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APRESENTACAO

Essa dissertacdo é apresentada em formato misto, composta de uma revisao sobre
0 assunto, objetivos do trabalho, um artigo cientifico com dados experimentais
originais e concluséo, de acordo com as normas do Programa de Pds-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual do Oeste do Parana. O artigo
cientifico foi formatado segundo as normas propostas pelo periddico Maturitas.
Trata-se de um trabalho, cuja parte experimental foi executada no Laborat6rio de
Toxicologia Celular da Universidade Estadual do Oeste do Parana com o apoio da

Equipe de Pesquisa em Toxicologia Celular.
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ANALISE, DO EFEITO DA QUERCETINA SOBRE A PASSAGEM DA GLICOSE DO
LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO PARA O CEREBRO DE RATAS
OVARIECTOMIZADAS SUBMETIDAS AO TRATAMENTO COM TAMOXIFENO.

RESUMO

O tamoxifeno é classificado como modulador seletivo de receptor de estrégeno
(SERM), sendo utilizado no tratamento e na prevencao do cancer de mama. Embora
apresente muito efeitos colaterais, o tamoxifeno é a terapia de escolha para o
tratamento do cancer de mama no periodo da pés-menopausa. A quercetina, um
flavondide com potente efeito antioxidante, traz beneficios diante dos efeitos
adversos gerados pelo tamoxifeno, principalmente aqueles relacionados a
lipoperoxidacdo. O estudo do efeito neuroprotetor da quercetina sobre a
bioenergética cerebral é importante para o reconhecimento dos mecanismos
envolvidos. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do tamoxifeno sobre
0 metabolismo da glicose no cérebro e a influéncia da quercetina coadministrada
com o tamoxifeno na passagem da glicose do liquido cefalorraquidiano para o
cérebro de ratas ovariectomizadas submetidas ao tratamento com tamoxifeno. Para
isso, ratas ovariectomizadas bilateralmente foram separadas em grupos e tratadas
com 6leo de canola (1,0 mL. Kg™), (tamoxifeno (5 mg.kg™), quercetina (22,5 mg.kg™)
e a coadministracdo de tamoxifeno (5 mg.kg™) mais quercetina (22,5 mg.kg™) por via
oral, durante 14 dias. O sangue, o liquido cefalorraquidiano, o cerebelo, o cortex e o
hipocampo foram coletados para a dosagem de glicose, lactato e piruvato, bem
como cobre e ceruloplasmina. Foi observado que o tamoxifeno aumentou os niveis
de glicose no sangue e que a coadministracdo com quercetina trouxe esses niveis
proximos aos valores do grupo controle. No liquido cefalorraquidiano, a
administracdo de quercetina nao influenciou nos niveis de glicose e nas diferentes
regibes do cérebro, tanto a quercetina isoladamente, como a coadministracdo da
mesma com o tamoxifeno, diminuiu significativamente os valores de glicose, quando
comparados ao grupo que recebeu apenas tamoxifeno. A coadministracdo de
guercetina com o tamoxifeno mostrou-se eficaz ndo sé na manutencdo dos niveis
glicémicos, como também nos niveis de glicose cerebral.

Palavras chaves: Flavonoides, Hiperglicemia, Doengas Neurodegenerativas.
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ANALYSIS OF QUERCETIN'S EFFECT ON THE PASSAGE OF
CEREBROSPINAL FLUID GLUCOSE FOR THE BRAIN IN OVARIECTOMIZED
RATS SUBMITTED TO TREATMENT WITH TAMOXIFEN.

ABSTRACT

Tamoxifen is classified as selective estrogen receptor modulador (SERM), being
used in the treatment and prevention of breast cancer. Although presents many side
effects, tamoxifen is a therapy of choice for the treatment of breast cancer in the
postmenopausal period. The quercetin, a flavonoid with antioxidant potent effect, has
benefits on the adverse effects caused by tamoxifen, especially those related to
lipoperoxidation. The study of the neuroprotective effect of quercetin on brain
bioenergetics is important for the recognition of the mechanisms involved. Thus, the
objective of this work was to analyze the tamoxifen effects on glucose metabolism in
the brain and the influence of quercetin coadministered with tamoxifen on passage of
glucose from the cerebrospinal fluid to the brain of ovariectomized rats submitted to
tamoxifen treatment. For this, bilaterally ovariectomized rats were separated into
groups and treated with canola oil (1.0 mL.Kg™) tamoxifen (5 mg.Kg™), quercetin
(22.5 mg.Kg™) and the coadministration of tamoxifen (5 mg.Kg™) plus quercetin (22.5
mg.Kg™), orally for 14 days. The blood, cerebrospinal fluid, cerebellum, cortex, and
hippocampus were collected for glucose lactate and pyruvate dosage as well copper
and ceruloplasmin. It was observed that tamoxifen increased blood glucose levels
and that co-administration with quercetin brought these levels close to the values of
the control group. In cerebrospinal fluid, the quercetin administration didn’t influence
glucose levels and in the different brain regions, both quercetin alone such as
coadministration with tamoxifen significantly decreased glucose values when
compared to the group that received only tamoxifen. The coadministration of
guercetin with tamoxifen was shown be effective not only in maintenance glycemic
levels but also in cerebral glucose levels.

Key words: Flavonoid; Hyperglycemia; Neurodegenerative diseases.
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1 INTRODUCAO

Nas mulheres, a interrupcdo da menstruacdo e a deplecdo dos foliculos
ovarianos, caracteristicos da menopausa, estdo associados ao aumento do risco de
desenvolver doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica, osteoporose e
diabetes mellitus.

As terapias de reposicdo de estrégeno sdo comumente utilizadas no periodo
da p6s-menopausa, devido a sua acdo em receptores de estrégeno (ER) presentes
em diferentes tecidos. Consequentemente, terapias com moduladores seletivos de
receptores de estrégeno (SERMs) que possuem agéo agonista e/ou antagonista nos
ER distribuidos nos diferentes tecidos, sdo cada vez mais utilizadas.

Evidéncias indicam que as doencas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer (DA) sao resultantes de um desequilibrio metabdlico, tornando a alteragéo
no metabolismo cerebral de glicose uma caracteristica fisiopatoldgica invariante
nessas patologias e a sua ocorréncia precede a disfuncdo cognitiva.

Notavelmente, uma melhor compreensdo das condicdes fisiologicas e da
regulacdo da homeostase da glicose, pode ajudar a esclarecer os fatores etioldgicos
e as consequéncias associadas ao metabolismo anormal da glicose cerebral,
ajudando a estabelecer estratégias preventivas a longo prazo.

O tamoxifeno (TAM) é um SERM utilizado para o tratamento e para a
prevencdo do cancer de mama. Sabe-se que tanto o tamoxifeno, quanto os seus
metabolitos induzem a hiperglicemia e, em condi¢cdes normais, a manutengéo
energética da funcéo cerebral é quase que exclusivamente dependente da glicose.

Diante dos efeitos adversos ocasionados pelo tamoxifeno, a coadministracédo
de substancias com possiveis efeitos protetores, mostra-se uma alternativa
interessante. Uma substancia que tem se destacado € a quercetina, flavonéide com
potente efeito antioxidante e capacidade de reduzir significativamente a
hiperglicemia induzida pelo tamoxifeno.

O estudo do efeito neuroprotetor da quercetina sobre a bioenergética cerebral
é importante para o reconhecimento dos mecanismos envolvidos. Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi analisar o efeito do tamoxifeno sobre o metabolismo da glicose no
cérebro e a influéncia da quercetina coadministrada com o tamoxifeno na passagem
da glicose do liquido cefalorraquidiano para o cérebro de ratas ovariectomizadas

submetidas ao tratamento com tamoxifeno.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da quercetina coadministrada com o tamoxifeno sobre a
passagem da glicose do liquido cefalorraquidiano para o cérebro e o metabolismo
desta no cérebro, em modelo de ratas ovariectomizadas submetidas ao tratamento

com tamoxifeno.

2.2 Objetivos Especificos

l. Analisar os niveis de glicose no sangue, no liquido cefalorraquidiano, no
cerebelo, no coértex e no hipocampo;

Il. Analisar os niveis de piruvato e lactato no cerebelo, no cortex e no
hipocampo;

lll. Analisar os niveis de cobre no cerebelo, no cértex e no hipocampo;

IV. Analisar os niveis de cobre e ceruloplasmina no sangue.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Metabolismo da glicose no cérebro

O cérebro adulto corresponde em média a 2% do peso corporal total, recebe
cerca de 15% do débito cardiaco, utiliza aproximadamente 20% do consumo total de
oxigénio (O) do organismo e 25% da glicemia corporal (CHEN; ZHONG, 2013).

O consumo energético e de oxigénio no sistema nervoso, em particular no
cérebro, € considerado alto, acarretando assim em uma grande quantidade de
moléculas capazes de gerarem energia. A principal fonte de energia cerebral é o
nucleotideo adenosina trifosfato (ATP), oriundo do metabolismo aerdbico da glicose,
utilizado por neurbnios para manter a homeostase cerebral (GONZALEZ-REYES et
al., 2016; PATET et al., 2016). No entanto, outras alternativas de substratos, como
corpos cetbnicos, glicogénio e aminoacidos também podem ser utilizados em
situacgdes nao fisioldgicas, como no jejum prolongado (CHEN; ZHONG, 2013).

Para garantir o funcionamento normal do organismo, o corpo humano
depende de uma regulacdo complexa dos niveis de glicose (RODER et al., 2016).
Essa regulacdo € o conjunto de uma acdo coordenada entre horménios e
neuropeptideos liberados principalmente pelo cérebro, pancreas, figado e intestino,
bem como pelos tecidos adiposo e muscular (GONZALEZ-REYES et al., 2016). O
pancreas tem papel fundamental na manutencédo dos niveis glicémicos, produzindo
e liberando insulina e glucagon, interagindo, assim, com outros 6rgaos e tecidos na
modulacao e na secrecdo desses hormonios (RODER et al., 2016).

O fluxo sanguineo cerebral é regulado por astrécitos e neurdnios. Acredita-se
que o fluxo sanguineo do cérebro seja modulado por um sistema de feedback
negativo, no qual a atividade neuronal leva a uma demanda de energia, devido a
utilizacdo de ATP para restaurar ions depois da geracdo de potenciais de acao e
sinapses (ATTWELL et al., 2010). Esse uso do ATP produz um sinal metabdlico que
aumenta o fluxo sanguineo e consequentemente, fornece mais energia (Figura 1).
Esse sinal metabdlico pode ser a falta de glicose, ou O, ou a producdo de gas
carbdnico (COy). Além disso, outro mensageiro metabdlico, o lactato, também pode
aumentar o fluxo sanguineo (IDO et al., 2001).

O suprimento de energia para o sistema nervoso central (SNC) € amplamente

regulado por mecanismos feedforward. Nesses processos, 0s neurbnios enviam um



20

sinal diretamente para 0s vasos sanguineos ou ativam astrécitos para a liberagcéo de

agentes vasoativos (IDO et al., 2001).

Feedback negativo

v

Atividade neuronal
® :
— Demanda de energia

v

Aumento do fluxo sanguineo cerebral

v

Suprimento de energia

Figura 1 Hipétese de controle do fornecimento de energia vascular por feedback negativo.
Fonte: Adaptado de ATTWELL et al., 2010.

O termo BHE é utilizado para descrever uma série de propriedades de
vascularizacédo que limita e que regula a troca de substancias entre o sangue e o
SNC. A permeabilidade seletiva da barreira é o resultado de uma série de
caracteristicas que concedem as moléculas dificuldade para penetrar no SNC,
excluindo seletivamente a maioria das substancias polares (PRASAD et al., 2014).
Tal permeabilidade é crucial para manter a homeostase da funcao neuronal, bem
como proteger o SNC de lesdes e de doengas (DANEMAN, 2012).

Com excecdo da agua, ions, O, e CO, apenas algumas moléculas
lipossolliveis muito pequenas conseguem penetrar de forma integra a BHE.
Moléculas hidrofilicas essenciais ao metabolismo, como a glicose, os aminoacidos e
0s componentes dos acidos nucléicos atravessam a barreira por meio de canais
especializados (DANEMAN, 2012; HLADKY; BARRAND, 2016).

Para a passagem da glicose através da barreira hematoencefalica (BHE), dois
grupos independentes de proteinas transportadoras sdo utlizados, o0s
transportadores independentes de sédio (GLUTS) e os transportadores de glicose
dependentes de sédio (SGLT) (PRASAD et al., 2014).
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Embora o papel dos transportadores de glicose dependentes de sodio ainda
nao esteja bem esclarecido, sabe-se que pertencem a uma familia de proteinas
transportadoras de soluto acopladas ao sodio, que realizam o transporte de glicose
pela membrana plasmatica por um mecanismo de transporte ativo (SCHEEPERS;
JOOST; SCHURMANN, 2004). Estdo presentes em células endoteliais
microvasculares cerebrais, havendo um possivel envolvimento no transporte de
glicose em certas condi¢cbes fisiopatologicas, como na privacdo de glicose
decorrente da isquemia (PRASAD et al., 2014).

A interacdo entre os neurdnios, os astrocitos e as células endoteliais tem uma
funcdo central no metabolismo energético neuronal. Essas células expressam
diferentes tipos de GLUTs (BENARROCH, 2014), os quais sdo responsaveis pelo
transporte de glicose independente de energia, através das membranas em todo o
cérebro e na sua periferia, levando ao equilibrio da glicose cerebral (SIMPSON et
al., 2008).

Esses transportadores de glicose pertencem a familia SLC2A hexose e
compreendem aproximadamente 14 membros identificados e caracterizados
(MCEWEN; REAGAN, 2004). Porém, os transportadores predominantes no SNC
envolvidos na utilizacdo de glicose cerebral sdo GLUT1 e GLUT3 (SIMPSON et al.,
2008).

GLUT1 (gene SCL2A1) esta localizado em astrocitos e células endoteliais,
sendo responsavel pelo transporte de glicose através da BHE e o GLUT3 (gene
SCL2A3), amplamente expresso em neurbnios, em diversas regides incluindo
cerebelo, cortex e hipocampo, é responsavel pelo transporte de glicose do astrdcito
para o neurénio (BENARROCH, 2014).

A glicose incorporada via GLUT1 nos astrocitos é utilizada na glicélise e na
producdo de lactato. Essa ativacdo da glicélise nos astricitos € resultante da
atividade sindptica excitatoria, desencadeando consumo de ATP e producdo de
lactato utilizado como fonte de energia celular (PORRAS et al., 2008).

Nos neurdnios, a glicose incorporada via GLUT3 é utilizada principalmente
como fonte de piruvato para a producdo de ATP (Figura 2), através do metabolismo
oxidativo mitocondrial, utilizada para reconstruir gradientes id6nicos apés a
transmissao glutamatérgica excitatoria (SIMPSON et al., 2008; BENARROCH,
2014).

O transporte de glicose através da BHE é completamente regulado e

compartimentalizado, onde a expressao, a regulacdo e a atividade dos GLUTs
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desempenham um papel fundamental na homeostase neuronal (YAN et al., 2014).
No entanto GLUT 1 e GLUT3 ndo podem ser responsabilizados por todo o
transporte de glicose no SNC, pois existe uma importante contribuicdo de outras
isoformas de GLUTs nesse mecanismo (MCEWEN; REAGAN, 2004; BENARROCH,
2014; MCEWEN).
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Figura 2 Mecanismo de distribuicdo e utilizacdo da glicose por astrocitos e neurdnios. GLUT1 é
expresso tanto nas células endoteliais que formam a barreira hematoencefalica, como nos
astrocitos, enquanto que GLUT3 é expresso em neurbnios. Nos neurbnios, a glicose
incorporada através do GLUT3 é usada principalmente como fonte de piruvato para
alimentar a oxidagdo mitocondrial. Nos astrdcitos, a glicose incorporada através do GLUT1
€ utilizada principalmente para glicolise e producédo de lactato. MCT: Transportador de
acido monocarboxilico; LDH: Lactato desidrogenase; NMDAR: receptor NMDA; AMPAR:
receptor AMPA. Fonte: Adaptado de BENARROCH, 2014.
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A interacdo entre os neurdnios e 0s astrocitos é essencial para manter o
suprimento de energia cerebral. Os astrécitos desempenham um papel vital no
transporte da glicose e na manutencdo da homeostase cerebral (CHEN; ZHONG,
2013). Neurbnios e astrocitos sao cercados por um fluido composto de glicose e
lactato, onde a concentracdo de glicose € mantida pela glicose oriunda do sangue,
enquanto que a troca de lactato ocorre entre os astrocitos e as células gliais. O
acoplamento metabolico que ocorre entre 0s neurbnios e 0s astrocitos exige um
grande consumo de O, e producéo de ATP nos neurénios (BENARROCH, 2014).
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Acredita-se que o0s astrécitos sejam as primeiras células a consumirem
glicose e a metabolizarem para lactato; esse, por sua vez, € entregue aos neurdnios
como fonte de energia (PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994). Existem evidéncias que
demonstram que inicialmente, a maior parte do fluxo de glicose seja captada pelos
neurdnios e entdo, o lactato é liberado e absorvido pelos astrécitos (BENARROCH,
2014).

O hormdnio pancreatico, insulina, tem como funcdo principal diminuir os
niveis de glicose circulante pela ativacdo dos transportadores de glicose. Embora o
cérebro tenha sido considerado impermeével a insulina, estudos mostram que este
horménio também atua no SNC, mantendo o equilibrio energético, a homeostase de
nutrientes, o desempenho cognitvo e a memoria, levando a efeitos
neuromoduladores e neuroprotetores (BLAZQUEZ et al., 2014; BEGG, 2015).

Os transportadores de glicose sensiveis a insulina, como GLUT4, também
desempenham papel importante na regulacdo do transporte de glicose ao SNC
(PRASAD et al., 2014). A insulina estimula a expresséo de GLUT4 e o transporte de
proteinas do citosol para a membrana plasmética para regular a captacdo e a
utilizacéo da glicose. Portanto, a estimulacdo de GLUT4 pela insulina é critica para a
regulacdo do metabolismo neuronal (DE LA MONTE, 2014).

O lactato, produto do metabolismo glicolitico da glicose, € transportado dentro
e fora das células neuronais pelos transportadores de monocarboxilato (MCTS)
MCT1 na BHE e astrocitos e MCT2 nos neurdnios (SIMPSON et al., 2008). Um
estudo in vitro com neurdnios cerebelares mostrou a importancia do lactato e da
glicose na manutencdo da homeostase dos neurotransmissores durante a atividade
sindptica; enquanto o lactato mantém a atividade basal dos neurénios, a glicose € o
substrato utilizado durante essa atividade (BAK et al., 2006).

O papel neuroprotetor do lactato durante a isquemia ou hipoglicemia tem sido
demonstrado na literatura (WENDER et al., 2000). O metabolismo cerebral durante a
hipoglicemia pode ser mantido por diversos fatores. Um mecanismo explicavel seria
0 aumento na captacao de lactato, utilizado pelo cérebro como fonte alternativa de
energia (SIMPSON et al.,, 2008), capaz de sustentar a atividade dos neurénios,
diminuindo a necessidade cerebral de glicose (PELLERIN et al., 2005;
BOUMEZBEUR et al., 2010).

Além disso, o lactato tem sido evidenciado por possuir funcdes fisiologicas no
SNC (PATET et al., 2016), assumindo importancia na cooperagdao metabolica entre

0s neurdnios e as células da glia, especialmente durante a atividade cerebral
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aumentada, ou seja, tem capacidade de manter a integridade neuronal na
deficiéncia de glicose, além de ser facilmente metabolizado (FALKOWSKA et al.,
2015). Portanto, o cérebro humano saudavel parece ser capaz de suportar reducdes
moderadas nos niveis de glicose, provavelmente gracas a uma maior disponibilidade
de lactato (VAN DE VEN et al., 2011).

A anormalidade no transporte de glicose ou a disfuncéo no seu catabolismo
afeta o metabolismo cerebral, 0 que provavelmente contribui para as anormalidades
metabdlicas e para o surgimento de doencas neurodegenerativas (CHEN; ZHONG,
2013).

O elevado consumo de energia pelo cérebro, principalmente aquela derivada
do metabolismo da glicose, o torna vulneravel as deficiéncias do metabolismo
energético. Tanto a hipoglicemia, como a hiperglicemia estdo associadas fortemente
a integridade funcional do cérebro, principalmente a funcdo cognitiva (CHEN;
ZHONG, 2013).

O glicogénio, devido ao seu lento metabolismo durante o repouso e rapida
metabolizacdo durante episddios hipoglicémicos, tem sido considerado o principal
substrato de emergéncia durante a auséncia de glicose (MCCRIMMON; SHERWIN,
2010).

A hiperglicemia crénica pode resultar em alteracdes metabdlicas cerebrais e
danos ao SNC. A hiperglicemia, resultante da deficiéncia absoluta de insulina
(diabetes tipo 1) ou da resisténcia a insulina (diabetes tipo 2) pode causar alteracdes
cerebrais(FALKOWSKA et al.,, 2015), como a producdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio (ERO), a deterioracdo neuronal e a diminuicdo da sobrevivéncia
e diferenciacdo neuronal, levando a morte celular (DORSEMANS et al., 2017). Sem
considerar outros fatores, a hiperglicemia aumenta o risco do desenvolvimento da
deméncia, além de aumentar a propensdo ao desenvolvimento de um acidente
vascular cerebral (AVC), de distlrbios metabdlicos e de convulsées (BAIRD et al.,
2002).

3.2 Hiperglicemia e doencgas neurodegenerativas

Os disturbios cerebrais sdo considerados o problema mais sério de saude da

sociedade moderna. Mais de 600 tipos de disfungbes afetam o SNC, dentre as
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quais, as doencas neurodegenerativas, como a DA, a esclerose lateral amiotréfica e
a doenca de Parkinson (DP) sé&o as mais frequentes (SUGANTHY et al., 2016).

Apesar da diferenca dos sintomas associados a estas doencas, 0S
mecanismos da neurodegeneracdo (Figura 3) estdo cionados, como O estresse
oxidativo, a disfuncdo mitocondrial, a excitotoxicidade do glutamato, a inflamacéo, a
agregacdo de proteinas e a alteracdo na homeostase de ions metalicos
(NIEOULLON, 2011; SUGANTHY et al., 2016).

==
=
%
==

Figura 3 Etiologia dos distUrbios neurodegenerativos.
Fonte: Adaptado de SUGANTHY et al., 2016.

Estudos clinicos e experimentais demonstram que idosos apresentam déficit
de desempenho em tarefas cognitivas, devido ao fornecimento insuficiente de
glicose (BIESSELS et al.,, 2006; CRAFT, 2005; EUSER et al.,, 2010) e que a
disponibilidade de glicose em areas seletivas do cérebro pode modular
positivamente o desempenho em tarefas cognitivas (SCHROEDER; PACKARD,
2003; GOLD, 2005).

Um individuo envelhecido apresenta maior risco de exposicdo a privagdo de
glicose, especialmente durante tarefas cognitivas. Assim, 0s mecanismos envolvidos
na anormalidade do transporte de glicose, especialmente a resisténcia a insulina e

as perturbagbes do metabolismo intracelular, possivelmente contribuem para as
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alteracdes no metabolismo das doencas neurodegenerativas (CHEN; ZHONG,
2013).

A DA é, de longe, a causa mais comum de deméncia, afeta cerca de 35
milhdes de pessoas em todo o mundo. E uma doenca neurodegenerativa
progressiva, caracterizada pelo declinio progressivo da memaria de curto e de longo
prazo, com déficit cognitivo que prejudica as atividades da vida diaria (CARUANA,;
CAUCHI; VASSALLO, 2016; KANDIMALLA; THIRUMALA; REDDY, 2017).

Uma das caracteristicas da doenca € a morte neuronal, o0 acumulo de placas
senis e os emaranhados neurofibrilares (NFTs) (CHEN; ZHONG, 2013). Esses
emaranhados neurofibrilares estdo presentes principalmente em regifes vulneraveis
do cérebro, como o hipocampo e o cortex frontal e, sdo resultantes de inclusdes
intraneuronais de agregados de proteina tau, que por sua vez estdo associadas aos
microtubulos, necessarios para manter a estrutura do citoesqueleto (SUGANTHY et
al., 2016).

A extensdo da fosforilacdo da proteina tau determina a sua capacidade de
ligacdo aos microtubulos. A hiper-fosforilacdo leva ao desprendimento da proteina
dos microtubulos, ocasionando a sua agregacdo e, com isso, a morte neuronal,
caracteristica dos processos neurodegenerativos (TAl et al., 2012).

Os eventos etiologicos que levam ao desenvolvimento da DA ainda ndo estao
bem esclarecidos, embora a idade e a hereditariedade parecem desempenhar um
importante papel. Estudos sugerem que a predisposicao a doenca esteja associada
a fatores ambientais, além dos genéticos (TANZI; BERTRAM, 2005; MOREIRA et
al., 2007).

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, caracterizada por
perda de células neuronais da substancia negra que leva a reducdo da entrada
dopaminérgica no estriado (LIMA et al., 2014), além de degeneracdo de neurbnios
corticais, do tronco cerebral e de neurbnios parassimpaticos (LI et al., 2012),
acompanhados de inclusdes intraneuronais, chamadas de corpos de Lewy
(CARUANA; CAUCHI; VASSALLO, 2016).

Diabetes mellitus (DM) é um transtorno metabdlico caracterizado por
hiperglicemia. No diabetes tipo 1 (DMT1), o principal defeito € a destruicdo auto-
imune das células B da ilhota pancreatico, levando a deficiéncia de insulina
(MOREIRA et al., 2007; DE LA MONTE; WANDS, 2008).

No diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), forma mais comum de diabetes, o

principal defeito é a resisténcia a insulina em tecidos periféricos (CHEN; ZHONG,
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2013), levando a deficiéncia relativa de insulina. Esta associada ao envelhecimento,
a historia familiar da doenca, a obesidade e a falta de exercicio fisico (MOREIRA et
al., 2007; DE LA MONTE; WANDS, 2008).

Como a insulina estimula a captacdo e a utilizagcdo da glicose cerebral, 0
metabolismo, a cognicdo e a memodria (DE LA MONTE; WANDS, 2005; DE LA
MONTE, 2014); a deficiéncia ou a resisténcia a insulina leva a perturbacées no
metabolismo da glicose, interrompendo o equilibrio energético cerebral. Isso
aumenta o estresse oxidativo, a producao de ERO, que por sua vez, causam danos
ao acido desoxirribonucleico (DNA) e geram disfungdo mitocondrial (DE LA MONTE
et al., 2009).

A resisténcia a insulina é uma condicdo em que 0s tecidos que requerem
glicose tem uma resposta diminuida a insulina e essa depuragdo diminuida de
glicose do sangue gera um feedback negativo, isso faz com que o péancreas
aumente a producédo de insulina para induzir a captacao de glicose (LUCHSINGER,;
SMALL; BIESSELS, 2011).

Sugere-se que a DMT2 contribui para a patogénese da DA. Essa inter-relacao
tem sido sugerida devido: a) risco aumentado de desenvolvimento de deficiéncia
cognitiva, deméncia ou DA em individuos com DMT2 ou distarbios de
obesidade/dislipidemia; b) resisténcia progressiva a insulina cerebral e deficiéncia de
insulina na DA; ¢) comprometimento cognitivo em modelos experimentais com DMT2
ou dislipidemia; d) neurodegeneracdo e comprometimento cognitivo em modelos
experimentais com resisténcia induzida a insulina ou deficiéncia de insulina; e)
alteracdes moleculares e bioquimicas compartilhadas entre DA e DMT2 (DE LA
MONTE; WANDS, 2008).

Isso indica que o DMT2 tem um impacto significativo na funcdo cerebral
(CHEN; ZHONG, 2013; REGALADO DONA et al., 2009), uma vez que a insuficiéncia
na utilizacdo da glicose cerebral e no metabolismo energético agrava juntamente
com a progresséo do comprometimento cognitivo (HOYER; NITSCH;
OESTERREICH, 1991;DE LA MONTE, 2014; DORSEMANS et al., 2017) e embora o
envelhecimento seja claramente o maior fator de risco para o comprometimento
cognitivo da DA, muitas outras condi¢cdes associadas ao DMT2 podem se combinar
para facilitar o comprometimento cognitivo (DE LA MONTE; WANDS, 2008).

A DA representa uma doenca metabdlica que possui caracteristicas
fisiopatoldgicas compostas do tipo 1 (deficiéncia da insulina) e do tipo 2 (resisténcia

a insulina) de diabetes mellitus, ocasionando prejuizos ao balanco energético
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cerebral e consolidando o conceito de que a DA seja chamada de “diabetes mellitus
tipo 3" (DMT3) (DE LA MONTE, 2014; VERDILE et al.,, 2015). Estudos
epidemiologicos demonstram que a DMT2 induz a deficiéncia cognitiva e, que
pacientes com DMT2 tem maior probabilidade de serem diagnosticados com
deméncia. Além disso, evidéncias mostram existir resisténcia celular a insulina ou
insuficiéncia de insulina no cérebro de pacientes com DA, incluindo aqueles sem
diagnéstico de diabetes (KANG; LEE; LEE, 2017).

Assim, referir-se a DA como DMT3 € justificavel, pois as anormalidades
moleculares e bioquimicas se sobrepde tanto a DMT1 quanto a DMT2 (DE LA
MONTE; WANDS, 2008). Alguns dos dados mais importantes que suportam esse
conceito sdo resultados de estudos clinicos demonstrando melhora cognitiva e/ou
estabilizacdo do comprometimento cognitivo em individuos com DA precoce, ap6s
tratamento com insulina intranasal (BENEDICT et al., 2004; HAAN, 2006; REGER et
al., 2006; DE LA MONTE et al., 2009).

Estudo com individuos com idade acima de 60 anos hiperglicémicos ou
intolerdncia a glicose mostraram risco aumentado em desenvolver deméncia
(FORMIGA; RENE; PEREZ-MARAVER, 2015).

Korf et al. (2006) também demonstraram que o DMT2 e a glicemia de jejum
prejudicada ocorrem mais frequentemente em modelos de DA do que nos controles
sem a deméncia. No entanto, ndo foram observados emaranhados neurofibrilares da
DA no grupo DMT2, o que sugere que o DMT2 pode aumentar a progressdo, mas

pode néo ser suficiente para causar a doenca.

3.3 Estresse oxidativo e doengas neurodegenerativas

O papel essencial das mitocondrias na bioenergética celular e na
sobrevivéncia ja é bem estabelecido, além disso, a disfungcao mitocondrial tem sido
sugerida por desempenhar um papel essencial no desenvolvimento das doencas
neurodegenerativas, como a DA (BRINTON, 2008), diabetes e cancer, bem como no
proprio processo de envelhecimento (DAVIS et al., 2009).

O comprometimento do metabolismo cerebral da glicose € um fendmeno
fisiopatoloégico que caracteriza e precede o0s sintomas clinicos e alteragbes
patologicas das doencas neurodegenerativas. Esses fendmenos fisiopatoldgicos

incluem a disfungdo mitocondrial, o estresse oxidativo, os fatores inflamatorios, a
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citotoxicidade, a apoptose, a ativacdo de algumas proteinas quinases, entre outros
(CUNNANE et al., 2011; CHEN; ZHONG, 2013).

A geracdo das ERO é mantida em niveis fisiolégicos pela atividade dos
componentes antioxidantes celulares. Qualquer desequilibrio nesse processo,
ultrapassando a capacidade do organismo de neutraliza-los, resulta no estresse
oxidativo (DE ANDRADE RAMOS; WITKIN, 2016). Esse sistema enzimatico de
defesa do organismo €& composto principalmente pelas enzimas: glutationa
peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), as quais
atuam sobre o peroxido de hidrogénio (H20,), sobre o radical superéxido (O2¢) e 0s
radicais hidroxila (OH), mantendo o potencial redox nas células e desempenhando
papel de regulagédo da apoptose (MCCORD; FRIDOVICH, 1969; GAETANI et al.,
1989; DRINGEN, 2000 ).

Sabe-se que o cérebro tem baixa ou moderada atividade de SOD e CAT,
enquanto que a GSH-Px é o principal sistema antioxidante cerebral. Este sistema
estd envolvido na eliminacdo de peroxidos pelas células cerebrais e na protecao
contra o estresse oxidativo, tentando diminuir a geracdo de ERO, durante a
fosforilagéo oxidativa (DRINGEN, 2000).

A regulacao da acetilcolina também é crucial para assegurar a funcionalidade
dos sistemas nervoso central e periférico, uma vez que funcdes vitais, tais como
aprendizagem, memoéria e controle de movimentos sdo dependentes dessa
regulacdo (MAREK et al., 2016). As deficiéncias cognitivas associadas ao
envelhecimento estdo relacionadas a anormalidades na regulacdo do sistema
colinérgico. No entanto, a compreensdo desses mecanismos heuronais ainda nao
estd bem esclarecida (SARTER; PARIKH, 2005).

O metabolismo cerebral de pacientes com DA diminui pelo menos uma
década antes do diagnéstico da doenca (WANG et al., 2007) e disfuncdes no
metabolismo da glicose, na bioenergética e na fungdo mitocondrial sdo antecedentes
consistentes ao diagnéstico (MOSCONI et al., 2007; FORMIGA; RENE; PEREZ-
MARAVER, 2015). O mesmo foi observado em modelo experimental da DA
realizado com camundongos femininos, onde os déficits mitocondriais precederam a
doenca (YAO et al., 2009).

As mitocondrias foram caracterizadas como um local onde a apoptose pode
ser induzida por patogéneses relacionadas com as doencas neurodegenerativas,
como o estresse oxidativo, a interrupcéo da fosforilagéo oxidativa e as mutagdes ao
DNA (COTTRELL et al., 2002). Trabalhos demonstram que existe um desequilibrio
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entre a geracdo de radicais livres e o sistema endogeno de eliminacdo destes nos
distarbios cerebrais, resultando num prejuizo na geragdo de ATP (BOWLING et al.,
1993; FISKUM; MURPHY; BEAL, 1999). Nesse sentido, as mitocondrias sé&o alvos
imediatos do dano oxidativo, indicando potencial papel causal da bioenergética
mitocondrial na progressao e na patogénese da DA (MIQUEL et al., 1980).

Em niveis baixos, as ERO funcionam como meio de sinalizac&do na regulacéo
de atividades celulares, como respostas do crescimento e da adaptacdo. No entanto,
em concentracdes mais elevadas, podem causar lesdo e morte celular (BAYNES;
THORPE, 1999; LINSEMAN, 2009). Isso normalmente ocorre durante o
envelhecimento, quando o estresse oxidativo aumenta devido a geracdo acelerada
de ERO e h& um declinio nos mecanismos antioxidantes de defesa (WANG et al.,
2009; SUGANTHY et al., 2016).

A alta taxa metabodlica de aminoécidos excitatorios e a neurotransmissao
agem como fonte de ERO, levando ao estresse oxidativo. As ERO por sua vez,
induzem a peroxidacao lipidica, a oxidacdo de proteinas, os danos ao DNA de
neurdnios e de células gliais, ocasionando a morte neuronal (GILGUN-SHERKI;
MELAMED; OFFEN, 2001).

Como o metabolismo cerebral requer cerca de 20% do oxigénio fornecido
pelo sistema respiratério completo, o cérebro é considerado um 6rgdo com alta
producdo e alto consumo de energia (ALIEV et al., 2008), tornando-se mais
suscetivel a anomalias mitocondriais e ao estresse oxidativo do que qualquer outro
orgado (WANG et al., 2009).

Esse alto consumo de energia cerebral na manutencdo das atividades
neuronais e sinapticas requer uma adequada funcao mitocondrial para a geracao de
ATP no cérebro. Duas essenciais vias metabdlicas da glicose ocorrem nas
mitocondrias: o ciclo de Krebs (CK) e a fosforilagdo oxidativa. O funcionamento
anormal dessas duas vias causa nao somente hipometabolismo da glicose, mas
também multiplas cascatas fisiopatolégicas, como o estresse oxidativo e a apoptose
(CHEN; ZHONG, 2013).

O CK ou ciclo do &cido citrico é essencial para a produgcdo de equivalentes
redutores para a sintese de ATP nas mitocondrias (PALMER, 1999; RUSSELL et
al., 1999). A fosforilagdo oxidativa, por sua vez, é o passo final da bioenergética,
desempenhando papel fundamental na producdo de ATP, impulsionando os
neurdnios a exercerem diversas funcgdes fisioldégicas, como a neurotransmissao, o
equilibrio ibnico, entre outras (PALMER, 1999).



31

Como a fosforilacdo oxidativa ocorre na mitocondria e esta € suscetivel a
fatores nocivos, como a sobrecarga de calcio, o sinal de apoptose externa e o
estresse oxidativo, qualquer colapso acidental do metabolismo pode afetar a fungéo
fisiologica da fosforilagdo (CHEN; ZHONG, 2013). O hipometabolismo da glicose
entdo, induzido por disfuncdo na fosforilagdo oxidativa, esta ligado a alteracbes
fisiopatologicas encontradas na DA (YAO et al., 2009).

A respiracdo mitocondrial funcional do cérebro manifesta um declinio gradual
no processo de envelhecimento, tornando dificil atender constantemente o alto
consumo de energia, levando a geracdo de ERO e ao dano oxidativo. Como as
mitocondrias sdo as organelas mais afetadas com a geracdo de ERO, o estresse
oxidativo exacerba ainda mais a disfuncdo mitocondrial e o circulo vicioso comeca,
gradualmente, a envelhecer o cérebro. Esse circulo vicioso € um evento inicial do
processo de deméncia, mesmo antes do aparecimento de placas senis e das
manifestacdes clinicas (BISHOP; LU; YANKNER, 2010).

3.4 Estrégeno e o sistema nervoso central

Os esteroides gonadais tem efeito altamente seletivo sobre a memaria, fato
importante quando se considera mulheres no periodo pdés-menopausa, quando
ocorre a diminuicdo na producdo de estrégeno e de progesterona (PHILLIPS;
SHERWIN, 1992), desencadeando alteracbes, como a diminuicdo da funcao
cognitiva, as mudancas de humor e as ondas de calor, as quais tem sido
relacionadas, principalmente a falta de estrogeno no cérebro (SHEPHERD, 2001;
YAO et al., 2010).

O estrégeno € uma molécula de sinalizacdo que regula funcdes mudltiplas
através de genes, células e 6rgdos. Para que essa a¢do coordenada seja possivel,
se utiliza de receptores e de vias de sinalizacdo para ativar 0S processos
moleculares e as respostas necessarias para a sobrevivéncia do organismo,
influenciando diretamente na funcdo cerebral, através de seus receptores
localizados nas diferentes areas do SNC (AREVALO et al., 2012; RETTBERG;
YAO; BRINTON, 2014).

Estudo in vitro com estrogeno demonstrou efeitos neuroprotetores e

neurotréficos na protecdo dos neurbnios do estresse oxidativo, da lesédo isquémica,
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da hipoglicemia e dos danos causados pela proteina amiloide, a qual € caracteristica
da DA (MCEWEN; ALVES, 1999).

O papel desse horménio na regulacdo da homeostase da glicose tem se
tornando cada vez mais reconhecido. Os receptores de estrégeno sdo encontrados
nas células B pancreaticas, onde a diminuicdo do estrogeno esta associada a um
aumento da resisténcia ou da diminuicdo da secrecéo de insulina (LIPSCOMBE et
al., 2012).

Sao reconhecidos os efeitos benéficos do estrogeno sobre todo o sistema
bioenergético cerebral, induzindo as vias de sinalizacdo que convergem para as
mitocondrias, favorecendo assim a utilizacdo de glicose no CK e na fosforilacdo
oxidativa, o que resultara producdo de ATP (BRINTON, 2008; 2009).

Além de facilitar o transporte de glicose, o estrdgeno também promove a
glicdlise neuronal. Em estudo com roedores, o estradiol aumentou a atividade das
enzimas glicoliticas, hexoquinase e piruvatoquinase, durante a exposicdo ao
tratamento (KOSTANYAN; NAZARYAN, 1992).

Um grande numero de vias de sinalizacdo reguladas pelo estrogeno
convergem para as mitocondrias. Nestas, a regulacdo positiva do transporte de
glicose e a (glicolise mediada pelo estrogeno sdo complementadas pela
potencializacdo da bioenergética mitocondrial (MANNELLA; BRINTON, 2006;
BRINTON, 2008).

Em trabalho realizado com roedores e primatas ndo humanos, a ovariectomia
induziu uma diminuicdo nos transportadores de glicose (GLUT1, GLUT3 e GLUT4) e
a administracdo de estradiol evitou o declinio desses transportadores (CHENG et al.,
2001).

Vina et al. (2006) verificaram que apos a administracdo de estradiol, ocorre
um aumento na defesa antioxidante e menor dano oxidativo ao DNA mitocondrial,
proteinas e lipideos no figado e no cérebro. Resultado similar foi demonstrado em
trabalho com ratas, onde se observou um aumento da lipoperoxidagdo no grupo
ovariectomizado e uma diminuicdo destes no grupo que recebeu estradiol (IRWIN et
al., 2008; YAO etal., 2012).

Ding et al. (2012) demonstraram que a diminuicdo dos hormdnios com o
envelhecimento reprodutivo induziu declinio significativo na utilizacdo de glicose
cerebral. Isto pode ser atribuido a uma diminuicdo na expresséo dos transportadores

neuronais, na atividade comprometida da hexoquinase, na inativacdo do complexo



33

piruvato-desidrogenase e possivelmente a uma diminuicdo funcionalmente
significativa da bioenergética mitocondrial.

O estrégeno também promove o crescimento, a viabilidade, a reparacdo e a
ramificacdo neuronais (SHEPHERD, 2001), além de influenciar o suprimento
sanguineo, aumentando a perfusdo cerebral, provavelmente por mecanismos
similares aos que ocorrem nas artérias coronarias (PENOTTI et al., 1996). Pode,
também, atuar como agente anti-inflamatorio na parede dos vasos sanguineos,
protegendo-os contra danos causados por citocinas, radicais livres e contra a
formacao de placas senis (MCEWEN; ALVES, 1999).

Mesmo em mulheres saudaveis, o volume cerebral comeca a diminuir
conforme os niveis de estrégeno caem no periodo pdés-menopausa. Essa atrofia
ocorre principalmente no hipocampo e no lobo parietal, areas associadas
principalmente a memoria e a cognicdo (MURPHY et al., 1996). Tais alteracbes
podem contribuir para as queixas frequentes de mulheres nesse periodo, como a
diminuicdo da clareza mental e os problemas de memoéria verbal de curto prazo, a
irritabilidade, os disturbios psicolégicos e do sono, além de sintomas vasomotores
(FRACKIEWICZ; CUTLER, 2000).

De modo geral, os niveis de estrogeno podem afetar o curso da DA, devido a
perda dos efeitos anti-inflamatorios, neurotréficos e neuroprotetores, 0s quais tornam
o0 cérebro menos resistente ao processo da doenca (XU et al., 1998), tornando,
assim, clinicamente relevante o risco aumentado de desenvolvimento da DA em

mulheres na pés- menopausa (YAO et al., 2010).

3.4.1 Terapia hormonal

O aumento da expectativa de vida significa que a maioria das mulheres
passard a segunda metade de suas vidas num estado de deficiéncia de estrégeno.
Estado esse que predispbe ao aparecimento da sindrome metabdlica, de doencas
cardiovasculares e da DMT2. Portanto, o amplo impacto da deficiéncia de estrogeno
no metabolismo feminino representa um novo desafio terapéutico (XU; LOVRE;
MAUVAIS-JARVIS, 2017).

Embora exista alguma controvérsia sobre os efeitos benéficos das terapias de
estrogeno sobre o cérebro (HERRERA et al., 2011; NEWHOUSE; DUMAS, 2015)

décadas de investigacdo cientifica sobre a acdo do estrogeno no cérebro e
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subsequentes ensaios clinicos e observacionais tem indicado o beneficio de terapias
a base desse horménio. Acdes cruciais na regulacdo da diferenciacdo dos
neurénios, na plasticidade sinaptica, na inducdo da sobrevivéncia neuronal e na
neurogénese sdo desenvolvidas pelo estrogeno. Alids, alguns desses efeitos
parecem atrasar o inicio, ou mesmo melhorar, a neuropatologia da DA (BRINTON,
2005; SINGH et al., 2008).

A influéncia da pdés-menopausa € considerada na prevaléncia de diabetes
devido ao aumento da incidéncia dessa doenca na populacdo que esti
envelhecendo. Tanto a duracdo mais curta da vida reprodutiva, devido a
ovariectomia, quanto a menopausa precoce podem contribuir para o risco de
diabetes, sendo as terapias de reposicdo hormonal estratégias para a prevencao da
doenca (STUENKEL, 2017).

As avaliagbes epidemiolégicas observacionais em mulheres com estado
neuroldgico saudavel, que iniciaram a terapia hormonal estrogénica no momento da
menopausa, apresentaram reducdo no risco de desenvolvimento da DA (ZANDI et
al., 2002; BRINTON, 2005; SHERWIN; HENRY, 2008) .

De acordo com Brinton (2005), se os neurdnios sdo saudaveis no momento
de exposicdo ao estrégeno, sua resposta ao hormoénio € benéfica, tanto para a
funcdo neuroldgica, quanto para a sobrevivéncia neuronal. Contudo, se a saude
cerebral j& estd comprometida, a exposicdo ao estrégeno por longo periodo de
tempo, pode exacerbar a morte neuroldgica.

Para Walton et al. (1993) em mulheres pds-menopadusicas, a producdo de
insulina € menor. A ovariectomia é considerada um modelo de resisténcia a insulina
pés-menopausa, pois a perda dos horménios ovarianos induz aumento do peso
corporal e dos niveis glicémicos e diminui a resposta dos tecidos a insulina. Esses
efeitos podem ser revertidos com o0 uso de estrdgeno ap6s a ovariectomia,
normalizando inclusive, os niveis de glicose (DING et al., 2013; ZHU et al., 2013).

Estudo com mulheres pds-menopausicas testadas para a DA e para
deméncia senil, observou que aquelas que ja realizavam terapia de reposicao
hormonal com estrogeno tiveram 70% a menos de risco de desenvolver DA, mesmo
considerando a idade e o uso de alcool e tabaco (BALDERESCHI et al., 1998). Além
de que, esta diminuicdo é significativa com o aumento da dose e com a duracao da
terapia hormonal (PAGANINI-HILL; HENDERSON, 1996), demonstrando que a

terapia de reposi¢cado de estrogeno pode prevenir ou retardar o inicio da DA.
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3.5 Tamoxifeno e metabolismo da glicose

O tamoxifeno ou trans-1-[p-B(dimetil-amino)etoxi-fenil]1,2-difenil-1-buteno é
um isémero trans substituido do trifeniletileno (Figura 4), um esteroide sintético
classificado como um SERM (JORDAN, 2006), devido aos seus efeitos agonista ou
antagonista ao estrogeno, em diferentes tecidos que possuam ER (O'REGAN;
JORDAN, 2002). Os SERM se ligam aos ER resultando na alteracdo conformacional
destes receptores. Esta alteracdo conformacional expde diferentes aminoacidos que
ativam proteinas co-reguladoras ativadoras ou repressoras de genes promotores
responsivos a estrégeno, ativando ou inibindo a sintese de RNA mensageiro
(RNAm) (DUTERTRE; SMITH, 2000).

N Q

Figura 4 Estrutura quimica do isbmero trans do tamoxifeno.
Adaptado de JORDAN, 2006.

Apos ser absorvido pelo trato gastrintestinal, o tamoxifeno se liga as proteinas
plasmaticas, em especial a albumina (em torno de 99%), e devido ao seu carater
lipofilico distribui-se amplamente nos tecidos. Ao interagir com os lipidios e as
proteinas das membranas dos tecidos, incorpora-se de tal forma que chega a atingir
concentracfes de 10 a 60 vezes mais altas que as encontradas no plasma (MAREK;
ITINOSE; BRACHT, 2010).

O tamoxifeno sofre extenso metabolismo hepético, principalmente através da
acao enzimatica do sistema citocromo P450. O 4-hidroxitamoxifeno (4-OHTAM) e o
N-desmetiltamoxifeno sdo os dois principais metabdlitos primarios produzidos, os
guais, posteriormente, sdo biotransformados em 4-hidroxi-N-desmetiltamoxifeno,
também chamado de endoxifeno. Este, por sua vez, tem sido proposto como 0 mais
importante metabdlito ativo produzido (GOETZ; KAMAL; AMES, 2008; XIONG et al.,
2017).
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Apesar de sua atividade antiestrogénica ter sido estudada no tratamento do
cancer de mama desde a década de 1970 e os dados sugerirem a diminuicdo em
um terco a taxa de mortalidade em mulheres tanto na pré, quanto na poés-
menopausa (GOETZ; KAMAL; AMES, 2008), somente a partir de 1998 o tamoxifeno
foi autorizado pela Food and Drugs Administration (FDA) para o tratamento
preventivo em mulheres com elevado risco de desenvolvimento da doenca(CRAIG
JORDAN et al., 2014).

A acdo antagonista do tamoxifeno & reconhecida no tecido mamario (XU;
LOVRE; MAUVAIS-JARVIS, 2016) e nas células B-pancreaticas (KIM; CHO; KIM,
2014); agonista nos ossos (LOVE et al., 1992), no endométrio (XU; LOVRE;
MAUVAIS-JARVIS, 2017) e no tecido adiposo (YE et al., 2015); e agcdo mista no
tecido hepético (DUTERTRE; SMITH, 2000) e no cérebro (ERNST et al., 2002;
VANCOVA et al., 2010) (Figura 5).
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Figura 5 Resumo dos efeitos do tamoxifeno no organismo.
Fonte: Adaptado de XU; LOVRE; MAUVAIS-JARVIS, 2017.

Estudo com células mamarias cancerigenas e com figado de rato mostrou
que o tamoxifeno e o 4-OHTAM interagem fortemente com as mitocondrias
(PELICANO et al., 2006), influenciando na bioenergética mitocondrial, ao afetar o
fluxo de elétrons na cadeia respiratéria e estimular a hidrolise do ATP (CARDOSO et
al., 2001; MAREK et al., 2011).

Foi reconhecido que o tamoxifeno causa efeitos metabdlicos secundarios
como diabetes, anormalidades lipidicas e esteatose hepética (XU; LOVRE;

MAUVAIS-JARVIS, 2017). Estudos com mulheres com cancer de mama revelaram
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uma relacdo entre o tratamento com tamoxifeno e o aumento do risco de
desenvolver diabetes (LIPSCOMBE et al., 2012; SUN et al., 2014).

Esse risco aumentado de desenvolver diabetes mellitus (LIPSCOMBE et al.,
2012) tem sido considerado em decorréncia das diversas acdes do tamoxifeno e de
seus metabdlitos no metabolismo de carboidratos (JAIN; THANKI; JAIN, 2013).
Trabalho com modelo de ratas ovariectomizadas ndo diabéticas demonstrou que o
tamoxifeno induz a hiperglicemia; podendo, o estado hiperglicémico ser,
possivelmente, em razdo da inibicdo de receptores de estrégeno ou devido a uma
acdo direta do tamoxifeno sobre a cadeia respiratoria mitocondrial dos hepatécitos
(SILVA et al., 2017).

O acumulo de glicose e de seus intermediarios ativam vias metabolicas
alternativas, mudando o estado redox intracelular proveniente do balanco
NAD'/NADH; Este desequilibrio aumenta significativamente o quadro de estresse
oxidativo, gerando a sindrome metabdlica (YAN et al., 2014).

No entanto, o mecanismo exato do efeito diabetogénico ainda néo esta
totalmente esclarecido. Sugere-se que o tamoxifeno exerca efeito adverso sobre as
células B pancreaticas, desencadeando resisténcia a insulina, além de induzir
hipertrigliceridemia e o desenvolvimento da sindrome metabodlica (XU; LOVRE;
MAUVAIS-JARVIS, 2017).

Em estudo com camundongos fémeas, o tamoxifeno inverteu o efeito protetor
do estradiol na prevencdo de diabetes deficiente de insulina induzida pela
administracdo de estreptozotocina (STZ), sugerindo que o tamoxifeno atue como
antagonista ER nas células B, prejudicando a sobrevivéncia das ilhotas pancreaticas
(LE MAY et al., 2006).

A associacao entre a terapia com o tamoxifeno e o risco do desenvolvimento
de DM encontra-se cada vez mais evidente. Um estudo demonstrou que 10% das
mulheres, com idade média de 74,5 anos, que tiveram cancer de mama,
desenvolveram DM ao longo do tratamento com tamoxifeno (LIPSCOMBE et al.,
2012). Embora o risco de desenvolver diabetes aumente gradativamente com a
idade, o uso de tamoxifeno aumenta este risco independente da faixa etaria (SUN et
al., 2014).

Pesquisa com ratas ovariectomizadas sugere que tanto o estrdgeno como o
tamoxifeno desempenham papel neuroprotetor ou de reparo, pois ambos aumentam
a densidade sinaptica (ERNST et al.,, 2002). Estudo retrospectivo, comparando

mulheres acima de 65 anos que tomavam tamoxifeno com aquelas que nunca
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tomaram, mostrou que aquelas que faziam a terapia com tamoxifeno foram menos
propensas ao diagnostico de DA e se mostraram significativamente mais
independentes no desempenho de atividades diarias (BREUER; ANDERSON,
2000).

O possivel efeito neuroprotetor dos SERMs, e até mesmo uma reducdo do
dano neuronal foi avaliado em situacdes de inflamacéo cerebral, de deficiéncia
cognitiva, de disturbios neurodegenerativos e de distlrbios do humor (PINKERTON;
THOMAS, 2014). E possivel que outros SERMs como o raloxifeno e o bazedoxifeno,
assim como o tamoxifeno, possam neutralizar a inflamacdo cerebral em doencas
neurodegenerativas, por uma possivel acdo agonista ao estrogeno em moléculas
pré-inflamatérias produzidas por astrocitos. Isto foi observado através de um estudo
in vitro com astrocitos em que estes trés SERMs reduziram os niveis de RNAm de
moléculas pro-inflamatorias (ZHAO; O'NEILL; DIAZ BRINTON, 2005; AREVALO et
al., 2012).

Apesar destes estudos indicarem um papel neuroprotetor, outros mostram
que o tamoxifeno pode induzir mecanismos adversos na cogni¢do, sugerindo um
efeito negativo particularmente sobre a memoaria (JENKINS et al., 2004; BENDER et
al., 2006; SINGH et al., 2008), apontando que uma Unica dose de 75mg/Kg peso
corporal de tamoxifeno em ratos seria capaz de induzir estresse celular, tanto no
SNC, guanto no sistema nervoso periférico (SNP) (DENK et al., 2015).

Considerando que no tecido cerebral o metabolismo depende quase que
exclusivamente do suprimento de glicose, a glicemia persistentemente elevada,
favorece o aparecimento de alteracdes cognitivas (KODL; SEAQUIST, 2008),
resultantes do desequilibrio no estado redox da célula pelo aumento da formacéo de
ERO ou pela diminuicdo na capacidade dos sistemas de defesas antioxidantes. O
tamoxifeno, por sua vez, estd associado a perda de memoria, por afetar
negativamente o metabolismo cerebral (VANCOVA et al., 2010).

Considerando o longo periodo que envolve o tratamento com tamoxifeno,
entre 3 a 5 anos, associado com o aumento da expectativa de vida e a probabilidade
do desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, hd a necessidade da
associacao de terapias preventivas (DAJAS et al., 2015), que minimizem os efeitos
causados pela lipoperoxidacdo do tamoxifeno (JAIN; THANKI; JAIN, 2013). Em
particular substancias com atividade antioxidante (GREENLEE et al., 2009), como as
vitaminas A, C e E que minimizam os efeitos tdxicos produzidos pelos
antineoplasicos tem sido estudadas (DOS SANTOS; CRUZ, 2001).
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3.6 Quercetina: Mecanismo de neuroprotecao

A quercetina (3,3,4°,5,7-pentahidroxiflavona) (Figura 6) € um membro da
familia dos flavondides que tem despertado crescente atencdo, devido a sua acéo
antioxidante. A presenca de grupos hidroxilas aromaticos conferem a estes
compostos acentuadas atividades antioxidantes (KAWAI et al., 2009). O numero e a
posicdo dos grupos hidroxilas livres possibilitam doar hidrogénio para estabilizar os
radicais livres (GUARDIA et al., 2001). Sdo amplamente distribuidos na forma de
metabdlitos secundarios nas plantas (ABDELMOATY et al., 2010) e considerados
componentes vitais da dieta humana, devido a sua bioatividade diversificada (XIAO
et al., 2016).

HO 0

Figura 6 Estrutura quimica da 3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona (quercetina).
Fonte: Adaptado de CASAS-GRAJALES; MURIEL, 2015.

A quercetina esta presente em diversas frutas e vegetais, como na maca, no
morango, no brocolis, na couve, na cebola, no cha e também no vinho tinto
(HERTOG et al.,, 1993; DONG et al., 2014). Com potente acdes quelante e
scavenger de radicais livres, tem amplo potencial terapéutico na prevencdo e no
tratamento de doencas decorrentes do estresse oxidativo, como artrite, inflamacdes,
doencas cardiovasculares e DA, além de terapia nas infeccfes bacterianas e virais
(MAALIK et al., 2014) e terapia antialérgica (LAMSON; BRIGNALL, 2000).

O metabolismo da quercetina é complexo, assim fatores que regulam a
absorcdo, o metabolismo e a sua eliminagédo sado importantes mediadores da sua
biodisponibilidade. O local e a maneira pela qual a quercetina é absorvida depende

da sua estrutura quimica. A gquercetina em sua forma aglicona pode ser absorvida



40

pelo estbmago e pelo intestino por difusdo passiva, ja a sua forma glicosilada néo é
absorvida pelo estdbmago, necessitando sofrer hidrélise no intestino pela lactase
florizina hidrolase (LPH) sendo absorvida pelo epitélio intestinal (GUO; BRUNO,
2015).

Apés ser absorvida, a quercetina sofre conjugacdo através da acdo das
enzimas uridina 5’-glucuronisiltransferase (UGT), sulfotransferase (SULT) e catecol-
Ometiltransferase (COMT), formando seus metabdlitos metilados, sulfonilados e
glucuronados no intestino e no figado. Os principais metabdlitos encontrados na
circulacdo sanguinea sao quercetina-3-glucuronideo e quercetina-3-sulfatada (VAN
DER WOUDE et al., 2004; YEH et al., 2016).

A quercetina esta presente principalmente na forma conjugada, amplamente
ligada a albumina, ja a sua forma livre estd presente em concentracfes baixas
(DAJAS et al., 2015). A maior parte dos metabdlitos derivados da quercetina é
excretada pela via biliar, porém uma parte da quercetina que € absorvida no
intestino sofre efluxo para o limen intestinal, devido a sua baixa solubilidade em
agua, que dificulta a difusdo passiva, enquanto os demais metabdlitos séo
excretados pela via renal, apdés sofrer metabolismo hepético (GUO; BRUNO, 2015).

A quercetina tem capacidade de reduzir a hiperglicemia induzida pelo
tamoxifeno, os niveis de colesterol no sangue, assim como aumentar o glicogénio no
figado, levando ao efeito normoglicemiante (ABDELMOATY et al., 2010).

Em estudo para avaliar os possiveis efeitos da quercetina sobre a glicose no
sangue e o potencial das enzimas antioxidantes na diabetes induzida por STZ em
ratos, Abdelmoaty et al. (2010) observaram que mesmo em baixas doses (15mg/Kg
peso corporal), a quercetina, mostrou-se capaz de prevenir a glicemia induzida e
normalizar o nivel glicémico, provavelmente devido a inibicdo da peroxidagéo
lipidica. A mesma dose, em trabalho anterior, mostrou efeitos protetores,
preservando a integridade das células pancreaticas e diminuindo o estresse
oxidativo (COSKUN et al., 2005). Em outro estudo, Silva et al. (2017), observaram
que a quercetina quando associada ao tamoxifeno foi capaz de diminuir os niveis
glicémicos induzidos pelo tamoxifeno em ratas ovariectomizadas.

Nas doencas cerebrais, 0 estresse oxidativo ja foi identificado como um dos
principais mecanismos envolvidos no processo patolégico da morte neuronal. A
produgdo excessiva de ERO é reconhecida no inicio, na progressdo e na

manutencdo das doencas neurodegenerativas. Nesse cendrio, estudos vem sendo
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desenvolvidos tentando mostrar a acao protetora dos flavonoides e os beneficios de
uma dieta rica desses compostos (DAJAS et al., 2015).

Além da funcéo antioxidante, a quercetina também se revelou uma substancia
neuroprotetora. Seu efeito antioxidante potente aumenta a sobrevivéncia de cultura
de neurbnios contra uma variedade de injUrias oxidativas. No entanto, a antioxidacao
parece nao ser condicdo suficiente para neuroprotecdo, sendo necessarias acdes de
sinalizacao intracelular e fatores de transcricdo para a protecdo de neurbnios em
cultura (DAJAS et al., 2015).

Evidéncias apoiam a ideia que uma dieta rica em polifendis proporciona
efeitos benéficos para a saude (COSTA et al., 2016). Existem trabalhos especificos
sobre os efeitos neuroprotetores da quercetina. Por exemplo, a quercetina oral
(50mg/Kg peso) mostrou proteger o0s ratos do estresse oxidativo e da
neurotoxicidade induzida por injurias neurotoxicas (ISHISAKA et al., 2011).

Em trabalho que avaliou o efeito neuroprotetivo da quercetina em modelo de
DA transgénico, os dados mostraram que a quercetina induziu melhor desempenho
no aprendizado e nas tarefas de memoria espacial, além de diminuir a beta
amiloidose extracelular, tauopatia, astrogliose e microgliose no hipocampo. Juntos,
esses achados sugerem que a quercetina inverte as caracteristicas histolégicas da
DA e protege a fungéo cognitiva em ratos (SABOGAL-GUAQUETA et al., 2015).

Em estudo com ratos machos ao avaliar o efeito da alimentagcdo com
guercetina em marcadores da biogénese mitocondrial, observou-se que essa
alimentacéo a curto prazo com doses relativamente baixas do flavondéide melhora a
biogénese no musculo e no cérebro dos animais (DAVIS et al., 2009).

Os mecanismos que resultam em morte neuronal, como a falha na energia
celular, a acidose, a liberacdo de glutamato, a peroxidacdo lipidica, a
neuroinflamacédo, entre outros, jA sdo conhecidos ha algum tempo; entretanto
pesquisas destinadas a desenvolver tratamentos neuroprotetores ainda nao
provaram ser bem sucedidas (ZEMEK et al.,, 2014). O grande potencial da
guercetina como molécula neuroprotetora in vitro ndo garante os mesmos resultados
in vivo, ja que apos a ingestao oral, existem limitacdes ocasionadas pela absorcédo e
o complexo metabolismo da molécula, dificultando uma traducéo direta dos efeitos
da neuroprotecdo da quercetina e a sua aplicabilidade clinica (DAJAS et al., 2015)

A quercetina pode atuar como um agente terapéutico efetivo contra

desordens neurodegenerativas através da supressdo do estresse oxidativo e da
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inflamacé&o induzidas por peroxido de hidrogénio, hidroperdxido de acido linoleico e
outras moléculas neurotoxicas (COSTA et al., 2016).

De acordo com Suganthy et al. 2016, a capacidade anti-inflamatoria da
quercetina atenua as lesGes neuronais ocasionadas por ERO através de uma
regulacdo descendente da expressao de citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas,
como a ciclooxigenase (COX). Além de melhorar a neurogenese através da
elevacdo do nivel de fatores neurotroficos essenciaise impedir a neurodegeneracao
pela capacidade de antiagregacdo de proteinas anormais, como o0 peptideo beta-
amiléide.

Evidentemente os mecanismos de acdo da quercetina variam de acordo com
a sua concentracdo e com o nivel de estresse oxidativo na célula. Em animais
tratados com STZ foi verificado que a passagem e o acumulo da quercetina no
cérebro levam a um importante papel neuroprotetor deste flavonoide (ISHISAKA et
al., 2011; DONG et al., 2014), inclusive na prevencdo de perda da memodria e na
disfuncao colinérgica (TOTA et al., 2010).

Em estudo sobre os efeitos protetores da quercetina contra a degeneracéo
mitocondrial em resposta a toxicidade induzida por estressantes endbégenos e
exdgenos, foi observado que os mecanismos de protecdo podem ser independentes
dos seus efeitos antioxidantes e antiinflamatoérios. Sua acdo pode estar relacionada
a um efeito direto sobre a modulagcdo da fungdo mitocondrial, na qual alteraria o
potencial de membrana, a respiracdo oxidativa, a producdo de ATP e o estado redox
intramitocondrial e isto afetaria provavelmente todas as células e tecidos (DE
OLIVEIRA et al., 2016).

Em trabalho que avaliou a interferéncia da quercetina sobre a acédo do
tamoxifeno na atividade da acetilcolinesterase em diferentes regiées do cérebro de
rato, os resultados mostraram que o tamoxifeno modula o sistema colinérgico e a
guercetina interfere nessa modulacdo de forma diferente em cada regido estudada,
enfatizando o potencial terapéutico da quercetina nas doencas neurodegenerativas
(MAREK et al., 2016).
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Resumo

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo avaliar se ha associa¢do entre os
niveis de glicose no cerebelo, cortex e hipocampo com os niveis hiperglicémicos
induzidos na quimioprevengdo com tamoxifeno, conhecer o perfil metabdlico nestas
regides e verificar a influéncia da quercetina coadministrada com tamoxifeno no teor

da glicose cerebral.

Metodologia: Um modelo animal simulando a mulher pés-menopausica foi gerado
em 80 ratas adultas, Wistar, através de ovariectomia bilateral. Apds a estabilizacéao
hormonal os animais foram divididos em 4 grupos (n = 20): TAM — 5 mg.Kg™ de
tamoxifeno; QUER — 22,5 mg.Kg™ de quercetina; TAMQ — 5 mg.Kg™ de tamoxifeno +
22,5 mg.kg® de quercetina e CONT — 1,0 mL.Kg™* de 6leo de canola. Todos os
animais receberam o tratamento durante 14 dias por via oral. Apds este periodo foi
medido o nivel de glicose no sangue, liquido cefalorraquidiano e no cerebelo, cortex
e hipocampo dos animais. O piruvato e lactato também foram analisados nas trés
regides cerebrais. Utilizou-se o cobre como indicador de metabolismo cerebral

satisfatorio.

Resultados: A hiperglicemia induzida pelo tratamento com tamoxifeno aumentou
significativamente os niveis de glicose no liquido cefalorraquidiano, cortex e
hipocampo; e aumentou a producao de lactato no hipocampo. A coadministracéo de
quercetina com tamoxifeno mostrou capacidade de diminuir os niveis de glicose no
sangue e em todas as regides do cérebro, diminuindo também a producédo de
piruvato no cortex. O teor de cobre esteve fortemente diminuido apenas no
hipocampo dos animais que receberam tamoxifeno mais quercetina, indicando

possivel alteracdo do estado redox nesta regido.

Conclusao: As descobertas do presente estudo mostram que o tamoxifeno em um
periodo relativamente curto de tratamento, 14 dias, afeta fortemente o metabolismo
da glicose cerebral, sendo um fator de risco para a saude cerebral de mulheres pos-
menopausicas em quimioprevencdo. A utilizagcdo de quercetina com tamoxifeno é
uma possibilidade viavel na regulagdo metabdlica da glicose nessas mulheres para

um envelhecimento mais saudavel, principalmente sobre a saude cerebral.

Palavras-chave: Hiperglicemia, mulheres pés-menopausicas e neurodegeneracao.
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1. Introducéo

O envelhecimento, obesidade, falta de exercicio fisico e histérico
familiar contribuem para a patogénese do diabetes tipo 2 [1,2], que causa impacto
significativo na funcédo cerebral, particularmente na utilizacdo da glicose e no
metabolismo energético cerebral [3,4]. O cérebro é sensivel aos niveis de glicose
plasmética. Em idosos ndo diabéticos com niveis elevados de glicose mesmo com
intervalo considerado normal (< 6,1 mmol/L) estdo associadas atrofia do hipocampo
[5], ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal [6] e diminuicdo de volumes
regionais de substancia cinza e branca; todos relacionados ao aumento do risco de
declinio cognitivo ou deméncia [7,8]. Outro mecanismo ligado a neurodegeneracao é
a glicacdo de macromoléculas. O aumento dos niveis de glicose livre no cérebro
associado a deficiéncia de cobre cerebral aumenta o estresse oxidativo tecidual
causado pelas moléculas glicadas. O cobre € indispensavel para o bom
funcionamento das enzimas citocromo ¢ oxidase da cadeia respiratdria e para a
defesa antioxidante [9].

O tamoxifeno, utilizado na quimioterapia e quimioprevencao de cancer
de mama, é um indutor hiperglicémico. Ha evidéncias do risco de desenvolvimento
de diabetes em mulheres sob tratamento quimioterapico com tamoxifeno [10]. Essa
inducado é explicada por efeito compensatério da inibicdo da energia mitocondrial e
pela supressdo da secrecdo de insulina nas células B-pancreaticas [11, 12]. A
ingestdo adequada de frutas e grdos contendo polifenéis e compostos flavénicos
tém apresentado aspecto positivo tanto para a prevencdo quanto coadjuvando no
tratamento da hiperglicemia [13].

Mostramos recentemente, em modelos experimentais animais que
simulam a mulher na menopausa, que a quercetina, um flavonoide encontrado na
maca, morango, brocolis, couve, cebola, cha, uva e vinho tinto [13], quando
coadministrada com tamoxifeno reduz eficazmente a hiperglicemia induzida por este
guimioterapico, trazendo, inclusive, os niveis de glicose para intervalos normais [14].

O que nao se sabe é se 0s niveis elevados de glicemia induzidos pela
quimioprevengdo com tamoxifeno em mulheres pés-menopausicas influenciam nos
teores e no metabolismo da glicose em diferentes regides do cérebro, e se a
coadministracdo de quercetina interfere nesse mecanismo. O entendimento da
relacdo entre os niveis de glicose no sangue com o metabolismo da glicose em

diferentes regides cerebrais é importante para um melhor gerenciamento dos niveis
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glicémicos em mulheres pds-menopausicas em terapia com tamoxifeno, contribuindo
para uma melhor salude cerebral nessas mulheres. O objetivo deste estudo foi,
portanto, através de ratas ovariectomizadas tratadas com tamoxifeno, verificar se os
teores de glicose no cerebelo, cértex e hipocampo estdo associados aos niveis
glicémicos, conhecer o perfil metabdlico nestas regides e avaliar a influéncia da
guercetina coadministrada com tamoxifeno no teor da glicose cerebral. O cobre foi

utilizado como indicador de metabolismo cerebral satisfatorio.
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2. Materiais e Métodos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Paranad (UNIOESTE). Os
experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Toxicologia Celular da
UNIOESTE em 80 ratos, Wistar, heterogénicos, fémeas, adultos, pesando
aproximadamente 2509 fornecidos 30 dias antes da cirurgia de ovariectomia.

Condicbes de alojamento: Os animais foram alojados, 4 no maximo, em caixas de
polipropileno a 22° + 2°C em ciclo claro-escuro de 12 horas (09:00 — 19:00 horas),
com sistema de exaustdo continuo e umidade 55 + 5%, alimentadas ad libitum com

dieta padréo para roedores Nuvilab® (Nuvital Ltda, PR, Brasil) e 4gua potavel.

2.1. Inducdo do periodo p6s-menopausico por cirurgia de ovariectomia

As ratas, antes da cirurgia ficaram em jejum de 12 horas. No momento
da cirurgia foram anestesiadas com 100 mg.Kg™ por peso animal de cloridrato de
quetamina (Cristalia, Brasil) e 15 mg.Kg™ por peso animal de cloridrato de xilazina
(Vetbrands, Brasil) por via intraperitonial. Em condi¢bes assépticas foi feita uma
incisdo abdominal, a pele do abdome foi cortada e o peritbnio aberto. Em seguida os
vasos sanguineos de ambos os ovarios foram pincados e amarrados para a retirada
dos mesmos. Na sequéncia os ovarios foram retirados e o musculo e a pele
suturados. Apés a cirurgia, as ratas receberam uma gota de dipirona (50 mg.mL™)
como analgésico por via oral. As ratas foram mantidas, conforme as condi¢cdes de
alojamento ja descritas, durante 30 dias em observacdo e para a estabilizacdo dos

niveis hormonais [15].

2.2. Protocolo de tratamento

Apés os 30 dias da ovariectomia, as ratas foram divididas
aleatoriamente em 4 grupos contendo 20 animais, e tratadas diariamente, por via

oral, durante 14 dias, conforme:

Grupo CONT (Controle): recebeu 1,0 mL. Kg™ de éleo de canola;
Grupo TAM (Tamoxifeno): recebeu 5 mg.Kg™ de tamoxifeno;
Grupo QUER (Quercetina): recebeu 22,5 mg.Kg™ de quercetina;
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Grupo TAM+Q (Tamoxifeno + Quercetina): recebeu 5 mg.Kg™' de

tamoxifeno e 22,5 mg.Kg™ de quercetina.

Devido a lipossolubilidade do tamoxifeno e da quercetina, estes foram
solubilizados em 6leo de canola. As doses selecionadas foram baseadas em
estudos anteriores simulando doses terapéuticas de tamoxifeno e mais efetiva da
quercetina [14]. Durante todo o periodo de tratamento os animais foram observados
diariamente e mantidos conforme as condicdes de alojamento ja descritas

anteriormente.

2.3. Coleta de sangue, liquido cefalorraquidiano e isolamento do

cérebro

Apos os 14 dias de tratamento, os animais foram deixados em jejum de
12 horas e anestesiados com 100 mg.Kg™ de cloridrato de quetamina e 15 mg.Kg™
de cloridrato de xilazina. Uma gota de sangue foi retirada da veia caudal com o
auxilio de uma agulha para a dosagem de glicose. Em seguida, coletou-se o liquido
cefalorraquidiano (LCR) conforme metodologia adaptada de Consiglio e Lucion,
2000 [16]. A técnica consistiu em fixar o animal em um esterotaxico com a cabeca
situada no plano de fixacdo dos incisivos superiores com o0 occipital posicionado
qguase no plano horizontal, deixando o térax disposto verticalmente. Nessa posicao,
visualizou-se uma pequena depressdo entre a protuberancia occipital e o processo
espinhoso do Atlas. Com um “scalp” conectado a uma seringa de 1 mL, o LCR foi
aspirado e transferido para um tubo Eppendorf para a dosagem de glicose.

Na sequéncia o abdome e o térax foram abertos longitudinalmente,
expondo o coracdo para a coleta intracardiaca de sangue. O sangue foi, entéo,
centrifugado a 700 g por 15 minutos, o sobrenadante foi transferido para tubo
Eppendorf e armazenado sob refrigeracdo. Ainda com o animal posicionado no
estereotaxico, com um bisturi fez-se uma incisdo na linha mediana da cabeca e a
pele foi afastada para a exposicdo do cranio. Aprofundou-se a incisdo e,
delicadamente foi introduzida a haste de um funil de plastico dentro desse corte. Em
seguida banhou-se o cérebro durante 3 minutos com nitrogénio liquido para o
completo congelamento do érgédo [17]. O animal foi decapitado e o cérebro retirado
para o isolamento do cerebelo, cortex e hipocampo. Depois de cuidadosamente

separadas, cada regiao foi pesada separadamente e o seu homogenato preparado.
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Todos os procedimentos foram realizados em banho de gelo e ambiente climatizado
em 18° + 2° C.

2.4. Preparo dos homogenatos de cerebelo, cértex e hipocampo

Cada regiao foi preparada separadamente. Os tecidos foram picotados
em um bequer contendo tampéo Ringer-fosfato 100 mM (pH 7,4), transferidos para
um homogeneizador de Dounce e homogeneizados completamente. Em seguida
centrifugou-se a 716 g por 10 minutos, o sobrenadante foi retirado e centrifugado
novamente a 10.332 g por 10 minutos. Neste sobrenadante foram dosados glicose,
lactato e piruvato. O precipitado foi utilizado para medir o cobre mitocondrial. Em

todos os homogenatos foi realizada a dosagem de proteinas [18].

2.5. Dosagem de glicose

Foi dosada a glicose no sangue, no LCR e nos homogenatos do
cerebelo, cértex e hipocampo. No sangue, a dosagem foi realizada por meio do
glicosimetro FreeStyle® (OptiumH, Abbott) no momento da puncéo da veia caudal.
Para as dosagens no LCR e nos homogenatos utilizou-se método colorimétrico do
Kit da Bioliquid® (Pinhais, PR, Brasil). Os resultados foram expressos em mmol/L
para sangue e LCR, e em umol de glicose g tecido™ para os homogenatos de

cerebelo, cortex e hipocampo.

2.6. Dosagem de lactato e piruvato no cerebelo, cértex e hipocampo

Os homogenatos foram primeiramente desproteinizados conforme
metodologia adaptada de Detka et. al. (2015) [19] com &cido perclérico 4 mol/L em
banho de gelo. Apés centrifugacdo a 13.000 g por 2 minutos o sobrenadante foi
retirado, neutralizado com hidréxido de potassio 2 mol/L e utilizado para as
dosagens.

O lactato foi oxidado a piruvato pelo NAD em reagdo catalisada pela
lactato desidrogenase. A reducdo de NAD é proporcional ao substrato convertido
sendo lido espectrofotometricamente a 340 nm [20]. Da mesma forma, o piruvato &
reduzido a lactato pelo NADH na reagdo enzimatica catalisada pela lactato

desidrogenase. A oxidagdo do NADH é proporcional ao substrato convertido, o qual
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€ medido em 340 nm [21]. Os resultados foram expressos em pumol de lactato (ou

piruvato).g tecido™.

2.7. Dosagem de cobre

Os teores de cobre no sangue e no cerebelo, cortex e hipocampo
foram realizados em um espectrometro de absor¢cdo atdbmica com atomizacéo
eletrotérmica em forno de grafite VARIAN (Mulgrave, Austrélia), modelo AA240Z,
com corretor de fundo por efeito Zeeman, com amostrador automatico e forno de
grafite GTA 120. Foi utilizada uma lampada de catodo oco monoelementar de cobre
com corrente de 4,5 mA como fonte de radiacdo, comprimento de onda de 3214,8
nm, largura da fenda de 0,5 nm e gas argodnio (99,999% de pureza). As leituras
foram efetuadas em absorbancia no modo integrado. As solugdes de cobre foram
preparadas a partir de solucdo estoque de 1.000 mg/L (Tritisol®, Merck, Sdo Paulo)
com agua ultrapura com resistividade de 18,2 MQ cm [22]. Os resultados foram

expressos em g de cobre.L.

2.8. Dosagem de ceruloplasmina

A ceruloplasmina no sangue foi dosada conforme Schosinsky et al.,
1974 [23] por espectrofotometria a 540 nm, através de o-dianisidina em pH &cido. Os
resultados foram expressos em Unidades de ceruloplasmina/L.

2.9. Analise estatistica

O software utilizado para as analises estatisticas foi o GraphPad
Prism® vers&o 6.0 (USA). Os resultados foram expressos como média + SEM. Os
dados foram analisados usando two-way ANOVA, e em caso de significancia
estatistica (P < 0,05) foi aplicado o teste de acompanhamento de LSD-Fisher.
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3. Resultados

3.1. Glicose no sangue e no LCR

A Tabela 1 mostra que as ratas tratadas com tamoxifeno tiveram
aumento significativo nos niveis de glicose tanto no sangue (15,7%) quanto no
LCR (17,0%) em comparagdo com as ratas controle, sendo, no entanto, mantida
a razao glicose LCR/sangue. No grupo em que se coadministrou a quercetina
com o tamoxifeno, os niveis de glicose mantiveram-se préximos aos valores
encontrados no grupo controle, porém a razdo glicose LCR/sangue foi
significativamente maior que nos outros grupos. A quercetina isoladamente,
apesar de ndo se mostrar estatisticamente significativa, aumentou ligeiramente o
nivel de glicose no sangue, mas néo influenciou no teor do LCR; néo interferindo

também na razao glicose LCR/sangue.

3.2. Glicose no cerebelo, cortex e hipocampo

A distribuicdo da glicose nas trés regibes do cérebro de todos os
grupos mostrou ser maior no hipocampo, seguida pelo cerebelo e por fim, no
cortex. O tratamento com tamoxifeno ndo alterou o nivel de glicose no cerebelo,
mas causou aumento de 80% e 30,2% no coértex e no hipocampo,
respectivamente, quando comparado com as ratas controle. Comparando-se com
0S grupos controle e apenas tamoxifeno, a coadministracdo de quercetina com
tamoxifeno reduziu significativamente os niveis de glicose em todas as
estruturas. O grupo tratado apenas com quercetina diminuiu significativamente a
glicose no cerebelo em comparacdo com as ratas controle, conforme visto na
Tabela 2.

3.3.  Metabolismo da glicose no cerebelo, cértex e hipocampo

Na Tabela 3 observa-se que tanto o tamoxifeno quanto a
coadministracdo de quercetina com tamoxifeno néo alteraram o perfil metabdlico
da glicose no cerebelo, enquanto que a quercetina aumentou significativamente a
producdo de piruvato comparadas com as ratas controle. Ja no cortex, a
coadministracdo de tamoxifeno mais quercetina diminuiu significativamente a
producdo de piruvato quando comparado com os demais grupos (Tabela 4). A

Tabela 5 mostra que a producéo de lactato foi aumentada no hipocampo de ratas



52

tratadas apenas com tamoxifeno, comparadas com 0 grupo controle. A
guercetina isoladamente ou em associacdo com o tamoxifeno manteve 0s niveis

de lactato proximos aos das ratas controle.

3.4. Cobre mitocondrial do cerebelo, cértex e hipocampo

Comparando-se com o0 grupo controle, a Tabela 6 mostra que o
tratamento com tamoxifeno aumentou expressivamente em 152,6% os niveis de
cobre mitocondrial no cértex; a coadministracdo de quercetina com tamoxifeno
diminuiu significativamente o cobre tanto no cerebelo quanto no hipocampo,
enquanto que aumentou em 65,6% no cortex; e a quercetina isoladamente

aumentou o cobre no cerebelo e em 187,2% no cortex.

3.5. Cobre plasmatico e ceruloplasmina
O cobre plasmatico do grupo tamoxifeno aumentou significativamente
em relacdo ao controle, enquanto que a coadministracdo de quercetina com
tamoxifeno ndo se mostrou alterada. Em relacdo a ceruloplasmina, a associacao de
tamoxifeno com quercetina promoveu um aumento em 80,9%, assim como 0 grupo
tratado apenas com quercetina aumentou em 69,2% em comparacdo com 0O grupo
controle. As ratas tratadas com tamoxifeno ndo mostraram alteracdo na

ceruloplasmina, visto na Tabela 7.
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4. Discusséao

A associagdo da quercetina com tamoxifeno em ratas
ovariectomizadas, que simulam a mulher pds-menopausica, tem demonstrado
beneficio na reducdo dos niveis glicémicos, trazendo-os, inclusive, para a
normalidade como no presente estudo [14]. O aumento da glicemia mediada pelo
tamoxifeno, em um periodo relativamente curto, 14 dias, € uma forte evidéncia da
sua interferéncia sobre o metabolismo da glicose. Segundo o Expert Committee on
the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus [24], valores definidos como
normais estariam abaixo de 100 mg/dL (5,55 mmol/L). Isso, inclusive, coloca uma
davida sobre a nao influéncia da quercetina sobre o metabolismo da glicose em
individuos normoglicémicos [25], j& que, embora ndo estatisticamente significativa, a
glicemia aumentou sensivelmente nas ratas tratadas isoladamente com este
flavonoide.

Ha um nimero de mecanismos pelos quais o tamoxifeno pode levar ao
quadro hiperglicémico. Existem evidéncias na literatura demonstrando alteracdo na
cadeia respiratoria pela inibicdo da energia mitocondrial e pelo estimulo da hidrélise
de ATP. O prejuizo a geracdo e manutencao do potencial eletroquimico da
membrana mitocondrial [10] e o insuficiente suprimento de cobre para a citocromo ¢
oxidase | e Il [26] levam ao aumento da glicemia por estimulo tanto da glicélise
guanto da gliconeogénese para compensar a diminui¢cdo da producéo energética.

Esta hiperglicemia leva naturalmente ao aumento de glicose no LCR,
deixando para a barreira hematoencefélica a regulacédo do transporte para o cérebro.
Na situacdo normoglicémica, a passagem controlada da glicose pela barreira
hematoencefalica manteve uma razdo LCR/Sangue préximo de 0,426. O cérebro por
ndo armazenar energia, requer um fornecimento continuo de glicose para atender as
suas necessidades energéticas, as quais variam nas diferentes regifes cerebrais
conforme as suas atividades neuronais [27]. De fato, observamos que, independente
do tipo de tratamento, a demanda de glicose € maior no hipocampo, seguida pelo
cerebelo e por fim no cértex. Assim como no sangue, o tamoxifeno aumentou os
niveis de glicose no cérebro (~3,2 umol de glicose.g tecido™), o que pode ter
contribuido para a razdo LCR/Sangue ter se mantido proximo da normalidade. Ja o
grupo que recebeu quercetina e tamoxifeno, a razdo LCR/Sangue foi

significativamente maior (0,530), sugerindo que a administracdo simultanea dessas
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duas substancias contribui para a diminuicdo da passagem da glicose para o
cérebro, ja que o teor total de glicose foi relativamente menor (~1,92 pmol de
glicose.qg tecido™) em relac&o ao controle (~2,72 umol de glicose.g tecido™).

O metabolismo da glicose ndo é um sistema isolado, esta fortemente
integrado com a fisiologia e com a funcdo cerebral. Todas as regibes do cérebro
estdo em todos os momentos metabolicamente ativas [28]. O cerebelo, regido
envolvida na aprendizagem espacial e atividade motora [29], ndo foi afetado pelo
tamoxifeno; enquanto que o tamoxifeno mais quercetina e somente a quercetina
diminuiram sensivelmente o nivel de glicose, sugerindo que esta diminuicdo esteja
ligada a acdo da quercetina. Esta, isoladamente, teve capacidade em deslocar o
perfil metabdlico para piruvato. Como a energia cerebral é quase que totalmente
proveniente da glicose e do piruvato, pode haver conversao do lactato em piruvato
para atender a rapida necessidade energética. O piruvato, produto final da glicdlise,
€ uma forte fonte energética que conduz a producdo de ATP por fosforilagdo
oxidativa e por multiplas vias biossintéticas que se cruzam no ciclo do &cido citrico
[30].

Ao contrario do cerebelo, o cortex e o hipocampo demonstraram
sensibilidade ao tamoxifeno, com aumento da glicose nessas duas regifes. A
expressiva atenuacao nos niveis de glicose com a coadministracdo de tamoxifeno e
quercetina foi mais evidente sobre o cértex, inclusive com diminuigdo significativa na
producdo de piruvato. A sensivel diminuicdo do lactato, embora néo significativa,
demonstra 0 comprometimento energético nessa regido. Mesmo que cértex e
hipocampo tenham papéis distintos, estas duas regides, em particular o cortex pré-
frontal, interagem fortemente no processo prolongado de consolidacdo de memdrias.
E um processo complexo, representado pela organizacgéo estrutural de cada regiéo e
pela forma de comunicacdo que ocorre entre elas [31]. O hipocampo, regido
responsavel pela aprendizagem, memoria e regulacdo da ansiedade e do estresse
[32] também foi claramente sensivel a acdo do tamoxifeno, com aumento nos niveis
de lactato. Em condi¢Bes de hipdxia ou dependendo do perfil metabdlico celular, em
condi¢cdes aerodbias, o lactato pode ser produzido para servir de ligacdo entre o
metabolismo glicolitico e oxidativo quando os neurénios estdo disparando em alta
frequéncia [30, 33]. Lembrando, a maior parte do consumo de energia do cérebro &
utilizada para o transporte ativo de ions para sustentar e restaurar os potenciais de

membrana descarregados durante o processo de excitagao e conducao neuronal.
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Apesar da integracdo existente entre as regides do cérebro, ndo ha
surpresa nas diferencas nos perfis metabdlicos, dada a heterogeneidade estrutural e
funcional de cada regido. Mesmo porque 0 metabolismo energético é dependente,
também, de indmeros processos que envolvem o estado redox da célula,
transportadores, cofatores, metais e outros substratos. A literatura relata que um
metabolismo mitocondrial defeituoso por deficiéncia de cobre prejudicaria a
utilizacao de glicose naquela regido, podendo levar a danos teciduais. O suprimento
insuficiente de cobre para a citocromo c oxidase | e Il, enzimas dependentes de
cobre, levaria a redugédo na atividade mitocondrial com consequente alteragdo no
metabolismo da glicose [9]. O cobre também esta associado a defesa antioxidante
por ativar as enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase,
contribuindo na reducdo de danos teciduais causados por um desequilibrio no
estado redox da célula ou pela acdo de moléculas oxidantes. O hipocampo, em
homeostase fisioldgica, € a regido que contém concentracdes mais elevadas de
cobre [34], como observado nas ratas controle. A reducdo significativa de cobre
nesta regido foi verificada com a coadministragdo de tamoxifeno e quercetina, porém
o perfil metabdlico manteve-se inalterado. Tanto o tamoxifeno quanto a quercetina
administrados isoladamente conduziram expressivamente ao aumento de cobre no
cortex e nao influenciaram no cerebelo.

A quantificacao de cobre livre e ligado a ceruloplasmina, que tem de 65
a 90% de cobre plasmético ligado, demostrou que nenhum dos tratamentos
conduziu a deficiéncia de cobre, ao contrario, os tratamentos aumentaram o teor de
cobre. Ha indicios que o tratamento quimioterapico com tamoxifeno aumenta os
niveis de cobre plasmatico [35], o mesmo foi observado no grupo de ratas que
recebeu apenas tamoxifeno. Curiosamente, 0os grupos em que foi administrada
guercetina, com reconhecida acdo quelante do cobre [36] mantiveram o teor de
cobre plasmatico proximo dos valores do grupo controle, enquanto que a
ceruloplasmina aumentou significativamente. A literatura ndo traz nenhuma
informacgao adicional sobre isso.

Fato interessante evidenciado por este estudo foi que a acao
hiperglicémica do tamoxifeno ndo se restringe apenas a efeitos metabdlicos
hepaticos, ultrapassando para regides nobres do cérebro, como o hipocampo;
sugerindo que a barreira hematoencefalica permite um fluxo maior de glicose para o
cérebro nos estados hiperglicémicos. No processo de neurodegeneragéo o cerebelo,

o0 coOrtex e o hipocampo séo regibes propensas a sofrer relativamente pouco,
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moderado e graves danos neuronais, respectivamente. Assim, a mudanca no perfil
metabdlico em algumas regibes, como o hipocampo, € preocupante considerando
que isto pode levar a danos teciduais, que por sua vez podem ser precursores de
um processo neurodegenerativo. A quercetina, quando associada ao tamoxifeno,
pode minimizar os efeitos causados por esse medicamento, entretanto 0 mesmo nao
€ verdadeiro quando se tem este flavonoide isoladamente, isto mostra que ainda ha
necessidade de aprofundar os estudos sobre a sua capacidade neuroprotetora.
Embora o estudo seja com animais, a possibilidade de utilizacao destes
modelos simulando a mulher saudavel no periodo p6s-menopausico em tratamento
guimiopreventivo com tamoxifeno traz a vantagem de ser um estudo praticamente
controlado, minimizando interferentes psiquicos e ambientais. A alimentac&o regular
e balanceada, o alojamento em ambiente climatizado, sem extremos de estresse
sdo condi¢cdes favoraveis que ajudam a manter em equilibrio o metabolismo
energético cerebral. Isto é relevante, pois, nos admite observar, com o minimo de
interferéncia, alteracdes metabdlicas que os tratamentos utilizados causaram, além
da possibilidade de avaliar diretamente o tecido cerebral. Outro ponto que se deve
considerar € a semelhanca metabdlica entre o rato e o homem, que nos permite com

seguranca extrapolar os dados aqui encontrados para a mulher.
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Conclusao

As descobertas do presente estudo enfatizam a necessidade de
acompanhar os niveis glicémicos em mulheres pds-menopdausicas sob tratamento
com tamoxifeno, considerando-se que mesmo teores de glicemia ligeiramente
elevados sao fatores de risco para a saude cerebral, em especial do hipocampo; e
gue se deve ter cautela em utilizar a quercetina juntamente com o tamoxifeno, pois
esta associacao diminuicdo expressivamente a glicose no cérebro. O gerenciamento
adequado dos niveis de glicose contribuird diretamente para um envelhecimento

mais saudavel, principalmente sobre a saude cerebral.
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Tabela 1 Niveis de glicose no sangue e no liquido cefalorraquidiano nos diferentes grupos de ratas

ovariectomizadas

Sangue LCR

Grupo Razéo

(mM) (mg/dL) (mM) (mg/dL) Liquor/Sangue
CONT 547 0,250 98,6+4,40 2,30+ 0,0887 41,4 + 1,60 0,426 + 0,0157
TAM 6,33 + 0,346* 114,1 + 2,69 + 0,123* 48,7 + 2,22 0,412 + 0,0194

6,23*

TAMQ 537 +0,280" 96,8+505" 2,680,150 48,3 + 2,70 0,530 + 0,0313**'T°°
QUER 6,01 +0,336 108,3+6,05 236+0,0909" 425+1,64" 0,403 + 0,0244

*P < 0,05; **P < 0,005 comparado com o grupo controle
P < 0,05; "P < 0,005 comparado com o grupo tamoxifeno
°°*P < 0,005 comparado com 0 grupo quercetina
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Tabela 2 Teor de glicose no cerebelo, coértex e hipocampo nos diferentes grupos de ratas

ovariectomizadas

Cerebelo Cortex Hipocampo
Grupo
(umol.g tecido™)
CONT 1,18 + 0,0696 0,250 + 0,0379 1,29 + 0,133
TAM 1,07 + 0,0371 0,450 + 0,0153%**+ 1,68 + 0,163+
TAMQ 0,640 + 0,0675***T 0,133 + 0,0149 " TTTT® 1,15 + 0,0911™
QUER 0,738 + 0,0548**'T 0,198 + 0,00750"" 1,13 £+ 0,102™

*P <0,05; *P <0,005; **P < 0,001; ***P < 0,0001 comparado com o grupo controle
"p < 0,005; "'P < 0,001; ""P < 0,0001 comparado com o grupo tamoxifeno
°P < 0,05 comparado com 0 grupo quercetina
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Tabela 3 Niveis de piruvato e lactato no cerebelo nos diferentes grupos de ratas ovariectomizadas

Glicose Piruvato Lactato
Grupo
(umol.g tecido™)
CONT 1,18 + 0,0696 1,61 + 0,0860 1,19 + 0,351
TAM 1,07 + 0,0371 1,67 + 0,109 0,938 + 0,090
TAMQ 0,640 + 0,0675*1T 1,73 + 0,041 1,12 + 0,101
QUER 0,738 + 0,0548**+'T 1,86 + 0,144*" 0,945 + 0,100

*P < 0,05; **P < 0,001 comparado com o grupo controle
P < 0,05; P < 0,005; P < 0,001 comparado com o grupo tamoxifeno
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61

Glicose Piruvato Lactato
Grupo
(umol.g tecido™)
CONT 0,250 + 0,0379 1,79+ 0,171 1,02 + 0,251
TAM 0,450 + 0,0153**** 1,90 + 0,249 1,06 + 0,159
TAMQ 0,133 + 0,0149%*'TTTe 1,46 + 0,070%"™®° 0,768 + 0,150
QUER 0,198 + 0,0075'" 1,98 + 0,091 1,10 + 0,98

*P < 0,05; *P < 0,005; ****P < 0,0001 comparado com o grupo controle
"p < 0,005; """P < 0,0001 comparado com o grupo tamoxifeno
°P < 0,05; *°P < 0,005 comparado com o grupo quercetina
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Tabela 5 Niveis de piruvato e lactato no hipocampo nos diferentes grupos de ratas ovariectomizadas

Glicose Piruvato Lactato

Grupo

(umol.g tecido™)
CONT 1,29 + 0,133 11,8 + 1,008 4,64 +0,213
TAM 1,68 + 0,163* 14,3 + 0,939 5,46 + 0,132*
TAMQ 1,15 + 0,0911™ 13,4 + 1,097 4,66 +0,160"
QUER 1,13 + 0,102™" 12,0 + 0,796 4,53+ 0,330

*P < 0,05 comparado com o grupo controle
P < 0,05; "P < 0,005 comparado com o grupo tamoxifeno
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Tabela 6 Teor de cobre mitocondrial no cerebelo, cértex e hipocampo nos diferentes grupos de ratas

ovariectomizadas

Cerebelo Cortex Hipocampo
Grupo
(Hg/L)
CONT 93,4+ 2,03 57,8 + 3,79 116,0 £ 7,09
TAM 71,6 + 8,66 146,0 + 6,99** 102,0+ 7,13
TAMQ 62,2+13,8% 95,7 +9,81° 56,6 + 7,82x+xTTToce
QUER 122,2 +11,5" 166,0 + 20,4*** 105,0 £ 9,98

**p < 0,005; **P < 0,001; ***P < 0,0001 comparado com o grupo controle

P < 0,05; "'P < 0,001 comparado com o grupo tamoxifeno
°P < 0,05; *°P < 0,005; °**°P < 0,001 comparado com 0 grupo quercetina



Tabela 7 Niveis de ceruloplasmina e cobre no plasma nos diferentes grupos de ratas
ovariectomizadas

Grupo Cobre Ceruloplasmina
(ug/L) (U/L)
CONT 605,0 + 36,6 435+ 2,38
TAM 878,0 + 55,0%** 447 +313
TAMQ 627,0 + 55,8" 77,5 £ 2,70%TTT
QUER 615,0 + 55,31 73,6 + 3,4200x 11T

***pP < 0,005; ***P < 0,0001 comparado com o grupo controle
P < 0,005; P < 0,001; P < 0,001 comparado com o grupo tamoxifeno
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5 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados desta investigagcéo nos permite concluir que:

O transporte de glicose do liquido cefalorraquidiano para o cérebro € menor
nos animais em que foi coadministrada quercetina mais tamoxifeno,

O teor de glicose diminui significativamente no cerebelo e no cortex,
engquanto que no hipocampo é inalterado na coadministracdo de quercetina
com tamoxifeno.

O perfil metabdlico no cértex é alterado, com diminuicdo na producdo de
piruvato nos animais tratados com quercetina mais tamoxifeno.

O teor de cobre apresenta-se significativamente menor no hipocampo dos
animais que receberam quercetina mais tamoxifeno.

A quercetina isoladamente diminui a glicose no cerebelo e aumenta a
producéo de lactato.

Os niveis de glicose sao significativamente maiores no sangue, no liquido
cefalorraquidiano, no cortex e no hipocampo dos animais tratados apenas
com tamoxifeno.

O tamoxifeno isoladamente altera o perfil metabdlico no hipocampo com
aumento da producao de lactato.

Independente do tratamento, os maiores niveis de glicose sdo no hipocampo,
cerebelo e por fim cortex.

O tratamento quimiopreventivo em mulheres pds-menopausicas com
tamoxifeno € um risco para a saude cerebral, em especial do hipocampo; e a
associacao de quercetina ao tratamento com tamoxifeno, embora normalize

0s niveis glicémicos, ndo é uma alternativa viavel para a saude cerebral.
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7 ANEXOS

7.1 Anexo | Protocolos aprovados pelo comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual do Oeste do Parana (CEUA/UNIOESTE)

U unioeste

Universidede Estadual do Oeste do Parand

Pré-l.leiton'a de Pesquisa e Pés-Graduagdo
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Treinamento para coleta de liquido
cefalorraquidiano e congelamento de tecido cerebral’, sob vossa
coordenacao, foi avaliado pelo CEUA como APROVADO para execugao.

ATENGAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apo6s o encerramento das atividades previstas e ap6s o encaminhamento
do Relatorio Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado
Experimental.

Cascavel, 01/12/2016

Profa. Dra. Luciana Oliveira de Fariia
Coordenadora do CEUA
Portaria n° 2729/2014 - GRE



» unloeste
Universidude Extudpal o Oeste do Parand

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés- Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo  intitulado "Avallagio do efeito da quercetina sobre o
metabolismo cerebral de ratas ovariectomizadas submetidas ao tratamento

com tamoxifeno”, sob vossa coordenagéo, foi avaliado pelo CEUA como
APROVADO para execucio.

ATENGAO!

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

Profa. Dra. Luciana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n° 2729/2014 - GRE
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