8 + 6.5, n=11, LP:
64.5+ 14.1 nmol/mg of protein, n=9, p<0.01, 196%). Regarding protein oxidation, we also
observe a significant increase in LP-22D (NP: 14.9 + 4.4, n=11, LP: 42.0 £ 9.0nmol/mg of
protein, n=5, p<0.01, 182.7%). In other hand, in LP-122D lipid peroxidation did not differ
from NP group (NP: 8.9 + 1.7, n=6; LP: 5.8 = 1.3nmol/mg of protein, n=9), nevertheless in
protein oxidation we observe a significant decrease(NP:2.8 + 0.4, n=5; LP: 1.8 + 0.1nmol/mg
of protein, n=8, p<0.05)(figure 1 A-D).
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Figure 1.Oxidative stress biomarkers.Quantification in brainstem from 22 and 122 days-old female rats that
received a low-protein diet during perinatal period. A) Malondialdehyde levels (MDA) 22 days, B)
Malondialdehyde levels (MDA) 122 days, C) Carbonyl content 22 days and D) Carbonyl content 122 days.
Values are means £ SEM. * p <0.05 and **p <0.01.

Antioxidant enzymatic system

After the analysis of oxidative stress biomarkers, the enzymatic antioxidant capacity
was evaluated in both ages. At 22 days of age, no significant difference was detected in SOD
activity (NP: 9.3 + 1.3, n=11; LP: 11.4 £ 1.8 U/mg of protein, n=11), however in catalase
activity showed a decrease in LP-22D (NP: 3.3 £ 0.6, n=10; LP: 1.6 + 0.3 U/mg of protein,
n=11, p<0.05, 49.6%). Related to GPx and GST we did not observe difference between
groups in both enzyme (GPx= NP: 6.1 + 2.2, n=7; LP: 6.2 £ 1.7 U/ mg of protein, n=6,
p>0.05; GST= NP: 32.5 £3.6 n=6; LP: 27.0 £ 6.6 U/ mg of protein, n=7, p>0.05). In females
with 122 days of age we did not observe significant difference in SOD, CAT and GPx
(SOD=NP: 1.3 £0.2, n=6; LP: 0.9 £ 0.1 U/mg of protein, n=8; CAT=NP:1.7 + 0.2, n=6; LP:
1.4 £ 0.2 U/mg of protein, n=9; GPx=NP: 1.0+ 0.2, n=6; LP: 1.2+ 0.3 U/mg of protein, n=8).
However, in GST we observe a significant increase in LP group (NP:24.2 + 2.6, n=6; LP:
32.6 £2.4 U/ mg of protein, n=9, p<0.05, 34.7%) (figure 2 A-H).
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Figure 2.Enzymatic antioxidant defense.Analyzed in brainstem from 22 and 122 days-old female rats that
received a low-protein diet during perinatal period. A) Superoxide dismutase-SOD 22 days, B) Superoxide
dismutase-SOD 122 days, C) catalase-CAT 22 days, D) catalase-CAT 122 days, E) glutathione peroxidase-GPx

22 days, F) glutathione peroxidase-GPx 122 days, G) glutathione-S-transferase-GST 22 days and H) glutathione-
S-transferase-GST 122 days. Values are means + SEM. * p < 0.05.

Non-enzymatic antioxidant system — Glutathione Redox

Reduced glutathione (GSH) is the main intracellular antioxidant thiol in most brain
regions. Related to nutritional effect, in 22Dwe observed a marked reduction in GSH levels
without difference in GSSG levels (GSH=NP: 12.8 + 1.3, n=5; LP: 7.0 + 1.2uM/mg of
protein, n=6, p<0.01, 45.3%; GSSG=NP:11.3 £ 1.7, n=6; LP: 10.6 £ 2.0uM/mg of protein,
n=6). With the decrease in GSH, we observe a significant decrease in GSH/GSSG ratio in LP
from female with 22D(GSH/GSSG ratio= NP: 1.29 = 0.06, n=6; LP: 0.67 + 0.11, n=7,
p<0.001, 48.06%). However in 122D we did not observe a significant alteration neither in
GSH nor in GSSG (GSH NP: 42.8 + 10.5uM/mg of protein, n=5; LP: 50.0 = 11.7uM/mg of
protein, n=5; GSSG NP:5.3 £ 0.7uM/mg of protein, n=5; LP: 8.1 £ 2.2uM/mg of protein,
n=6) (figure 3 A-F).
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Figure 3.Non-enzymatic antioxidant defense.Analyzed in brainstem from 22 and 122 days-old female rats that

received a low-protein diet during perinatal period. A) reduced glutathione-GSH 22 days, B) reduced
glutathione-GSH 122 days, C) oxidized glutathione-GSSG 22 days, D) oxidized glutathione-GSSG 122 days, E)
Redox state, 22 days and F) Redox state, 122 days. Values are means + SEM. ** p < 0.01 and *** p < 0.001.

Oxi-score

At the age of 22D of age we observe a marked oxy-score negative in low-protein diet
groups (NP: 104.5+ 6.5, n=8; LP: -61.9 + 16.9 allu, n=8, p<0.001), while at 122D we did not
observed significant any difference (NP: 226.4 £ 7.1, n=8; LP: 244.6 + 8.3 alJu, n=8 (figure

4).
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Figure 4.Global oxy-score.Analyzed in brainstem from 22 and 122 days-old female rats that received a low-
protein diet during perinatal period.A) Oxy-score in 22 days, B) Oxy-score in 122 days of age. Values are means
+ SEM. *** p < 0.001.

Dosage estradiol

With respect toconcentrations of estradiolwe observed that there wasan increase in
thenormo-protein groupafter 20Dcomparedwith thenormo-protein groupafter 30D (NP 20D:
156.9 £24;NP 30D: 260.0 £ 13.6 pg/mL,n=4), and at 120D ofage (NP 20D: 156.9 + 24;NP
120D: 282.0 #+19.0 pg/mL ,n=4). It was also seenthat thelow-protein diet did
notinfluenceestradiol levelsina group of animalsat 120D of age (NP:282.0 +19.0,n=4; LP:
308.0 £ 20.1,n=4) (figure 5).
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Figure 5.Dosage estradiol. Analyzed in blood from 20, 30, 120 days-old normo-proteinand 120 days-old low-
protein female rats that received at diet during perinatal period. Values are means + SEM. * p < 0.05.

DISCUSSION
To our knowledge there have been no published studies examining effects of low-protein

diet during developmental period on the brainstem of female rats from two different ages to
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assess possible effect of estrogens to strengthen antioxidant defense. Our results indicated that
in the age were there is low concentration of estrogens low-protein diet during development
induces a detrimental effect on oxidative status in the brainstem, additionally we also observe
that in reproductive age low-protein diet did not induce a marked alteration on antioxidant
defense. To the best of our knowledge the majority of the studies associating the negative
effects of low-protein diet during development are conducted in male rats, our data suggest
that possible due to estrogens female are more resilient to oxidative stress induced by
malnutrition at developmental age.

A possible reason for the increased levels of oxidative stress in our group with 22 days
of age is that ate this age females has low levels of estrogens, this may be a correct hypothesis
since previous studies have shown that females with 21 days of age submitted to nutritional
restriction shows lower levels of estrogens [35]. Corroborating with our results and
Rodriguez-Rodriguez’s study, Ojeda et al. (2007) showed that estrogen protects against
hypertension in postpubertal female that suffer growth restriction[15]. Additionally, previous
studies demonstrated that male offsprings from dams that was submitted to nutritional insult
during development are more susceptible to develop hypertension than females
offsprings[37].

According to previous studies, increases in oxidative stress due to a decrease in
antioxidant defense contribute to neurogenic hypertension [38, 39]. Previous data from our
laboratory have demonstrated that in the adult male brainstem, the maternal low-protein diet
induces a significant increase in oxidative stress associated to reduction in the antioxidant
defense[10]. The key mechanism responsible to induction of oxidative stress is the increased
levels of ROS production, according to Demarest et al (2015) brain’s mitochondria from the
female rats produces significant less ROS than mitochondria from the male[40]. Together, our
and literature data suggest that protein malnutrition induces higher susceptibility to oxidative
stress in the brainstem in individual that has low estrogens concentration.

Related to antioxidant enzymes, our data showed no difference in SOD activity and
decreases in CAT activity in female with 22 days of age and no difference in 122 days of age
in both enzymes. Cardoso et al. showed that increased levels of CAT atbrain’s fourth
ventricule are capable to detoxify hydrogen peroxide [41] . Our data at 122 days of age
corroborates with Rodriguez-Rodriguez et al. (2015), that showed in plasma from 6-month-
old female offsprings from dams exposed to maternal undernutrition during pregnancy no
difference in SOD and CAT activity. However in 21 days old, our results disagree to the

Rodriguez-Rodriguez in plasmatic activity of SOD and CAT. These discrepancies may be due
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to tissue (plasma vs. brainstem), experimental model (11 days with 50% of daily intake vs.
diet with 8% of protein) or timing (only 11 days during gestation period vs. 21 days of
gestation plus 21 days during lactation periods). Reinforcing the importance of estrogens at
the SOD and CAT activity in brain, Sandhir et al. (2014) showed that withdraw of estrogens
induce a marked decrease in SOD and CAT activity in brain, with additional detrimental
effect on GSH/GSSG ratio[42].

Additionally to the effects on SOD and CAT activity, our results demonstrate that
GST in 122 days was the only enzyme related to glutathione system increased.GST belongs to
a multi-functional family of proteins involved in cellular detoxification process and has GSH
as co-factor, promoting the combination of GSH with endogenous or exogenous products that
induce oxidative damage, such as hydroxyl radicals cytotoxic, peroxides of membrane lipids
and products oxidative degradation of DNA and xenobiotics, avoiding the deleterious effects
of these compounds[43-44]. Our data suggest that in female with higher concentration of
estrogens GST is positively modulates even in an experimental group that was submitted to
nutritional deprivation during development. Corroborating with our suggestion Ferreira et al
(2015) and Adebayo et al (2014) showed that in male rats that was submitted to nutritional
restriction a decrease in GST activity [10, 45].

The redox status is totally dependent of the GSH / GSSG ration. Our results
demonstrated that in LP with 22 days of age there is distinct reduction in this ratio, but no
difference in LP from 122 days of age. These results are corroborating with Harish et al.
(2011), where they shows that in human female brain’s region (i.e frontal cortex, cerebellum,
bulb, substantia nigra and hippocampus) there is an increase in GSH levels [45]. Additionaly
to redox status, we have conducted the evaluation of global oxy-score, where take in
consideration all bio.Additionaly to redox status, we have conducted the evaluation of global
oxy-score, where take in consideration all biomarkers of oxidative damage and antioxidant
capacity;our data showed clearly that in LP group from 22 days of age there is a remarkable
detrimental effect induced by nutritional restriction, nevertheless in LP group from 122 days
of age we observe an inverse effect, suggesting that at this age, estrogen confer more
resistance to the oxidative damage induced by protein deficiency during development.

Taken in together, our data suggest that after nutritional insult during critical period of
development, brainstem from female at reproductive age is more resilient to oxidative stress

than female after weaning.
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5. CONCLUSOES

Os efeitos dos estrogénios contra diversos tipos de lesdes sdo ainda uma grande fonte
de estudos e discussOes, entretanto os efeitos, aparentemente, estdo associados a dose
administrada, duracdo do tratamento e ao periodo em que foi iniciado o tratamento. Inimeros
relatos postulam que os estrogénios parece atuar como antioxidante, entretanto alguns estudos
mostram que a terapia de reposi¢do hormonal falha ou ainda induz cancer em alguns 6érgaos.
Por isso, mais estudos, tanto com estradiol como com fitoestrogénios, sdo importantes para
ampliar o conhecimento sobre os efeitos protetores dos estrogénios em regides cerebrais e
também em tecidos periféricos.

Apesar disso, € tentador especular que 0s estrogénios, principalmente o estradiol
confere as fémeas, no periodo fertil, uma maior protecdo contra diversos tipos de injarias do

que aos machos. E possivel que essa protecdo conferida pelos estrogénios constitua uma
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estratégia da natureza para manutencgdo e perpetuacdo das espécies, pois,é mais facil manter as

espécies se tivermos apenas 5 fémeas e 1 s6 macho do que o inverso.

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

Ryan KJ. Biochemistry of aromatase: significance to female reproductive physiology.
Cancer Res. 1982; 42 (Sup.8):3342-3344.

Nelson LE, Bulun SE. Estrogen production and action. J. Am. Acad. Dermatol. 2001,
45 (Sup.3):S116-124.

Friedlander AH, Jones LJ. The biology, medical management, and podiatric
implications of menopause. J Am Podiatr Med Assoc2002;92(8):437-43.

Mealey BL, Moritz AJ. Hormonal influences: effects of diabetes mellitus and
endogenous female sex steroid hormones on the periodontium. Periodontol
2000;32:59-81.

Mendelsohn ME, Karas RH. The protective effects of estrogen on the cardiovascular
system. N Engl J Med. 1999;340(23):1801-11.

Simoncini T, Hafezi-Moghadam A, Brazil DP, Ley K, Chin WW, Liao JK. Interaction
of oestrogen receptor with the regulatory subunit of phosphatidylinositol-3-OH kinase.
Nature. 2000;407(6803):538-41.

Filardo EJ, Thomas P. GPR30: a seven-transmembrane-spanning estrogen receptor
that triggers EGF release. Trends Endocrinol Metab. 2005;16(8):362-7.

Revankar CM, Cimino DF, Sklar LA, Arterburn JB, Prossnitz ER. A transmembrane
intracellular estrogen receptor mediates rapid cell signaling.
Science. 2005;307(5715):1625-30.

Mifflin SW. Arterial chemoreceptor input to nucleus tractus solitarius. Am J
Physiol 1992; 263(2 Pt 2):R368-75.

Ciriello J, Schultz CG, Roder S. Collateral axonal projections from ventrolateral
medullary non-catecholaminergic neurons to central nucleus of the amygdala. Brain
Res 1994; 663(2):346-51.

Machado BH, Mauad H, Chianca Junior DA, Haibara AS, Colombari E. Autonomic
processing of the cardiovascular reflexes in the nucleus tractus solitarii. Braz J Med
Biol Res 1997;30:533-543.

Colombari E, Menani JV, Talman WT. Commissural NTS contributes to pressor
responses to glutamate injected into the medial NTS of awake rats. Am J Physiol
1996;270:R1220-1225.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Friedlander%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12237264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12237264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12237264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mealey%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12756034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moritz%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12756034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=mealey%2C+moritz+2003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=mealey%2C+moritz+2003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendelsohn%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10362825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karas%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10362825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10362825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simoncini%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11029009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hafezi-Moghadam%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11029009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brazil%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11029009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ley%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11029009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chin%20WW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11029009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liao%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11029009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11029009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Filardo%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16125968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomas%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16125968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16125968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Revankar%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15705806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cimino%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15705806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sklar%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15705806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arterburn%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15705806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prossnitz%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15705806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15705806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mifflin%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1510176
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1510176
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1510176
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ciriello%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7874522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schultz%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7874522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roder%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7874522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7874522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7874522

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

35

Chan SH,Wu KL, Chang AY, Tai MH, Chan JY. Oxidative impairment of
mitochondrial electron transport chain complexes in rostral ventrolateral medulla
contributes to neurogenic hypertension. Hypertension 2009; 53(2):217-27.

Chan SH, Chan JY. Brain stem NOS and ROS in neural mechanisms of hypertension.
Antioxid Redox Signal 2014;20(1):146-63.

Kaludercic N, Deshwal S, Di Lisa F. Reactive oxygen species and redox
compartmentalization. Front Physiol 2014;5:285.

Rubattu S, Bianchi ~ F, Busceti CL,et al. Differential modulation  of
AMPK/PPARo/UCP2 axis in relation to hypertension and aging in the brain, kidneys
and heart of two closely related spontaneously hypertensive rat strains.
Oncotarget2015.

Nascimento L, Freitas CM, Silva-Filho R, et al.The effect of maternal low-protein diet
on the heart of adult offspring: role of mitochondria and oxidative stress. Appl Physiol
Nutr Metab. 2014;39(8):880-7.

de Brito Alves JL, Nogueira VO, de Oliveira GB, et al.Short- and long-term effects of
a maternal low-protein diet on ventilation, O,/CO, chemoreception and arterial blood
pressure in male rat offspring. Br J Nutr. 2014;111(4):606-15.

Ferreira DJ, Liu Y, Fernandes MP, Lagranha CJ. Perinatal low-protein diet alters
brainstem antioxidant metabolism in adult offspring. Nutr Neurosci. 2015;2.

Barros MA, De Brito Alves JL, Nogueira VO, Wanderley AG, Costa-Silva
JH.Maternal low-protein diet induces changes in the cardiovascular autonomic
modulation in male rat offspring. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2015;25(1):123-30.

Ferreira DJ, Lagranha CJ. Desequilibrio oxidative: um mecanismo bioguimico
associado a desordens cardiovasculares induzidas no inicio da vida. Neurobiologia
2013;76(1-2)

Chan SH, Tai MH, Li CY, Chan JY. Reduction in molecular synthesis or enzyme
activity of superoxide dismutases and catalase contributes to oxidative stress and
neurogenic hypertension in spontaneously hypertensive rats. Free Radic Biol Med
2006;40:2028-2039.

Bruce KD, Hanson MA. The developmental origins, mechanisms, and implications of
metabolic syndrome. J Nutr 2010;140:648-652.

Bellanti F, Matteo M, Rollo T, et al. Sex hormones modulate circulating antioxidant
enzymes: impact of estrogen therapy. Redox Biol 2013; 1:340-6.

Baba Y, Ishikawa S, Amagi Y, Kayaba K, Gotoh T, Kajii E. Premature menopause is
associated with increased risk of cerebral infarction in Japanese women.
Menopause 2010;17(3):506-10.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19114648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19114648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20AY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19114648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tai%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19114648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19114648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan+Samuel+H.H.+Chan%2C+Kay+L.H.+Wu%2C+Alice+Y.W.+Chang%2C+Ming-Hon+Tai+and+Julie+Y.H.+Rostral+Ventrolateral+Medulla+Contributes+to+Neurogenic+Hypertension
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23418728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23418728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23418728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaludercic%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25161621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deshwal%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25161621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Lisa%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25161621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25161621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rubattu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26023797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bianchi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26023797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Busceti%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26023797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26023797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24905448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Freitas%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24905448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva-Filho%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24905448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24905448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24905448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Brito%20Alves%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24059468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20VO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24059468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Oliveira%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24059468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24059468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26035485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26035485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandes%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26035485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lagranha%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26035485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26035485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barros%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25287449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Brito%20Alves%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25287449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20VO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25287449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wanderley%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25287449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa-Silva%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25287449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa-Silva%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25287449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25287449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bellanti%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24024169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matteo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24024169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rollo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24024169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24024169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baba%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20042893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishikawa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20042893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amagi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20042893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kayaba%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20042893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gotoh%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20042893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kajii%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20042893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20042893

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

36

De Marinis E, Acaz-Fonseca E, Arevalo MA, et al. 17B-Oestradiol anti-inflammatory

effects in primary astrocytes require oestrogen receptor 3-mediated neuroglobin up-
regulation. J Neuroendocrinol 2013;25:260-70.

Patki G, Allam FH, Atrooz F, et al. Grape powder intake prevents ovariectomy-
induced anxiety-like behavior, memory impairment and high blood pressure in female
Wistar rats. PLoS One 2013; 8(9):e74522.

Bernal-Mondragon C, Rivas-Arancibia S, Kendrick KM, Guevara-Guzman R.
Estradiol prevents olfactory dysfunction induced by A-p 25-35 injection in
hippocampus. BMC Neuroscience 2013; 14:104.

Evsen MS, Ozler A, Gocmez C, et al. Effects of estrogen, estrogen/progesterona
combination and genistein treatments on oxidant/antioxidant status in the brain of
ovariectomized rats. Medical and Pharmacological Sciences 2013; 17: 1869-1873.

Castro CC, Pagnussat AS, Orlandi L, et al. Coumestrol has neuroprotective effects
before and after global cerebral ischemia in female rats Brain Res 2012;1474:82-90.

Rao AK, Dietrich AK, Ziegler YS, Nardulli AM. 17p-Estradiol-mediated increase in
Cu/Zn superoxide dismutase expression in the brain: a mechanism to protect neurons
from ischemia. J Steroid Biochem Mol Biol 2011; 127:382-9.

Sandhir R, Sethi N, Aggarwal A, Khera A. Coenzyme Q10 treatment ameliorates
cognitive deficits by modulating mitochondrial functions in surgically induced
menopause. Neurochem Int.2014;74:16-23.

PourganjiM,Hosseini M, Soukhtanloo M,Zabihi H, Hadjzadeh, MA. Protective Role
of Endogenous Ovarian Hormones Against Learning and Memory Impairments and
Brain Tissues Oxidative Damage Induced by Lipopolysaccharid. Crescent Med J
2014; 16(3): €13954.

Misiak M, Beyer C, Arnold S. Gender-specific role of mitochondria in the
vulnerability of 6-hydroxydopamine-treated mesencephalic neurons. Biochim Biophys
Acta 2010;1797(6-7):1178-88.

Campos FL, Cristovdo AC, Rocha SM, Fonseca CP, Baltazar, G. GDNF contributes to
oestrogen-mediated  protection of midbrain  dopaminergic  neurones. J
Neuroendocrinol. 2012; 24(11):1386-97.

Harish G, Venkateshappa C, Mahadevan A, et al. Glutathione metabolism is
modulated by postmortem interval, gender difference and agonal state in postmortem
human brains. Neurochem Int 2011;59(7):1029-42.

Martins DB, Mazzanti CM, Franca RT, et al. 17- estradiol in the acetylcholinesterase
activity and lipid peroxidation in the brain and blood of ovariectomized adult and
middle-aged rats. Life Sci2012;90(9-10):351-9.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Marinis%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23190172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acaz-Fonseca%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23190172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arevalo%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23190172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=17+estradiol+anti-inflammatory+effects+in+primary+astrocytes+require
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patki%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24040270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allam%20FH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24040270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atrooz%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24040270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24040270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Canal%20Castro%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22824334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pagnussat%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22824334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orlandi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22824334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=castro%2C+2012+%2C+coumestrol
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandhir%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24780430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sethi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24780430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aggarwal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24780430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khera%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24780430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24780430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pourganji%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hosseini%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soukhtanloo%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zabihi%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hadjzadeh%20MA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Misiak%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20416276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beyer%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20416276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20416276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20416276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20416276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22672424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cristov%C3%A3o%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22672424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22672424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fonseca%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22672424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22672424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22672424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harish%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21945455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Venkateshappa%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21945455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahadevan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21945455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21945455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22227472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazzanti%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22227472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fran%C3%A7a%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22227472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22227472

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

37

Khaksari M, Hajializadeh Z, Shahrokhi N, Esmaeili-Mahani S. Changes in the gene
expression of estrogen receptors involved in the protective effect of estrogen in rat's
traumatic brain injury. Brain Res 2015; pii:S0006-8993(15)00403-5.

Swanson LW, Kuypers HG: The paraventricular nucleus of the hypothalamus:
cytoarchitectonic subdivisions and organization of projections to the pituitary, dorsal
vagal complex, and spinal cord as demonstrated by retrograde fluorescence double-
labeling methods. J Comp Neurol 1980, 194(3):555-570.

Pyner S, Coote JH: Identification of branching paraventricular neurons of the
hypothalamus that project to the rostroventrolateral medulla and spinal cord.
Neuroscience 2000, 100(3):549-556.

Dampney RA: Functional organization of central pathways regulating the
cardiovascular system. Physiol Rev 1994, 74(2):323-364.

Sonner PM, Stern JE: Functional role of A-type potassium currents in rat
presympathetic PVN neurones. J Physiol 2007, 582(Pt 3):1219-1238.

Chen QH, Toney GM: Excitability of paraventricular nucleus neurones that project to
the rostral ventrolateral medulla is regulated by smallconductance Ca2+ -activated K+
channels. J Physiol 2009, 587(Pt 17):4235-4247.

Sonner PM, Filosa JA, Stern JE: Diminished A-type potassium current and altered
firing properties in presympathetic PVN neurones in renovascular hypertensive rats. J
Physiol 2008, 586(6):1605-1622.

Granata AR , DA Ruggiero , Parque DH , Joh TH , Reis DJ . Area de tronco cerebral
com C1 neurdnios epinefrina medeia as respostas vasodepressores barorreflexo.Am J
Physiol1985;248(4 Pt 2): H547-67.

Ciriello J, Caverson MM, Polosa C. Function of the ventrolateral medulla in the
control of the circulation.Brain Res. 1986;396(4):359-91.

Minson JB, Chalmers JP, Caon AC, Renaud B. Separate areas of rat medulla
oblongata with populations of serotonin- and adrenaline-containing neurons alter
blood pressure after L-glutamate stimulation.J Auton Nerv Syst. 1987;19(1):39-50.

Morrison SF, Callaway J, Milner TA, Reis DJ.Glutamato no nucleo intermediolateral
Simpatico espinhal: localizacdo por microscopia éptica e eletronica.Brain Res. 1989;
503 (1): 5-15.

Morrison SF, Callaway J, Milner TA, Reis DJ. Rotral ventrolateral medulla: a source
of the glutamatergic innervation of the sympathetic intermediolateral nucleus.Brain
Res. 1991;562(1):126-35.

Bazil MK, Gordon FJ.Receptores NMDA Spinal mediar respostas pressoras evocadas
a partir da medula ventrolateral rostral. Am J Physiol 1991; 260 (1 Pt 2): H267-75.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khaksari%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26003937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hajializadeh%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26003937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shahrokhi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26003937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esmaeili-Mahani%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26003937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26003937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Granata%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3985177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruggiero%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3985177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3985177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joh%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3985177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reis%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3985177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3985177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3985177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ciriello%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3542115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caverson%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3542115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Polosa%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3542115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3542115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minson%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2885359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chalmers%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2885359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caon%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2885359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Renaud%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2885359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2885359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morrison%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2575434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Callaway%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2575434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Milner%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2575434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reis%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2575434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2575434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morrison%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1724740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Callaway%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1724740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Milner%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1724740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reis%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1724740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1724740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1724740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bazil%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1825153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gordon%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1825153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1825153

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

38

Allen AM, Adams TM, Guyenet PG. Role of the spinal cord in generating the 2- to 6-
Hz rhythm in rat sympathetic outflow. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 1993;
264: R938-R945.

Spyer KM. Annual review prize lecture. Central nervous mechanisms contributing to
cardiovascular control.J Physiol. 1994;474(1):1-19.

Gordon FJ. Aortic baroreceptor reflexes are mediated by NMDA receptors in caudal
ventrolateral medulla. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 252: R628-R633,
1987.

Guyenet PG, Filtz TM, and Donaldson SR. Role of excitatory amino acids in rat vagal
and sympathetic baroreflexes. Brain Res 407: 272-284, 1987.

Guyenet PG. Role of the ventral medulla oblongata in blood pressure regulation. In:
Central Regulation of Autonomic Functions, edited by Loewy AD and Spyer KM.
New York: Oxford Univ. Press, 1990, p. 145-167.

Blessing WW. The Lower Brainstem and Bodily Homeostasis. Oxford: Oxford Univ.
Press, 1997.

Schreihofer AM, Stornetta RL, and Guyenet PG. Regulation of sympathetic tone and
arterial pressure by rostral ventrolateral medulla after depletion of C1 cells in rat. J
Physiol 529: 221-236, 2000.

Shughrue PJ, Lane MV, Merchenthaler I: Comparative distribution of estrogen
receptor-alpha and -beta mRNA in the rat central nervous system. J Comp Neurol
1997, 388:507-525.

Shughrue PJ, Merchenthaler 1. Distribution of estrogen receptor beta
immunoreactivity in the rat central nervous system. J Comp Neurol 2001, 436:64-81.

Wang G, Drake CT, Rozenblit M, et al Evidence that estrogen directly and indirectly
modulates C1 adrenergic bulbospinal neurons in the rostral ventrolateral medulla.
Brain Res 2006, 1094:163-178.

Saleh TM, Connell BJ: Centrally mediated effect of 17betaestradiol on
parasympathetic tone in male rats. Am J Physiol 1999, 276:R474-R481.

Salen TM, Connell BJ: 17beta-estradiol modulates baroreflex sensitivity and
autonomic tone of female rats. J Auton Nerv Syst 2000, 80:148-161.

Wang S, He RR. Effects of intracarotid injection of 17beta-estradiol on electrical
activity of rostral ventrolateral medullary neurons in male rats. Sheng Li Xue
Bao. 2002;54(1):47-54.

Shih CD: Activation of estrogen receptor beta-dependent nitric oxide signaling
mediates the hypotensive effects of estrogen in the rostral ventrolateral medulla of
anesthetized rats. J Biomed Sci 2009, 16:60.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spyer%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8014887
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8014887
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11930241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11930241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11930241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11930241

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

39

Wu KLH, Chen CH, Shih CD. Nontranscriptional activation of PI3K/Akt signaling
mediates hypotensive effect following activation of estrogen receptor f in the rostral
ventrolateral medulla of rats. Journal of Biomedical Science 2012, 19;76: 1-12.

Saito T, Ciobotaru A, Bopassa JC, Toro L, Stefani E, Eghbali M: Estrogen contributes
to gender differences in mouse ventricular repolarization. Circ Res 2009, 105(4):343—
352.

Stern JE, Zhang W: Preautonomic neurons in the paraventricular nucleus of the
hypothalamus contain estrogen receptor beta. Brain Res 2003, 975(1-2):99-109.

Lee SK, Ryu PD, Lee SY. Estrogen replacement modulates voltage-gated potassium
channels in rat presympathetic paraventricular nucleus neurons. BMC Neuroscience
2013, 14;134:1-11.

Kishi T, Hirooka Y, Kimura Y, Ito K, Shimokawa H, Takeshita A. Increased reactive
oxygen species in rostral ventrolateral medulla contribute to neural mechanisms of
hypertension in stroke-prone spontaneously hypertensive rats. Circulation 109: 2357-
2362, 2004.

Oliveira-Sales EB, Dugaich AP, Carillo BA,et al. Oxidative stress contributes to
renovascular hypertension. Am J Hypertens 21: 98-104, 2008.

Wang G, Milner TA, Speth RC, et al. Sex differences in angiotensin signaling in
bulbospinal neurons in the rat rostral ventrolateral medulla. Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol 295: R1149 —R1157, 2008.

Pierce JP, Kievits J, Graustein, Speth RC, ladecola C, Milner TA. Sex differences in
the subcellular distribution of AT; receptor and NADPH oxidase subunits in the
dendrites of C1 neurons in the rat rostral ventrolateral medulla. Neuroscience 163(1):
329-338, 20009.

Subramanian M, Balasubramanian P, Garver H, et al. Chronic estradiol-17 exposure
increases superoxide production in the rostral ventrolateral medulla and causes
hypertension: reversal by resveratrol. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 300:
R1560-R1568, 2011.

REFERENCIAS — ARTIGO ORIGINAL

[1] Wang G, Anrather J, Huang J, Speth RC, Pickel VM, ladecola C. NADPH oxidase
contributes to angiotensin Il signaling in the nucleus tractus solitarius. J Neurosci.
2004;24:5516-24.

[2] Peterson JR, Sharma RV, Davisson RL. Reactive oxygen species in the neuropathogenesis
of hypertension. Curr Hypertens Rep. 2006;8:232-41.

[3] Chan SH, Chan JY. Brain stem NOS and ROS in neural mechanisms of hypertension.
Antioxid Redox Signal. 2013.

[4] Chan SH, Chan JY. Angiotensin-generated reactive oxygen species in brain and
pathogenesis of cardiovascular diseases. Antioxid Redox Signal. 2013;19:1074-84.



40

[5] Nishihara M, Hirooka Y, Matsukawa R, Kishi T, Sunagawa K. Oxidative stress in the
rostral ventrolateral medulla modulates excitatory and inhibitory inputs in spontaneously
hypertensive rats. J Hypertens. 2012;30:97-106.

[6] Marina N, Ang R, Machhada A, Kasymov V, Karagiannis A, Hosford PS, et al. Brainstem
Hypoxia Contributes to the Development of Hypertension in the Spontaneously Hypertensive
Rat. Hypertension. 2015.

[7] Barros MA, De Brito Alves JL, Nogueira VO, Wanderley AG, Costa-Silva JH. Maternal
low-protein diet induces changes in the cardiovascular autonomic modulation in male rat
offspring. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2015;25:123-30.

[8] de Brito Alves JL, Nogueira VO, Cavalcanti Neto MP, Leopoldino AM, Curti C,
Colombari DS, et al. Maternal protein restriction increases respiratory and sympathetic
activities and sensitizes peripheral chemoreflex in male rat offspring. J Nutr. 2015;145:907-
14.

[9] de Brito Alves JL, Nogueira VO, de Oliveira GB, da Silva GS, Wanderley AG, Leandro
CG, et al. Short- and long-term effects of a maternal low-protein diet on ventilation,
0O(2)/ICO(2) chemoreception and arterial blood pressure in male rat offspring. Br J Nutr.
2014;111:606-15.

[10] Ferreira DJ, Liu Y, Fernandes MP, Lagranha CJ. Perinatal low-protein diet alters
brainstem antioxidant metabolism in adult offspring. Nutr Neurosci. 2015.

[11] Go AS MD, Roger VL, Benjamin EJ, Berry JD, Borden WB, Bravata DM, Dai S, Ford
ES, Fox CS, Franco S, Fullerton HJ, Gillespie C, Hailpern SM, Heit JA, Howard VJ,
Huffman MD, Kissela BM, Kittner SJ, Lackland DT, Lichtman JH, Lisabeth LD, Magid D,
Marcus GM, Marelli A, Matchar DB, McGuire DK, Mohler ER, Moy CS, Mussolino ME,
Nichol G, Paynter NP, Schreiner PJ, Sorlie PD, Stein J, Turan TN, Virani SS, Wong ND,
Woo D, Turner MB. Heart disease and stroke statistics—2013 update: a report from the
American Heart Association. Circulation. 2013;127:e6-e245.

[12] Lisabeth L, Bushnell C. Stroke risk in women: the role of menopause and hormone
therapy. Lancet Neurol. 2012;11:82-91.

[13] Kim C, Cushman M, Khodneva Y, Lisabeth LD, Judd S, Kleindorfer DO, et al. Risk of
Incident Coronary Heart Disease Events in Men Compared to Women by Menopause Type
and Race. J Am Heart Assoc. 2015;4.

[14] Barrett-Connor E. Sex differences in coronary heart disease. Why are women so
superior? The 1995 Ancel Keys Lecture. Circulation. 1997;95:252-64.

[15] Ojeda NB, Grigore D, Robertson EB, Alexander BT. Estrogen protects against increased
blood pressure in postpubertal female growth restricted offspring. Hypertension.
2007;50:679-85.

[16] Oparil S, Miller AP. Gender and blood pressure. J Clin Hypertens (Greenwich).
2005;7:300-9.

[17] Reckelhoff JF. Gender differences in the regulation of blood pressure. Hypertension.
2001;37:1199-208.

[18] Simpkins JW, Dykens JA. Mitochondrial mechanisms of estrogen neuroprotection. Brain
Res Rev. 2008;57:421-30.

[19] McCarthy MM. Estradiol and the developing brain. Physiol Rev. 2008;88:91-124.

[20] Sandberg K, Ji H. Sex differences in primary hypertension. Biol Sex Differ. 2012;3:7.
[21] Hernandez I, Delgado JL, Diaz J, Quesada T, Teruel MJ, Llanos MC, et al. 17beta-
estradiol prevents oxidative stress and decreases blood pressure in ovariectomized rats. Am J
Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2000;279:R1599-605.

[22] Xue B, Zhang Z, Beltz TG, Guo F, Hay M, Johnson AK. Estrogen regulation of the brain
renin-angiotensin system in protection against angiotensin Il-induced sensitization of
hypertension. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2014;307:H191-8.



41

[23] Sasser JM, Brinson KN, Tipton AJ, Crislip GR, Sullivan JC. Blood pressure, sex, and
female sex hormones influence renal inner medullary nitric oxide synthase activity and
expression in spontaneously hypertensive rats. J Am Heart Assoc. 2015;4.

[24] Patki G, Allam FH, Atrooz F, Dao AT, Solanki N, Chugh G, et al. Grape powder intake
prevents ovariectomy-induced anxiety-like behavior, memory impairment and high blood
pressure in female Wistar rats. PLoS One. 2013;8:e74522.

[25] Campos C, Sartorio CL, Casali KR, Fernandes RO, Llesuy S, da Rosa Araujo AS, et al.
Low-dose estrogen is as effective as high-dose treatment in rats with postmenopausal
hypertension. J Cardiovasc Pharmacol. 2014;63:144-51.

[26] McCall AL, Han SJ, Millington WR, Baum MJ. Non-saturable transport of
[3H]oestradiol across the blood-brain barrier in female rats is reduced by neonatal serum. J
Reprod Fertil. 1981;61:103-8.

[27] Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. 1976;72:248-54.

[28] Buege JA, Aust SD. Microsomal lipid peroxidation. Methods Enzymol. 1978;52:302-10.
[29] Levine RL, Garland D, Oliver CN, Amici A, Climent |, Lenz AG, et al. Determination of
carbonyl content in oxidatively modified proteins. Methods Enzymol. 1990;186:464-78.

[30] Misra HP, Fridovich I. The role of superoxide anion in the autoxidation of epinephrine
and a simple assay for superoxide dismutase. J Biol Chem. 1972;247:3170-5.

[31] Aebi H. Catalase in vitro. Methods Enzymol. 1984;105:121-6.

[32] Habig WH, Pabst MJ, Jakoby WB. Glutathione S-transferases. The first enzymatic step
in mercapturic acid formation. J Biol Chem. 1974;249:7130-9.

[33] Paglia DE, Valentine WN. Studies on the quantitative and qualitative characterization of
erythrocyte glutathione peroxidase. J Lab Clin Med. 1967;70:158-69.

[34] Hissin PJ, Hilf R. A fluorometric method for determination of oxidized and reduced
glutathione in tissues. Anal Biochem. 1976;74:214-26.

[35] Rodriguez-Rodriguez P, de Pablo AL, Condezo-Hoyos L, Martin-Cabrejas MA, Aguilera
Y, Ruiz-Hurtado G, et al. Fetal undernutrition is associated with perinatal sex-dependent
alterations in oxidative status. J Nutr Biochem. 2015;26:1650-9.

[36] Ruiz-Hurtado G, Condezo-Hoyos L, Pulido-Olmo H, Aranguez I, Del Carmen Gonzalez
M, Arribas S, et al. Development of albuminuria and enhancement of oxidative stress during
chronic renin-angiotensin system suppression. J Hypertens. 2014;32:2082-91; discussion 91.
[37] Langley-Evans SC, Phillips GJ, Jackson AA. In utero exposure to maternal low protein
diets induces hypertension in weanling rats, independently of maternal blood pressure
changes. Clin Nutr. 1994;13:319-24.

[38] Chan SH, Wu KL, Chang AY, Tai MH, Chan JY. Oxidative impairment of
mitochondrial electron transport chain complexes in rostral ventrolateral medulla contributes
to neurogenic hypertension. Hypertension. 2009;53:217-27.

[39] Hirooka Y, Kishi T, Sakai K, Takeshita A, Sunagawa K. Imbalance of central nitric
oxide and reactive oxygen species in the regulation of sympathetic activity and neural
mechanisms of hypertension. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2011;300:R818-26.
[40] Demarest TG, McCarthy MM. Sex differences in mitochondrial (dys)function:
Implications for neuroprotection. J Bioenerg Biomembr. 2015;47:173-88.

[41] Maximo Cardoso L, de Almeida Colombari DS, Vanderlei Menani J, Alves Chianca D,
Jr., Colombari E. Cardiovascular responses produced by central injection of hydrogen
peroxide in conscious rats. Brain Res Bull. 2006;71:37-44.

[42] Sandhir R, Sethi N, Aggarwal A, Khera A. Coenzyme Q10 treatment ameliorates
cognitive deficits by modulating mitochondrial functions in surgically induced menopause.
Neurochem Int. 2014;74:16-23.



42

[43] Carletti E, Sulpizio M, Bucciarelli T, Del Boccio P, Federici L, Di llio C.Glutathione
transferases from Anguilla anguilla liver: identification, cloning and functional
characterization.Aquat Toxicol. 2008;90:48-57.

[44] Jakoby WB. The glutathione S-transferases: a group of multifunctional detoxification
proteins.Adv Enzymol Relat Areas Mol Biol. 1978;46:383-414.

[45] Adebayo OL, Adenuga GA, Sandhir R.Postnatal protein malnutrition induces
neurochemical alterations leading to behavioral deficits in rats: prevention by selenium or
zinc supplementation.Nutr Neurosci. 2014;17:268-78.

[46] Harish G, Venkateshappa C, Mahadevan A, Pruthi N, Srinivas Bharath MM, Shankar
SK. Glutathione metabolism is modulated by postmortem interval, gender difference and
agonal state in postmortem human brains. Neurochem Int. 2011;59:1029-42.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carletti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18804293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sulpizio%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18804293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bucciarelli%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18804293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Del%20Boccio%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18804293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Federici%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18804293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Ilio%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18804293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18804293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakoby%20WB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=345769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/345769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adebayo%20OL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24144002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adenuga%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24144002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandhir%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24144002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=adebayo+2014+and+cortex

43

APENDICE

Artigo 1- Revisdo de Literatura- Artigo submetido e aceito para publicacdo na RBM-

Revista Brasileira de Medicina (Qualis B4 na Medicina I1)

Efeito neuroprotetor dos estrogénios: Combate ao estresse oxidativo

Shirley Maria de Sousa * % Claudia J. Lagranha® 2

'Programa de Pés-Graduacio em Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento - UFPE;
?Laboratério de Bioquimica e Bioquimica do Exercicio — Centro Académico de Vitéria —
UFPE

Running title: Estrogénio e estresse oxidativo

Endereco para correspondéncia:

Claudia J Lagranha

Universidade Federal de Pernambuco, Centro Académico de Vitoria - CAV/UFPE,
Laboratdrio de Bioquimica e Bioquimica do exercicio. Rua Alto do Reservatorio, S/N — Bela
Vista. CEP: 55608-680. Vitoria de Santo Antdo - PE, Brasil.

E-mail: lagranha@hotmail.com

Os autores declaram que esse trabalho ndo tem conflito de interesse.



44

Resumo

Durante o periodo reprodutivo, fémeas produzem elevados niveis de estrogénios. Os
trés principais sdo estrona (E1), 17-B-estradiol (E2) e o estriol (E3). O 17-B-estradiol é o
estrogénio predominante durante os anos reprodutivos tanto em termos de niveis séricos
absolutos como em termos de atividade estrogénica. Inumeros relatos na literatura postulam
que 0s estrogénios apresentam um importante papel cardioprotetor, e que essa acdo protetora
pode ocorrer tanto por expressdo de genes como também pela ativacdo de proteinas de cascata
de sinalizacdo que culmina no efeito protetor dosestrogénios. Entretanto, o papel dos
estrogénios no tecido cerebral combatendo o estresse oxidativo ainda ndo é totalmente
compreendido. No tronco encefalico, neur6nio localizado especificamente na regido do bulbo
tem um importante papel no controle neuronal do sistema cardiovascular, pois atuam tanto no
controle da atividade simpatica como também na recep¢do dos sinais quimicos e mecanicos
provenientes de barorreceptores e quimiorreceptores. Em adicdo a essa rede neuronal do
controle simpatico e da decodificagdo de sinais aferentes, o tronco encefalico esta sob a
influéncia das acOes das espécies reativas de oxigénio-EROS, moléculas essas que tem alta
capacidade de induzir a oxidagdo de lipidios de membrana, proteinas ou mesmo ao DNA,
podendo levar a um quadro definido por estresse oxidativo. Hoje em dia, o estresse oxidativo
é considerado um dos principais causadores de doencas neuroldgicas, tais como Parkinson,
Alzheimer, Esclerose lateral amiotréfica entre outras. Dessa forma, o objetivo dessa revisdo
foi investigar os efeitos neuromodulador dos estrogénios na prole fémeas de mées que foram

submetidas a desnutri¢do proteica no periodo perinatal (gestacao e lactacao).



45

Abstract:

During the reproductive age females significantly produce estrogens. The three major
naturally estrogens in women are estrona (E1), 17-B-estradiol (E2) e o estriol (E3). Estradiol
Is the predominant estrogen during reproductive years both in terms of absolute serum levels
as well as in terms of estrogenic activity. Numerous reports in the literature postulates that
estrogens play an important cardioprotective role, and that this protective action may occur
either by expression of genes but also by activating signaling cascade of proteins that
culminates in cardiovascular protection. However, in the brainstem the role of estrogen is still
not fully understood. In the brainstem, specifically neuron located in the bulb region, plays an
important role in the neuronal control of the cardiovascular system because they act both on
the control of sympathetic activity as well as the reception of chemical and mechanical
signals. In addition to this neuronal network of sympathetic control and decoding of afferent
signals, the brain stem is under the influence of the actions of reactive oxygen species-EROS,
these molecules having high ability to induce the oxidation of membrane lipids, proteins or
even leading to nuclear DNA to a frame defined by oxidative stress which appears as a major
cause of neurological diseases such as Parkinson's, Alzheimer, Amyotrophic lateral sclerosis
among others. Thus the aim of the present review was investigated the neuromodulator effects
of the estrogens on female offsprings from dams that received low protein diet during

development (gestational and lactational period).
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Introducéo

Durante o periodo reprodutivo as fémeas produzem horménios importante para o
desenvolvimento das caracteristicas secundarias sexuais e reprodutivas. Entre os horménios
femininos, atualmente, um ndmero crescente de artigos vem destacando a importancia dos
estrogénios em inimeras ag¢Oes protetoras. A terminologia estrogénio, é dada para um grupo
de hormonios esteroidais, importantes no controle do ciclo reprodutivo. Os trés principais
estrogénios sdo estrona (E1), 17-B-estradiol (E2) e o estriol (E3), que diferenciam-se entre si
de acordo com o niimero de grupamento hidroxila ou cetona'. O 17-B-estradiol é o estrogénio
predominante durante os anos reprodutivos, tanto em termos de niveis séricos absolutos como
em termos de atividade estrogénica, 60-80% do estrogénio circulante nas mulheres pré-
menopausa é produzido pelos ovarios, durante a gravidez pode ser secretado pela placenta.
Alguns estrogénios podem ser produzidos em pequenas quantidades por alguns tecidos
periféricos como,por exemplo figado, glandula adrenal, glandulas mamarias e mesmo o tecido
adiposo®. Na peri e menopausa, ocorre uma grande reduc&o na producdo de estrogénios e
consequente inabilidade responsiva a gonadotropina, ao horménio foliculo-estimulante (FSH)
e a0 hormdnio luteinizante (LH)®. Com isso a producdo extra-glandular dos estrogénios se
torna, predominante, sendo que o principal estrogénio plasmatico verificado nesse periodo € a
estrona, entretanto esse hormonio é menos potente que o 17-B-estradiol”.

Estudos recentes vém mostrando o importante papel dos estrogénios no combate ao
aparecimento e/ou a progressdo de doencas cardiacas. Esses estudos tém demonstrado que 0s
estrogénios podem atuar em 6rgaos associado ao controle cardiovascular (central e periférico)
através dos seus receptores especificos localizados nos diferentes tipos celulares. Até cerca de
10 anos atras, todos os efeitos dos estrogénios eram atribuidos as ligacdes ao seu receptor
nuclear, que, em seguida, translocaria para o nucleo, onde funciona como um fator de
transcricdo e iniciando a transcricdo de genes especificos da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), que pode atuar como cardioprotetor’. Recentemente, relatos mostraram que 0s
estrogénios sinalizam de forma bem mais complexas, podendo ativar receptores de membrana
plasmatica, onde a ligacdo dos estrogénios a esses receptores (especialmente o receptor de
estrogeno - beta) pode ativar a via de sinalizagdo da fosfoinositol-3-quinase (PI3K) que
aumenta a protecdo cardiovascular®. Além desses receptores de membrana, observacdes ainda
mais recentes mostraram que 0s estrogénios, especificamente o estradiol, pode se ligar a um
receptor Orfdo acoplado a proteina G conhecido como GPR30, podendo esse receptor também
ativar cascata de sinalizacdo da PI3K. Portanto, os estrogénios podem promover seus efeitos

protetores tanto através da alteracdo da expressdo génica, como pela ativacdo aguda de vias de
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sinalizacdo protetoras, tais como PI3Kque por sua vez podem estimular ou inibir enzimas
especificas em diferentes compartimentos celulares gerando seu feito protetor’?®,

Apesar dos relatos do papel protetor dos estrogénios em tecidos cardiacos, estudos a
respeito da funcdo dos mesmos em algumas regides especificas do cérebro ainda séo escassos,
como € o caso das regiGes do tronco encefalico onde o papel dos estrogénios ainda é pouco
discutido. Grupos de neurdnios localizados no tronco encefalico, especificamente, em regides
do bulbo (Nucleo do Trato Solitario-NTS e regido rostro-ventro-lateral do bulbo-RVLM)
constituem um sitio importante para o controle do sistema cardiovascular, pois,ttm sido
apontado como principais areas no controle da atividade simpética e estdo diretamente
envolvidas na recepgdo dos sinais aferentes provenientes dos barorreceptores arteriais e
quimiorreceptores centrais e periféricos®'%*'?, Dados sugerem que o controle da atividade
simpatica na regido do tronco encefalico pode sofrer influéncia da producdo de espécies
reativas de oxigénio-ERO), Chan et al. (2009) demonstraram que o aumento de ERO(s)
induzido por disfungcdo mitocondrial em conjunto com a diminuicdo da acdo das enzimas
antioxidantes tais como: Superdxido dismutase e Catalase induz hiperativacdo do sistema
simpético™®. Recentemente, Chan et al (2014), Kaludercic et al (2014) e Rubattu et al (2015),
apresentaram dados onde sugerem uma forte relacéo entre a formacéo de EROs) mitocondrial
e a hiperativacdo do sistema nervoso levando a um aumento do ténus vasomotor simpatico e a
hipertensao™**>1°.

Nosso laboratério tem como foco entender como e quando o estresse oxidativo inicia
apos insultos nutricionais (tais como desnutricdo proteica ou obesidade), na busca de
ferramentas terapéuticas para frear ou inibir a progressdo do estresse oxidativo em tecidos
chaves no controle cardiovascular. Dados recentes do nosso grupo de pesquisa em conjunto
com dados de outro laboratorio de nosso centro, mostraram que um insulto nutricional induz a
um elevado estresse oxidativo com reducdo de inimeras defesas antioxidantes tanto no
coragdo como também no tronco encefalico de ratos machos adultos e que esse insulto

17181920 Acsociado-se esses

nutricional também esta associado a hipertensdo na vida adulta
dados comalguns outros, é tentador especular que os estrogénios podem atuar como uma
possivel ferramenta terapéutica para combater o estresse oxidativo induzido pelo insulto
nutricional. Dessa forma, o objetivo desta revisdo foi discutir o efeito neuroprotetor dos

estrogénios e como poderia atuar combatendo o estresse oxidativo.

Materiais e métodos
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Para realizacdo desta revisdo, as buscas por artigos cientificos foram realizadas nas
bases de dados Pubmed e Science Direct. Utilizaram-se os seguintes descritores: “Oxidative
stress; Estradiol; Female; Brainstem, NTS; RVLM”. Como critérios de inclusdo dos artigos
encontrados, utilizamos artigos publicados entre 2010 e 2015, que se encontravam disponiveis
para download gratuitamente, ou que poderia ser baixado via o site do Periodicos CAPES e
que tratavam simultaneamente de pelo menos dois dos descritores acima. Além destes
critérios de inclusdo dos artigos selecionados foram também utilizados artigos classicos sobre

0s temas chaves da reviséao.

Estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio- EROs), tais como anion superdxido ou radical hidroxila
podem causar a oxidacdo de lipidios de membrana, proteinas ou 0 DNA. Em condicdes
fisiologicas, os efeitos toxicos das ERO(s) podem ser prevenidos pela agdo de enzimas que
sequestram ou reduzem o potencial nocivo da ERO), tais como superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GSHPx ou GPx), e a catalase (CAT). Além das defesas
enzimaticas nossas células também contam com as defesas antioxidantes ndo enzimaticos,
onde a principal é a glutationa na sua forma reduzida (GSH)*. Quando ocorre um
desequilibrio entre os elementos oxidantes e os elementos antioxidantes, predominando para a
maior concentracdo dos elementos oxidante, induzindo reagdes que causam danos estruturais
em organelas, como nas mitocdndrias, ou em componentes celulares como: lipideos, proteinas
e/ou DNA, definimos esse estado como estresse oxidativo®.

O estresse oxidativo vem sendo associado a diversas patologias como, doencas
cardiovasculares e desordens neuroldgicas tais como Parkinson, Esclerose lateral amiotrofica
ou Alzheimer. O cérebro é um tecido que apresenta alta vulnerabilidade ao estresse oxidativo
devido a varios fatores, tais como:

e Estima-se que, em condi¢cBes basais, 20% do oxigénio consumido pelo organismo
sejamutilizado pelo cérebro principalmente devido a manutencdo da atividade elétrica
envolvida nos potenciais de agéo;

e Ampla distribuicdo de ions metalicos capazes de reagir com algumas EROs) e formar
radical hidroxila;

e Membranas celulares ricas em acidos graxos poli-insaturados, potencial alvo para agentes

oxidantes;
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e Producdo de peroxido de hidrogénio via enzimas responsaveis pela reciclagem de
monoaminas (e.g serotonina, norepinefrina e dopamina);

e Através da lise celular, com a liberacdo de aminoacidos excitatérios (e.g. glutamato), os
quais elevam as concentracdes de fons de calcio (Ca?*), o que pode levar ao estresse
oxidativo e morte celular®’,

Por ser o cérebro um tecido suscetivel ao dano causado pelo estresse oxidativo, torna-
se uma importante estrutura para estudo da génese neural de diversas doencas, entre elas as
cardiovasculares. Em uma regido especifica do tronco enceféalico, grupos de neurdnios
destacam-se pela integracdo das respostas cardiovasculares via receptores aferentes (e.g.
barorreceptores e quimiorreceptores) e pelo controle do ténus simpatico, os quais tém seu
funcionamento alterado de acordo com o equilibrio oxidativo neste tecido??. Bellanti et al.
(2013) mostrou que o estrogénio tem um papel importante na regulacdo do equilibrio redox
pelo aumento da expressdo das enzimas antioxidantes e restaura a capacidade antioxidante

total em mulheres ap6s a reposicdo de estrogénios®*.

Efeito neuroprotetor do estrogeno

Em um estudo prospectivo de base populacional no Japéo, pesquisadores observaram
que mulheres que iniciavam a menopausa antes dos 40 anos de idade tinham maior risco de
serem acometidas por Acidente Vascular Cerebral (AVC)®. Nesse contexto, o estradiol (E2)
pode desempenhar efeitos consideraveis, atuando como um agente neuroprotetor por
estimular efeitos antioxidantes (TABELA 1).De Marinis, et al (2013) demonstrou que o E2
exerce efeito protetor contra o peroxido de hidrogénio(H,O;), reduzindo a apoptose nas
celulas do neuroblastoma do hipocampo e aumentando a expressdo de neuroglobina (NGB)
em astrdcitos corticais primarios. Induzindo protecdo contra o estresse oxidativo eliminando
EROys e controlando a inflamag&o.Corroborando com esse efeito protetor do E2, Patki et al.
(2013), em um estudo com hipocampo, em ratas com deficiéncia de E2 através da
ovariectomia (OVX), observou um aumento do estresse oxidativo, associado ao aumento da
pressdo arterial, comportamento de ansiedade, deficiéncia de aprendizagem e memoria. As
ratas OVX apresentaram nivel de estresse oxidativo,significativamente maior do que em
relacdo ao grupo controle (niveis normais de E2), avaliados pelos niveis de isoprostanos e
também de carbonilacdo. Na verificacdo da pressdo arterial, verificaram aumento tanto na
pressdo sistélica como na diastélica o grupo OVX?'. Avaliando também o hipocampo de ratas
OVX, onde duas semanas apds a ovariectomia foi injetado 2 puL de beta amildide 25-35 (A-

25-35), Bernal-Mondragon, et al. (2013) percebeu que o estresse oxidativo gerado pela
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administracdo de A-B25-35 é suficiente para produzir um prejuizo olfativo, mas que esse
efeito pode ser evitado com a administracdo do E2 antes e depois da injecdo de A-p25-35
sugerindo uma utilizacdo do estradiol para o tratamento do Alzheimer. Os autores sugeriram
que o efeito protetor do estradiol é mediado pela modulacdo positiva da bioenergética
mitocondrial do cérebro se tornando assim importante meio de tratamento para o Alzheimer®®,

Estudos atuais tanto com humanos como com animais de experimentagdo, sugerem
que a incidéncia de Alzheimer duplica ou triplica quando mulheres chegam na menopausa em
comparacdo com homens da mesma idade. Dados prévios ja demonstraram que a
suplementacdo com estrogénios tem efeito neuroprotetor e auxilia a manutengdo da memoria
e cognicdo. Entretanto o tratamento de reposicdo hormonal também apresenta um “lado
negro” onde estudos sugerem que uso prolongado de estrogénios pode causar cancer de
endométrio ou de mama. Para prevenir esse possivel efeito colateral alguns pesquisadores
estdo testando os possiveis efeitos neuroprotetor dos fitoestrogénios, como por exemplo a
genisteina que é um fitoestrogénio presente na soja?’. Evesen,et al. (2013), em um estudo com
fémeas adultas avaliou o efeito da ovariectomizacdo e dos tratamentos com estradiol ou
genisteina em relacdo ao estresse oxidativo em todo o tecido cerebral (com excecdo do
cerebelo). Esses pesquisadores mostraram que tanto o tratamento com estradiol como o
tratamento com genisteina reduzem significativamente os niveis de estresse oxidativo quando
comparado ao grupo ovariectomizado, e essa reducdo do estresse oxidativo pode ser devido
ao aumento do estado total antioxidante ou pelo aumento de enzimas antioxidantes
especificas, como foi o caso do aumento da GPx observado nas fémeas tratadas com
genisteina®.

Em um outro estudo com fitoestrogénios, Castro, et al. (2012) submeteu ratas
ovariectomizadas a isquemia global cerebral (10 min) e avaliaram os efeitos do estradiol ou
do coumestrol (fitoestrogénio presente na soja, couve de Bruxelas ou no espinafre que tem
alta afinidade ao receptor do 17-b-estradiol) tanto em relacdo a morte celular como também a
atividade antioxidante. Os dados sugeriram que, tanto as ratas que receberam E2 como as que
receberam coumestrol apresentavam neuroprote¢do ao insulto de isquemia global, e essa
protecdo ocorria mesmo se o0 E2 ou o coumestrol fossem administrado 1 hora antes ou 0, 3 ou
6 horas depois do insulto. Os autores concluiram que o coumestrol pode atuar como agente
neuroprotetor e sugeriram que sua acdo possa ter sido por aumento da atividade antioxidante e
ou ativacdo de receptores de membrana que medeiam a neuroprotecdo pelo E2*°. Em um
estudo anterior, Rao et al (2011), testando o efeito protetor do E2 contra isquemia, tratou ratas

com E2 por duas semanas e observou um aumento na atividade da enzima antioxidante SOD1
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em neurdnios corticais. Concluiram que o E2 reduz os danos induzidos pela isquemia e a
atividade da SOD1 é inversamente proporcional ao dano causado pela isquemia®".

Colaborando com esses estudos, Sandhir, et al. (2014) em um estudo com ratas
ovariectomizadas observou, ap0s quatro semanas da cirurgia, uma reducao significativa das
fungBes cognitivas, nos niveis de NADH, citocromo C redutase e o citocromo C oxidase, uma
relagdo redox reduzida de GSH/GSSG e uma diminuicdo significativa da atividade das
enzimas SOD e CAT no cérebro®. Pourganiji, et al. (2014), também avaliando os efeitos da
remocao dos estrogénios utilizou animais controle, ovariectomizadas (OVX), estimuladas
com lipopolissacarideo  (LPS-controle), e ovariectomizadas estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS-OVX), avaliaram o estresse oxidativo quantificando o niveis de
lipoperoxidacédo e das concentracdes totais de tiol no hipocampo, verificaram que o0s animais
tratados com LPS e os animais OV X apresentavam concentracdes de MDA maior do que as
concentracdes dos animais controle, da mesma forma observaram que as concentracoes de tiol
total estavam mais reduzido no grupo tratado com LPS e no grupo OVX em relagdo aos
animais controle; sugerindo que o E2 induzia um papel protetor importante sobre os danos
oxidativos induzidos pelo LPS no hipocampo®®.

Em um estudo experimental com Parkinson, Misiak, et al. (2010) constataram que 0s
neurbnios mesencefalicos de machos sdo mais vulneraveis em relacdo aos neurbnios de
fémeas ao 6-OHDA (6-hidroxidopamina), uma neurotoxina que destroi terminais
catecolaminérgicos utilizado em modelo experimental de doenca de Parkinson. Além disso, 0s
machos apresentaram de 1,5 a 2 vezes mais células apoptéticas e necréticas do que as células
do sexo feminino; em adicdo a essas observagdes, 0s autores verificaram que as mitocondrias
do sexo masculino produziam mais ERO(s) do que, as mitocondrias do sexo feminino. Quando
0s autores trataram essa células com E2, ndo observaram mais diferencas nos niveis de
EROs). Os autores concluiram que os mecanismos subjacentes a essa maior vulnerabilidade
de neurdnios do sexo masculino em relagdo ao feminino pode ser devido a niveis mais
elevados de ERO(s) que em conjunto com uma regulagéo diferenciada da transcri¢édo do gene
mitocondrial, pode levar a uma reduc¢do na atividade da cadeia respiratoria e aos baixos niveis
de ATP observados nos machos em comparacio com as fémeas>*. Em outro estudo associado
ao Parkinson, Campos, et al. (2012), tratou com E2 por 10 dias antes da inducao do Parkinson
usando 6-OHDA e verificaram que o E2 impediu a perda de neurdnios dopaminérgicos
induzida pelo 6-OHDA tanto na substancia negra como no corpo estriado, e provocou um

aumento dos niveis de proteina GDNF em ambas as areas. Concluindo que o E2 estimula o
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GDNF, fator neurotréfico derivado de células da glia que promovem a sobrevivéncia e
diferenciacéo de neurénios dopaminérgicos em cultura®.

Harish et al. (2011) avaliando diversas regides do cérebros humanos demonstraram
um aumento nos niveis de GSH em diferentes regides do cérebro de mulheres (cdrtex frontal,
cerebelo, bulbo, substéncia negra e hipocampo), quando comparado aos homens de mesma
idade®. Indo em acordo com esse estudo, entretanto avaliado em ratas, Martins et al. (2012),
observou que ratas com 5 ou 10 meses de idade ovariectomizadas apresentavam elevados
niveis de estresse oxidativo no estriado, cortex, hipocampo e cerebelo; e que quando as ratas
ovariectomizadas eram tratadas com estradiol, os niveis de estresse oxidativo reduzia para
niveis iguais ou até inferior os valores controle®’.

Khaksari, et al. (2015) em um modelo de lesdo cerebral traumatica mostrou um
aumento significativo do edema encefalico ap6s a injuria, mas o tratamento com E2 atenuou
significativamente esse aumento do edema pdés injaria. Em adicdo a esses efeitos, a lesdo
traumatica induziu redu¢do do RNAm e proteico do receptor ERa no tecido cerebral, ao passo
gue o tratamento com E2 aumentou significativamente tanto os niveis do RNAmM como dos
niveis proteicos do receptor ERa. Em relagdo aos niveis do receptor ERP, 0s autores
mostraram que a lesdo traumatica promovia uma reducdo nos niveis do RNAm, mas que o
tratamento com E2 recuperava os niveis do RNAm do receptor ER para niveis proximos aos
valores controle. Com isso, 0s autores concluiram que o tratamento com E2 estimulava a
expressdao dos ER em conjunto com os efeitos neuroprotetores do E2, sugerindo que a
expressdo génica participa dos efeitos protetores dos estrogénios®.

Regides rostro-ventro-lateral, nucleo do trato solitario e efeito dos estrogénios no controle
dessas areas

No hipotdlamo, uma érea especifica constituida por pequenos neurénios é denominada
células parvocelulares, que se localizam nos nucleos paraventriculares (PVN), esses neurénios
parvocelulares se projetam para eminéncia mediana, tronco encefalico e coluna espinhal®®.
Nas células parvocelulares, os neurbnios pré-simpaticos projetam diretamente para a coluna
intermediolateral da medula espinhal onde nucleos pré-ganglionares simpaticos se concentram
ou se projetam indiretamente para a regido rostro-ventro-lateral (RVLM) do bulbo para
influenciar as vias simpaticas de saida do controle cardiovascular®.

O RVLM contém neurdnios vasomotores, que regulam de forma tdnica e fasica o
tonus vasomotor”. Semelhante a outros neurdnios, os canais de potassio controlam a

atividade de disparo dos neurdnios tanto parvocelulares como do RVLM***. Estudos tém
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demonstrado que a corrente transiente para o exterior de potassio (1a) desempenha um papel
importante no controle da excitabilidade da membrana e dos disparos dos neurénios do PVN-
RVLM e que contribuem para a remodelacdo excitacdo neuronal em condicbes
patoldgicas****. Uma extensa rede neural, incluindo a regido rostro-ventro-lateral do bulbo,
nacleo do trato solitdrio (NTS) e hipotadlamo esta envolvido na geracdo, manutencdo e
regulagdo da atividade nervosa simpética*'. Consideravel evidéncias experimental sugerem
que o RVLM desempenha um papel crucial na geracao do tdnus vasomotor simpatico, o qual
mantém a pressdo arterial de repouso. Dados anatémicos e eletrofisiolégico indicam que o
tonus de saida vasomotor simpatico do RVLM é mediado através de projecoes bulbo-espinal
direto para o nucleo autondmico intermediolateral na medula espinal. Embora a ativagéo
RVLM aumente a pressdo basal, lesdo bilateral ou inibi¢cdo do RVLM reduz a presséo arterial
para niveis que se assemelham as produzidas por transeccdo medular®®***’. Os
neurotransmissores associados a essas interagfes incluem, pelo menos, adrenalina e
gIutamato45'47'48'49'5°'51.

O barorreflexo arterial € um mecanismo homeostatico fundamental que fornece um
feedback negativo rapido para amortecer as flutuacfes nos parametros cardiovasculares
induzidas por agressdes ambientais. Como parte do circuito do barorreflexo, os eferentes
simpéticos vasomotores da RVLM também s&o modulados por inputs do NTS***2. Neurdnios
glutamatérgicos decorrentes do NTS excita neurdnios na medula caudal ventrolateral
(CVLM)®**. Por sua vez, os neurdnios GABAérgicos do CVLM inibem os neurdnios
simpaticos no RVLM, que se projetam para os neurdnios pré-ganglionares simpaticos e

oferecem a maior unidade vasomotora de tonus simpatico®>%*.

Impulsionada por
barorreceptores excitatorio dos nervos aferentes, 0 NTS normalmente fornece uma poderosa
influéncia tonica inibitdria no tdnus vasomotor simpatico e pressao arterial®>>*’,

Estudos avaliando o efeito dos estrogénios nessas regides importantes para o controle
da pressao arterial e do tonus simpaticos mostraram que 0 RVLM e o tronco encefélico sdo
controlados pelos estimulos génicos ou ndo génicos dos estrogénios. Isto por que, usando
técnicas de estudos com imuno-histoquimica e hibridizacdo in situ, ja foi determinado que
dentro do tronco encefalico, tanto o RNAm dos receptores ER*® como proteinas®®**® sio
expressos em neurénios do RVLM, tornando esta regido um forte candidato para sofrer as
acOes regulatérias dos estrogénios no controle cardiovascular central. Em ratas
ovariectomizadas tratadas com E2, mas ndo em ratos machos a injecdo periférica de E2
diminui o tdnus simpatico e a pressao arterial sistolica (SAP). Sendo que esses efeitos sao

antagonizados por injecdo central de antagonista seletivos dos ER®“®%. Wang e He
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(2002)estudando os efeitos do E2 na atividade elétrica dos neurénios do RVLM e avaliando a
pressao arterial, frequéncia cardiaca e descarga espontanea desses neurdnios observaram que
a injecdo intracarotidea de E2 diminuiu a taxa de disparo dos neurdnios do RVLM, sem
alteracdo na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca. No entanto, o pré-tratamento com L-
NAME, um inibidor de 6xido nitrico (NO) sintase, atenuou significativamente o efeito
inibitério de E2. Além disso, o doador de NO (3-morpholinosydnonimine -SIN-1)
potencializou o efeito de E2. Estes resultados sugerem que E2 podem inibir a atividade
elétrica espontanea dos neurénios do RVLM, mediado pela ativacdo da NOS com o produto
resultante da liberagdo de NO por meio de ages ndo gendmicos®.

Shih (2010) mostrou um ativo papel do receptor-ERB no RVLM na regulagdo
cardiovascular. Este autor mostrou que tanto o E2 como o agonista do receptor-ERf
diminuem a SAP e 0s componentes vasomotores de espectro da SAP de forma dose-
dependente, enquanto agonista do receptor-ERa ndo altera esses pardmetros hemodinamicos.
Este autor ainda mostrou que os efeitos depressivos cardiovasculares do ERf no RVLM
dependem da estimulacdo da iNOS e da producdo de 6xido nitrico (NO)**. Corroborando
esses dados de Shih, posteriormente Wu et al. (2012) testando a hipotese de que a ativacéo do
receptor-ERp no RVLM participa na regulacao das fungdes cardiovasculares através de
mecanismos ndo gendmicos, mostrou que o E2 no RVLM evoca efeitos vasopressoras atraves
da ativagdo de ERp, mas ndo ERa, pela ativacdo da cascata de sinalizagdo intracelular da
proteinas PI3K e Akt®.

Em adicédo a esses efeitos dos estrogénios, estudos mostram que niveis de estrogénios
regulam a transcricdo de Kv4.2 ou Kv4.3 em varios tecidos, tais como o cora¢do.Kv4.2 ou
Kv4.3 sdo canais de potassio voltagem-dependentes que controlam corrente transiente para o
exterior de potassio (1a)%. Segundo Stern et al. (2003) os receptores de estradiol,
especialmente o receptor ERf, ¢ substancialmente expresso nos neuronios PVN-RVLM,
sugerindo papéis especificos de E2 nos neurénios PVN-RVLM®". Corroborando com esses
dados prévios, Lee et al. (2013), mostraram que o E2 significativamente regula negativamente
a expressao de RNAm de Kv4.2, mas ndo a de Kv4.3 no RVLM, diminuindo e regulando
assim a densidade da corrente 1,°%.

Poucos artigos associam os efeitos dos estrogénios para combater o0 estresse oxidativo
nas regides do tronco encefélico, especificamente no NTS. Se procurado no pubmed
utilizando os descritores “NTS and estradiol or estrogens and oxidative stress or ROS” até o
presente momento ndo tem nenhuma publicacdo vinculada. Ja em relagdo ao RVLM,

utilizando também esses descritores e alguns dos critérios, apenas 3 artigos foram
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encontrados, sendo que 2 desses artigos foram publicados antes de 2010 e sdo do mesmo
grupo de pesquisa. Apesar de ndo estar dentro da janela temporal que utilizamos ainda assim,
apresentaremos para podermos ter mais base para discussao.

Dados da literatura, mostraram que os neurénios do RVLM estdo sob a influéncia das
ERO) e que niveiselevados de ERO(s) podem promover aumento da atividade simpatica e
consequentemente inducdo de hipertensdo® . Wang et al. (2008)avaliando a diferenca de
sexo em relacdo ao risco de doencas cardiovasculares, verificao que no RVLM de fémeas
existe uma maior expressdo dos receptores AT1 (receptor de angiotensina Il), uma menor
expressao de p47 phox (subunidade catalitica da NADPH oxidase, responsavel pela formacéao
de anion superoxido) e que em neurdnios de fémeas a corrente de calcio via canal de célcio
tipo-L era maior do que nos neurénios dos machos; com isso os autores concluiram que
apesar de no RVLM de fémeas expressar mais AT1, em contrapartida a expressdo de p47phox
era bem reduzida e que elevados niveis de angiotensina Il regulava o fluxo de calcio de forma
distinta entre os sexos’*. Posteriormente,Pierce et al (2009), também estudando a distribuicéo
dos receptores AT1 e da p47phox nos neurdnios adrenérgicos do RVLM, verificou uma
distribuicdo diferenciada entre machos e fémeas em relacdo aos niveis de AT1 e p47phox,
onde fémeas apresentavam significativamente mais AT1 na membrana e significativamente
menos p47phox tanto na membrana quanto no citosol, sugerindo que essa diferenca poderia
refletir na capacidade de produzir EROs)".

Interessantemente, Subramanian et al. (2011), conduzindo um estudo com ratas
intactas (com niveis normais de E2) e tratamento de E2 mostrou que o tratamento crdnico por
90 dias com E2 induz aumento da pressao arterial sistolica, diastélica, da frequéncia cardiaca,
acompanhado como o aumento na producdo de anion superéxido no RVLM. Vale chamar a
atencdo que esse estudo difere de todos os outros por que foi o0 Unico conduzido em ratas
intactas, ou seja, ratas que apresentavam concentracbes de E2 normais. Dessa forma, o
tratamento adicional elevou em 37,5% os niveis normais de E2, podendo ser devido a esse
nivel elevado de E2 os efeitos contraditdrios’.

Consideracoes finais

Os efeitos dos estrogénios contra diversos tipos de lesdes sdo ainda uma grande fonte
de estudos e discussOes, entretanto os efeitos, aparentemente, estdo associados a dose
administrada, duracdo do tratamento e ao periodo em que foi iniciado o tratamento. Inimeros

relatos postulam que os estrogénios parece atuar como antioxidante, entretanto alguns estudos
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mostram que a terapia de reposi¢do hormonal falha ou ainda induz céncer em alguns 6rgéos.
Por isso, mais estudos, tanto com estradiol como com fitoestrogénios, sdo importantes para
ampliar o conhecimento sobre os efeitos protetores dos estrogénios em regides cerebrais e
também em tecidos periféricos.

Apesar disso, é tentador especular que os estrogénios, principalmente o estradiol
confere as fémeas, no periodo fértil, uma maior protecdo contra diversos tipos de injurias do
que aos machos. E possivel que essa protecdo conferida pelos estrogénios constitua uma
estratégia da natureza para manutencdo e perpetuacdo das espécies, pois,é mais facil manter as

espécies se tivermos apenas 5 fémeas e 1 s6 macho do que o inverso.

Tabela 1: Efeito neuroprotetor dos estrogénios

Autores/ Ano Tratamento Efeito Tecido
Bellanti et al. (2013) Terapia de | Aumento da expressdo das enzimas | Sangue
reposicéo antioxidantes
hormonal
Baba et al. (2010) Menopausa Aumentaoriscode AVC | mememmeeeee-
De Marinis et al. Cultura de | Diminui os efeitos deletérios do H202 | Astrocitos
(2013) célula tratada | e aumenta a expressdo de neuroglobina | corticais
com E2, de | (NGB)
camundongos
machos
Bernal-Mondragén, et | Ovariectomia + | Aumenta o estresse oxidativo Hipocampo
al. (2013) E2 Bioenergética mitocondrial
Evesen et al. (2013) Ovariectomia + | Diminui o estresse oxidativo, aumenta | Todo o
E2 0 estatus total antioxidante e aumenta | Cérebro
Genisteina atividade da GPx (menos
cerebelo)
Castro et al. (2013) Ovariectomia + | Diminui o estresse oxidativo, aumenta | Todo o
E2 atividade antioxidante cérebro
Coumestrol
Rao et al. (2011) Fémeas 5-9 | Aumentaa SOD 1 Neurénios
dias de idade + corticais
E2
Sandhir et al. (2014) Ovariectomia Diminui os niveis de NADH, a razdo | Todo o
GSH/GSSG, SOD e CAT. cérebro
Pourganji, et al. Ovariectomia Aumenta o niveis de MDA e reduz as | Hipocampo
(2014) concentracdes dos Tiol totais
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Misiak et al. (2010) Diferenca  de | Machos produzem mais ERO, Neurénios
géneros Mesencefali-
cOS
Campos, et al. (2012) | Rato macho | Impediu a perca de neurdnios | Substancia
adulto tratados | dopaminérgicos e aumento dos niveis | Negra, Corpo
comE?2 de proteina GDNF Estriado
Harish et al. (2011) Diferenca  de | Mulher tem mais GSH Cortex,
géneros Cerebelo,
Bulbo,
Substéncia
Negra,
Hipocampo
Martins, et al. (2012) | Ovariectomia Aumenta o estresse oxidativo Hipocampo,
Estriado,
Cortex,
Cerebelo
Khaksari, et al.(2015) | Ovariectomia Diminui edema pds traumaético; | Encéfalo
+E2 aumenta a expressao de ERo e ERB
Saleh e Connel (1999) | Rato macho | Diminui ténus simpatico e pressao | Sistémico
adulto tratados | arterial sistolica
comE2
Saleh e Connel (2000) | Rato macho | Diminui ténus simpatico e pressdo | Sistémico
adulto tratados | arterial sistélica
comE2
Wang e He (2002) E2 em machos | Diminuicdo da taxa de disparo nos | RVLM
neurbnios do RVLM, aumento da
expressdo da NOS, sem diferenca em
pressdo arterial e frequéncia cardiaca
Shih (2009) Rato macho | Diminui  pressdo arterial sistolica, | RVLM
adulto + E2 aumenta a expressdo de iINOS e
producdo de NO
Wu et al. (2012) Rato  macho | Aumenta expresséo de ERp, ativa PI3K | RVLM
adulto + E2 e AKT
Lee et al. (2013) Ovariectomia + | Diminui a expressdo de Kv4.2 e da | RVLM
E2 corrente I,
Wang et al. (2008) Diferenca  de | Fémeas tem mais expressdao de AT1, | RVLM
género menor expressédo de p47phox
Pierce et al. (2009) Diferenca  de | Fémeas tem mais expressdo de AT1, | RVLM
género menor expressao de p47phox
Subramanian et al. E2 em fémeas | Aumenta a pressdo arterial sistélica, | RVLM

(2011)

intactas

diastolica e a producdo de EROs
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