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ESTUDO DO EFEITO DA COADMINISTRAQAO DA QUERCETINA COM
TAMOXIFENO NA ATIVIDADE COLINERGICA E ANTIOXIDANTE DO
HIPOCAMPO DE RATAS OVARIECTOMIZADAS

Tamoxifeno € classificado como um modulador seletivo dos receptores de
estrogénio (SERM), sendo muito utilizado no tratamento contra o céncer de
mama. A quercetina tem particularmente despertado interesse, principalmente por
sua acao antioxidante a qual supostamente poderia vir a minimizar os danos
causados pelo tamoxifeno. Devido a falta de estudos sobre a coadministragdo da
quercetina com o tamoxifeno e a ambiguidade sobre a agdo de ambos no cérebro,
o objetivo deste estudo foi elucidar o efeito sobre a atividade colinérgica e defesa
antioxidante. No estudo, ratas ovariectomizadas foram separadas em grupos e
tratadas com tamoxifeno (5 mg.Kg'), quercetina (22,5 mgKg') e a
coadministracdo de tamoxifeno (5 mg.Kg™') mais quercetina (22,5 mg.Kg'). O
hipocampo foi isolado e utilizado para a determinagdo da atividade da
acetilcolinesterase, butirilcolinesterase da superdxido dismutase e catalase e dos
marcadores de dano oxidativo (lipoperoxidagao e dosagem de grupamentos tiois).
Foi possivel observar a agdo oxidante do tamoxifeno no hipocampo, onde agiu
como antagonista nos receptores de estrogénio, aumentando a lipoperoxidagao,
0s niveis de tidis e diminuindo a atividade da catalase; além de um efeito
colinérgico com a diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase. Quando coadministrada a quercetina com o tamoxifeno, pode-
se observar que em uma situagao de estresse oxidativo, a quercetina age como
pré-oxidante na dose estudada.

Palavras-chave: colinesterases, estresse oxidativo, flavonoide, SERM



STUDY OF THE COADMINISTRATION EFFECT OF QUECETIN WITH
TAMOXIFEN AT THE CHOLINERGIC AND ANTIOXIDANT ACTIVITY AT THE
HIPPOCAMPUS OF OVARIECTOMIZED RATS

Tamoxifen is classified as a selective estrogen receptor modulator, with
much use in the treatment of breast cancer. Quercetin has aroused interest,
mainly for its antioxidant action, which may minimize the damage caused by
tamoxifen. Due to the lack of studies about the coadministration of quercetin with
tamoxifen, the objective of this study was to elucidate the effect upon the
cholinergic activity and antioxidante defense. At the study, ovariectomized rats
were separated into groups and treated with tamoxifen (5 mg.Kg™'), quercetin (22,5
mg.Kg") and the coadministration of tamoxifen (5 mg.Kg™') plus quercetin (22,5
mg.Kg™"). The hippocampus was isolated and utilized for the determination of
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase activity, superoxide dismutase and
catalase activity, and the oxidative damage markers (lipid peroxidation and dosage
of thiols groups). It was possible observe the oxidant effect of tamoxifen at the
hippocampus, where acted like an antagonist at the estrogen receptors, increasing
the lipid peroxidation, levels of thiol groups and attenuating catalase activity; in
addition to a cholinergic effect, with the decrease of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase activity. When coadministered the quercetin with tamoxifen,
it can be seen that at a situation of oxidative stress, the quercetin acts like pro
oxidant in the studied.

Keywords: cholinesterases, flavonoid, oxidative stress, SERM
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1. INTRODUCAO

A deplecéao de foliculos ovarianos, a interrupgao da menstruacao e a deplegao
dos niveis de estrogénio sdo os principais efeitos caracteristicos da menopausa, que
ocorre geralmente em mulheres apos os 50 anos de idade. O estrogénio, além de
exercer acdes no sistema reprodutivo feminino, possui varios efeitos sobre a
memoria e aprendizagem, agindo sob a cognigdo de acordo com o sistema neural
envolvido ou outras variaveis como o estado de estresse celular. A queda acentuada
de estrogénio faz com que as mulheres no periodo pos-menopausa desenvolvam
disturbios funcionais, como picos de calor, disfungédo sexual e atrofia genital, além do
aumento da incidéncia de doengas como a osteoporose e doengas cardiovasculares.

A menopausa € também uma das suspeitas de relacdo com a Doenga de
Alzheimer, o tipo mais comum de deméncia e doeng¢a neurodegenerativa, atingindo
mais de 49 milhdes de pessoas no mundo, sendo mais prevalente em mulheres do
que em homens, provavelmente devido a privagao de estrogénio.

Consequentemente, terapias com moduladores seletivos de receptores de
estrogénio (SERM) estdo sendo cada vez mais utilizadas. SERM sao uma classe de
compostos que interagem com os receptores de estrogénio (ER) e podem gerar um
efeito agonista ou antagonista em tecidos diferentes, devido a complexidade da
sinalizacao do receptor a diferente distribuicdo nos tecidos, a especificidade com o
ligante e as interagbes com coativadores ou coopressores. O tamoxifeno é
classificado como um SERM e vem sendo utilizado no tratamento do cancer de
mama desde a década de 1970. No entanto, embora possua eficaz potencial
terapéutico devido a sua atividade antiestrogénica no tecido mamario, o tratamento
prolongado com tamoxifeno pode causar graves efeitos adversos, como a
hiperplasia e o carcinoma endometrial, cirrose e esteatose hepatica ndo alcodlica,
como também, problemas cognitivos como confusdo mental, deterioragdo da
memoria verbal e perda da memdria visual.

Diante dos efeitos adversos gerados pelo tamoxifeno, a coadministracdo de
substancias alternativas com possiveis efeitos protetores demonstra-se atraente.
Uma classe de substancias que tem se destacado séo os flavonoides, ja que estdo
amplamente distribuidos em vegetais e frutas. Dentro da classe dos flavonoides, a
quercetina tem particularmente despertado interesse, principalmente por sua acao
antioxidante a qual supostamente poderia vir a minimizar os danos causados pelo

tamoxifeno. Outra acdo também importante € a sua atividade inibitéria sobre
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algumas enzimas do sistema citocromo P450, responsaveis pela biotransformacao
do tamoxifeno em alguns de seus metabdlitos ativos, o que leva a alteragdo da
biosdiponibilidade do tamoxifeno e consequentemente, a resposta fisiologica. Além
disso, a quercetina possui habilidade em eliminar radicais livres e quelar ions
metalicos, oferecendo um amplo potencial terapéutico na prevencgao e tratamento de
doengas cuja etiologia pode ser advinda do estresse oxidativo, como doencgas
cardiovasculares, doenca de Alzheimer, artrite, inflamacdes, além de infeccdes
bacterianas e virais.

Devido a importancia que a presenca de estrogénio exerce sobre a realizagao
das funcgbes cerebrais e a ocorréncia de doengas neurodegenerativas, além da
ambiguidade da acgdo tanto do tamoxifeno quanto da quercetina nessa regido, um
estudo sobre os efeitos da administracdo da quercetina na terapia com tamoxifeno
se torna necessario. Como o hipocampo tem um papel essencial na memdria e
aprendizagem, além de ser uma das primeiras areas afetadas no cérebro por
doengas neurodegenerativas, essa regido foi escolhida para ter a atividade

colinérgica e as defesas antioxidantes endégenas estudadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito antioxidante sobre o sistema colinérgico da coadministracdo da

quercetina com o tamoxifeno no hipocampo de ratas ovariectomizadas.

2.2 Objetivo Especifico

¢ Medir a atividade da acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE)
no hipocampo;

o Medir a atividade da catalase e superoxido dismutase no hipocampo;

e Medir a lipoperoxidagao e quantidade de grupos tidis no hipocampo;

e Medir os niveis de 6xido nitrico e calcio extra e intramitocondrial.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Moduladores Seletivos de Receptores de Estrogénio (SERM)

A menopausa € caraterizada por uma deplecdo gradual dos foliculos
ovarianos, interrup¢do da menstruacdo e uma diminui¢do intensa dos niveis séricos
de estrogénio, e atinge mulheres com, em meédia, 50 anos de idade (ROCCA,
GROSSARDT & SHUSTER, 2011). O estrogénio é o hormdnio feminino que além de
ser responsavel pelo crescimento, diferenciacdo e funcdo em diferentes tecidos,
também é importante para a regulagdo e homeostase de lipidios e metabolismo de
carboidratos, desenvolvimento Osseo, resposta imune, sistema cardiovascular e
sistema nervoso central (SNC) podendo afetar, por exemplo, o desenvolvimento de
neurdnios e alterar as funcdes comportamentais e cognitivas (SELINA et al., 2015;
LEE et al., 2014). Além de aumentar a predisposicdo a doengas cardiovasculares,
do esqueleto e neurodegenerativas, a deficiéncia de estrogénio aumenta disfuncdes
metabdlicas podendo aumentar os niveis de obesidade, sindrome metabdlica e
diabetes tipo 2 (XU, LOVRE & MAUVAIS-JARVIS, 2016).

Devido a importancia desse horménio em diversos tecidos, se tornou
essencial a realizagdo de reposicdo hormonal ou de estrogénio em patologias
associadas a sua deficiéncia. A terapia de reposicao hormonal melhora a qualidade
de vida na menopausa em mulheres, e esta relacionada com a agao estrogénica em
ER presentes nos tecidos (WELTON et al., 2008). Os ER pertencem a superfamilia
de receptores nucleares, existindo subtipos como ER-a, ER-B e ER-y, sendo dois
deles subtipos principais, os ER-a e ER-B. O ER-a é expresso predominantemente
em tecidos reprodutivos (utero, mamas, ovarios), no figado e no SNC, e o ER-3 é
mais expresso em outros tecidos como o0ssos, endotélio, pulmdes, trato urogenital,
ovarios e prostata. Sugere-se que o cancer de mama esteja relacionado com a
atividade estrogénica em ER presentes em células tumorais no tecido mamario
(DIEZ-PEREZ, 2006). Consequentemente, terapias com SERM que possuem
afinidade com os ER distribuidos em diferentes tecidos, estdo sendo cada vez mais
utilizados (JORDAN et al., 2014).

SERM sao uma classe de compostos que interagem com os ER e podem
gerar um efeito agonista ou antagonista dependendo do tecido onde se localizam,
devido a complexidade da sinalizagao do receptor, a diferente distribuicdo dos tipos
de receptores nos tecidos, a especificidade com o ligante e as interagbes com
coativadores ou coopressores (XU, LOVRE & MAUVAIS-JARVIS, 2016). Ja foram
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descritas mais de 70 moléculas pertencentes a cinco grupos quimicos: trifeniletilenos
(tamoxifeno), benzotiofenos (raloxifeno), tetrahidronaftilenos (lasofoxifeno), indols
(bazedoxifeno e pipendoxifeno) e benzopiranos (ormeloxifeno) (DIEZ-PEREZ, 2006).

O estrogénio, além das agbes ja citadas, possui varios efeitos sobre a
memoria e aprendizagem, interferindo na cognicédo de acordo com o sistema neural
envolvido ou outras variaveis como o estado de estresse celular (PISANI et al.,
2015). A perda de estrogénio que ocorre na menopausa € uma das suspeitas de
possuir relacdo com a Doenga de Alzheimer (DA), que é o tipo de deméncia mais
comum e de doenga neurodegenerativa. Esta doenga atinge mais de 49 milhdes de
pessoas no mundo, tendo maior prevaléncia em mulheres do que em homens,
provavelmente devido a essa privagdo de estrogénio (PINES, 2016). Num estudo
realizado por Shao et al. (2012) foi descoberto que mulheres tratadas com
estrogénio nos primeiros 5 anos do inicio da menopausa tiveram um risco 30%
menor de desenvolver DA.

Apesar do uso de SERM como neuroprotetores apresentar limitagdes devido
a sua agao em receptores de estrogénio de outros érgéos, estudos vém sendo
realizados utilizando a terapia hormonal para a neuroprotecdo contra doencgas
neurodegenerativas, mostrando que essa terapia, em mulheres saudaveis, leva a
uma melhora na memoria e um aumento na fungdo cognitiva devido a agado do
estradiol, além de também aumentar o volume de hipocampo (LORD et al., 2008);
em modelos experimentais com neurodegeneragao previne a perda de neurdnios,
que leva a perda cognitiva (DONCARLOS, AZCOITIA & GARCIA-SEGURA, 2009),
podendo exercer acdes neuroprotetoras através do controle da inflamagdo do
cérebro (KARIMI et al., 2015); e, possui agao protetora também em modelos animais
com Parkinson e DA (MORISSETTE et al.,2008; CARROL & PIKE, 2008). No
entanto, quanto maior o tempo de privacdo de estrogénio, menor acao

neuroprotetora a terapia hormonal possui (SUZUKI et al., 2007).

3.2 Tamoxifeno
O tamoxifeno ou trans-1-[p-B(dimetil-amino)etoxi-fenil]1,2-difenil-1-buteno &
um isbmero trans substituido do trifeniletiieno (Figura 1), com atividade
antiestrogénica na terapia antiestrogénica de mama (JORDAN, 2006). Apos ser
absorvido pelo trato gastrintestinal, é distribuido ligado a proteinas plasmaticas,
particularmente a albumina (em torno de 99%), e devido ao seu carater altamente

lipofilico € bem distribuido nos tecidos, sendo a sua concentragcédo nos tecidos de 10
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a 60 vezes mais alta do que a concentragao presente no plasma (MAREK, ITINOSE
& BRACHT, 2010; BINKHORST et al., 2015) e é metabolizado por varias enzimas do
sistema citocromo p450 (CYP). Apos sofrer metabolizacdo hepatica forma o 4-
hidroxitamoxifeno (4-OHTAM) e o N-desmetiltamoxifeno, que sdo os dois principais
metabdlitos primarios produzidos e que posteriormente séo biotransformados em 4-
hidroxi-N-desmetiltamoxifeno (endoxifeno).

Os metabdlitos ativos, endoxifeno e 4-OHTAM, possuem até 100 vezes maior
afinidade aos ER e de 30 até 100 vezes maior poténcia na supressao da proliferagao
celular do que o tamoxifeno e o endoxifeno possui ainda uma afinidade 10 vezes
maior que o 4-OHTAM (SHIN, CHOI & LI, 2006; WELZEN et al., 2015). Embora de
grande interesse clinico devido a possibilidade de estar intimamente associado aos
efeitos adversos gerados pelo tamoxifeno, o N-desmetiltamoxifeno possui baixa
afinidade aos ER, ndo possuindo eficiente potencial terapéutico. A eliminagdao dos

metabdlitos ocorre através da bile, fezes e urina (BINKHORST et al., 2015).

Figura 1. Estrutura quimica do trans-1-[p-B(dimetil-amino)etoxi-fenil]1,2-difenil-1-buteno
(tamoxifeno; isbmero Z). Fonte: Adaptado de JORDAN (2003).

A classificagcdo do tamoxifeno como um SERM se deve a sua atividade
moduladora, com efeitos agonista ou antagonista ao estrogénio em diferentes
tecidos que possuem ER. Essa terapéutica vem sendo utilizada ha mais de trés
décadas no tratamento do cancer de mama em mulheres com ER positivos nos
tumores. Quando administrado durante cinco anos demonstrou reduzir a recorréncia

e mortalidade em mulheres na peri e pés menopausa (GOETZ, KAMAL & AMES,
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2008; CLINES, CHOKSI & POZNAK, 2015). Seu efeito terapéutico no tratamento do
cancer de mama se deve a agao antiestrogénica no tecido mamario, ocorrendo
ativagdo de proteinas co-reguladoras repressoras, inibindo a proliferagado de células
tumorais através da ligacdo em ER (OSENI et al.,, 2008). Além de ser eficaz na
terapéutica no tecido mamario, possui também uma acgado osteoprotetora,
protegendo contra a perda O0ssea ao aumentar a densidade mineral Ossea,
diminuindo assim a ocorréncia de fraturas (CLINES, CHOKSI & POZNAK, 2015).

No entanto, o tratamento prolongado com tamoxifeno pode causar graves
efeitos adversos, como a hiperplasia e o carcinoma endometrial (RONG, HILAKIVI &
CLARKE, 2015), o desenvolvimento de cirrose e esteatose hepatica nao alcodlica
(JAIN, THANKI & JAIN, 2013) como também, o aumento do risco do
desenvolvimento de diabetes mellitus (LIPSCOMBE et al.,, 2012). Esses efeitos
adversos sao, possivelmente em decorréncia da alteracdo do fluxo de elétrons da
cadeia respiratéria, do estresse oxidativo, da lipoperoxidacdo (NAZAREWICZ et al.,
2007; MAREK et al., 2011), das alteragbes acentuadas no metabolismo lipidico e da
glicose (HOZUMI, KAQANO & MIYATA, 1997) e da deplecdo de enzimas
antioxidantes (RABINOWICH & SHIBOLET, 2015).

3.2.1 Efeito do tamoxifeno no Sistema Nervoso Central

Os efeitos do tamoxifeno no SNC s&o provavelmente facilitados pela
habilidade do medicamento de cruzar a barreira hematoencefalica e se acumular no
cérebro, podendo ter uma agdo ambigua nos receptores, o que ira refletir na
cognicao dos pacientes (PALMER et al., 2008). Existem evidéncias que mostram
que o tratamento com tamoxifeno pode causar problemas cognitivos, como
confusao, deterioracdo da memoria verbal, dificuldade em tomar decisées (DENK et
al., 2015), perda da memoaria visual e habilidades visuo-espaciais (BENDER et al.,
2006). Ha também uma diminuicdo na atividade do cértex frontal e parietal e uma
reducdo no tamanho do hipocampo, sugerindo uma ag¢ao antagonista nessas
regides (EBERLING et al., 2004). O tempo de inicio e duragao da terapia hormonal
interfere na velocidade com que acontece o declinio cognitivo (MACLENNAN et al.,
2006).

No entanto, o tamoxifeno pode também agir de maneira agonista melhorando
as deficiéncias de memodria e aprendizagem induzidas por algum outro
medicamento, possivelmente devido a sua interacdo com o sistema colinérgico

(KARIMI et al.,, 2015). Newhouse et al., (2013) comprovaram essa interagao ao
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mostrar a habilidade do tamoxifeno de restaurar a atividade da colina
acetiltransferase no hipocampo de modelos experimentais ovariectomizados.

Quando administrado em pequenas doses o tamoxifeno pode aumentar a
neuroprotecdo em modelos com dano isquémico (ZOU et al., 2015), melhorar os
déficits neuroldgicos, reduzindo o tamanho do tecido infartado e os danos
comportamentais (MEHTA et al., 2003). O tamoxifeno também pode proteger contra
danos na medula espinhal, reduzir o edema, a perda de neurbnios e de mielina, o
que resulta em uma melhor recuperagao locomotora (TIAN et al., 2009). Apesar dos
estudos realizados exaltando a agao neuroprotetora do tamoxifeno, O’Neil et al.
(2004) demonstraram que o tratamento ndo aumenta significativamente o
crescimento ou a complexidade morfoléogica dos neurdnios do cortex e do
hipocampo. Espeland et al. (2010) relataram um pequeno efeito negativo nas
fungdes cognitivas em mulheres que estado na pés menopausa por 1 ou 3 anos.

Com relagdo as doengas neurodegenerativas mais comuns, Bourque et al.
(2007) mostraram que, com o uso de tamoxifeno, ha uma prevencdo da fungéo
dopaminérgica dose-dependente, enquanto que Latourelle et al., (2010)
evidenciaram perda da propriedade neuroprotetora do estrogénio contra o Parkinson
em pacientes com cancer de mama tratadas com o tamoxifeno. Ja no caso da DA ha
estudos que indicam que o tamoxifeno possa diminuir o risco da doenga ao
demonstrar uma protegdo neuronal contra a toxicidade B-amildide (O’'NEIL et al.,
2004).

3.2.2 Efeito do tamoxifeno no estresse oxidativo

A geragao das espécies reativas de oxigénio (ERO), um produto do
metabolismo de energia aerdbio, € mantida em niveis fisiologicos pela atividade de
componentes antioxidantes. Um desequilibrio das ERO resulta no estresse
oxidativo, caracterizado pela alteragdo da funcdo mitocondrial, diminuicdo da
atividade protéica, dano no DNA e indugéo da apoptose (RAMOS & WITKIN, 2016).

No periodo da pdés menopausa, a queda dos hormdnios ovarianos induz o
estresse oxidativo e apoptose em varios tecidos, apresentando um aumento nas
concentragcbes séricas de marcadores, como a lipoperoxidagao (YAZGAN et al.,
2016). Com o inicio do tratamento, devido a sua hidrofobicidade, o tamoxifeno se
acumula rapidamente nas bicamadas fosfolipidicas das membranas o que pode
intensificar o processo de estresse oxidativo. Esse mecanismo contribui para a

apoptose das células cancerigenas, porém também acarreta consequéncias, como o
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aumento da resisténcia ao tratamento com tamoxifeno e a ocorréncia dos eventos
adversos (BEKELE et al., 2016).

Estudos mostram que o tamoxifeno modula a fungédo da mitocondria, principal
fonte de ERO, agindo como um potente inibidor do transporte de elétrons,
aumentando a lipoperoxidagdo mitocondrial, diminuindo a glutationa e a atividade da
superéxido dismutase (SOD) mitocondrial; porém, a resposta difere de tecido para
tecido (PARVEZ et al., 2008). Johnson et al., (2007) relataram que as mitocondrias
do cérebro, figado, coragdo e rim de ratos possuem estruturas e atividades
metabdlicas diferentes, como atividade das enzimas antioxidantes e concentragao
de calcio, devido aos seus respectivos proteomas mitocondriais, e o grau de
toxicidade do tamoxifeno depende da condigdo metabdlica do paciente (MOREIRA
et al.,, 2011). O metabdlito 4-OHTAM também mostrou capacidade de reduzir a
lipoperoxidagao induzida em mitocondrias cerebrais in vitro (MOREIRA et al., 2004).

No figado, o estresse oxidativo leva a hepatotoxicidade devido a formagao
das ERO e deficiéncia da oxidag&do dos acidos graxos. Diminui, também, as defesas
antioxidantes hepatica com a diminuicdo da atividade da glutationa peroxidase, da
catalase e da SOD e, com o aumento da lipoperoxidagao (ALBUKHARI et al., 2009).
AcOes estas, também, observadas no rim de ratos tratados com tamoxifeno
(TABASSUM et al., 2007).

No cérebro, a maioria das doengas neurodegenerativas sdo consequéncias
dos niveis excessivos de oxidacido e apoptose que ocorrem através do aumento da
despolarizagdo mitocondrial, entrada de Ca®* e producdo excessiva de ERO e
espécies reativas de nitrogénio. No cérebro total de ratas ovariectomizadas foi
observado uma diminuigdo na lipoperoxidagao e aumento da atividade da glutationa
peroxidase quando tratadas com tamoxifeno (DAJAS et al., 2015; YAZGAN et al.,
2016). Porém existem estudos que demonstram uma agao antagonista no
hipocampo, afetando as fungbes mitocondriais e gerando estresse oxidativo
(NOBAKHT, NAJAFZADEH & SHARGH, 2009).

3.3 Quercetina
Hoje em dia, vem se dando muita atengdo ao consumo de alimentos como
estratégia contra varias doengas devido aos seus constituintes fitoquimicos, dentre
eles os flavonoides. Estes possuem varios efeitos benéficos, como a prevencao de
doencas crénicas e no tratamento de processos inflamatérios, bacterianos e virais,

com poucos eventos adversos (NABAVI et al., 2015).
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A quercetina (3,3',4’,5,7-pentahidroxiflavona) (Figura 2) € um membro da
familia dos flavonoides, que se encontra presente na nutricio humana, estando
distribuida em varias frutas e vegetais como, alface, pimenta, cebola, tomate,
brocolis e macéa, e também em bebidas como, no cha e vinho tinto (DAJAS et al.,
2015).

OH
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HO ®)
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HO O

Figura 2. Estrutura quimica da 3,3',4’,5,7-pentahidroxiflavona (quercetina).
Fonte: Adaptado de CASA-GRAJALES (2015).

A quercetina possui varias atividades biolégicas e farmacoldgicas, como
anticancerigena, anti-inflamatérias,  anti-esclerdtica,  anti-trombodtica,  anti-
hipertensiva, entre outras (DAJAS et al., 2015). Acredita-se que as fontes
alimentares contribuem para uma ingestdo diaria de quercetina estimada em
aproximadamente de 6 a 18 mg/dia variando conforme a dieta do individuo. Na
forma de suplemento dietético, trabalhos mostram o consumo de doses que variam
de 50 a 1000 mg/dia (GUO & BRUNO, 2015). A biodisponibilidade da quercetina
varia de acordo com a fonte alimentar, estando presente principalmente em suas
formas conjugadas extensivamente ligadas a albumina, enquanto que a sua forma
livre esta presente em concentragdes muito baixas (DAJAS et al., 2015).

Apesar de existir em diversas fontes na forma de aglicona, a quercetina da
dieta é principalmente apresentada na sua forma glicosidica, sendo as mais
frequentes:  3-O-glicosideo  (isoquercetina), 3-O-rutinosideo (rutina), 3-O-
thamnosideo (quercitrina) e 3-O-galactosideo (hiperosideo) (DAJAS et al., 2015). Os
metabdlitos quercetina-3-glucuronideo e quercetina-3-sulfatada sao os principais
encontrados na circulagdo sanguinea (GIBELLINI et al.,, 2011). A maioria dos

metabdlitos derivados da quercetina € excretada pela via biliar, mas devido a sua
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baixa solubilidade em agua, que nao favorece a difusdo passiva, uma parte da
quercetina absorvida no epitélio intestinal sofre efluxo para o lumen intestinal,
enquanto outros derivados sédo excretados pela via reanal apos sofrer metabolismo
hepatico (GUO & BRUNO, 2015).

A quercetina possui efeitos vasodilatadores podendo diminuir a pressao
arterial em varios modelos de animais, de forma dose-dependente. Esse efeito anti-
hipertensivo observado em animais foi também observado em humanos. Pode ser
devido a varios mecanismos como a diminuicdo no estresse oxidativo, interferéncia
no sistema de renina-angiotensina-aldosterona e/ou melhora na fungéo vascular
(LARSON et al., 2012). Um estudo de Duarte et al. (2001) mostrou que em modelos
experimentais com hipertensdo, a quercetina apos 5 semanas de tratamento reduziu
a pressao sanguinea, aumentou a atividade da glutationa peroxidase no figado e
reduziu a lipoperoxidagao no plasma e no figado; porém nao mostrou esses mesmos
efeitos em modelos experimentais normotensos, onde individuos saudaveis
receberam suplementacdo diaria, com diferentes concentragdes de quercetina
durante duas semanas e apresentaram diferentes concentragdes no plasma de
acordo com a dose, porém nao foi observado acao antioxidante, anti-inflamatoria ou
de alteragcdo no metabolismo (EGERT et al., 2008). A quercetina também pode
exercer um papel protetor contra doencgas cardiovasculares, inibindo a oxidacédo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), diminuindo a pressdo sanguinea e a
agregacao de plaquetas (DUARTE et al., 2001; EGERT et al., 2008).

O efeito anti-inflamatério da quercetina é causado pela inibicdo de enzimas e
de mediadores inflamatérios. Ela inibe também a producdo e a liberacido de
histamina e de outros mediadores alérgicos (MLCEK et al., 2016). As agbes
antioxidante e anti-inflamatéria da quercetina podem agir contra alguns mecanismos
moleculares envolvidos na obesidade (NABAVI et al., 2015). Dados mostram que
apesar do efeito anti-inflamatério, em algumas situagbes in vivo, esta pode agir
como pro-inflamatorio. Pessoas com pancreatite e asma estdo mais vulneraveis a
esses efeitos devido a uma indugao da bradicinina na traqueia e no pancreas o que
faz a quercetina aumente seus niveis no plasma (NICOLAU, DOVICHI & CUTTLE,
2013).

Além disso, a quercetina possui uma acao osteoprotetora, aumentando a
atividade da fosfatase alcalina em osteoblastos e inibindo a perda 6ssea em ratas
ovariectomizadas. Liang et al. (2011) relataram a capacidade de reverter
parcialmente a osteopenia em ratos diabéticos, possivelmente devido a propriedade
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antioxidante da quercetina e de sua habilidade em diminuir a glicose sérica com

mecanismo ndo esclarecido.

3.3.1 Efeito da quercetina no Sistema Nervoso Central

O estresse oxidativo esta associado com o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, devido a possibilidade em causar dano no nucleo dos
neurénios e no acido desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial, diminuir a atividade de
enzimas antioxidantes e aumentar os produtos da lipoperoxidagdo (ANSARI et al.,
2009). A quercetina tem habilidade de atravessar a barreira hematoencefalica e
chegar a todas as regides do cérebro, podendo ser neuroprotetora ou neurotoxica
(MAALIK et al., 2014). Este flavonoide contribui significativamente para a protegao
de células neuronais contra a neurotoxicidade induzida pelo estresse oxidativo.
Células do hipocampo de camundongos mostraram-se protegidas contra a
toxicidade oxidativa induzida por glutamato, pela inibigdo da producdo de ERO e
diminuicdo da lipoperoxidagdo. O tratamento crénico com quercetina demostrou
reverter as deficiéncias cognitivas causadas pelo envelhecimento e intoxicagao por
alcool (ANSARI et al., 2009), melhorar os niveis de ansiedade, da fungédo cognitiva
pela modulagdo de atividades enzimaticas (SABOGAL-GUAQUETA et al., 2015), e
interagir com o sistema colinérgico ao inibir a atividade da acetilcolinesterase e da
buritilcolinesterase de forma dose-dependente. Dong et al. (2014) demonstraram a
acgao protetora da quercetina, na dose de 50 mg/Kg, contra o edema no cérebro em
modelos experimentais de ratos com hemorragia subaracnoide, apresentando um
aumento da atividade das enzimas antioxidantes e diminui¢gdo da lipoperoxidacéo,
prevenindo também a apoptose hipocampal. O mesmo estudo envolvendo uma dose
menor, de 10 mg/Kg, ndo mostrou a mesma acao protetora. Em modelos in vitro de
neurodegeneracgao a quercetina pode apresentar efeitos protetores e de toxicidade,
possivelmente devido a uma possivel diferenca no tempo de administracido
(OSSOLA et al., 2008).

A necessidade da administracdo de repetidas doses para obter o efeito
neuroprotetor sugere a dificuldade da quercetina em atingir o cérebro em
concentracbes efetivas. Resultados de experimentos crénicos indicam uma
necessidade de concentragbes acumulativas para obter uma eficacia farmacologica
(DAJAS et al., 2015), pois apesar de, em doses apropriadas, poder atenuar o
estresse oxidativo e melhorar a atividade do hipocampo, em uma situagao instavel

ela exibe efeitos pré-oxidante que acabam por prejudicar a cogni¢cao (XIA et al.,
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2015). Jazvinscak et al. (2012) demonstraram esse efeito pré-oxidante também ao
verificar que o uso de quercetina nao afetou a sobrevivéncia neural, mas sim
provocou uma reducao da glutationa intracelular nos neurdnios.

Embora apresente beneficios contra as doengas neurodegenerativas ao
exercer um efeito inibitério contra a acetilcolinesterase (MAALIK et al., 2014), com
relacdo a DA, Ansari et al. (2009) relataram que em concentra¢gdes muito baixas, até
1 uM, e em concentragdes altas como 20 uM e 40 uyM, ndo houve proteg¢ao contra a
neurotoxicidade induzida pelo peptideo B-amildide, proteina que sofre alteracao

estrutural e agregacao na DA.

3.3.2 Efeito da quercetina no estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a producao de
radicais livres, que podem ser reduzidos pelo oxigénio gerando as ERO, e as
defesas antioxidantes. A superproducdo de fatores pré-oxidantes causa varios
efeitos deletérios, como a lipoperoxidacado, dano oxidativo no DNA e dano protéico
(CASA-GRAJALES & MURIEL, 2015). A quercetina € um dos mais abundantes
flavonoides com maior capacidade antioxidante, modulando a expressdo de
diferentes enzimas antioxidantes, como a catalase e a superdéxido dismutase,
aumentando os niveis intracelulares de glutationa (RUIZ et al., 2015). Estudos in
vitro mostram que é o flavonoide mais potente captador de ERO e de espécies
reativas de nitrogénio. Essas propriedades antioxidantes séo atribuidas a presenca
de dois farmacoforos na molécula da quercetina, um grupo catecol e um grupo
hidroxila. A captacdo de ERO n&o somente previne a ocorréncia do estresse
oxidativo, mas também ajuda na atividade anti-inflamatéria (BOOTS, HAENEM &
BAST, 2008).

A dupla acdo da quercetina, antioxidante e pré-oxidante, depende do estado
oxidativo da célula, dos metabdlitos formados e da dose administrada.
Provavelmente quando o sistema antioxidante se torna ineficiente, a superproducgao
de ERO altera o estado redox da célula e ativa a apoptose (RUIZ et al., 2015). Ruiz
et al. (2015) demonstraram essa ambiguidade ao concluir que a quercetina afeta
negativamente na fungdo mitocondrial no coragao e na eritropoiese em ratos. Hisieh
et al. (2010) relataram que o tratamento com 70 mg/Kg de quercetina por 28
semanas agrava os efeitos celulares causados pelo cancer renal.

Um estudo feito com ratos diabéticos mostrou que o tratamento por 14 dias

com 10 mg/Kg/dia de quercetina reverteu apenas os efeitos causados pela diabetes
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na atividade da glutationa oxidase do cérebro e da glutationa peroxidase no figado,
porém aumentou 20% na lipoperoxidagcdo no figado e agiu negativamente nas
enzimas antioxidantes do rim e coragcdo (SANDERS, RAUSCHER & WATKINS,
2001). Em ratas com hipercolesterolemia, a administracdo de quercetina demonstrou
diminuir o estresse oxidativo na aorta, ao diminuir a lipoperoxidagao (KAMADA et al.,
2005). No figado, o poder antioxidante da quercetina € demonstrado ao causar
inibicdo da lipoperoxidacéao e efeitos na glutationa peroxidase (SEUFI et al., 2009).

A quercetina protege também as células gastricas contra o estresse oxidativo
induzido pelo peréxido, através da inibicdo da producédo das ERO, da regulagdo do
influxo de Ca*? nas células e da inibicdo do potencial da membrana de mitocondrias,
0 que acaba por inibir a apoptose (HU et al.,, 2015). Em diferentes modelos
experimentais, a quercetina demonstrou seu poder antioxidante, como no plasma de
modelos com artrite reumatoide, a quercetina em uma dose de 150 mg/Kg
demonstrou aumentar a capacidade antioxidante, e em ratas hipertensas melhorou o
relaxamento endotelial de vasos, através da reducdo da atividade da glutationa
peroxidase e da lipoperoxidagdo (GUARDI et al., 2015; DUARTE et al., 2001). No
cérebro, Costa et al. (2016), assumiram que a concentracdo de quercetina
encontrada esta na escala nanomolar, muito abaixo do necessario para exercer uma
atividade antioxidante direta, sendo preciso administrar uma dose muito maior.
Porém a seguranga do uso prolongado de suplementos antioxidantes na saude
humana ainda é muito debatida (MAALIK et al., 2014).

3.4 Interacdo entre Tamoxifeno e Quercetina

Diante dos efeitos adversos gerados pelo tamoxifeno, a coadministracéo de
substancias alternativas com possiveis efeitos protetores demonstra-se atraente
(SCOTT et al., 2006). Os efeitos farmacologicos dos fitoquimicos presentes em
alimentos veem sendo extensamente estudados, especialmente a supressao de
especies reativas de oxigénio pelos antioxidantes presentes nestes alimentos.
Dentre esses fitoquimicos, os flavonoides tém tido muito destaque devido aos efeitos
farmacolégicos, como anti-tumoral, anti-diabético, hipolipemiante, entre outros (LIN
et al.,, 2014). Estudos indicam que alguns nutrientes antioxidantes, como as
vitaminas A, C e E minimizam os efeitos téxicos produzidos pelas drogas
antineoplasicas e interferem positivamente na resposta ao tratamento (DOS
SANTOS & CRUZ, 2001). Devido a esses fatores, vem sendo estudado o uso

concomitante do tamoxifeno com o flavonoide quercetina.



29

A resposta sinérgica da associagdo entre o tamoxifeno e a quercetina tem
sido foco de varios estudos que visam diminuir a resisténcia das células tumorais as
multiplas drogas utilizadas no tratamento do cancer de mama, esperando-se
melhorar a eficacia antitumoral (DUYSEN & LOCKRIDGE, 2008). A exposigdo de
células MCF-7 de carcinoma de mama humano a doses de 0,5 uM de quercetina
com tamoxifeno inibiu, apds 24 horas, o crescimento das células tumorais, induziu a
apoptose de células MCF-7 multiresistentes a drogas, via alteracbes em nivel
mitocondrial e melhoraram a sensibilidade das células MCF-7 ao tamoxifeno
(KAVITHAA et al., 2014). Wang et al. (2015) demonstraram que além da quercetina
aumentar a sensibilidade, também consegue converter a resisténcia de células
cancerosas mamarias ao tamoxifeno. Oh et al., (2010) atribuiram essa conversao a
inibicdo da angiogénese através da supressao da expressdo de uma proteina (Pin-
1), sugerindo o uso da quercetina como agente terapéutico no tratamento do cancer
de mama resistente ao tamoxifeno. O uso concomitante de tamoxifeno e quercetina
também demonstrou regular o crescimento tumoral em diversas células cancerosas
como no cancer de pulmao, no melanoma e no cancer de laringe (CALTAGIRONE et
al., 1997; PIANTELLI et al. 1995; FERRANDINA et al., 1998). Ma et al. (2004)
observaram que além do tamoxifeno inibir o crescimento celular do tumor de
préstata através da modulagédo da angiogénese, a coadministragdo com a quercetina
potencializou os seus efeitos antineoplasicos.

Além do efeito direto da quercetina nas acgbes terapéuticas do tamoxifeno,
este flavonoide possui também a habilidade de aumentar a biodisponibilidade oral do
tamoxifeno, pela redugcdo do metabolismo primario deste. Shin, Choi & Li (2006)
observaram que apos a administragdo por via oral de 10 mg/kg de tamoxifeno e
quercetina nas doses de 2,5; 7,5 e 15 mg/kg em ratas houve aumento da
biodisponibilidade do tamoxifeno e do seu metabdlito (4-OHTAM) nas
coadministracbes com 2,5 e 7,5 mg/kg de quercetina. O aumento da
biodisponibilidade do tamoxifeno e do 4-OHTAM, pode ser explicado devido a
quercetina ser um potente inibidor competitivo das isoformas 3A do citocromo P450.
Inibicdo demonstrada por estudos in vitro com microssomos hepaticos e intestinais
com 1 a 10 uM de quercetina, e estudos in vivo com as doses de 2, 10 e 20 mg/Kg
(UMATHE et al.,, 2008). Considerando a importancia das isoformas 3A4/5 do
citocromo P450 no metabolismo do tamoxifeno (SINGH, FRANCIS & MICHAEL,
2011) essa agédo inibitoria da quercetina nas isoformas 3A do citocromo P450
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explicaria as alteragdes na biodisponibilidade e no metabolismo de primeira
passagem do tamoxifeno.

Com relagao aos efeitos hepatotoxicos do tamoxifeno Jain, Thanki & Jain,
(2013) coencapsularam o tamoxifeno com quercetina em nanoparticulas poliméricas
conseguindo assim diminuir o estresse oxidativo e a consequente hepatotoxicidade
do tamoxifeno. Isto melhorou a eficacia antitumoral e aumentou a biodisponibilidade
das duas substancias, in vitro e in vivo. Embora o objetivo do estudo fosse
demonstrar a melhor eficacia das nanoparticulas, pode ser observado que quando
administrada quercetina associada ao tamoxifeno, mesmo quando né&o
coencapsulados em nanoparticulas, a atividade scavenger in vitro da quercetina se
mostrou benéfica diante dos efeitos adversos do tamoxifeno. A quercetina também
produziu um efeito hipoglicémico além de reduzir os efeitos hepatotoxicos induzidos
por outros medicamentos (CHENG, SHEN & WU, 2009).
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Resumo

Background: Em mulheres no periodo pds-menopausa o estrogénio mostra
influéncia significativa nas fungdes cognitivas. A reposicdo hormonal tem ajudado na
protecao contra esta deterioragdo cognitiva, onde os SERMs tém sido a droga de
escolha, dentre eles o tamoxifeno, que também é utilizado na quimioprevengao em
mulheres com alto risco de desenvolver cancer de mama. A terapia com
antioxidantes também tem sido abordada como possivel opgao para o tratamento e
na prevencao de doencas neurodegenerativas. O efeito da coadministracdo dessas

substancias é desconhecido.

Métodos: No estudo, ratas ovariectomizadas foram separadas em grupos e tratadas
com tamoxifeno (5 mg.Kg™'), quercetina (22,5 mg.Kg') e a coadministragdo de
tamoxifeno (5 mg.Kg™") e quercetina (22,5 mg.Kg™"). O hipocampo foi isolado e
utiizado para a determinacdo das atividades da acetilcolinesterase,
butirilcolinesterase, da superéxido dismutase e catalase. Os marcadores de dano

oxidativo, lipoperoxidacao e tidis, além no NO e Ca*? também foram avaliados.

Resultados: No grupo tratado com tamoxifeno houve diminuicdo nas atividades da
acetil- e butirilcolinesterase (p < 0,001), aumento na quantidade de grupos tidis e
diminuicdo dos niveis de NO. Por outro lado, a quercetina quando coadministrada
com o tamoxifeno mostrou aumentar a atividade da acetil- e butirilcolinesterase,
diminuir a quantidade de grupos tidis e aumentar tanto o Ca*™ quanto o NO,

mostrando um efeito pro-oxidante.
Conclusao: Nas doses estudadas, a acao pro-oxidante da quercetina se sobrepbs

ao efeito neuroprotetor do tamoxifeno, inviabilizando a sua co-administracdo para o

tratamento ou prevencao de doengas neurodegenerativas.

Palavras chave: Doengas neurodegenerativas, estresse oxidativo, SERM
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Abstract

Background: In postmenopausal women, estrogen shows a significant influence on
cognitive functions. Hormonal replacement has helped to protect against this
cognitive deterioration, where SERMs have been the main choice, like tamoxifen,
which is also used in chemoprevention in women with high risk to develop breast
cancer. Antioxidant therapy has also been addressed as a possible option for the
treatment and prevention of neurodegenerative diseases. The effect of

coadministration of these substances is unknown.

Methods: At this study, ovariectomized rats were separeted into groups and treated
with tamoxifen (5 mg.Kg™'), quercetin (22,5 mg.Kg™") and their coadministration,
tamoxifen (5 mg.Kg™) plus quercetin (22,5 mg.Kg™"). The hippocampus was isolated
and used for determination of acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, superoxide
dismutase and catalase activities. The markers of oxidative damage, lipoperoxidation

and thiols, such as nitric oxide and Ca*? were also evaluated.

Results: The group treated with tamoxifen shown a decrease in acetyl- and
butyrylcholinesterase activities (p < 0,001), increase the amount of thiol groups and
decrease at NO levels. On the other hand, quercetin when administered with
tamoxifen showed an increase in acetyl- and butyrylcholinesterase activities,
decrease the amount of thiol groups and increase both Ca*? as NO, showing a pro-

oxidant effect.
Conclusion: At the studied doses, the pro-oxidant action of quercetin overlapped the

neuroprotective effect of tamoxifen, making its co-administration unfeasible for the

treatment or prevention of neurodegenerative diseases.

Keywords: Neurodegenerative disease, oxidative stress, SERM
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1. Introducao

O declinio cognitivo € bem reconhecido durante o envelhecimento. Em
mulheres no periodo pés-menopausa o estrogénio mostra influéncia significativa nas
fungcdes cognitivas (1), exercendo efeito tanto na neuroquimica quanto na
microestrutura das regides cerebrais cruciais para o desenvolvimento, aprendizagem
e memoria (2). A reposigcdo hormonal com moléculas estrogénicas tem ajudado na
protegdo contra esta deterioracdo cognitiva, onde os moduladores seletivos de
receptores de estrogénio (SERMs) tém sido a droga de escolha (3). Dentre os
SERMSs, o tamoxifeno (TAM), também utilizado na quimioprevengdo em mulheres
com alto risco de desenvolver cancer de mama (4), apesar da sua agao antioxidante
no cérebro (5), ndo € considerado neuroprotetor (6). Estudos mostram que o TAM
aumenta a expressdo do mMRNA da colina acetiltransferase em neurbnios
colinérgicos do prosencéfalo basal, aumentando assim a atividade da
acetilcolinesterase (AChE), enzima reguladora dos niveis do neurotransmissor
acetilcolina (7,8). Assim como a acetilcolinesterase, a butirilcolinesterase (BuChE)
também participa da regulagao colinérgica (9), regulacéo fundamental, considerando
que a acetilcolina participa de importantes fungdes relativas ao aprendizado e
memoria (10).

Outra substancia, como o flavonoide quercetina, também afeta a atividade
colinérgica, com agao neuroprotetora. Sua agéao parece ser ou por inibicdo direta da
acetil- e da butirilcolinesterase, onde a transmissao sinaptica € aumentada por
reducao da hidrolise da acetilcolina no cérebro (11); ou pela sua agado scavenging de
espécies reativas de oxigénio e de radicais livres (12), ja que as atividades da acetil-
e butirilcolinesterase podem ser mediadas pelo estresse oxidativo (13) e estas,
também, estéo relacionadas com a patofisiologia das doengas neurodegenerativas.

Embora com resultados ainda inconsistentes, a terapia com antioxidantes tem
sido abordada como possivel opgao para o tratamento e na prevengao de doengas
neurodegenerativas (14). Estudo realizado por Marek et al., (2016) sugere a
capacidade da quercetina mediar a acdo do tamoxifeno sobre a acetilcolinesterase
em diferentes regides do cérebro, particularmente no hipocampo, onde mostrou ter
uma agdo mais contundente. Assim, o presente trabalho verificou o efeito da
quercetina sobre a atividade da acetil- e buritilcolinesterase no hipocampo de ratas

ovariectomizadas tratadas com tamoxifeno. O mecanismo relacionado a
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lipoperoxidagao foi investigado, assim como a participagdo do calcio e os niveis de

oxido nitrico nesse processo.

2. Materiais e Métodos
2.1 Animais e delineamento experimental

Para o experimento foram utilizados ratos da linhagem Wistar, fémeas, em
idade adulta, ovariectomizadas bilateralmente e pesando entre 200 e 220 g. Todos
os animais foram alimentados ad libitum com uma dieta padrdao de laboratério
(Algomix®), receberam agua a vontade durante todo o periodo experimental, ficando
alojados em caixas de polipropileno em ambiente climatizado (22° C + 2° C), com
ciclo claro/escuro de 12 horas e com exaustao do ar. No momento do experimento,
as ratas foram divididas aleatoriamente em 4 grupos com 12 animais em cada.
Todos os animais foram tratados diariamente por gavagem durante 14 dias. O grupo
controle [CON]: recebeu 6leo de canola (1 ml.Kg"' de peso animal, p.a.), grupo
tamoxifeno [TAM]: recebeu 5 mg.Kg™ p.a. de tamoxifeno; grupo quercetina [QUER]:
recebeu 22,5 mg.Kg™' p.a. de quercetina e grupo tamoxifeno + quercetina [TAM+Q]:
recebeu 5 mg.Kg' p.a. de tamoxifeno mais 22,5 mg.Kg' p.a. de quercetina. O
tamoxifeno (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e a quercetina (Farmacia
Bioativa, Parana, Brasil) foram solubilizados em 6leo de canola sendo as suas doses
baseadas em Marek et al., 2016.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual
do Oeste do Parana. Todos os procedimentos experimentais seguiram os requisitos
éticos de experimentacdo animal e tiveram o protocolo aprovado pelo Comité de
Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(CEUA/UNIOESTE).

2.1.1 Cirurgia de ovariectomia

Todas as ratas foram anestesiadas com 100 mg.Kg™ de cloridrato de
ketamina p.a. (Ketamin: Cristdlia, Brasil) e 15 mg.Kg” p.a. de cloridrato de
xilazina (Anasedan: Vetbrands, Brasil) por via intraperitonial. Em condi¢des
assepticas foi realizada a ovariectomia bilateral. Inicialmente foi feita uma inciséo
abdominal, a pele do abdome foi cortada e o peritbnio aberto. Em seguida as
artérias de ambos os ovarios foram pingadas e amarradas para a retirada dos

ovarios. Na seguida, os ovarios foram retirados, o musculo e a pele foram suturados.
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Apds a cirurgia, as ratas receberam uma gota de dipirona (50 mg.mL'1, Medley

Industria Farmacéutica Ltda, Brasil) como analgésico.

2.2 Isolamento do hipocampo e preparo dos homogenatos

O tratamento foi iniciado ap6és um més da realizagcdo da cirurgia de
ovariectomia, para que ocorresse normalizagdo dos niveis hormonais. Apoés 14 dias
de tratamento, os animais foram deixados em jejum de 12 horas, sendo
posteriormente eutanasiados com overdose de cloridrato de ketamina e de xilazina.
O cérebro foi retirado, sendo isolado logo em seguida o cerebelo. O cértex foi
dividido em duas partes, o hipocampo de cada hemisfério foi isolado rapidamente e
reunidos para a realizagdo dos homogenatos. Todos os procedimentos foram

realizados em banho de gelo e ambiente climatizado em 18° C + 2° C).

2.2.1 Homogenato para AChE, BuChE, catalase e tidis

Os hipocampos foram picotados em pedagos pequenos e homogeneizados
em Dounce com tampao fosfato 100 mM (pH 7,4) e KCI 1,15%, divididos em dois
tubos: em um tubo foi adicionado Triton-X 100 e centrifugado a 1.085 g por 10
minutos seguido de outra centrifugacao de 2.377 g por 15 minutos. O sobrenadante
foi armazenado para dosagem da AChE, BuChE, catalase e tiois (15,16). O segundo
tubo foi submetido a centrifugagdo de 2.377 g por 10 minutos e o sobrenadante foi

armazenado para dosar a lipoperoxidacao (17).

2.2.2 Homogenato para superoxido dismutase (SOD), calcio e o6xido nitrico
(NOy)

Os hipocampos foram picotados em pedagos pequenos e homogeneizados
em Dounce com meio de isolamento de mitocéndrias (pH 7,4) no qual continha
sacarose 100 mM, KCI 100 mM, Tris-HCI 50 mM, KH,PO4 1 mM e albumina 0,2%.
Apos completa homogeneizacdo, o homogenato foi centrifugado a 695 g por 10
minutos. Uma aliquota do sobrenadante foi retirada e nela adicionada sacarose 0,25
M e 0,5% de Triton-X 100 (pH 8,5). Este homogenato foi armazenado para a
dosagem de SOD (18). O restante do sobrenadante foi centrifugado a 10.028 g por
10 minutos. O sobrenadante desta centrifugacdo foi armazenado para as dosagens
de calcio e 6xido nitrico extramitocondrial (NOex). O pellet foi suspendido no meio de
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isolamento de mitocondrias e armazenado para a determinagao de calcio e de 6xido
nitrico intramitocondrial (NOjnt) (19).

Em todos os homogenatos foram feitas as dosagens de proteinas de acordo
com metodologia descrita por Lowry et al. (1951), sendo os resultados expressos em

miligrama de proteina por mililitro de homogenato.

2.3Determinacgao das atividades enzimaticas
2.3.1 Atividade da AChE

A atividade foi medida através do método de Ellman et al. (1961). Para o
meio de reacdo o equivalente a 0,25 mg de proteina do homogenato, tampao fosfato
114 mM (pH 8,0) e 0,5 mM de DTNB (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
foram adicionados e incubados em banho maria a 37°C por 2 minutos e 30
segundos. A reacéo foi iniciada pela adicdo do substrato de iodeto de acetiltiocolina
0,5 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). A mudancga de extingdo molar
registrada a 405 nm durante 60 segundos a cada 10 segundos. A atividade

enzimatica da AChE foi expressa em nanomol por minuto por mg de proteina.

2.3.2 Atividade da BuChE

As atividades da BuChE foram realizadas de acordo com Ellman et al. (1961),
utilizando 0,5 mM de DTNB (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e 1,0 mM de
propioniltiocolina (PTh, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) em tampao fosfato
114 mM (pH 8,0). A quantidade dos homogenatos adicionados a reagédo foram o
equivalente a 0,25 mg de proteina. A reacao foi iniciada com a adicdo do substrato e
lida em 405 nm durante 120 segundos a cada 20 segundos. Os resultados foram

expressos em nmol de substrato hidrolisado por minuto por miligrama de proteina.

2.3.3 Atividade da SOD

A determinacao da atividade da SOD foi realizada de acordo com Nandi &
Chatterjee (1988) com pequenas adaptacdes. A técnica se baseia na inibigdo da
autoxidagao do pirogalol em meio basico. O meio de reagao continha tampéao Tris-
HCI 50 mM com EDTA 1 mM (pH 8,5), 0,13 mM de pirogalol (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) e 0,08 mg de proteina do homogenato. A autoxidagao foi lida

em 420 nm durante 2 minutos com delay time de 1 minuto e 30 segundos. Os



39

resultados foram expressos em unidades (U) por mg de proteina, onde cada U

equivale a 50% da autoxidagao do pirogalol.

2.3.4 Atividade da catalase

A atividade da catalase foi analisada de acordo com metodologia descrita por
Aebi (1974). Foi adicionado tampao fosfato 50 mM (pH 7,0) com aproximadamente
0,9 mg de proteina do homogenato ao meio de reagéo. Apods adi¢cado de peroxido de
hidrogénio 10 mM a reacéo foi lida a 240 nm durante 30 segundos. Os resultados

foram expressos em micromol por minuto por mg de proteina.

2.4Determinagao de marcador de danos oxidativos

2.4.1 Lipoperoxidagao (LPO)

A determinacdo da lipoperoxidacdo foi realizada de acordo com a
metodologia de Ohkawa et al. (1979), cujo principio € medir a quantidade de
malondialdeido bis que se complexa ao acido tio barbiturico (TBA, Merck Darmstadt,
Alemanha). O homogenato foi diluido em agua destilada (1:2) e desproteinizado com
8,1% de dodecil sulfato de sédio (SDS, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).
Apés adicionar TBA 0,067% o meio de reagao foi incubado a 96°C durante 60
minutos. Apods resfriamento, foi adicionado n-butanol:piridina (15:1) e centrifugado a
2.377 g por 10 minutos. A fase organica foi lida em 535 nm. O malondialdeido (MDA,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 200 uM foi utilizado como padrdo. Os

resultados foram expressos em nanomols por mg de proteina.

2.4.2 Tidis
A dosagem de tidis foi realizada através da metodologia descrita por Ellman
et al. (1961). Para o meio de reacgao foi utilizado tampéao fosfato 114 mM (pH 8,0),
0,5 mM de DTNB e aproximadamente 0,25 mg de proteinas do homogenato. Apds 2
minutos e 30 segundos em banho maria 37°C a reacgéo foi lida em 405 nm. Os

resultados foram expressos em nanomol por mg de proteina.

2.5 Determinacao dos niveis de NOy

Os niveis de nitrato e nitrito (NOy), produtos finais da conversdo do 6xido
nitrico, foram medidos de acordo com metodologia descrita por Miranda et al.
(2001)(21). Foi realizada uma curva padrao de 1,6; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 60; 70;
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80 uM de nitrito de sddio. Para o preparo das amostras foi adicionado 200 mM de
ZnSO4 no homogenato e centrifugado a 10.028g durante 10 minutos. Ao
sobrenadante foi adicionado 300 pL de 2% VCIs; (em HCI 1M), 150 pL de 0,1% N-(1-
naftil) etilenodiamina dicloridrato e 150 pyL de sulfanilamida (em HCI 5%). Apos
incubacao a 37°C durante 55 minutos, os niveis de nitrito foram determinados em
espectrofotdbmetro a 540 nm. Os niveis de nitrito e nitrato foram expressos em

pmolar de NOx.

2.6 Determinacgao de calcio

O calcio foi determinado através de metodologia bioquimica com aparelho
AUG80 Beckman Coulter®, onde os ions de calcio reagem com Arzenazo Il gerando
um complexo colorido, que € lido a 660/700 nm. Os resultados foram expressos em

miligrama por decilitro por grama de tecido.

2.7 Analise Estatistica

O software utilizado para as anadlises estatisticas foi o Statistica7®. Os
diferentes valores entre os grupos tratados e seus respectivos controles foram
avaliados usando One-way ANOVA seguido do teste de post-hoc de Fischer, sendo
utilizado pra andlise das variaveis nao paramétricas o teste de Kruskal-Wallis. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao médio (SEM). Foi aceito

como estatisticamente significativo p < 0,05.
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3. Resultados
A Tabela 1 mostra os valores encontrados para as atividades
enzimaticas, para os indicadores de lipoperoxidacéo e para os niveis de oxido nitrico

e calcio intra e extramitocondriais.

3.1 Atividades da AChE e BuChE

A Figura 3 mostra as atividades da acetil- e da butirilcolinesterase,
respectivamente. As duas enzimas tiveram suas atividades diminuidas no grupo
tratado apenas com tamoxifeno com diferenca de 31,34 nmol.min".mg ptna™ de
unidades (p < 0,001) para a AChE (Figura 3A) e de 32,18 nmol.min".mg ptna™ de
unidades (p < 0, 001) para a BuChE (Figura 3B). Ja a adi¢do de quercetina com o
tamoxifeno aumentou significativamente a BuChE (p < 0,05) e também a AChE
apresentou um aumento significativo (p < 0,05). A Figura 1 também mostra que a
quercetina quando administrada isoladamente interfere na atividade da AChE (p <
0,05), e a BuChE também sofre forte influéncia deste flavonoide (p < 0,05),

diminuindo a atividade das colinesterases.

3.2 Atividades da SOD e catalase

A Figura 4A mostra que a atividade da SOD n&o apresentou nenhuma
alteracdo com os diferentes tratamentos (p > 0,05). O mesmo foi observado na
atividade da catalase, onde os grupos também nao sofreram nenhuma alteragcédo na
atividade (Figura 4B).

3.3 Marcador de danos oxidativos

A quantidade de malondialdeido ndo se mostrou alterada no grupo tratado
com tamoxifeno mais quercetina, entretanto o grupo que recebeu apenas a
quercetina mostrou aumento significativo (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle, o
mesmo aconteceu com o grupo tratado com tamoxifeno, apresentando um aumento
dos niveis de malondialdeido (p < 0,001) (Figura 5A). Ja a quantidade de tidis no
grupo tamoxifeno se mostrou aumentada em 30,46 nmol.mg ptna™ de unidades (p <
0,001) comparado ao grupo controle. Quando se introduziu a quercetina junto ao
tamoxifeno, os tidis tiveram uma diminuigdo de 25,36 nmol.mg ptna™' de unidades (p

< 0,005) em relagcao ao grupo tamoxifeno (Figura 5B).
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3.4 Niveis de NOx e calcio (intra e extramitocondriais)

A Figura 6A mostra que o tratamento com tamoxifeno diminui
significativamente o NO extramitocondrial (50,97 + 1,94 pmolar de NO, p < 0,001)
quando comparado com o grupo controle (70,97 £ 2,23 ymolar de NO). O mesmo
ocorre com o grupo tratado apenas com quercetina, que tem seus niveis diminuidos
quando comparados ao grupo controle (p < 0,005). Enquanto que com o tratamento
conjunto com quercetina, estes niveis sado praticamente restabelecidos (67,88 + 2,41
pmolar de NO, p < 0,001). Por outro lado, o NO intramitocondrial ndo se mostrou
alterado em nenhum tratamento, Figura 4B. Na mesma figura se observa que o
tamoxifeno néo altera os niveis de calcio extra e intramitocondriais (Figura 6C e 6D,
respectivamente), no entanto o grupo que recebeu tamoxifeno mais quercetina teve

o calcio intramitocondrial aumentado significativamente (Figura 6D).
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4. Discussao

Nossos resultados demonstram que a quercetina interfere na acao do
tamoxifeno sobre o sistema colinérgico, particularmente sobre a acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase. Estes achados s&o importantes considerando a relevancia do
sistema colinérgico nas doencas neurodegenerativas, em especial na doenga de
Alzheimer. Embora diferentes mecanismos paregam estar envolvidos na etiologia
desta doenca, a terapia normalmente esta associada com a busca em aumentar os
niveis de acetilcolina. Como na mulher, usualmente a manutencao dos niveis de
acetilcolina, em condigbes naturais, € modulada pelo estrogénio, € correto assumir a
possibilidade do tamoxifeno também modular o sistema colinérgico.

Em principio, a expressdao das enzimas colinérgicas nos neurbnios
colinérgicos pode ser modulada pelo estrogénio através da agado classica
envolvendo proteinas ligantes de DNA, as quais estdo envolvidas na regulagao
transcripcional, e pela ativagdo nao classica, incluindo proteinas quinases (PKA,
MAPK) e proteinas ligantes de elementos responsivos a cAMP (CREB) (2;22).

Em modelos animais desprovidos de estrogénio, o tamoxifeno mostra efeitos
no tecido cerebral semelhantes aos animais com estrogénio (23). Isto foi observado
no presente estudo, onde os grupos tratados apenas com tamoxifeno mostraram
diminuicdo nas atividades da acetil- e butirilcolinesterase, concordando com estudos
anteriores que mostraram essa agao moduladora no cortex, cerebelo e hipocampo
de ratas ovariectomizadas quando comparadas com ratas com estrogénio (8).
Porém, o aumento na atividade da acetil- e butirilcolinesterase encontrado no
tratamento com quercetina mais o tamoxifeno foi um achado surpreendente,
considerando a habilidade dos compostos flavénicos em inibir as enzimas
colinérgicas (24). No entanto, ndo se pode esclarecer o mecanismo envolvido com
os dados disponiveis.

Outro achado importante foi o efeito do tamoxifeno sobre a lipoperoxidagao.
Apesar de alguns estudos mostrarem que o tamoxifeno por si s6 seja capaz de
induzir a producado de espécies reativas de oxigénio (ERO) (25, 26) no presente
estudo a quantidade de tidis foi menor no hipocampo de ratas ovariectomizadas,
enquanto que com tamoxifeno o nivel de tidis mostrou-se aumentado. Isto pode
indicar um efeito protetor do tamoxifeno contra os danos oxidativos na auséncia de
estrogénio. Os grupos tidis protegem as fungdes celulares contra estes radicais
livres, evitando a lipoperoxidagao (27).
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Ja a quercetina, com reconhecida atividade antioxidante, quando
administrada com o tamoxifeno mostrou que a sua utilizagdo diminuiu a quantidade
de tidis. Isto pode estar relacionado a sua caracteristica complexa que inclui ambos
efeitos, antioxidantes e pro-oxidantes. Em estudo in vitro com cérebro de ratos a
quercetina atingiu 50% do seu efeito antioxidante maximo na concentragcéo de 0,322
mM para a inibicdo da lipoperoxidacéao, e de 0,374 mM e 0,284 mM para a atividade
scavenger de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), respectivamente.
Concentragdes acima destas levaram a efeitos pro-oxidantes (28). Seu efeito proé-
oxidante parece estar relacionado com a sua incapacidade em lidar com as EROs
por um longo periodo. Elevadas concentracbes de EROs ocasionam a sua oxidagao
em radicais quinona e semiquinona, potencialmente toéxicos e reativos com grupos
tidis (29,30).

O Ca** também tem importancia no estresse oxidativo, pois o seu aumento
pode estimular o influxo do 6xido nitrico sintase (NOS) que leva ao aumento da
producao de NO (31). Além de que, a quercetina também pode aumentar a produgao
de NO pela inducdo da atividade da NOS endotelial ou por aumento da
biodisponibilidade do NO derivado do endotélio (32, 33). O excesso de radicais
livres, tanto das EROs quanto das ERNs, por sua vez interfere em diferentes
processos celulares causando danos na integridade celular (34). Em particular o
oxido nitrico, principal representante das ERNs, que pode agir como modulador
enddgeno da acetilcolinesterase por agao direta na atividade desta enzima (35).

Os achados mostram que apesar do tamoxifeno ser reconhecido por induzir a
lipoperoxidagdo, no presente estudo a diminuicdo nas atividades da acetil- e
butirilcolinesterase, 0 aumento na quantidade de grupos tidis e a diminui¢do dos
niveis de NO indicam uma acao neuroprotetora. Por outro lado, a quercetina quando
coadministrada com o tamoxifeno, apesar da propriedade antioxidante, mostrou
aumentar a atividade da acetil- e butirilcolinesterase, diminuir a quantidade de
grupos tidis e aumentar tanto o Ca*? quanto o NO, mostrando um efeito pro-
oxidante.

Assim, o maior achado no presente estudo foi que, nas doses estudadas, a
acao pro-oxidante da quercetina se sobrepds ao efeito neuroprotetor do tamoxifeno,
inviabilizando a sua co-administracdo para o tratamento ou prevencédo de doencas
neurodegenerativas, considerando que esta interagdo é complexa e que pode gerar
danos neste tecido cerebral.
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Tabela 1. Atividades enzimaticas, indicadores de lipoperoxidagao, niveis de éxido nitrico e de calcio
extra e intramitocondriais em hipocampo de ratas ovariectomizadas.

Indicadores Grupos
CON TAM QUER TAM + Q
AChE "
Lmin . 56,17+2,49 25,83+1,50 49,47+1,83 * 31,85+0,92*
nmol.min .mg ptna
BuChE #t # *
Lmin . 64,57+6,44 32,4+3,75 42,38+0,45 54,46+3,36
nmol.min .mg ptna
Catalase
Lmin g 39,07+2,93 21,13+2,68 34,9845,95 11,23+0,48
dmol.min .mg ptna
SOD
Y i 5,3310,363 4,960,231 5,52+0,655 5,1610,78
.mg ptna
Lipoperoxidagao
g p| t “% | 0523:0066  1,00£0,00"  022:0012*  1,2420,11
nmol.mg ptna
Tiois " N
| g 58,7816,43 89,241+2,10 49,60+3,14 63,88+1,89
nmol.mg ptna
Nox extramitocondrial Hit %% k%
ar de NO 70,97+2,23 50,97+1,94 57,94+1,78 67,88+2,41
Jmoilar
Nox intramitocondrial
ar de NO 49,85+0,96 52,68+1,13 48,54+1,69 54,36+1,86
Jmolar de
Ca+2 extramitocondrial
mg dL" g tecido” 1,75£0,15 1,530,115 1,49+0,35 1,390,066
g
Ca+2 intramitocondrial %
1,330,041 2,53 0,013 2,82+0,42 5,2410,56

mg dL” g tecido™”

Os valores representam a média de 3 animais + SEM.
*n < 0,05; #p < 0,005 e ¥ p < 0,001 em relagdo ao grupo controle.
*p < 0,05; **p < 0,005 e ***p < 0,001 em relagdo ao grupo tamoxifeno.
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Figura 3. Atividades da acetil- (A) e butirilcolinesterase (B) em hipocampo de ratas ovariectomizadas.

-

< 0,05, **p < 0,001 em relagédo ao grupo tamoxifeno.
p < 0,001 em relac&o ao grupo controle.
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Figura 4. Atividades da superoxido dismutase (A) e catalase (B) em hipocampo de ratas
ovariectomizadas. | Grupo controle ll Grupo tamoxifeno (5 mg.Kg™) | Grupo quercetina (22,5
mg.Kg") M Coadministragdo da quercetina com tamoxifeno (22,5 mg.Kg™'; 5 mg.Kg™.
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Figura 5. Quantidade de malonaldeido (A) e tidis (B) em hipocampo de ratas ovariectomizadas.

Grupo controle M Grupo tamoxifeno (5 mg.Kg”') B Grupo quercetina (22,5 mg.Kg') M
Coadministragdo da quercetina com tamoxifeno (22,5 mg.Kg™; 5 mg.Kg™).

**p < 0,005 em relacdo ao grupo tamoxifeno.
*p < 0,05 e **p < 0,001 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 6. Niveis de 6xido nitrico extramitocondrial (A); 6xido nitrico intramitocondrial (B); calcio
extramitocondrial (C) e célcio intramitocondrial (D) no hipocampo de ratas ovariectomizadas.
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5. CONCLUSOES GERAIS

E possivel observar que o tamoxifeno, quando administrado sozinho
exerceu uma agao neuroprotetora no hipocampo, agindo como agonista nos
receptores de estrogénio. No entanto quando houve a coadministracdo da
quercetina, percebe-se que este flavonoide conhecido principalmente por sua
acao antioxidante passa agir como um agente pro-oxidante nos parametros

analisados.
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Protocolo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE)

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Estudo do efeito da coadministragdo do
tamoxifeno e quercetina na acetilcolinesterase do hipocampo de ratas
ovariectomizadas”, sob vossa coordenag&o, foi avaliado pelo CEUA como
APROVADO para execugéo.

ATENCAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apds o encerramento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatorio Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado
Experimental.

| . butiana Oliveira de Farina
Coordenadora do CEUA
Portaria n® 2729/2014 - GRE
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Title Page

____Full title of 120 characters or fewer that provides a concise statement of the
article’s major contents

____Authors’ full names and institutions.

____Short title of 50 or fewer characters for page headings

____No more than six keywords

____ Corresponding author’s contact information

____Name and address of person to whom reprint requests should be addressed
____Any grants or fellowships supporting the writing of the paper

Disclosure summary

Abstract

____No longer than 250 words and prepared as a structured abstract.

___ Does not refer directly to the text or references

Describes in complete sentences the purpose, methods, results, and main
conclusions

___Aimed to a general audience with specialized terminology kept to a minimum.

Précis

____Submit a brief description of your paper that - if your paper is accepted - will
appear in the Table of Contents beneath the title and the author byline.
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____The description should be no longer than 200 characters and should serve to

buttress the content of the title by simply stating what was done and what was found.

Introduction

____Anintroductory statement that places the work in historical perspective, explaining

its intent and significance.

The following two sections are expected in a research article:

Materials and Methods
____ Describes in sufficient detail for other investigators to repeat the work.

_____Make all appropriate resource deposits. See (link to resource deposition section)

for full instructions.

Results

____Results should briefly present the experimental data in text, tables, or figures.

Discussion

____ Focus Discussion on the interpretation and significance of the findings or
information reviewed with concise objective comments that describe their relation to
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Acknowledgments
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* Submitted manuscripts
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* Can be cited with a DOI (Digital Object Identifier)

* The journal name is provided
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____Provide all legends separately after the references.

____ Clearly and completely describe the content of the figure or table so it can be

understood without reference to the text.

____Explain any symbols or the significance of any color that is important for

understanding the content

Use color descriptors as necessary

Tables

____ Construct tables as simply and design them to be clear without reference to the

text.

____Provide a concise heading and footnotes if needed.

Figure Guidelines
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____Review the detailed Digital Art Guidelines.

____Titles should be clear and informative. Use minimal wording on figures and confine

explanation of figures to their legends.
____Legends should clearly and completely describe the appropriate content

____Color charges will apply to all submitted color figures and cannot be replaced with
black and white versions after acceptance

Specifications
_ Lettering:

* Figures should be scaled to either one column (19.5 picas) or two columns (35 picas)
with 8-point type.

* Lines should be a minimum of 0.5—1 point when the figure is correctly sized to its

corresponding column width.
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* Avoid the use of reverse type (white lettering on a darker background).
* Avoid lettering on top of shaded or textured areas.

* Default figure part labels position should be within or centered beneath their
respective panels and should have consistent styling: “(a),” “(b),” and so on; “(A),”

“(B), and so on.
____Resolution:
* Low-resolution figures are not acceptable for production.
* Line art (monochrome): 600—1200 DPI
* Halftone (grayscale only): 300 DPI
« Combination (halftone with type or lines) or color: 600 DPI
____File Format:
» Submit one file per figure.

* Preferred format is EPS, TiF, PPT, and Word (JPE and BMP, although not preferred,

will be considered on a case-by-case basis).
* Fonts should be embedded in the file.
____ File Name:

* Use the following naming convention for original submission: Author Last Name,

figure number, and file format extension (e.g., Smith_fig1.eps).

* Use the following naming convention for revised figures: Author Last Name,
manuscript number, figure number, and file format extension (e.g., Smith_jc.2016-
1234 _fig1.eps)

____ Color Mode:
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* Color density should be no more than 300%.
* All color art reproduction in print will result in author charges
* Color figures are not converted to black and white after production.
____Shading:
» Make differing shades vary by at least 20%, i.e., 25%, 45%, 65%.
____ Graphs:

» Graphs with axis measures containing very large or small numbers should convert to
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____Supplemental Data files should be submitted through Editorial Manager at the time
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