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RESUMO
A Doenca de Alzheimer é uma moléstia degenerativa progressiva que
compromete elementos do sistema nervoso central, associado com a perda de
memoaria e com a deméncia. Na DA séo observadas placas extracelulares, que
sdo constituidas por depdsitos do peptideo beta-amildide e de emaranhados
neurofibrilares intracelulares, que podem estar associados aos filamentos
intermedidrios, principalmente na regido do hipocampo e do cértex cerebral.
Estudos moleculares e anamnéticos tém sugerido a presenca de elementos
genéticos associados a esta fisiopatologia, como os genes APOE, BETA-
AMILOIDE E TAU além dos niveis glicémicos e lipidicos. Sabe-se que a
incidéncia da doenca aumenta rapidamente com o avanco da idade e que a
Doenca de Alzheimer afeta proporcionalmente mais as mulheres do que os
homens. Acredita-se que o declinio dos niveis de horménios gonodais em
mulheres pds-menopausa pode contribuir para a diferenca observada entre os
sexos. O presente trabalho objetivou verificar a influéncia da ApoE e dos
hormoénios sexuais femininos sobre os aspectos moleculares envolvidos na
formacdo da placa senil no sistema nervoso central de camundongos fémeas
C57 e ApoE KO utilizando a ovariectomia (OVX) como agente mimetizador da
menopausa em mulheres. Foram utilizados 14 camundongos fémeas C57 e 14
camundongos fémeas ApoEKO (knockout para o gene da apolipoproteina E)
com oito meses. Realizaram-se técnicas histologicas (Cajal, Bielschowsky e
Tioflavina S) para a visualizacdo de placas senis em secdes cerebrais. Analises
plasmaticas de glicose, colesterol, triglicerideos, c-HDL, VLDL e LDL também
foram avaliadas. A formacado e a distribuicdo da proteina BA, da proteina Tau,
da proteina Tau [pS199] e do BDNF foram analisadas via ELISA. Os resultados
obtidos sugeriram que a ovariectomia promoveu a deplecédo significativa de
estradiol (E2) e BDNF e aumentou significativamente os niveis de BA, Tau e
Tau [pS199] em diferentes compartimentos biol6gicos quando comparados ao
controles. Neste interim, sugere-se que 0s hormdnios sexuais femininos
juntamente com a ApoE modulam o clearence de algumas moléculas
associadas a formacdo da placa senil e emaranhados neurofibrilares

caracteristicos da Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Apolipoproteina E, Proteina Tau,
BDNF, Estrogenos e Ovariectomia.



ABSTRACT
Alzheimer's disease is a progressive degenerative disease that compromises
elements of the central nervous system, associated with memory loss and
dementia. Are observed in AD extracellular plaques, which consist of deposits
of beta-amyloid peptide and intracellular neurofibrillary tangles, which can be
associated with intermediate filaments, mainly in the hippocampus and cerebral
cortex. Anamnesis and molecular studies have suggested the presence of
genetic elements involved in this pathophysiology, such as APOE gene, beta-
amyloid and TAU beyond glycemic and lipid levels. It is known that the disease
incidence increases rapidly with advancing age and Alzheimer's disease affects
proportionately more women than men. It is believed that the decline in gonadal
hormone levels in postmenopausal women may contribute to the observed
difference between the sexes. This study aimed to determine the influence of
ApoE and female sex hormones on the molecular aspects involved in the
formation of senile plaques in the brain of female mice C57 and ApoE knockout
using ovariectomized (OVX) as an agent mimicking menopause in women. We
used 14 female mice C57 and 14 female mice ApoEKO (knockout for
apolipoprotein E gene) at eight months. There were histological techniques
(Cajal, Bielschowsky and Thioflavine S) for the visualization of senile plaques in
brain sections. Analysis of plasma glucose, cholesterol, triglycerides, c-HDL,
VLDL and LDL were also evaluated. The formation and distribution of BA, Tau
protein and Tau [pS199] and BDNF were analyzed via ELISA. The results
suggest that ovariectomy promoted the significant depletion of estradiol (E2)
and BDNF and significantly increased levels of BA, Tau and Tau [pS199] in
different biological compartments when compared to controls. In the meantime,
we suggest that female sex hormones along with ApoE modulates the
clearance of some molecules related to the formation of senile plaques and

neurofibrillary tangles characteristic of Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer's disease, Apolipoprotein E, Tau protein, BDNF,

Estrogen and Ovariectomy.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é uma realidade mundial nos dias de hoje. Este
fendbmeno se deve, majoritariamente, aos avancos cientificos e tecnolégicos na
Area Biomédica e também as véarias medidas de Saude Publica adotadas
desde o século passado que resultaram num significativo aumento da
expectativa dos seres humanos (WHO, 2003). Desde a década de 80, o
constante aumento da proporcdo de idosos na populacdo mundial, apontou
para um maior interesse no estudo das chamadas Doencas Associadas ao
Envelhecimento (WHO S. G., 1996) (Berqué & Leite, 1988).

No Brasil, em particular, nota-se que a expectativa de vida ao nascimento
aumentou em mais de 50% entre os anos de 1950 e 2000 - de 43,2 anos na
década de 1950 para 68,4 anos em 2000 (Chaimowicz, 1998). Este fenbmeno
aliado a uma reducéo significativa observada a partir da década de 1960 fez
gue o Brasil passasse da 162 para a 62 posicdo mundial em termos de numero
absoluto de individuos com 60 anos ou mais. Estimativas apontam também que
a proporcdo de idosos (com 65 anos ou mais) devera aumentar de 5,1% em
2000 para 14,2% em 2050 (Ramos, Veras, & Kalache, 1987) (Chaimowicz,
1998). Essas mudancas sdo extremamente preocupantes, devido as precérias
condicbes econdmicas e sociais dos idosos no Brasil e devido ao fato de que
0s problemas relacionados a saude da infancia ainda ndo foram
adequadamente resolvidos. Nos paises desenvolvidos j4 ocorreu a transicao
epidemiolégica, caracterizada pela substituicdo das doencas infecciosas pelas
cronico-degenerativas, pelo deslocamento da maior carga de morbimortalidade
dos grupos mais jovens para 0s mais idosos e pelo predominio da morbidade
sobre a mortalidade. No Brasil, onde persistem problemas ja resolvidos em
outros paises, ha a "superposicdo epidemiol6gica” em que ambos o0s
problemas convivem (Chaimowicz, 1998). Dentre as condi¢cdes crbnico-
degenerativas que afligem esta “nova” populagdo, destaca-se a hipertenséo
arterial, o diabetes mellitus, a osteoporose, a aterosclerose e as deméncias, em

particular a doenca de Alzheimer.

Em termos mundiais, sabe-se que as deméncias estdo entre as enfermidades
gue mais afetam os idosos. Dados recentes (2003) mostram que a deméncia

senil contribuiu com 11,2% dos anos vividos com incapacidade (AVI) em
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pessoas acima de 60 anos de idade. Este valor € superior ao encontrado em
outras doencas comuns nesta faixa etaria, tais como o acidente vascular
cerebral (AVC, que correspondeu a 9,5% dos AVI), as doencas musculo-
esqueléticas (8,9% dos AVI), as doengas cardiovasculares (5,0% dos AVI) e
todas as formas de cancer (2,4% dos AVIs) (estimativas da OMS Organizacao
Mundial da Saude) (WHO, 2003). Cumpre ressaltar que, dentre os tipos de

deméncia, a Doenca de Alzheimer é uma das mais importantes e prevalentes.

Devido a sua importancia, esta mazela tem sido estudada largamente na
tentativa de elucidar os seus mecanismos. Até recentemente pouco se
conhecia a respeito da sua fisiopatologia e dos mecanismos génicos e,
atualmente, grandes avancos ja foram impetrados desde os primeiros estudos
conduzidos por Alois Alzheimer em 1907. Este fenbmeno €, ao menos em
parte, devido a caréncia de estudos moleculares em pacientes visto 0s
aspectos éticos associados a prépria doenca. O advento de modelos animais
para o estudo da Doenca de Alzheimer propiciou, todavia, um novo impulso
nos estudos mecanisticos deste mal. Deste modo, 0 estudo dos mecanismos
genéticos e organicos, sejam eles in vitro e in vivo, € uma ferramenta de

fundamental importancia para entendimento das doencas degenerativas.

Devido ao impacto exercido em todos os individuos envolvidos por esta
devastadora aflicdo — o proprio doente e seus familiares - ha um apelo
significante para o estabelecimento de novas formas de diagndstico e de
condutas terapéuticas para com a Doenca de Alzheimer. Entretanto, outra
grande complicacdo encontrada no diagnostico diferencial da Doenca de
Alzheimer é a semelhanca dos sintomas encontrados em sua fase inicial com
agqueles exibidos na aterosclerose cerebral. Esta confluéncia de sinais
patognomonicos pode levar a um tratamento errbneo do paciente, o que

certamente piora o prognostico do doente.

Esta Dissertacdo de Mestrado visa a tentar elucidar os mecanismos da
formacédo de placas senis em camundongos ApoE knock-out (APOEKO), os
guais sao Uteis para o estudo de eventos dislipidémicos e ateroscleréticos co-
relacionados ao papel do colesterol, por exemplo, nas amiloidopatias (Miller,
1982). Sabe-se que a perda da ApoE em camundongos KO promove nestes

animais um desenvolvimento deficiente (Gozes et al., 1997; Bassan et al.,
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1999), a visualizacdo de disfunc¢des cognitivas (Gordon et al., 1995; Gozes et
al., 1999), de danos colinérgicos (Gozes et al., 1997) e hiperfosforilacdo da Tau
(Genis et al., 1999).

Ademais recentemente tem sido mostrado que um dos alelos humanos da
APOE, a APOE4, esta envolvida, de alguma forma, com a patogénese da
doenca de Alzheimer (Farrer et al., 1997). Para tanto, utilizamos modelos
ovariectomizados (OVX - recentemente mostrado como fator de risco para a
Doenca de Alzheimer), inicialmente, visando estudar a formagao de placas e a
modulacdo de algumas moléculas envolvidas na doenca. Os resultados

encontrados serdo mostrados e discutidos no decorrer desta Dissertacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Visdo Geral da Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) € uma doenca neurodegenerativa progressiva
representando a forma mais comum de deméncia em idosos. Estima-se que
cerca de quatro milhdes de americanos sao afligidos pela doenca e que sua
prevaléncia, apds os 65 anos, dobra a cada cinco vividos (Assoc., 2004). A
Doenca de Alzheimer é clinicamente diagnosticada através de observacdes
gue incluem a perda de memodria, o declinio cognitivo e os déficits nas
habilidades motoras dos individuos afetados (Welsh et al., 1992). Estagios
tardios da doenca séo caracterizados por deméncia e parandia. Entretanto, o
diagnéstico definitivo da Doenca de Alzheimer somente € obtido quando s&o
identificadas estruturas histopatoldgicas, tais como placas senis e
emaranhados neurofibrilares, a termo da autdpsia no cérebro do paciente ja

falecido (Jellinger & Bancher, 1998).

As placas senis sdo depoésitos extracelulares compostos de um pequeno
peptideo conhecido como beta-amiléide (BA) o qual é formado pela clivagem
da proteina precursora amildide (PPA) e se acumula no tecido cerebral do
afligido. Ja os emaranhados neurofibrilares (ENF) sdo acumulos intracelulares
de proteina tau que esta ligada aos microtibulos das células nervosas. A
proteina tau encontra-se hiperfosforilada na Doenca de Alzheimer, o que leva a
formacédo de filamentos helicoidais pareados e conseqientemente aos

emaranhados (Grundke-lgbal et al., 1986a).

A Doenca de Alzheimer € observada no cortex frontal e parietal bem como no
hipocampo de individuos afetados por esta patologia (Braak & Braak, 1997).
Outras caracteristicas patolégicas incluem a presenca de neuritos distréficos —
primariamente encontrados na periferia das placas amiléides, perda neuronal
acompanhada por atrofia cerebral severa em estagios tardios e inflamacao
(Akiyama et al., 2000). Contudo, ainda sdo poucos entendidos 0os mecanismos

gue levam ao fenétipo desta doenca.
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2.2. Fatores de risco da Doenca de Alzheimer

Diversos estudos epidemiolégicos tém sugerido um variado numero de fatores
gue contribuem para o aparecimento da Doenga de Alzheimer (Artiga et al.,
1998a). Estes fatores possuem ambos componentes ambientais e genéticos
gue frequentemente interagem para manifestar esta complexa doenca. Varios
fatores ambientais tém sido postulados como contribuintes diretos para o
desenvolvimento da Doenca de Alzheimer. A idade, contudo, ainda é o fator de
risco de maior significancia. Estima-se que aproximadamente 3% dos homens
e mulheres entre 65 e 74 anos possuem a doenca e que metade de todos 0s
individuos com mais de 85 anos estejam em alguma fase da Doenca de
Alzheimer (Katzman, 1993). As mulheres sdo mais afetadas pela Doenca de
Alzheimer do que os homens e adicionalmente possuem um risco acumulativo
aumentado para o aparecimento da doenca ao longo da idade (Andersen et al.,
1999) (von Strauss et al., 1999). O grau de escolaridade e a atividade cerebral
continua séo fatores protetores contra a Doenca de Alzheimer por razbes ainda
nao tdo bem elucidadas (Qiu et al., 2001) (Snowdon, Ostwald, & Kane, 1989).
Tem sido também sugerido que traumas encefélicos, particularmente em
boxeadores, aumentam o risco para Doenca de Alzheimer, especialmente em
individuos com parentes de primeiro grau acometidos por esta patologia (Guo
et al., 2000) (Mortiner et al., 1991).

Estudos recentes sugerem que o metabolismo do colesterol e a inflamacéao
possuem um papel chave na Doenca de Alzheimer. Em estudos
epidemioldgicos retrospectivos, individuos em tratamento com estatinas para
diminuir a sintese de colesterol para condicées ndo relacionadas com Doenca
de Alzheimer apresentaram uma diminuicdo da incidéncia da doenca. Estes
estudos complementaram a associacao de niveis elevados de colesterol com a
Doenca de Alzheimer em algumas populacdes (Kivipelto et al., 2001) (Pappolla
et al., 2003). Da mesma forma, populacdes sob utilizacdo de antiinflamatérios
nado-esteroidais (AINES), para tratamento de condicGes diversas, também
exibiram baixa incidéncia de casos de Doenca de Alzheimer (Andersen et al.,
1995) (Beard et al., 1998) (McGeer & McGeer, 1996). Estes achados,
combinados com uma resposta inflamatdria pronunciada no cérebro de

pacientes com Doenca de Alzheimer, sugerem que a modulagédo da inflamacéao
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e 0s niveis de colesterol podem ser importantes na patogénese da Doenca de

Alzheimer.

Enquanto a elucidacao dos fatores ambientais tém sido util na identificacdo de
populagdes de risco para a Doencga de Alzheimer, a compreenséo de algumas
das bases moleculares da doenga tornou-se possivel através da identificacao
de fatores genéticos que contribuem para a patogénese da doenca. Estudos de
incidéncia para a Doenca de Alzheimer realizados em gémeos tém estimado
gue a taxa de concordancia de pares de gémeos monozigéticos em que um
individuo desenvolve a doenca é de 40-50%, indicando um forte componente
genético para a Doenca de Alzheimer (Gatz et al., 2005) (Raiha et al., 1996). A
Doenca de Alzheimer pode ser estratificada em trés subclasses baseada na
associagdo entre mutacfes genéticas e a idade do aparecimento dos sintomas:
Doenca de Alzheimer de estagio precoce, Doenca de Alzheimer de estagio

tardio e Doenca de Alzheimer esporadica.

2.2.1. Doencade Alzheimer de Estagio Precoce

No comeco da década de 90, andlises identificaram diversas mutagfes em
varias familias que exibiam uma alta incidéncia de Doenca de Alzheimer
relativamente precoce (Karlinsky et al., 1992). Estas familias representavam
uma forma particular da Doenga de Alzheimer, denominada assim de Doencga
de Alzheimer de estagio precoce, na qual os sintomas ocorrem entre 30 e 50
anos de idade. Inicialmente um lécus no brago longo do cromossomo 21 foi
relacionado a Doenca de Alzheimer, no final de 1980 (Pericak-Vance et al.,
1988). Entretanto, a identificacdo do gene responsavel pela Doenca de
Alzheimer ndo ocorreu até que esta regido fosse analisada em uma Unica
arvore genealdgica, devido a heterogeneidade genética da doenca. Andlises de
duas grandes arvores genealdgicas suecas com multiplos individuos afetados
identificaram um duplo ponto de mutacdo no gene da PPA, residindo entre o
locus do cromossomo 21. Esta mutagdo, posteriormente denominada de
mutacdo sueca, altera dois aminoacidos na PPA nas posicdes 670 e 671 na
por¢cdo N-terminal da sequéncia do peptideo BA (Mullan et al., 1992). O
mapeamento rebuscado em conjuncdo com o sequenciamento direto foi

utilizado para identificar outro ponto de mutacdo na PPA em varias familias
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londrinas. Esta mutacado altera o aminoécido na posicdo 717 (PPA™"), regido
esta proxima a por¢cao C-terminal da sequéncia da BA (Chartier-Harlin et al.,
1991) (Goate et al.,, 1991) (Karlinsky et al., 1992). Um alelo adicional que
codifica uma substituicdo de um aminoacido diferente na mesma posicéo foi
identificado em uma familia de lowa (Estados Unidos) de descendéncia alema
(PPA™) (Murrell et al., 1991). Diversas mutacdes na Presenilina 1 (PSEN1) no
cromossomo 14 (Hutton et al., 1996) e na Presenilina 2 (PSEN2) no
cromossomo 1, tém sido identificadas (Levy-Lahad et al., 1995) (Rogaev et al.,
1995) (Van Broeckhoven, 1995). Analise genealOgica de familias com Doenca
de Alzheimer de estagio precoce demonstraram que todas as mutacdes em
ambos PPA e PSEN 1 e 2 possuem um modo dominante de heranca e séo
causadoras da Doenca de Alzheimer. Mutagbes em qualquer destes genes tém
aumentado a producao de proteina BA — constituinte primario das placas senis.
Interessantemente, individuos com Sindrome de Down que carregam uma
terceira copia do cromossomo 21 possuem uma coOpia extra da PPA e
desenvolvem amiloidopatia por volta dos 30 a 40 anos de idade (Wishiewski et
al., 1985), desta maneira promovendo evidéncia adicional do papel da PPA na

patologia da Doenca de Alzheimer.

2.2.2. Doencade Alzheimer de Estagio Tardio e Esporadica

Embora as mutagdes na PPA e na PSEN tenham sido fundamentais para
aumentar a compreensao da produgao de BA, elas representam apenas 5% de
todos os casos de Doenca de Alzheimer (Rocchi et al., 2003). Desta forma ha
claramente outros fatores genéticos que contribuem para a doenca. Muitos
casos de Doencga de Alzheimer s&o observados em uma idade mais avangada.
Estudos familiares com uma alta incidéncia de Doenga de Alzheimer de estagio
tardio, com uma média de idade entre 60 e 70 anos, tém elucidado o complexo
modo de heranca para esta forma da doenca. Nos ultimos 10 anos, analises
especificamente nestas familias identificaram diversas regides em todo o
genoma destes individuos as quais possuem sugestiva significancia de ligacédo

a Doenca de Alzheimer.

Polimorfismos em varios genes entre estas regibes gendmicas estéo

associados com Doenca de Alzheimer em certas populacdes, incluindo a
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Apolipoproteina E (APOE) no cromossomo 19 (Corder et al., 1993) (Strittmatter
et al., 1993a), a alfa-2-macroglobulina (a2M) no cromossomo 12 (Blacker et al.,
1998) (Jhoo et al., 2001) (Nacmias et al., 2001), o receptor da lipoproteina de
baixa densidade (LRP) no cromossomo 12 (Beffert, Arguin, & Poirier, 1999a)
(Kang et al., 1997) e a enzima de degradacédo da insulina (IDE) no cromossomo
10 (Bian et al., 2004) (Blomqvist et al., 2005). Vale ressaltar que a heranca de
um dos alelos acima é suficiente para aumentar o risco de desenvolvimento de
Doenca de Alzheimer, uma importante diferenca dos genes identificados na
Doenca de Alzheimer de estagio precoce, na qual as mutacbes sdo as
causadoras da doenca. O alelo ¢4 da APOE é um dos fatores de risco mais
significante identificados até o0 momento, representando por cerca de 50% de
todos os casos de Doenga de Alzheimer (Raber, Huang, & Ashford, 2004).
Primeiramente identificado por Corder et al. e Strittmatter et al. no comec¢o da
década de 90 (Corder et al., 1993) (Strittmatter et al., 1993a), estudos
associativos subsequentes tém ampliado a andlise do impacto do alelo €4 da
APOE no aumento do risco de Doenca de Alzheimer na populacdo caucasiana
e japonesa (Farrer et al., 1997) (Ueki et al., 1993). Além disso, estudos em
individuos com Doenca de Alzheimer esporadica, para 0s quais ndao ha
histérico familiar da doenca, demonstraram que a freqtiéncia do alelo €4 da
APOE é maior nesta populacdo — quando comparada a outras com a presenca
de Doenca de Alzheimer e também com relacdo a individuos normais (Rebeck
et al., 1993) (Saunders et al., 1993). No que se refere a modulacdo da PPA, o
impacto tanto da idade de aparecimento dos sintomas quanto da severidade da
patologia em individuos com Doenca de Alzheimer é diretamente afetado.
Contudo estes fatores parecem nao exercer nenhum efeito sobre as mutagcdes
da PSEN (Houlden et al., 1998) (Van Broeckhoven et al.,, 1994). Estas
observacbes sugerem que as mutacdes na PSEN sdo dominantes sobre os

efeitos das mutacdes na PPA ou APOE ¢4.

2.3. Processamento da PPA e Geragao de BA.

A proteina BA foi identificada como a constituinte primaria das placas senis em
cérebros de pacientes com Doenca de Alzheimer no comeco da década de 80

por Glenner e Wong (Glenner & Wong, 1984). Posteriormente identificou-se
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gue esta proteina representava uma porcéo de proteina precursora de cadeia
longa, denominada Proteina Precursora Amildéide, ou PPA, uma proteina
transmembranar expressada ubiquamente em humanos e camundongos
(Goldgaber et al., 1987) (Tanzi et al., 1987). Ha trés isoformas da PPA, sendo
gue somente a isoforma PPAggs € processada para gerar BA (Selkoe, 1998). O
peptideo BA ndo é gerado fora do cérebro, apesar disso ele é encontrado no
plasma, presumivelmente devido ao clearence através da barreira hemato-
encefalica (Shibata et al., 2000).

Andlise molecular da PPA demonstrou que esta proteina pode ser clivada em
duas vias distintas por um processo dividido em duas etapas. A clivagem da
PPA pela alfa-secretase (a-secretase), uma enzima transmembrana postulada
como sendo um dos trés membros de uma familia de desintegrinas e
metaloproteinases — ADAM (Asai et al., 2003) (Buxbaum et al., 1998) (Hotoda
et al.,, 2002) (Lammich et al., 1999) (Skovronsky et al., 2000), gera um
fragmento amino-terminal conhecido como sPPAq, e um fragmento intracelular
carboxi-terminal denominado CTFa o qual permanece atracado a membrana. O
CTFa é clivado por outro complexo protéico, gama-secretase (y-secretase),
gerando um pequeno peptideo, o p3. A y-secretase é um complexo composto
por pelo menos quatro proteinas associadas a membrana: presenilina,
nicastrina, Aph-1 e Pen-2 (Fraering et al., 2004) (Francis et al., 2002) (Hu, Ye,
& Fortini, 2002) (Kimberly & Wolfe, 2003) (Li et al., 2000). A via de clivagem
pela a-secretase é considerada como protetora contra a Doenca de Alzheimer,
pois o peptideo p3 ndo € patogénico e ndo contribui para a formacdo das

placas senis (Glenner & Wong, 1984).

O processamento alternativo da PPA envolve a clivagem pela beta-secretase
(B-secretase) ou BACE, uma aspartil protease ligada a membrana (Hussain et
al., 2000) (Vassar et al., 1999). A clivagem pela BACE produz um fragmento
amino-terminal pequeno, sPPAB, e um fragmento carboxi-terminal grande,
CTFB. Subsequentemente a clivagem do CTFB pela y-secretase produz um
peptideo BA de 40 a 42 aminoacidos (BAi1-40 € PA142, respectivamente) e um
fragmento membranar pequeno, C-y ou AICD. O peptideo BA gerado possui
alto poder de formar agregados e eventualmente formar depoésitos e placas

senis (Figuras 1 e 2).
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PLACAS E EMARANHADOS NEUROFIBRILARES
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Figura 1: Placas (plaques) e emaranhados neurofibrilares (tangles) no cortex
cerebral em pacientes com Doenca de Alzheimer. As placas sdo constituidas
de depoésitos de Beta Amildide rodeadas por neuritos distréficos, astrocitos
reativos e microglia, enquanto o emaranhado é um agregado intracelular
composto de uma forma hiperfosforilada da proteina tau associada a
microtubulos. Os astrocitos reativos participam de varios mecanismos apos
lesbes do SNC e Periférico os quais incluem neuroprotecdo, brotamento
neuronal, neurotransmissdo e dor neuropatica (Blennow, De Leon, &
Zetterberg, 2006).



26

METABOLISMO DA PPA COM GERAGAO DE PROTEINA BA
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Figura 2: Diagrama esquematico das vias proteoliticas amiloidogénica e néo-
amiloidogénica do processamento da PPA e producao de BA. A APP é uma
proteina transmembrana tendo uma abundante cauda N-terminal extracelular.
A forma mais comum da APP esta representada (APP770), contendo o dominio
inibidor da protease tipo Kunitz (KP1)- o qual esta ausente na isoforma APP695,
e 0 dominio antigénico OX-2, o qual esta ausente tanto na isoforma APP695 e
APP751. O dominio beta-amil6ide esta parcialmente encaixado na membrana
plasmatica incluindo o residuo 28 externamente a membrana e 0 primeiro
residuo 12-14 no dominio transmembrana. A PPA pode ser processada em
duas vias principais. Na via a-secretase, a enzima a-secretase cliva o APP no
dominio AB, gerando um fragmento soluvel da PPA (a-sAPP). O fragmento C-
terminal remanescente (CTF), a-CTF ou C83 é clivado pela enzima y-secretase
gerando um pequeno peptideo p3. O dominio remanescente intracelular da
PPA (AICD) é metabolizado no citoplasma. Visto que o PPA clivado pela a-
secretase estd no dominio AB isto impede a geracdo de AB. Na via (-
secretase, a enzima B-secretase cliva o APP justamente antes do dominio AB,
gerando a forma soluvel BsAPP. O CTF, B-CTF, ou C99 remanescente é
clivado pelo complexo enzimatica y-secretase gerando um peptideo amildide
livre de 40 ou 42 aminoé&cidos. O AICD remanescente é metabolizado no
citoplasma (Blennow, De Leon, & Zetterberg, 2006).
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2.3.1. Mutagbes observadas na Doenca de Alzheimer Familiar e o

Processamento da PPA

Andlises das células derivadas de pacientes com Doenca de Alzheimer
Familiar (DAF), bem como estudos de transfecg&o in vitro, tém demonstrado
gue h& uma conexédo entre PPA ou PSEN e o aumento da produgao de BA. A
mutacdo da PPA dita sueca (PPAS"®) aumenta a preferéncia de clivagem da
PPA pela BACE e desta forma leva a producao de BA;1.40 € BA1.42 (Citron et al.,
1994) (Felsenstein, Hunihan, & Roberts, 1994) (Kalaria et al., 1996a), enquanto
as mutacdes PPA"" e PPA™ bem como as mutacdes na PSEN (Ancolio et
al., 1997) (Mann et al., 1997a) (Tomita et al., 1997) (Walker et al., 2005),
aumentam os niveis de BAi14 através da modulacdo da atividade da y-
secretase (Maruyama et al., 1996) (Scheuner et al., 1996). A natureza causal
destas mutagdes e a consequente identificagdo da sua influéncia na producéo
de BA tem levado a hipétese de que a proteina amildide possui um papel chave

no desenvolvimento da Doenca de Alzheimer.

2.4, Presenilina

O grupo das presenilinas é constituido por duas proteinas, presenilina 1 (PS1)
e presenilina 2 (PS2), codificadas por 2 genes estreitamente relacionados, PS1
e PS2, respectivamente. Estdo localizadas em membranas intracelulares e sédo
expressas de forma ubiqua no cérebro, primariamente nos neurdnios (Kovacs,
Fausett, & Page, 1996). PS1 e PS2 possuem multiplos dominios
transmembranares contendo ambas as extremidades amino e carboxi terminal,
bem como uma grande alca hidrofilica. As duas proteinas, PS1 com 46 kDa e
PS2 com 55kDa, compartilham 67% dos aminoécidos presentes em cada

estrutura protéica (Borchet, Thinakaran, & Eckman, 1996).

As funcdes exatas associadas as PS1/2 ainda ndo estdao totalmente
elucidadas. Sabe-se que a PS1 esta envolvida na neurogénese normal, na
formacédo do esqueleto axial, na modulagdo da atividade da y-secretase, bem
como na ligacdo das presenilinas & PPA. A delegdo génica da PS1 demonstra
que esta é indispensavel para a geragdo de proteina BA (Wolfe, Xia, &

Ostaszewski, 1999). Dois residuos transmembranares de aspartato na PS1 sdo
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essenciais para a produgao de proteina BA, sugerindo que a PS1 ou € um
cofator essencial para a y-secretase ou talvez a prépria y-secretase (Kimberly,
Xia, & Rahmati, 2000). A PS2 também contém dois residuos
transmembranares cruciais que modula a atividade da y-secretase. Uma
crescente lista de proteinas, incluindo a Tau, tem sido relacionada a interacéo

direta ou indireta com as presenilinas (Shinozaki, Maruyama, & Kume, 1998).

As presenilinas também podem estar envolvidas no controle da apoptose.
Embora a PS2 aparenta possuir um papel direto na apoptose as mutagdes na
PS1, através da atividade de quinases e fosfatase relacionadas (Wolozin,
Alexander, & Palacino, 1998) e desestabilizacdo da homeostase do calcio
(Buxbaum, Choi, & Luo, 1998), podem sugerir uma alta predisposicdo a
apoptose neuronal (Drouet et al., 2000). A proteina Par-4, que esta envolvida
na apoptose, esta superexpressa no cérebro de individuos com Doenca de
Alzheimer e também em células transfectadas mutantes para a PS1 (Guo, Fu,
& Xie, 1998).

Ha diversas evidéncias genéticas sugerindo que mutacdes oriundas da PS1 e
PS2 (Scheuner et al., 1996) e de clones destas proteinas (Citron et al., 1997)
afetam as enzimas envolvidas na degradacdo da PPA, sobretudo as
secretases (Wolfe, Xia, & Ostaszewski, 1999). A maioria dos casos de DAF
esta ligada com a mutacao dos genes da PS. Mais de 40 mutacdes ja foram
descritas para o gene da PS1 que podem posteriormente resultar em Doenca
de Alzheimer. Mutacdes em ambos 0s genes seletivamente aumentam a
produgcdo de proteina PBA42 em culturas celulares e no cérebro de
camundongos transgénicos e estdo associadas com o0 aparecimento de
Doenca de Alzheimer de estégio precoce, vide figura 3 (Sherrington, Rogaev, &
Liang, 1995). Algumas muta¢des associadas com o aumento no metabolismo
da proteina BA ao invés de apresentarem os sintomas da Doenca de Alzheimer
demonstram uma larga distribuicdo de placas e sintomas peculiares tais como
paraparesia espastica (deficiéncia relacionada a perda parcial das funcdes
motoras dos membros inferiores com lesdo do cértex cerebral o que acarreta
em diminuicdo da forca muscular e aumento do ténus muscular) (Smith, Kwok,
& McLean, 2001).
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FATORES DESENCADEANTES DA FORMAGAO DE PLACAS SENIS
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Figura 3: Processamento da APP e fatores de regulacdo. Doenca de Alzheimer:
Doenca de Alzheimer; BA: proteina B-Amildide; PPA: Proteina Precursora 3-Amildide;
PPAs: Proteina Precursora B-Amildide sollvel; N-PPA: por¢cdo N-terminal da PPA;
DRI: dominio remanescente intracelular da PPA; APOE: gene da apolipoproteina E;
CLU: gene da clusterina; PICALM: gene codificante da proteina clatrina -
phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein; CR1: gene codificante do
receptor 1 do componente 3b/4b do complemento; PSEN1/PSEN2: gene da proteina
presenilina 1 e 2 respectivamente. Modificado de (A van Es & H van den Berg, 2009).

2.5. Proteina TAU

Além do depésito de proteina AR, as lesdes neurofibrilares constituem uma
caracteristica histopatoldégica marcante da Doenca de Alzheimer. Estes
achados sédo encontrados nos corpos celulares e dendritos apicais, em
dendritos distais (linhas neuropiais) e em neuritos anormais que estédo
associados com algumas placas de proteina BA (placas neuriticas). Os
emaranhados neurofibrilares (ENF’s) desenvolvem-se em sitios especificos e
distribuem-se de forma previsivel e ndo-randémica em todo o cérebro (Braak &
Braak, 1991). O principal componente dos ENF’s sao filamentos anormais cujo
ndcleo protéico é composto pela proteina tau, uma proteina que esta associada
a microtabulos (Goedert et al., 1988). No curso normal da Doenca de

Alzheimer, a proteina tau torna-se, anormalmente, fosforilada o que leva a uma
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conformacao diferente da inicialmente visualizada. Esta fosforilacdo provoca
uma dissociacdo da proteina tau dos microtubulos levando a um aumento da
sua solubilidade. Isto se configura como um importante estagio na formacao de
filamentos de proteina tau no tecido cerebral conforme figura 4 (Chen et al.,
2004).

As funcdes fisiologicas da tau incluem a organizacdo e estabilizacdo dos
microtabulos em células cerebrais. Os microtibulos sédo polimeros cilindricos
com aproximadamente 25 nm de comprimento e estdo reunidos primariamente
em heterodimeros de a- e B- tubulina (80%) e também em uma colecdo de
proteinas associadas a microtubulos (MAPS) (20%). Os microtubulos possuem
duas funcdes basicas: é o principal componente estrutural do fuso mitético e
atua também na organizacdo do citoplasma. A proteina tau pode ser
encontrada também em astrdcitos e oligondendrécitos, em niveis relativamente
menores (Tashiro et al., 1997). Funcdes adicionais tém sido atribuidas a tau na
transducao de sinal, na organizacao do citoesqueleto de actina, no transporte
intracelular de vesiculas e na ancoragem de fosfatases e quinases (Maas,
Eidenmuller, & Brandt, 2000). No cérebro humano adulto, séo visualizadas seis
isoformas oriundos de splicing alternativo dos éxons 2, 3 e 10. As isoformas
diferem pela presenca ou auséncia de uma ou duas insercdes curtas na porcao
amino-terminal e possuem trés ou quatros motivos de repeticdo de ligacdes a
microtibulos na porgcédo carboxi-terminal (3R e 4R). Todas as seis isoformas
sdo encontradas nas lesdes neurofilamentares em cérebros de individuos com
Doenca de Alzheimer (Goedert et al., 1992).
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A INFLUENCIA DA PROTEINA TAU NA DOENCA DE ALZHEIMER
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Figura 4: A: Esquema da proteina tau ligada a um microtubulo através de seus
dominios ligante a microtubulo. A maior das seis isoformas da proteina tau esta
demonstrada, contendo quatro dominios ligantes a microtubulos e os éxons 2 e
3 em splice. Abaixo encontra-se um esquema da hiperfosforilagdo da proteina
tau com os sitios de fosforilacao, treonina (T) ou serina (S). B: Fluxograma da
hiperfosforilacdo da proteina tau e formacdo de emaranhados neurofibrilares. A
fosforilagdo da proteina tau € regulada pelo balanco entre as multiplas
guinases e fosfatases. A proteina tau hiperfosforilada seqtiestra a proteina tau
normal e outras proteinas associadas a microtubulos causando desarranjo dos
microtubulos e distarbios no transporte axonal. A proteina tau hiperfosforilada
também se torna propensa a agregacdo em fibras insolluveis (filamentos
helicoidais pareados; PHF) e um grande numero de emaranhados. Tanto a
perda da estabilizacdo dos microtibulos e a formacdo de emaranhados
comprometem a funcdo neuronal e sinptica. A proteina tau sob a forma de
emaranhados neurofibrilares torna-se disponivel para degradacdo nao-
lisossomal, mas este processo € ineficiente, e os emaranhados neurofibrilares
podem levar os neurdnios afetados a morte (Igbal, Alonso, & Chen, 2005).
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2.6. Fator neurotréfico derivado do cérebro

O fator neurotrofico derivado do cérebro (do inglés Brain-derived neurotrophic
factor ou BDNF) tem sido alvo de intenso interesse de diversos estudos no
campo da Doenca de Alzheimer por longos anos. O BDNF pertence a familia
das neutrotrofinas de fatores de crescimento e modulam a sobrevivéncia e as
funcdes dos neurdnios no SNC, particularmente nas regides susceptiveis a
degeneracédo na Doenca de Alzheimer. Este fator promove a sobrevivéncia de
neurdnios colinérgicos do prosencéfalo, bem como de neurdnios no hipocampo
e no cortex (Hartmann, Heumann, & Lessmann, 2001). O BDNF liga-se a pelo
menos dois receptores na superficie das células que possuem a capacidade de
responder a este fator de crescimento, TrkB e LNGFR (receptor de baixa
afinidade do fator de crescimento do nervo ou p75) (Patapoutian & Reichardt,
2001) e também modula a atividade de diferentes receptores de
neurotransmissores, incluindo o receptor de nicotina alfa-7 (Fernandes et al.,
2008). Analises post mortem demonstraram baixos niveis de BDNF no tecido
cerebral de individuos com Doenca de Alzheimer, embora a natureza da
conexao permaneca ainda ndo elucidada. Estudos sugerem que os fatores
neurotroficos desempenham um papel protetor contra a toxidade do peptideo
BA (Mattson, 2008).

Dois diferentes polimorfismos do BDNF sdo associados a Doenga de
Alzheimer. O polimorfismo valina/metionina na posi¢cdo 196, no cédon 66,
confere aumento da susceptibilidade para o desenvolvimento da Doenca de
Alzheimer o qual aparenta ser independente do genétipo para ApoE (Ventriglia
et al., 2002). O polimorfismo C270T tem sido associado com Doenca de
Alzheimer de estagio tardio, mas ndao com Doenca de Alzheimer de estagio
precoce, principalmente na populacao japonesa (Kunugi et al., 2001). Estudos
realizados na populacédo alema sugerem que o polimorfismo C270T aumenta o
risco de desenvolvimento de Doenca de Alzheimer quando ha perda do alelo
ApoE4. Exceto para o polimorfismo met-BDNF, pouco é conhecido sobre como
os episadios polimorficos afetam as funcbes do BDNF (Riemenschneider et al.,
2002).

Estudos em animais demonstraram que 0s niveis cerebrais de BDNF séo

modificados em resposta a certos tipos de estimulacdo que ocorrem
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naturalmente no dia-a-dia. Notavelmente, dois potentes estimulos que
rapidamente aumentam os niveis de BDNF no hipocampo sdo os exercicios e o
aprendizado. Em murinos, o estimulo diario a corrida consistentemente
aumenta os niveis de mMRNA de BDNF e os niveis protéicos no hipocampo e
outras regides cerebrais incluindo partes do cértex (Cotman & Berchtold, 2002).
Adicionalmente o auto-aprendizado aumenta os niveis de cerebrais de BDNF,
particularmente no hipocampo. Interessantemente, em humanos, o exercicio
regular esta associado com beneficios a satde mental e fungdes cognitivas, o
qual pode em parte ser devido ao aumento da disponibilidade de BDNF. De
fato, a atividade fisica em adultos ndo sé diminui o risco de déficit cognitivo,
como também diminui o risco de depresséao e de desenvolvimento de Doenca

de Alzheimer ou outra deméncia (Friedland et al., 2001).

2.7. O Colesterol no Sistema Nervoso Central

2.7.1. O processamento do colesterol

A importancia dos papéis da proteina relacionada ao receptor da LDL (LRP) e
da ApoE no Mal de Alzheimer levou a investigacao de possiveis alteragfes no
metabolismo lipidico de individuos afetados. No SNC, o metabolismo do
colesterol € autbhomo ao da periferia e apresenta-se de forma singular em
varios aspectos. A lipoproteina HDL é a principal carreadora de colesterol no
SNC, em contraste com o0s sistemas periféricos onde o colesterol é
transportado pela LDL. A sintese de colesterol no SNC é rapida durante o
desenvolvimento e nas primeiras quatro semanas de vida no camundongo
(Quan et al.,, 2003). O colesterol contido no cérebro humano aumenta
constantemente durante os primeiros doze meses de vida (Dietschy & Turley,
2004). Interessantemente, a sintese de colesterol ocorre paralelamente a
producao de mielina no cérebro (Dietschy & Turley, 2004), o que faz sentido,
visto que a maioria do colesterol no cérebro é encontrada na bainha de mielina
dos oligodendrdcitos (Muse et al., 2001) (Snipes & Suter, 1997).

A sintese de colesterol ocorre principalmente pelos neurénios, mas também
pelos astrocitos e micréglia. Uma das principais funcées da APOE é prover
colesterol derivado da glia para os neurdnios. Apesar de 0s neurbnios

possuirem a capacidade de sintetizar o proprio colesterol (Jurevics & Morell,
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1994), é clara a importancia do colesterol proveniente da glia, particularmente
no que diz respeito a formacao da sinapse e manutencao neuronal (Mauch et
al.,, 2001). A APOE disponibiliza o colesterol aos neurdnios por LRP. Diversas
observacbes sugerem que as isoformas da APOE afetam a manutencéo
neuronal. A isoforma E3 promove, enquanto a E4 dificulta o crescimento do
neurito in vitro (Fagan et al., 1996), o que pode estar relacionado a capacidade
de carreamento do colesterol destas duas isoformas (Mauch et al., 2001). Os
niveis de APOE também estdo elevados em resposta as injdrias neuronais
(Poirier et al., 1991).

O turnover do colesterol no cérebro ocorre a uma fracdo da taxa na periferia,
indicando que ha diferencas adicionais na regulacdo do colesterol nos dois
sistemas (Dietschy & Turley, 2004). O transporte do colesterol do cérebro para
a periferia é o principal meio através do qual este esterol é eliminado do SNC
(Spady et al., 1987). O processo de eliminacdo envolve a conversdo do
colesterol em um oxiesterol pela CYP46A1 — uma enzima produzida no cérebro
capaz de converter colesterol em 24-S-hidroxicolesterol (Lund et al., 2003).
Este produto € o principal oxiesterol eliminado pelo SNC uma vez que o
colesterol ndo € capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica (Osono et
al., 1995). De fato, a maioria do 24-S-hidroxicolesterol encontrado na periferia
origina-se do SNC (Bjorkhem et al., 1998). Outros oxiesterdis também sao
produzidos no cérebro para o clearence do colesterol, incluindo 27-hidroxilase,
produzido pela CYP27A1 — uma enzima que se origina no plasma e atravessa

a barreira hemato-encefélica (Leoni et al., 2003).

Lutjohann et al. reportaram uma diminuicdo associada a idade nos niveis de
24-S-hidroxicolesterol quando comparado aos niveis de colesterol total em
camundongos (Lutjohann et al., 1996). Esta relacédo € ainda mais diminuida em
individuos com Doenca de Alzheimer (Papassotiropoulos et al., 2000).
Entretanto em alguns individuos com Doenca de Alzheimer, o 24-S-
hidroxicolesterol esta aumentado, sugerindo que ha& uma alteracdo no
metabolismo do colesterol no cérebro (Papassotiropoulos et al., 2002). Isto
pode estar relacionado a neurodegeneracdo, embora sejam necessarios outros
estudos para o entendimento do metabolismo do colesterol no SNC em

individuos sadios e doentes. A APOE parece estar envolvida no efluxo do
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colesterol do cérebro, principalmente na neurodegeneracdo, como o observado
em camundongos deficientes para a APOE Knockout (APOEKO) (Fagan et al.,
1998).

2.7.2. Colesterol e Processamento da PPA

Além das mutacfes observadas na PPA e PSEN, diversos fatores ambientais
contribuem para a producdo de BA. Recentes estudos apontam para o
importante papel do colesterol na regulacdo da producao de BA, tanto in vitro
guanto in vivo (Lah & Levey, 2000). A internalizacdo da PPA na membrana
plasméatica é mediada pelo LRP, um receptor envolvido na endocitose de varios
ligantes, incluindo lipoproteinas. Estudos de localizacdo celular tém
demonstrado que a PPA, BACE1 e PSEN sdo encontradas em dominios
membranares ricos em colesterol, conhecidos como lipid rafts. Estas estruturas
membranares sdo compostas de um fosfolipidio modificado — esfingomielina, e
sdo mais rigidas que as membranas ricas em fosfolipidios que possuem
dominios pobres em colesterol. Nestas estruturas encontramos a a-secretase
atracada. A modulacao da disponibilidade, da oferta e do trafego do colesterol,
afeta as estruturas destes microambientes e a localizac&do das proteinas nestes

dominios transmembranas (Vetrivel et al., 2004).

E importante ressaltar que o colesterol afeta o processamento da PPA in vitro
presumivelmente pela alteracdo da localizacéo e das interagdes em potencial
da PPA com suas enzimas de clivagem (Kojro et al., 2001) (Wahrle et al.,
2002). Experimentos realizados in vitro demonstraram que a diminuicdo dos
niveis de colesterol aumenta a clivagem da PPA pela a-secretase, desta forma,
opondo-se a formacdo de BA (Bodovitz & Klein, 1996). Em contraste, o
aumento da disponibilidade do colesterol promove a clivagem da PPA pela
BACE, conduzindo, portanto a um aumento da producao de BA (Frears et al.,
1999). Com relacdo a atividade do complexo y-secretase, tem havido algum
debate a respeito da potencializacdo dessa enzima pela alteracdo dos niveis
de colesterol (Vetrivel et al., 2004). Experimentos de isolamento de membranas
revelaram que todos os componentes deste complexo residem em lipid rafts e
possuem a atividade modulada pela disponibilidade do colesterol (Urano et al.,
2005).
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Além disso, o trafico de colesterol mediado pela via endocitica modula o
processamento da PPA. Evidéncias sugerem que a PPA e suas secretases
também sejam encontradas em compartimentos endociticos, particularmente
na membrana lisossomal (Kinoshita et al., 2003) (Pasternak et al., 2003). A
inibicdo da atividade da y-secretase por tratamento com drogas ou deficiéncia
da PSEN1 leva ao acumulo de CTFB no lisossomo (Chen et al., 2000).
Igualmente, o bloqueio do transporte celular de colesterol por um agente
inibidor ou por inexisténcia de NPC — proteina envolvida na desordem de
armazenamento lisossomal na Doenca de Niemann—Pick, leva a um aumento
da atividade da y-secretase e consequente exacerbacdo da producédo de PBAi.40
e BAi42 no lisossomo (Runz et al., 2002). Estes estudos sugerem que a
localizagdo da PPA e das suas enzimas de clivagem, bem como a
disponibilidade e o trdfego do colesterol impactam significativamente na
geracao de BA (Burns et al., 2003).

2.8. Estrégenos
2.8.1. Estrutura e Biossintese do Estrogénio, da Progesterona e da

Testosterona

E sabido que o colesterol é o precursor de todos os horménios esteroides,
destacadamente os hormonios sexuais femininos e masculinos (figura 5). H&
trés diferentes formas de estrégenos: estradiol, estriol e estrona. Estradiol,
também conhecido como 17B-estradiol ou E2, € o estrégeno mais potente. Em
geral, o estriol exibi aproximadamente 10% da poténcia fisiol6gica do estradiol
enguanto a estrona apresenta aproximadamente 1% da poténcia do estradiol
(Johnson & Everrit, 1995).
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BIOSSINTESE DOS ESTROGENOS
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Figura 5: Os estrogenos sdo derivados de um precursor comum, a
pregnenolona, que apds a acdo de enzimas chaves é convertido em estradiol,
estriol e estrona.

A progesterona, também conhecida como P4, é um horménio ester6ide de 21
carbonos envolvido no ciclo menstrual, gravidez e na embriogénese de
humanos e de outras espécies o qual é produzido, a partir da puberdade, pelo
corpo luteo e pela placenta durante a gravidez. Em mamiferos, a
progesterona, como todos os outros hormdnios esterbides, € sintetizada da
pregnenolona, que por sua vez é derivada do colesterol. O colesterol sofre
oxidacdo para produzir 20,22-dihidroxicolesterol. Este diol é, entdo, oxidado,
com perda da cadeia lateral que comeca na posicdo C-22 para produzir
pregnenolona. Esta reacdo é catalisada pelo citocromo P450scc. A conversao
de pregnenolona em progesterona ocorre em duas etapas. Primeiro, o grupo 3-
hidroxila € oxidado a um grupo ceto e, segundo, a dupla ligacéo é transferida
para o C-4, do C-5 por meio de uma reacado de tautomerizacdo. Esta reacéo €
catalisada pela isomerase 3-B-hidroxiesteréide-desidrogenase/A(5)-A(4). A
progesterona também é o precursor do mineralocorticoide aldosterona, e
depois da conversao de 17-hidroxiprogesterona, de cortisol e androstenediona.
Androstenediona pode ser convertida em testosterona, estrona e estradiol
(Schumacher et al., 2007).

Juntamente com a pregnenolona e a diidroepiandrosterona, a progesterona
pertence a grupo dos neuroesterdides. Estes podem ser sintetizados no SNC e

também sdo precursores de outro importante neuroesterdide, a
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alopregnanolona. Os neuroesteréides afetam as fungBes sinapticas,
desempenham funcdes neuroprotetoras e influenciam a mielinizacéo
(Schumacher et al., 2004).

A principal hipétese que traca uma relacdo da P4 com a Doenca de Alzheimer
baseia-se no fato de que a P4 age como um regulador enddgeno do
metabolismo da BA. Sabe-se que a patogénese da Doenca de Alzheimer esta
relacionada a uma série de eventos em cascata que finalizam em um produto
comum (aumento do pool de BA) que se unem formando oligdmeros sollveis,
minimas quantidades de agregado soluvel e eventualmente fibrilas insollveis.
Os neuroesteroides desta forma possuem a capacidade de reduzir este pool de

BA porém por vias ainda ndo bem elucidadas (Klein, Kraft, & Finch, 2001).

A testosterona € um hormonio esterdide oriundo do grupo dos andrégenos que
pode ser encontrado nos mamiferos, répteis, aves e outros vertebrados (Cox &
John-Alder, 2005) (Reed et al., 2006). Nos mamiferos, a testosterona é
primariamente secretada pelos testiculos (células de Leydig) e pelas células da
teca, nos ovarios, apesar de que pequena quantidade também seja secretada
pelas glandulas adrenais e placenta (Mooradian, Morley, & Korenman, 1987).
Nos homens, a testosterona esta envolvida no desenvolvimento de tecidos
reprodutivos tais como testiculos e prostata bem como promove o
aparecimento das caracteristicas secundarias masculinas: aumento da massa
muscular e crescimento capilar (Mooradian, Morley, & Korenman, 1987). Em
média, um adulto do sexo masculino produz cerca de dez vezes mais
testosterona do que um adulto do sexo feminino, mas as fémeas séo, do ponto
de vista comportamental (em vez de uma perspectiva anatdmica ou biolégica),

mais sensiveis a testosterona (Dabbs & Dabbs, 2000).

Aproximadamente 7% da testosterona € reduzida a 5a-diidrotestosterona
(DHT) pela citocromo P450 5a-redutase (Randall, 1994). Cerca de 3% é
convertida em estradiol pela aromatase (CYP19A1) (Meinhardt & Mullis, 2002),
uma enzima presente no cérebro, figado e tecido adiposo (Mooradian, Morley,
& Korenman, 1987). DHT € a forma mais potente da testosterona, enquanto o
estradiol possui atividades diferentes (feminizacdo) em comparacdo com a

testosterona (masculinizacdo). Tanto a testosterona quanto a DHT podem ser
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desativadas ou eliminadas por enzimas que hidroxilam nas posicées 6, 7, 15 ou

16 da cadeia carbonica (Trager, 1977).

Como a testosterona afeta o corpo todo, o cérebro também € afetado por esta
"diferenciacao” sexual (Swaab & Garcia-Falgueras, 2009) onde a enzima
aromatase converte a testosterona em estradiol, que é responsavel por
masculinizacao do cérebro nos ratos do sexo masculino. Nos seres humanos, a
masculinizacdo do cérebro fetal parece, pela observacdo da preferéncia por
sexo em pacientes com doencas congénitas de formagao androgénica ou de
funcdo do receptor de andrégeno, estar associada com receptores

androgénicos funcionais (Wilson, 2001).

Existem algumas diferencas entre um cérebro masculino e feminino
(possivelmente pela acdo de diferentes niveis de testosterona), sendo um deles
a de tamanho: o cérebro humano masculino €, em média, maior (Cosgrove,
Mazure, & Staley, 2007). Em um estudo dinamarqués a partir de 2003, os
homens apresentaram um comprimento total de fibras mielinizadas de 176.000
km aos 20 anos de idade, enquanto nas mulheres o comprimento total foi de
149.000 km (Marner et al., 2003). No entanto, as mulheres possuem um maior
namero de conexdes entre as células dendriticas cerebrais (Rabinowicz et al.,
1999).

A literatura sugere que a atengdo, a memoria e as habilidades espaciais sé&o
importantes fungbes cognitivas afetadas pela testosterona no homem.
Evidéncias preliminares sugerem que baixos niveis de testosterona podem ser
um fator de risco para o declinio cognitivo e, possivelmente, para a Doenca de
Alzheimer (Hogervorst et al., 2004) (Moffat et al., 2004). Grande parte da
literatura, no entanto, sugere uma curva ou até mesmo a relacdo quadratica
entre o desempenho espacial e a testosterona circulante (Moffat & Hampson,
1996), onde tanto a hipo quanto a hipersecrecdo de andrégenos circulantes
possuem efeitos negativos sobre a cognicdo modulando a agressividade. E
importante ressaltar que a deplecdo de testosterona € uma consequéncia
normal do envelhecimento nos homens. Uma conseqiéncia disso € um
aumento do risco para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer (Pike,
Rosario, & Nguyen, 2006) (Rosario et al., 2004).
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2.8.2. Esterdides, Neuroprotecao e Plasticidade Neuronal

De acordo com a literatura, os efeitos neuroprotetores dos estrégenos residem
principalmente em sua agao antioxidante, defensiva e preservadora de
neurénios. Os estrogenos demonstram possuir um efeito antioxidante contra
diversas substancias geradoras de radicais livres em varios tecidos e tipos
celulares (Behl et al., 2000). Exemplos disto, os estrogenos podem reduzir a
proteina BA, o halopedirol e os perdxidos intracelulares induzidos por H,O; e
atenuam também a peroxidacao lipidica evocada pela proteina BA, a toxicidade
pelo glutamato e a exposicdo ao FeSO, (Green, Yang, & Simpkins, 2000).
Talvez a via bioquimica mais conhecida para os efeitos neuroprotetores dos
estrogenos seja a mediada pela MAPK-ERK1 (Singer et al., 1999). E provavel
gue a via MAPK néo seja totalmente responséavel pelos efeitos neuroprotetores
dos estrégenos, pois ha também a via Akt/proteina quinase B, a qual age
aumentando a expressao de uma proteina anti-apoptotica bcl-2, que por sua
vez pode ser mediada por mecanismos responsivos via cAMP (CREB)
(Pugazhenthi et al., 2000).

2.8.3. Estrégenos, Envelhecimento e Doenca de Alzheimer

Teoricamente todos os mamiferos e outros vertebrados exibem um declinio
gradual na capacidade de reproducado durante o processo de envelhecimento
(Maffucci & Gore, 2006). A menopausa consiste em um periodo no qual os
ciclos menstruais tornam-se irregulares e eventualmente se enceraréo.
Geralmente ocorre por volta dos 45 — 55 anos de idade. A quantidade de
foliculos ovarianos diminui durante a vida reprodutiva das mulheres, e
consequentemente o0s niveis de FSH aumentam (Lee et al, 1988).
Consequentemente, quando os niveis foliculares declinam abaixo de um nivel
critico, mudancas no ciclo menstrual comecam a aparecer. Os niveis de inibina,
um peptideo que diminui a secrecdo de FSH, declinam como resultado da
diminuicdo do pool folicular (Burger et al., 1998), aumentando ainda mais os
niveis de FSH (Sherman & Korenmann, 1975). A proxima fase no progresso da
menopausa € caracterizada por ciclos anovulatérios acompanhados pela
elevacdo na producdo de estrogenos (Santoro et al., 1996). Quando em trés

ciclos consecutivos ndo ha menstruacéo, a mulher encontra-se na fase final da
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transicdo da menopausa (WHO S. G., 1996) e geralmente, o ultimo ciclo

menstrual ocorre dentro de quatro anos apos este evento (Taffe et al., 1997).

2.8.4. Doencade Alzheimer e Efeitos Hormonais

Sabe-se que a incidéncia da doenga aumenta rapidamente com o avanco da
idade e que a Doenca de Alzheimer afeta proporcionalmente mais as mulheres
do que os homens (NITRINI, 1999). Postula-se que o declinio dos niveis de
horménios gonodais em mulheres pds-menopausa pode contribuir para a
diferenca observada entre os sexos. Na década de 90 foi anunciado que a
terapia de reposicdo de estrogénio (TER) aplicada as mulheres pos-
menopausa poderia amenizar 0s sintomas cognitivos da Doenca de Alzheimer,
desta forma prevenindo a doenca (Baldereschi et al., 1998) (Paganini-Hill &
Henderson, 1996). A grande parte dos estudos epidemioldgicos sobre TER até
entdo desenvolvidos indicam que a TER é capaz de melhorar as funcdes
cognitivas neste grupo de mulheres e diminuir a incidéncia da Doenca de
Alzheimer. Entretanto, alguns estudos tém sugerido que a TER pode aumentar
a prevaléncia da Doenca de Alzheimer (Shumaker et al., 2003).

Apesar de que a contribuicio da TER no desempenho cognitivo e na
patogénese da Doenca de Alzheimer em mulheres ndo estar ainda claro, os
modelos animais promovem um meio de se examinar os efeitos basicos do
estrogénio nas funcdes cerebrais. De fato, um nimero de modelos animais
utilizando diferentes metodologias tem demonstrado que o estrogénio modula a
morfologia neuronal no hipocampo, uma regido cerebral importante para certas
formas de memoria e também o local de extensivo dano neural na Doenca de
Alzheimer (Woolley et al., 1990) (Toran-Allerand, Singh, & Setalo, 1999). O
estrogénio também aumenta as func¢des sinapticas no hipocampo e modula
diversos sistemas neurotransmissores (Luine, Khylchevskaya, & McEwen,
1975).

Em uma gama variada de estudos, principalmente conduzidos com ratos e
camundongos jovens e de meia idade, nos quais 0 estado de menopausa fora
mimetizado por ovariectomia, o tratamento com estrogénio melhorou alguns

formas de aprendizado e memodria — mais especificamente trabalhos com
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memoaria espacial (Bimonte & Denenberg, 1999) (Daniel et al., 1997) (Daniel &
Dohanich, 2001) (Miller et al., 1999). Além do mais, o tratamento com
estrogénio parece ser efetivo no aumento do aprendizado e da memodria
também em murinos fémeas com idade avancada (Frick, Fernandez, &
Bulinski, 2002). Entretanto, alguns outros estudos ndo tém demonstrado o
efeito observado anteriormente relacionado ao tratamento com administracao
de estrogénio (Fugger et al., 1998). Apesar de 0 estrogénio ndo estar bem
estabelecido para o tratamento da Doenca de Alzheimer, ele parece ser capaz
de retardar os eventos patologicos durante o estagio tardio desta doenca. Um
possivel mecanismo postulado seria a inibicdo do acumulo de BA (Jaffe et al.,
1994).

INTERACOES ENTRE O CEREBRO E O SISTEMA REPRODUTOR ENDOCRINO

FC CC

Estradiol Somatic targets
Progesterone — = (reproductive tract, breast,
bone, muscle, etc.)

Figura 6: O eixo hipotalamo-pituitaria-gbnadas (HPG) de fémeas esta
demonstrado com os trés niveis de regulacdo das funcdes reprodutivas.
Neurdnios GnRH no hipotalamo (azul) liberam o horménio nos vasos capilares,
o qual age na glandula pituitaria (rocho). Os gonadorofos liberam LH e FSH na
circulacdo sistémica. LH e FSH agem no ovario (rosa). Comunicacdes
adicionais entre regidbes cerebrais ditas reprodutivas e nao-reprodutivas
ocorrem via circuito neural ligando o hipotdlamo a outras regides do SNC
(setas azuis claras). BS, células cerebrais; CB, cerebelo; CC, corpo caloso; FC,
cortex frontal; HIPPO, hipocampo; HYP, hipotalamo; PIT, pituitaria; THAL,
talamo (Yin & Gore, 2006).
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2.9. Modelos Animais para a Doenca de Alzheimer

Diversos modelos animais transgénicos expressando mutacdes na PPA, PSEN
ou em ambas tém sido gerados no intuito de melhor caracterizar os efeitos
destas mutacbes na producdo/clearence da BA e no desenvolvimento de
amiloidopatias. Estes modelos diferem entre si no que diz respeito a construgao
do transgene, numero de coépias e linhagem de origem. Estas diferencas
impactam no estagio e na localizacdo do depdsito amiléide (Games et al.,
1995) (Hsaio et al., 1996) (Lamb et al., 1997) (Lehman et al., 2003a) (Lehman,
Kulnane, & Lamb, 2003b) (Sturchler-Pierrat et al., 1997).

Os dois modelos comumente estudados, PDAPP (Games et al.,, 1995) e
Tg2576 (Hsaio et al., 1996), superexpressam mutacdes PPAY'F e PPASWVE
respectivamente. O modelo R1.40 contem todo o l6cus do genoma humano
para a PPA e superexpressa a PPASVE sob elementos regulatérios humanos
endogenos (Lamb et al., 1997) (Lamb et al., 1993). Significativamente,
camundongos transgénicos expressando mutacdes DAF na PPA ou PSEN
exibem aumento nos niveis de BA e deposicado amildide de uma maneira que
se assemelha aos efeitos observados dessas mutacées em seres humanos.
Além do mais, estes animais tém sido inestimavel para a compreensao das
interacdes genéticas que podem afetar a deposicdo de amildide e também de

outras caracteristicas patoldgicas.

Camundongos duplamente mutantes para PPA/PSEN exibem placas
patolégicas de forma precoce e extensa, sugerindo que as mutacées na PSEN
dominem sobre as da PPA (Borchelt et al.,, 1997) (Lamb et al., 1999). Ha de
ressaltar que componentes genéticos ainda nado identificados participam na
Doenca de Alzheimer modulando a quantidade e o estagio da deposicdo
amiléide, como o que ocorre em camundongos R1.40 PPASYE (vide Tabela 1)
(Lehman et al., 2003a).
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TABELA 1
MODELOS DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS PARA A PPA

Modelo SWE
Transgénico PDAPP Tg2576(APP=") APP23 J20 R1.40
. Timidina Genoma
PDGF- Hamster Prion PDGF-
Transg ene PPAv717|: (PrP)'PPASWE (Thy'l)' PPAv717|:/SWE Humano
PPASWE PPASWE
Mix
. C57BL/6, . Mix
L'”gf}gim de  “pga, Mix %%7LBL/ 6. cs7BLB,  C57BLE  C57BL/G
9 Swiss- DBA/2
Webster
Niveis de
mRNA 10x° 6x° 7x¢ 0,6x" 4-6x°
APPMYT/APP
Estagio de
deposicao 6-9 9-12 7-9 5-7 12-14
amiléide em
meses
(Games (Hsaio et al., (Sturchler- (Hsllgge;)al., (Lamb et
Referéncia et al., 1996) (Carlson et  Pierrat et (Mucke et al.,
1995) al., 1997) al., 1997) al.. 2000) 1999)

#Todos os animais transgénicos super-expressam um cDNA PPA sob o promotor indicado com
a excecao do R1.40;

b Expressa todas as trés isoformas da PPA (PPA695, 751 e 770);

°Expressa PPAG95;

d Expressa PPA751.

2.10. O estudo da ApoE no metabolismo lipidio em animais

A ApoE possui um papel chave no metabolismo lipoproteico e esta envolvida
na depuracdo dos quilomicrons e das particulas de VLDL remanescentes do
figado (Mahley & Innerarity, 1983). Consequientemente, camundongos com
auséncia da ApoE (ApoEKO) fornecem um modelo factivel para o estudo dos
eventos hiperlipidémicos, ateroscleréticos co-relacionados ao papel do
colesterol em diversas doencas, como por exemplo as amiloidopatias. Sabe-se
gue a concentracdo plasmatica de colesterol em camundongos selvagens sob
dieta padrao é de aproximadamente 80mg/dL sendo este primariamente
carreado pela HDL. Camundongos possuem uma quantidade pequena de LDL

e de outras particulas aterogénicas, tais como VLDL remanescentes. Esta alta



45

razdo entre HDL/LDL é mantida mesmo quando o0s camundongos sao
alimentados com dietas similares as das consumidas pelos humanos na
sociedade ocidental. Isto é consideravelmente contraditorio em um cenério
onde os humanos carreiam a maioria do colesterol plasméatico através da LDL
(120 mg/dL) (Havel & Kane, 1989). J& esta bem estabelecido nos seres
humanos que uma relacdo baixa de HDL para LDL confere um alto risco de
aterosclerose e doenca cardiovascular posterior (Miller, 1982). Assim, o perfil
lipoproteico protetor contra a aterosclerose exibido em camundongos pode
explicar em parte a auséncia destas condi¢cfes patologicas (figura 7).

Apesar da diferenca nos perfis lipidicos, o transporte e o metabolismo do
colesterol s&o similares nas duas espécies (camundongos/humanos),
sugerindo que alteragcbes induzidas adequadamente no metabolismo
lipoproteico plasmatico pode também levar & aterosclerose em camundongos.
O desenvolvimento das técnicas envolvendo a manipulacdo de células tronco
embrionarias, na década de 80, permitiram a obtencdo de camundongos
homozigotos com gene defeituoso para a ApoE (Piedrahita et al., 1992) (Plump
et al., 1992).

Apesar de extremamente raro, humanos que ndo possuem ApoE exibem
elevados niveis de colesterol plasmatico (Schaefer et al., 1986). Igualmente a
estes individuos, camundongos ApoEKO acumulam particulas ricas em
colesterol no plasma onde pode-se observar niveis superiores a 400 mg/dL,

mesmo quando a alimentacdo apresenta-se com baixos indices de lipidios.
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PAPEL DA APOE NA REGULACAO LIPIDICA

With ApoE Without ApoE
Vessel lumen
\ ———
¥ . ———
i ———— ry -
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Figura 7: Papel da ApoE na regulacdo lipidica. A internalizacdo de
triglicerideos mediada pela ApoE no figado e no tecido adiposo contribui para a
manutengdo dos niveis normais plasméaticos de lipidios (painel & esquerda). A
internalizacdo deficiente de triglicerideos no figado e no tecido adiposo na
auséncia de ApoE contribui para o acumulo de VLDL e de quilomicrons
remanescentes no plasma e conseqgientemente em células espumosas na
parede dos vasos sanguineos (painel a direita). As setas representam as
mudancas na acumulacao lipidica em diferentes tecidos na presenca ou na
auséncia de ApoE (Pendse et al., 2009).

Estudos conduzidos em humanos e em modelos animais demonstraram que as
mutacdes identificadas na Doenca de Alzheimer de estadgio precoce
diretamente impactam na producgéo de BA e influenciam o estagio e a extenséo
do depdsito amildéide. Embora a fungdo da APOE no metabolismo lipidico seja
bem conhecida, o seu papel na patogénese da Doenca de Alzheimer € ainda
obscuro. A regulacdo do processamento da PPA pelos niveis de colesterol,
como anteriormente discutido, pode ser uma via pela qual a APOE participa na
Doenca de Alzheimer. H& trés alelos comuns da APOE na populacédo
caucasiana; entretanto, somente o alelo €4 esta associado com o aumento no
risco da Doenca de Alzheimer. O alelo €2 esta presente em uma freqtiéncia de
10%, enquanto o €4 é encontrado em 15% da populacdo. Analises sequenciais
identificaram o alelo ¢4 como sendo o alelo ancestral da APOE que pode ser
encontrado em todas as linhagens de camundongos até grandes simios
(chipanzés, gorilas, macacos, etc.). O alelo mais comum na populacdo
caucasiana é o €3 cuja frequéncia é aproximadamente de 75%. Contudo, na

populacdo Asiatica o que possui maior prevaléncia € o €4 (Farrer et al., 1997)
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(Ueki et al., 1993). Os trés alelos da APOE codificam trés isoformas protéicas
gue diferem entre si em duas posicdes na sequéncia de aminoacidos. As
isoformas E2 e E3 diferem na posi¢do 158, com a substituicdo de uma cisteina
em E2 por uma arginina em E3, resultando na formacdo de uma ponte
dissulfeto entre as moléculas de E2. As isoformas E3 e E4 diferem na posicdo
112, com a substituicdo de uma arginina na E4 por uma cisteina na E3
(Utermann et al., 1977). Esta substituicdo resulta na falha da E4 em formar
homodimeros e heterodimeros. As substituicbes dos aminoacidos
apresentadas, em combinagdo com a presenca do aminoacido na posi¢cao 161
(Dong & Weisgraber, 1996) (Dong et al., 1994) (Saito et al., 2003) confere sutis
diferencas na funcédo das trés isoformas com relacdo aos seus ligantes e
também as interacdes realizadas com seus receptores. A alteracdo padrdo das
ligacdes promove implicacdes diretas no metabolismo do colesterol e corrobora

para o aparecimento da Doenca de Alzheimer (vide tabela 2).

TABELA 2
ALELOS DA APOE E SEUS FENOTIPOS

Alelo da APOE €2 €3 €4

Substituicdes dos
aminoacidos na Cis/Cis Cis/Arg Arg/Arg
posicao 112/158

Ligacéo aos

0 042
receptores LDL/LRP 1%/40% Normal Normal
Lipoproteina
associada na HDL HDL VLDL
periferia
Niveis do colesterol Normal/Baixo Normal Alto
no plasma
Abundéancia da APOE Alta Normal Baixa
no plasma
Hiperlipoproteinemia Tipo IlI; Doenca

. , s Cardiovascular;
Doencas Associadas Angiopatia amiléide cerebral  Nenhuma
com acidente vascular Doenca de

encefalico. Alzheimer.

#Relativo a capacidade de ligagio da €3.
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2.11. O papel da APOE no Sistema Nervoso Central

Conjuntamente com o0 seu papel no metabolismo do colesterol periférico, a
APOE possui fungbes no metabolismo do colesterol no Sistema Nervoso
Central (SNC). A APOE é a lipoproteina primaria do SNC produzida pelos
astrocitos (Pitas et al., 1987) (Xu et al., 1999). Estas células representam uma
populacdo de células da glia ativa mitoticamente e que esta envolvida na
manutengdo neuronal e na resposta inflamatéria. A APOE tem sido localizada
nos neurbnios provavelmente devido a captacdo destas células (Han et al.,
1994a) (Han et al., 1994b). A APOE é encontrada em todas as regifes
cerebrais de camundongos e em niveis aumentados no cortex e no hipocampo
(Fujita et al., 1999). Diversas pesquisas tém objetivado quantificar os niveis de
APOE segregando por regides cerebrais, concentrando-se na abundancia de
APOE no cérebro de individuos com Doenca de Alzheimer em relagdo aos
controles, independentemente do genoétipo da APOE (Artiga et al., 1998a)
(Bertrand et al., 1995) (Harr et al., 1996) (Pirttila et al., 1996). A maioria dos
estudos ndo possuem amostras representativas para o alelo €2, pois este nao é
tdo comum na populagcédo, em especial ha Doenca de Alzheimer. Beffer et al.
publicaram um dos estudos mais abrangentes demonstrando que em cérebros
controles a presenca de um alelo €4 diminuia a quantidade total de APOE
(Beffert et al., 1999c). Além disso, varios polimorfismos na regido promotora da
APOE foram identificados cuja acdo aumenta e diminui a expresséo do gene e
do conjunto de proteinas (Artiga et al., 1998b) (Beffert et al., 1999c) (Lambert et
al., 1998) (Laws et al., 2002). Estes polimorfismos possuem a capacidade de
influenciar a abundancia da APOE independentemente da sequéncia
codificada, isto €, da expressdo do alelo (Town et al., 1998). Além do mais,
estes Polimorfismos de Nucleotideo Unico (PNUs) — ou SNPs (single
nucleotide polymorphisms), estdo em desequilibrio de ligagdo com os alelos da
APOE. Portanto, a analise da abundancia da APOE em relacdo ao alelo APOE

€ confundida pela influéncia potencial de SNPs promotores.

Outra apolipoproteina no SNC inclui a ApoJ (Clusterina), também produzida
pelos astrécitos, e a APOAI, que possui a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica. Estas lipoproteinas desempenham um papel discreto no

metabolismo do colesterol no SNC do que a APOE. O impacto dos niveis da
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APOE sob a APOJ ainda ndo estd bem esclarecido dadas as mesmas
complicacbes enumeradas acima na obtencdo de amostras (Bertrand et al.,
1995) (Harr et al., 1996).

2.12. A ApoE e a proteina BA

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos especificos de cada alelo da
APOE na quantidade e também na espécie de BA produzido na Doenca de
Alzheimer. O alelo €4 estéa correlacionado com o aumento da BA em individuos
nao-demenciais (Morishima-Kawashima et al., 2000) e aumentos especificos
nos niveis de PBA1.4 em portadores de Doenca de Alzheimer (Beffert et al.,
1999c) (Gearing, Mori, & Mirra, 1996). Ainda ndo se sabe se estas observacoes
representam uma clivagem alternada em individuos com o alelo €4 ou
diferengas nas interagcdes E4-BA. A APOE tem sido postulada em facilitar o

clearence, a fibrilizacdo e o depdésito de BA.

Andlises in vitro tanto da APOE quanto da BA revelaram diferencas isoférmicas
especificas na ligacdo da APOE na BA. LaDu e colaboradores demonstraram
gue E2 e E3 formam complexos mais estaveis a BA do que E4 e que este efeito
€ lipidico dependente (LaDu et al., 1994).
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3. OBJETIVOS

Sabe-se que a Doenca de Alzheimer é mais comum em mulheres do que em

homens e que o decréscimo dos niveis de estrogénio na menopausa pode

explicar o fato desta observagdo. Além dos niveis hormonais h& diversos

componentes génicos envolvidos com a Doenca de Alzheimer. O amplamente

estudado é o que esta relacionado a ApoE.

Portanto o presente trabalho postula, como objetivo geral, verificar a

influéncia da ApoE e dos hormonios sexuais femininos sobre os aspectos

moleculares envolvidos na formagéo da placa senil no sistema nervoso

central de camundongos fémeas C57 e ApoE KO. Além deste também se

pretende:

Analisar histologicamente a presenca de depdsitos amildides no
tecido cerebral.

Quantificar os niveis de BA, proteina Tau e proteina Tau porcao
referente a fosforilacdo de serina localizada na posi¢cdo 199 (Tau
[pPS199]) no plasma, na urina e no extrato cerebral.

Mensurar os niveis plasméaticos de 17p-estradiol (E2), progesterona
(P4), testosterona e fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF).
Avaliar o perfil lipidico e glicémico através da mensuracdo
plasmatica de colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de
densidade alta (c-HDL), lipoproteina de densidade muito baixa

(VLDL), lipoproteina de densidade baixa (LDL) e glicose.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de Animais -
CEUA, da Universidade Federal do Espirito Santo em 20 de abril de 2010 sob o
namero 021/2009 em anexo. E importante ressaltar que esta dissertacdo de
mestrado é parte integrante do projeto “Papel da ApoE e do estrogénio na
expressdo de biomarcadores da Doenca de Alzheimer: estudos pré-clinicos
usando modelos animais geneticamente modificados e diagndstico molecular”
em uma co-parceria entre o Laboratorio de Biologia Celular do Envelhecimento
(LBCE) do Nucleo de Biotecnologia do Departamento de Morfologia do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo e o
Laboratério de Fisiologia da Faculdade de Medicina da Universidade de la

Sabana - Chia — Coldmbia.

4.1. Animais, Procedimentos e Tratamentos

Foram utilizados 14 camundongos fémeas do tipo Mus musculus da linguagem
C57BL/6J (doravante chamados apenas C57) e 14 camundongos fémeas do
tipo Mus musculus transgénicos knockout para o gene da apolipoproteina E
(ApoEKO), rehibridizados para a linhagem parental C57BL/6J por a0 menos
cinco geracdes, gentiimente cedidos pela Prof. Dr. Silvana dos Santos
Meyrelles (Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, CCS-UFES). Estes animais
foram crescidos até 180 dias de vida (aproximadamente seis meses), pesando
cerca de 20 + 4 gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas com até 4
animais/grupo em ambiente com regime de ciclo claro/escuro (12h/12h), com
temperatura controlada de 22 + 2°C e racao ad libitum composta por 66% de
carboidratos, 23% de proteinas, 4% de lipidios, 6% de fibras e 1% de vitaminas
e sais minerais, além de 4gua a vontade. A idade de seis meses foi escolhida
pelo fato de, nesta idade, os animais alcancarem a fase lag de seu
crescimento, permitindo-se separar o fendmeno da somatopausa da
menopausa induzida pela ovariectomia. Estudos realizados no LBCE/UFES
corroboram a escolha da idade conforme descrito nas figuras 8 e 9 que
demonstraram o curso temporal do crescimento de animais ApoEKO e C57
(WT - wild type) em termos de peso corporal (g) e comprimento de cauda (cm),

respectivamente.
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Figura 8: Curso temporal do crescimento dos animais APOEKO
(circulos vermelhos) e WT (quadrados pretos) em termos de peso
corporal {(g). Os animais APOEKO s&o significantemente mais leves
que os animais WT (n = 6, p<0,05). Contudo, a taxa de crescimento
de ambos os grupos experimentais & progressiva, linear (r = 0,95
para ambos os grupos) e de valores semelhantes (1,0 £ 0,1 g/més
para WT vs. 0,9 £ 0,1 g/més para APOEKO).* Estatisticamente
significante quando comparado inter-grupos. * Estatisticamente
significante quando intra-grupos.
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Figura 9: Curso temporal do crescimento dos animais APOEKO
(circulos vermelhos) e WT (quadrados pretos) em termos de
comprimento da cauda (cm). Os animais APOEKO sao tambem
significantemente menores que os animais WT (n = 6, p<0,05). Nao
obstante a taxa de crescimento de ambos 0s grupos experimentais
diminua progressivamente, esta & maior nos animais APOEKO (r? =
0,91 vs. 0,90 para WT). Interessante notar que os animais WT e
APOEKO ndo apresentam crescimento significante apos o quarto
mes, sugerindo que estes animais estido parando de crescer.”
Estatisticamente significante quando comparado inter-grupos. **
Estatisticamente significante quando intra-grupos.
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4.2. Procedimentos cirargicos

No 180° dia ap0s o nascimento, 0s animais (C57 e ApoEKO) foram
previamente pesados, segregados em gaiolas individuais identificadas e
posteriormente anestesiados com a administragao intraperitoneal (i.p.) de
solugcéo contendo ketamina e xilazina (9/5 v/v) na dose de 10 mcg/g de peso.
Apés a constatacdo visual da completa inducéo anestésica, metade do nimero
total dos animais foi submetida a extracdo bilateral completa dos ovérios e de
2/3 dos cornos uterinos no sentido cranio-caudal (Ovariectomia/OVX). A outra
metade dos animais realizou-se apenas incisao bilateral com a exposi¢cédo da
cavidade abdominal, porém nao se retiraram 0s ovarios e tampouco 0S cornos
uterinos (cirurgia ficticia/SHAM). Ainda sob efeito anestésico todos os animais
receberam dupla identificagdo utilizando brincos azuis, no caso dos C57, e
brincos vermelhos, no caso dos ApoE, além de cortes sistematizados e
padronizados nas orelhas direita e/ou esquerda. ApoOs a realizacdo de ambos
0os procedimentos cirargicos foi administrada benzilpenicilina na dose de
2mcg/g de peso pela via subcutanea como medida profilatica ao aparecimento
de infeccbes. Todos os animais permaneceram em gaiolas individuais durante
o periodo de cinco dias para o acompanhamento de qualquer intercorréncia no
pés-operatério. O procedimento cirargico foi realizado em todos o0s animais

sempre no mesmo horario.
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IDENTIFICACAO ANATOMICA DO APARELHO REPRODUTOR FEMININO DE
CAMUNDONGOS

ovary and
oviduct

uterine
‘horn

Uterine
lumen uterus

%) i

Corpus of uterug

uterus body

Bladder—

bladder %%

Female urogenital system (ventral view)

Figura 10: Estruturas anatbmicas do aparelho reprodutor feminino de
camundongos enfatizando a identificacdo do Utero e cornos uterinos. A-D:
Cavidade abdominal; E: Aparelho genito-urinario; F: Segmentacdo ao aparelho
reprodutor feminino (corpo uterino, cornos uterinos, oviductos e ovarios) Seta
branca (D): Cornos uterinos (Covelli, 2009).

4.3. Grupos experimentais

Findo o prazo do periodo poOs-operatorio os animais foram segregados em

guatro grupos distintos de acordo com o procedimento cirdrgico realizado:

e C57
o SHAM: grupo de animais submetidos a cirurgia ficticia;

o OVX: grupo de animais submetidos a ovariectomia;


http://eulep.pdn.cam.ac.uk/Necropsy_of_the_Mouse/imagesbig/Image13.jpg
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e ApoEKO
o SHAM: grupo de animais submetidos a cirurgia ficticia;

o OVX: grupo de animais submetidos a ovariectomia;

Semanalmente o peso corporal dos animais era monitorado e os dados
plotados em planilha especifica. No 60° dia apés o procedimento cirirgico
(240° dia de vida) os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas para a
mensuracdo da quantidade de agua ingerida, do volume urinario produzido e
do peso corporal, em um intervalo de 24 horas. Previamente a coleta dos
liquidos corpdreos anteriormente citados, 0s animais permaneceram 24 horas

nas gaiolas metabdlicas, processo este denominado de ambientagéo.

Ao final das 24 horas os animais foram sacrificados administrando-se ketamina
e xilazina (9/5 v/v) i.p. em uma dose de 10 mcg/g de peso como indutor

anestésico e relaxante muscular, respectivamente.

Ap6s a visualizacdo completa da quietacdo do animal era realizada a
esternotomia e recolhidas aliquotas de sangue do ventriculo esquerdo,
aproximadamente um mL, com o auxilio de seringas previamente ambientadas
com heparina. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 4°C por 20
minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante (plasma) segregado e acondicionado a
-80°C em microtubos para futuras analises bioquimicas. Os Uteros e cornos
uterinos foram extraidos, pesados e armazenados em solucdo fixadora
tamponada (PBS/Formalina 4%) a 4°C para a realizacdo de analises
morfométricas. No que tange aos ceérebros, para a realizacdo de Técnicas
Histoquimicas, os mesmos foram seccionados apds a extracdo da calota
craniana e os dois hemisférios cerebrais resultantes foram armazenados
individualmente em solucédo fixadora tamponada (PBS/Formalina 4%) a 4°C
sem distin¢cdo de lado esquerdo/direito. O sacrificio foi realizado em todos os

animais sempre no mesmo horario.

4.4. Histomorfometria dos Uteros e dos Cornos Uterinos

Os Uteros e os cornos uterinos foram retirados da solucao fixadora; lavados em
agua deionizada por 30 minutos; desidratados progressivamente em uma série

crescente de alcodis: 1 hora em alcool 70% (1x); 1 hora em alcool 96° GL (1x)
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e 1 hora em &lcool absoluto (3x); diafanizados com Xilol durante 30 minutos
(3x); banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluidos em blocos
de parafina. Estes foram cortados em sec¢des de 10 um de espessura utilizando
microtomo. As secOes obtidas foram montadas em l|aminas previamente
tratadas com solucdo de gelatina 1% e permaneceram durante 24 horas em
estufa a 56°C. Os cortes foram desparafinados utilizando Xilol por 2 minutos
(2x); alcool absoluto por 1 minuto (2x); alcool 95% por 1 minuto (2x); alcool
70% por 1 minuto (2x) e hidratados com agua deionizada em 3 etapas por 2
minutos. Em seguida foram corados com hematoxilina e eosina para a
identificacdo das estruturas histologicas. A analise morfométrica dos uteros e
dos cornos uterinos foi conduzida através da captura de imagens do
endométrio e do miométrio com o auxilio de microscopio de luz com
magnificagcdo final de 40X e 100X. Foram realizadas medi¢cdes de cinco
variaveis conforme Tabela 3 e 4. Para cada animal, foram preparadas duas
laminas e os cornos uterinos foram divididos em quatro quadrantes, de tal
maneira que foram obtidas oito medi¢des para cada variavel estudada em cada

animal do estudo (Gomes et al., 2009).

Conforme Tabela 3 foi utilizado o aumento final de 100 X para determinar a
espessura do endométrio (distancia entre a borda superficial do epitélio luminal
e a porcdo mais interna do miométrio) e do miométrio (as duas camadas

musculares).

TABELA 3
VARIAVEIS MENSURADAS NA ANALISE MORFOMETRICA DOS UTEROS E CORNOS
UTERINOS.
Magnificacao

Area do Corno Uterino (pm?) 40 X
Porcao Maior do Diametro do Corno Uterino (um) 40 X
Porcao Menor do Diametro do Corno Uterino (um) 40 X
Miométrio (um) 100 X

Endomeétrio (um) 100 X
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TABELA 4
PADROES METRICOS ADOTADOS PARA ANALISE MORFOMETRICA DOS UTEROS E
CORNOS UTERINOS.

Area do Corno Uterino
(Circulo em Vermelho)

Porc&o Maior do Diametro
do Corno Uterino

(Ponto A —-B)

Porcdo Menor do Diametro
do Corno Uterino

(Ponto C - D)

Miomeétrio
(Ponto E-F)

Endométrio
(Ponto F - G)
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4.5, Andlises Histoquimicas

Para a conducdo das Técnicas Histoquimicas os hemisférios cerebrais foram
armazenados em solucao fixadora tamponada (PBS/Formalina 4%) a 4°C por 4
semanas (Litchfield & Nagy, 2001). Apds este periodo um hemisfério cerebral
foi submetido ao protocolo de Cajal (Behmer et al., 2003), enquanto que no
outro hemisfério foram realizados os protocolos de Bielschowsky (Mirra, Hart,
& Terry, 1993) e Tioflavina S (Guntern et al., 1992). Tanto Cajal quanto o
protocolo de Bielschowsky baseiam-se no fato de que os componentes do
tecido nervoso sdo corados pela prata. No protocolo de Cajal o sal de prata
gue se liga as estruturas nervosas € reduzido pela acdo de um uUnico agente
oxidante com o intuito de se visualizar a prata metalica. No protocolo de
Bielschowsky as fibras nervosas também sao sensiveis a solucao de prata.
Contudo as sec¢des sao tratadas com prata amoniacal e depois séo reduzidas e
clarificadas por uma série de etapas com agentes oxidantes com o intuito de se
visualizar a prata metalica. Os ax0nios, placas neuriticas e emaranhados
neurofibrilares ficam pretos, as placas e proteina amildide vascular ficam
geralmente marrom e/ou marrom escura e o background amarelo e/ou marrom.
J& a coloragdo através da Tioflavina S esta fundamentada na grande avidez
desta substancia fluorescente pelos componentes da placa amildide, sobretudo
a PBA. Assim as placas senis e 0s emaranhado neurofibrilares ficam
fluorescente e o background preto.

45.1. Técnicade Cajal

Apo6s a retirada de um dos hemisférios da solucao fixadora, o tecido cerebral foi
tratado com 1,5% de Nitrato de Prata (AgNO3) a 37°C no escuro, por 05 dias,
até que o tecido desenvolvesse uma cor semelhante ao do tabaco. A fim de
retirar o excesso de AgNOg, o tecido foi lavado com H,O deionizada por 02
horas. Para a reducdo quimica da prata metalica e posterior visualizacao dos
constituintes celulares do tecido estudado, utilizou-se Hidroquinona a 2% em
Formalina neutra 5% por 24 horas. Posteriormente o tecido foi desidratado
progressivamente em uma série crescente de alcoois: 1 hora em alcool 70%
(1x); 1 hora em &lcool 96° GL (1x) e 1 hora em alcool absoluto (3x). Em

seguida os hemisférios permaneceram durante 30 minutos (3x) em Xilol, foram
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banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluidos em bloco de
parafina. Subsequientemente os blocos foram cortados em micrétomo obtendo-
se se¢cOes de 10 um de espessura. As secOes obtidas foram montadas em
laminas previamente impregnadas com solucdo de gelatna 1% e
acondicionadas a 56°C overnight para secagem. Em seguida as laminas foram
desparafinizadas utilizando Xilol por 2 minutos (2x); alcool absoluto por 1
minuto (2x); alcool 95% por 1 minuto (2x); alcool 70% por 1 minuto (2x) e
hidratadas com agua deionizada em 3 etapas por 2 minutos sendo seladas

com laminula e resina sintética média — Balsamo do Canada.

45.2. Técnicade Bielschowsky

Os hemisférios selecionados foram retirados da solucao fixadora; lavados em
agua deionizada por 30 minutos; desidratados progressivamente em uma série
crescente de alcodis: 1 hora em alcool 70% (1x); 1 hora em alcool 96° GL (1x)
e 1 hora em alcool absoluto (3x); diafanizados com Xilol durante 30 minutos
(3x); banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluidos em blocos
de parafina. Estes foram cortados em sec¢des de 10 um de espessura utilizando
micrétomo. As secOes obtidas foram montadas em laminas previamente
tratadas com solucdo de gelatina 1% e permaneceram durante 24 horas em
estufa a 56°C. Os cortes foram desparafinados utilizando Xilol por 2 minutos
(2x); alcool absoluto por 1 minuto (2x); alcool 95% por 1 minuto (2x); alcool
70% por 1 minuto (2x) e hidratados com agua deionizada em 3 etapas por 2
minutos. Posteriormente as laminas foram tratadas com 20% de AgNO3; no
escuro a + 37°C durante 20 minutos, lavadas em agua deionizada em 3 etapas
durante 2 minutos e tratadas com prata amoniacal no escuro durante 10
minutos & + 37°C. Para o preparo da solucdo de prata amoniacal foi
adicionado, gota a gota, uma aliguota da solucdo de hidréxido de aménio PA
(28-30%) a uma solucdo de AgNO3; a 20% até que o precipitado marrom
inicialmente formado desaparecesse completamente. Em seguida foram
adicionadas outras 2 gotas de solucdo de hidroxido de aménia PA (28-30%)
para a efetiva solubilizacdo da prata. Apds o tratamento com prata amoniacal
as secbes foram colocadas em solugdo de Trabalho durante 5 minutos. A

solucédo Trabalho foi preparada utilizando-se 8 gotas de hidréxido de amdnia
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PA (28-30%) e 8 gotas de solucédo Estoque (20,0 mL de formaldeido 37-40%;
0,5 g de é&cido citrico; 2 gotas de acido nitrico; gsp 100,0 mL de agua
deionizada) para um total de 50,0 mL de &gua deionizada. As laminas foram
checadas sob microscopio a fim de verificar o tempo adequado de incubacgéo
na solucdo Trabalho. Posteriormente as se¢Bes foram imersas em solucao
recém preparada de agua amoniacal (para cada 50,0 mL de agua destilada
foram adicionadas 8 gotas de hidroxido de amonia PA (28-30%)) por 2 minutos
e lavadas em 4gua deionizada em 3 etapas. A reacdo de reducdo da prata foi
bloqueada com solucdo HYPO (tiossulfato de sodio a 5%) durante 5 minutos. A
cada 15 laminas todas as solucdes utilizadas eram renovadas. Todas as
laminas posteriormente foram lavadas em &agua deionizada em 3 etapas,
desidratas progressivamente em uma série crescente de alcoois: 1 hora em
alcool 70% (1x); 1 hora em alcool 96° GL (1x) e 1 hora em alcool absoluto (3x);
diafanizados com Xilol durante 30 minutos (3x), limpas e montadas com resina

média — Balsamo do Canada.

4.5.3. Coloragao pela Tioflavina S

Os hemisférios selecionados foram retirados da solucao fixadora; lavados em
agua deionizada por 30 minutos; desidratados progressivamente em uma seérie
crescente de alcoois: 1 hora em alcool 70% (1x); 1 hora em &lcool 96° GL (1x)
e 1 hora em alcool absoluto (3x); diafanizados com Xilol durante 30 minutos
(3x); banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluidos em blocos
de parafina. Estes foram cortados em secdes de 10 um de espessura utilizando
micrétomo. As secdes obtidas foram montadas em l|aminas previamente
tratadas com solucdo de gelatina 1% e permaneceram durante 24 horas em
estufa a 56°C. Os cortes foram desparafinados utilizando Xilol por 2 minutos
(2x); é&lcool absoluto por 1 minuto (2x); alcool 95% por 1 minuto (2x); alcool
70% por 1 minuto (2x) e hidratados com agua deionizada em 3 etapas por 2
minutos. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em solugédo de
Permanganato de Potassio 0,25% por 20 minutos; enxaguadas com &gua
deionizada por 1 minuto; submetidas a solucéo Bleaching (Branqueamento) por
2 minutos; enxaguadas com agua deionizada por 1 minuto; mergulhadas na

solucao Blocking (Bloqueio) por 20 minutos; enxaguadas com agua deionizada
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por 1 minuto; imersas em solucdo de Acido acético 0,25% por 5 segundos e
enxaguadas novamente com agua deionizada por 5 minutos. Apds a completa
secagem das laminas as secdes foram imersas em solucdo de Tioflavina S
(0,0125% de Tioflavina S em g.s.p. 100,0 mL de Etanol 50%) por 5 minutos;
secas a temperatura ambiente; lavadas 2X com solucdo de etanol 50%;
enxaguadas com agua deionizada 2X por 1 minuto e montadas com laminula
empregando-se geléia de glicerina (16% de gelatina; 53% de glicerina; qg.s.p.

100,0 mL agua deionizada) como agente selante.

A solucdo Bleaching foi preparada adicionando-se 1,0g de Metabissulfito de
Potéassio e 1,0g de Acido Oxalico em g.s.p. 100,0 mL de agua deionizada.
Para o preparo da solucéo Blocking foram utilizados 1,0g de Hidroxido de sadio
e 3,0 mL de Perdxido de Hidrogénio 30% em q.s.p. 100,0 mL de &gua
deionizada. As solucdes Bleaching e Blocking foram descartadas sempre apés

a passagem de cada lamina sendo substituida por outras fresh.

45.4. Processamento das amostras

Os hemisférios cerebrais contidos nos microtubos foram retirados do freezer a -
80°C e imediatamente armazenados a -20°C por 2 horas. Em seguida os
mesmos foram retirados e imersos em gelo. Cada amostra foi homogeneizada
em solucao contendo tampéo PBS (pH 7,4); citrato de sédio 50 mM (pH 6,4);
Tween 20 (0,03%); TRITON® X-100 1%; SDS 0,2%; sacarose 5% e glicina 50
mM, totalizando 10 mL de lisado cerebral por extracao. Apds a
homogeneizacdo, todas as amostras foram submetidas a centrifugacdo a
22.000g, a 4°C, durante 20 minutos e o sobrenadante foi recolhido. Aliquotas
do homogeneizado foram utilizadas para a determinacdo da concentracéo de
proteina pelo método de Bradford (Sigma Aldrich) (Bradford, 1976) em
triplicata.

As amostras de plasma e de urina as quais permaneceram a -80°C sofreram
descongelamento progressivo a -20°C por 2 horas e em seguida imersas em

gelo.

Posteriormente todas as amostras foram diluidas com “tampao EIA” fornecido

pelo fabricante, na proporcdo de 1.5 (plasma), 1:10 (urina) e 1:20 (lisado
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cerebral). Foram adicionados 100 puL de cada amostra em cada poco e a
microplaca incubada overnight a 4°C em recipiente fechado e ao abrigo da luz.
Decorrido este tempo os pocos foram lavados sete vezes com tampao de
lavagem; adicionaram-se 100 pL de solucdo de anticorpo marcado em cada
poco; incubou-se a microplaca por 1 hora a 4°C em recipiente fechado e ao
abrigo da luz; lavou-se a mesma nove vezes em tampao de lavagem e
adicionaram-se 100 pL de solucdo de cromdgeno. Apos 30 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, em recipiente fechado e ao abrigo da luz, a
reacao foi paralisada com a adicdo de 100 pL de solugcéo de parada em cada
poco. Em seguida a microplaca foi lida em leitor de microplaca com

comprimento de onda em 450 nm.

4.6. Anélises Bioquimicas

Foram realizadas mensuracdes no plasma de parametros bioquimicos

conforme tabela 5.

TABELA 5
ANALISES BIOQUIMICAS REALIZADAS NO PLASMA

Analito Método A (nm)
Glicose GOD-Trinder (Ponto Final) 490 - 520
g Colesterol Enzimatico (Trinder) 500
g Triglicerideos Enzimatico (Trinder) 505
&S C-HDL Acido fosfottngstico e Cloreto de Magnésio 490 — 540
VLDL Equacéo de Friedewald --
LDL Equacéo de Friedewald --

As dosagens de VLDL e LDL foram obtidas indiretamente aplicando-se a
equacdo de Friedewald para amostras com valores de triglicerideos menores
do que 400mg/dL (Friedewald, Levy, & Fredrickson, 1972). Assim:

Colesterol LDL = Colesterol Total — (HDL + VLDL)

Colesterol VLDL = Triglicerideos/5
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46.1. Urinade 24H

O volume urinario de 24 horas foi mensurado através da quantidade de urina
produzida por cada animal no 59° dia apds o procedimento cirargico (239° dia

de vida) quando os mesmos foram colocados em gaiolas metabdlicas.

4.7. ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay)
4.7.1. Dosagem da Proteina BA, proteina Tau e proteina Tau [pS199]

Os reagentes utilizados para a mensuracdo dos niveis totais de proteina B-
amiléide (1-40) foram adquiridos da Immuno-Biological Laboratories (27720) e
para a dosagem da proteina Tau e proteina Tau [pS199] da Invitrogem
Corporation (KMB7011 e KMB7041, respectivamente).

4.7.2. Dosagem de E2, P4, Testosterona e BDNF

Os reagentes utilizados para a mensuracdo das concentracbes de E2
(E0O461Mu), P4 (E0454Mu), testosterona (E0458Mu) e de BDNF (E0011Mu)
foram adquiridos da Uscn Life Science Inc. Wuhan.

Todas as amostras utilizadas tanto nas dosagens bioquimicas quanto nas de
ELISA foram analisadas em triplicata e simultaneamente aos ensaios
realizados, para cada teste foi construida a curva de calibracdo utilizando

solucdes padrao fornecidas pelos fabricantes.

4.8. Equipamentos

48.1. Microtomia

Os hemisférios cerebrais e os cornos uterinos foram seccionados em

micrétomo modelo American Optical® 820.

4.8.2. Microscopia

As secOes cerebrais coradas pela aplicacdo dos protocolos de Cajal,
Bielschowsky além dos cornos uterinos corados com hematoxilina e eosina

foram analisadas com microscépio de luz marca Olympus® AX 70 usando os
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aumentos de 40X, 100X e 200X com videocamera colorida acoplada ao
microscépio para captura das imagens de marca Hitachi® VK-C150. As secdes
cerebrais oriundas da aplicacéo da técnica com Tioflavina S foram observadas
em microscépio de fluorescéncia marca Nikon®A1R MP Multiphoton
Confocal sob filtro verde (500-565 nm) nas magnificacfes 40X, 100X e 200X.

4.8.3. Andlise Histolégica e Densitométrica

Utilizou-se o programa ImageJ 1.42q National Institute of Health — USA para

analisar as imagens capturadas pelos sistemas opticos.

4.8.4. Dosagens Bioquimicas

Utilizou-se um analisador bioquimico semi-automéatico modelo BioPlus2000°® e
reagentes da empresa Labtest Diagnostica S. A. Antes da dosagem de cada
analito foram empregados substancias padrao e controles para padronizar o

equipamento e controlar as corridas analiticas, respectivamente.

4.8.5. Leitor de Microplaca

Utilizou-se o leitor de microplaca ThermoPlate-Reader NM composto de 04
filtros de absorbéncia em 405, 450, 492 e 630nm.

4.09. Andlise Estatistica

Para a confeccdo de planilhas e para a realizacdo dos testes estatisticos os
dados foram analisados utilizando-se os programas GraphPad Prism 5 for
Windows Version 5.00, Microsoft® Office Excel® 2007 (12.0.6514.5000) e
OriginPro® 8 SRO v8.0724(B724). Os resultados foram apresentados de
acordo com a média * erro padrdo da meédia (EPM). Foram utilizados testes
ndo-paramétricos. Para grupos independentes utilizou-se o teste de Mann-
Whitney. As diferencas observadas durante a analise foram consideradas
estatisticamente significativas quando a probabilidade encontrada foi menor
gue 0,05 (5%). O valo de p designa o valor da probabilidade (de zero a um) de

se obter o efeito observado, dado que a hipotese nula é verdadeira.
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5. RESULTADOS

5.1. Validacdo do modelo experimental ovariectomizado

E sabido que a remocdo cirGrgica dos ovarios em animais de laboratorio
mimetiza o fenbmeno da menopausa em mulheres, sendo largamente utilizado
para a investigagdo dos efeitos bioldgicos da falta dos hormonios sexuais
femininos (HSFs) em mamiferos. Contudo, como todo processo cirdrgico
experimental, este procedimento deve ser validado. Portanto, a fim de se
verificar a eficacia da OVX realizou-se uma série de experimentos para
comprovar o procedimento cirargico bem como os efeitos fisioldgicos da baixa
dos HSFs nos grupos experimentais. Analisaram-se, portanto, a reducdo no
peso umido dos uteros e a involugdo endometrial nos animais OVX, atraves da
histomorfometria comparativa dos cornos uterinos extraidos apds o sacrificio
dos animais. Os cornos uterinos foram seccionados, corados, pesados e

medi¢cBes foram realizadas conforme descrito na se¢cdo materiais e métodos.
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5.1.1. Mensuracdo dos niveis plasmaticos de 178-estradiol (E2), de 17-

hidroxiprogesterona (P4) e de Testosterona

Sabe-se que o0s principais Horménios Sexuais produzidos pelos ovarios
murinos sdo o 17B-estradiol (E2) e a 17-hidroxiprogesterona (P4), com
pequenas quantidades de androgénios secretadas, tais como a testosterona e a
androstenediona. A figura 11 mostra os dados referentes aos valores
plasmaticos mensurados, pés-sacrificio, de 17B-estradiol (E2) de animais que
foram ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados
aos oito meses de vida. O teste t de Student demonstrou que houve uma
diminuicdo significativa dos niveis plasmaticos de E2 nos grupos C57 OVX
(p<0,0001) e APOE OVX (p<0,0001) quando comparados aos controles C57
SHAM e APOE SHAM, respectivamente.

NiVEIS PLASMATICOS DE E2

#HE#

pg/mL

*kk

C57SHAM  C570VX APOESHAM APOEOVX

Figura 11: Valores plasmaticos de 17B-estradiol (E2) de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a media £+ EPM (n= 4
por grupo). **p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM; *#p<0,0001
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado ao grupo controle
APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal com
intervalo de confianca de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos
independentes.
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A figura 12 mostra os dados referentes aos valores plasmaticos mensurados,
pos-sacrificio, de 17-hidroxiprogesterona (P4) de animais que foram
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. O teste t de Student demonstrou que houve uma
diminuicdo significativa dos niveis plasmaticos de P4 nos grupos C57 OVX
(p<0,0001) e APOE OVX (p<0,0001) quando comparados aos controles C57
SHAM e APOE SHAM, respectivamente.
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Figura 12: Valores plasmaticos de 17-hidroxiprogesterona (P4) de
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a
média £ EPM (n= 4 por grupo). ***p<0,0001 comparado ao grupo controle C57
SHAM; *p=0,0224 comparado ao grupo C57 SHAM:;***p<0,0001 comparado ao
grupo C57 OVX; ***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM.
Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca
de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.
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A figura 13 mostra os dados referentes aos valores plasmaticos mensurados,
pos-sacrificio, de testosterona dos animais submetidos a ovariectomia/sham-
operados aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O
teste t de Student demonstrou que houve uma diminui¢cdo significativa dos
niveis plasméaticos de testosterona nos grupos C57 OVX (p<0,0001) e APOE
OVX (p<0,0001) quando comparados aos controles C57 SHAM e APOE

SHAM, respectivamente.
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Figura 13: Valores plasmaticos de testosterona de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em ng/mL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). ***p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM; *p=0,0075
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado ao grupo controle
APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student né&o pareado bi-caudal com
intervalo de confianca de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos
independentes.
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5.1.2. Efeitos Sistémicos da Baixa Hormonal na OVX: Involugéo Uterina
e Queda na Densidade Mineral Ossea (DMO)

A figura 14 e a tabela 6 mostram os dados referentes ao peso Umido dos Uteros
e dos cornos uterinos extraidos de animais que foram ovariectomizados/sham-
operados aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O
teste t de Student mostrou que tanto os animais do grupo C57 OVX gquanto os
do grupo ApoE OVX apresentaram uma reducédo significativa do peso umido
uterino (p<0,001; p=0,0120, respectivamente) em comparagdo aos grupos
controle C57 SHAM e ApoE SHAM, respectivamente. E importante salientar
gue ao aplicar o teste t de Student nos resultados apurados dos pesos umidos
dos uteros dos animais dos grupos C57 SHAM e ApoE SHAM houve uma
reducéo significativa deste parametro nos animais do grupo ApoE (p=0,0011).
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Figura 14: Peso Uumido dos uteros e dos cornos uterinos de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em miligramas (mg), representam a média *
EPM (n= 7 por grupo). **p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM,;
*5=0,0011 comparado ao grupo C57 SHAM; *p=0,0120 comparado ao grupo
controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal
com intervalo de confianca de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos
independentes.
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TABELA 6
PRANCHA DOS CORNOS UTERINOS EXTRAIDOS AOS OITO MESES DE VIDA

OvVX

C57

APOE

Barra de escala: 5 mm

A figura 15 mostra os dados referentes aos valores mensurados do endométrio
de animais que foram ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de
vida e sacrificados aos oito meses de vida. Ao aplicar o teste t de Student
observou-se uma diminuicdo significativa do tamanho linear do endométrio em
animais ovariectomizados, C57 OVX (p<0,01) e APOE OVX (p<0,05), quando

comparados aos respectivos controles.
TAMANHO DO ENDOMETRIO
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Figura 15: Medidas |lineares do endométrio de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em micrometros (um), representam a média *
EPM (n= 7 por grupo). **p<0,01 comparado ao grupo controle C57 SHAM,;
*p<0,05 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.
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A andlise histomorfométrica também compreendeu a mensuracdo da area, do
diametro (maior e menor) e do miométrio de secdes do Utero/cornos uterinos
conforme previamente ja exposto. Ao analisar os valores morfométricos dos
animais OVX frente aos animais controles SHAM observou-se que ha uma
diminuicdo significativa de todos os valores dos parametros avaliados
principalmente no que tange a area do corno uterino e ao endométrio, sendo
este de fundamental importancia para o desenvolvimento do trabalho proposto
(figura 16). Contudo, conforme tabelas 7 e 8, os valores de miométrio vistos em
camundongos APOE OVX néao foram significativos quando comparados aos

seus respectivos controles SHAM.

TABELA 7
VALORES MEDIOS + EPM DOS PADROES METRICOS MENSURADOS NA ANALISE
MORFOMETRICA DOS CORNOS UTERINOS

C57 APOE
SHAM OoVvX SHAM OVvX
, _ ., 253 0,61 2,42 0,89
Area do Corno Uterino (10°um®)
+0,21 +0,18 + 0,26 +0,49
Porcdo Maior do Didmetro do  0,2204 0,1047 181,73 0,1020
Corno Uterino (10%um) +0,0073  +0,0209 + 65,87 +0,0254
Porcdo Menor do Didmetro do  0,1341 0,0590 0,1403 0,0735
Corno Uterino (10*um) +0,0083  +0,0111 +0,0051 +0,0259
. . 2 2,07 0,90 3,49 1,73
Miométrio (10°pum)
+0,33 +0,22 +0,71 +0,19
e 5 5,56 1,52 4,34 1,65
Endométrio (10“um)
+0,59 + 0,62 + 0,45 +0,68
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TABELA 8
VALORES DE p DOS PADROES METRICOS UTILIZADOS PARA A ANALISE MORFOMETRICA
DOS CORNOS UTERINOS

SHAM versus OVX C57 versus APOE

C57 APOE SHAM OvVX

Area do Corno Uterino 0,0005 0,0341 0,7446™  0,6141™

Porcdo Maior do Diametro do

ns
Corno Uterino 0,0020 0,0330 0,0331  0,9362

Porcdo Menor do Diametro do

ns ns
Corno Uterino 0,0017 0,0449 0,5464 0,6269

Miométrio 0,0261 0,0566™ 0,1235™ 0,0306

Endométrio 0,0034 0,0170 0,1547™  0,8942™

PRANCHA DE SECOES DOS CORNOS UTERINOS

Figura 16: Imagens representativas de se¢fes dos cornos uterinos em plano
coronal coradas por hematoxilina e eosina. Barras vermelhas pontilhadas
representam o miométrio e barras amarelas continuas mostram o endomeétrio.
A: C57 SHAM; B: C57 OVX; C: APOE SHAM; D: APOE OVX (n= 7 por grupo).
Magnificagdo de 100X. Barra de escala: 100pm.
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Estudos realizados pelo LBCE demonstram que a OVX também promove a
gueda da densidade mineral 0ssea, conforme figura 17, reiterando o efeito
fisioldégico dos estrogenos sob diferentes tecidos e corroborando para a escolha

do modelo utilizado neste trabalho (Bortoli et al., 1996).

Nota 1. Na execucdo deste projeto ndo foram realizadas analises de DMO
nos animais utilizados. Os dados apresentados referem-se as
andlises conduzidas anteriormente no LBCE. A DMO foi determinada
pelo exame de absorciometria por dupla emissédo de raio X (Dual-
energy X-ray Absorptiometry - DXA) (Discovery 4500A, Hologic)
realizado em uma sala especifica de exames do Centro de
Diagnostico e Pesquisa de Osteoporose do Espirito Santo (CEDOES).
Os esqueletos eram visualizados tridimensionalmente através de
software Discovery 12.4 e analisados com o programa APEX 13.0

pelo Dr. Sérgio Ragi Eis.

0,076 =

0,074

DMO (gfcm2)

Figura 17: Efeito da ovariotectomia (OVX) nos animais APOEKO e
WT. Em preto cheio os animais WT SHAM-operados &, em caixa
preta hachurada, e os animais WT OVX. Percebe-se claramente
um decrescimo - estatisticamente significante - depois da OVX no
animais WT. Os animais APOEKO (caixas wvermelhas cheia ou
hachuradas) ndo apresentam descréscimo da DMO apds OVX.
Contudo, esta diferenca & significativa quando comparados WT
OVX e APOEKO OVX (n = 5, p<0,05). * Estatisticamente
significante quando comparado inter-grupos. * Estatisticamente
significante quando intra-grupos.
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5.2. Dosagens Bioquimicas

5.2.1. Mensuracao da concentracdo plasmatica de Glicose

A figura 18 demonstra as concentracdes plasmaticas mensuradas, pos-
sacrificio, de Glicose dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados
aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de
Student revelou que houve um aumento significativo dos niveis plasmaticos de
Glicose no grupo C57 OVX quando comparado ao grupo controle C57 SHAM
(p=0,0058).

CONCENTRACAO PLASMATICA DE GLICOSE
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Figura 18: Niveis plasmaticos de Glicose de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). *p=0,0058 comparado ao grupo controle C57 SHAM. Utilizou-se
teste t de Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e
o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.
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5.2.2. Mensuracado da concentragcdo plasmética de Colesterol Total

A figura 19 demonstra as concentracbes plasmaticas mensuradas, poés-
sacrificio, de Colesterol Total dos animais submetidos a ovariectomia/sham-
operados aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O
teste t de Student revelou que tanto os animais do grupo C57 OVX quanto os
do grupo ApoE OVX apresentaram um aumento significativo da concentracao
plasmatica de Colesterol Total (p<0,0001; p=0,0003, respectivamente) em

comparagao aos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM, respectivamente.
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Figura 19: Niveis plasmaticos de Colesterol Total de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). **p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM; *#p<0,0001
comparado ao grupo C57 SHAM;***p=0,0003 comparado ao grupo C57 OVX;
***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.
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5.2.3. Mensuracédo da concentragdo plasmatica de Triglicerideos

A figura 20 demonstra as concentracbes plasmaticas mensuradas, poés-
sacrificio, de Triglicerideos dos animais submetidos a ovariectomia/sham-
operados aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O
teste t de Student revelou que tanto os animais do grupo C57 OVX quanto os
do grupo ApoE OVX apresentaram um aumento significativo da concentracéo
plasmatica de Triglicerideos (p=0,0002; p=0,0090, respectivamente) em

comparagao aos respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM.

CONCENTRAGAO PLASMATICA DE TRIGLICERIDEOS
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Figura 20: Niveis plasméaticos de Triglicerideos de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). **p=0,0002 comparado ao grupo controle C57 SHAM; *#p=0,0007
comparado ao grupo C57 SHAM; **p=0,0090 comparado ao grupo controle
APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal com
intervalo de confianca de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos
independentes.
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5.2.4. Mensuracéo da concentragdo plasmética de c-HDL

A figura 21 demonstra as concentracbes plasmaticas mensuradas, poés-
sacrificio, de c-HDL dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados
aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. Ao aplicar o
teste t de Student notou-se que ambos os animais do grupo C57 OVX e do
grupo ApoE OVX apresentaram um aumento significativo da concentracao
plasmatica de c-HDL (p=0,0011; p=0,0017, respectivamente) em comparacao

aos respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 21: Niveis plasmaticos de c¢-HDL de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). **p=0,0011 comparado ao grupo controle C57 SHAM; *p=0,0422
comparado ao grupo C57 OVX; **p=0,0017 comparado ao grupo controle
APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal com
intervalo de confianca de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos
independentes.
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5.2.5. Mensuracgado da concentracdo plasmética de LDL

A figura 22 demonstra as concentracdes plasmaticas, pos-sacrificio, de LDL
dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida
e sacrificados aos oito meses de vida. Os valores foram obtidos indiretamente
pela aplicacdo da equacdo de Friedewald para concentracdes de triglicerideos
inferiores a 400 mg/dL. Ao executar o teste t de Student observou-se que
ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OV X apresentaram um
aumento significativo da concentracdo plasmética de LDL (p=0,0056; p=0,0035,
respectivamente) em comparacao aos respectivos grupos controle C57 SHAM
e ApoE SHAM.
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Figura  22: Niveis plasmaticos de LDL de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média £+ EPM (n= 4
por grupo). **p=0,0056 comparado ao grupo controle C57 SHAM; *p=0,0022
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p=0,0001 comparado ao grupo C57 OVX;
**p=0,0035 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.



80

5.2.6. Mensuracado da concentragdo plasmética de VLDL

A figura 23 demonstra as concentragdes plasmaticas, pés-sacrificio, de VLDL
dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida
e sacrificados aos oito meses de vida. Os valores foram obtidos indiretamente
pela aplicacdo da equacdo de Friedewald para concentracdes de triglicerideos
inferiores a 400 mg/dL. Ao executar o teste t de Student observou-se que
ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um
aumento significativo da concentracdo plasmética de VLDL (p=0,0002;
p=0,0090, respectivamente) em comparagao aos respectivos grupos controle
C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura  23: Niveis  plasmaticos de VLDL de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). ***p=0,0002 comparado ao grupo controle C57 SHAM; **p=0,0007
comparado ao grupo C57 SHAM; **p=0,0090 comparado ao grupo controle
APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal com
intervalo de confianca de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos
independentes.



81

5.3. Quantificacdo de Proteinas por meio de ELISA
5.3.1. Mensuracdo das concentracdes plasmaticas da proteina BA,

proteina Tau Total e proteina Tau [pS199].

A figura 24 demonstra as concentracdes plasmaticas, poés-sacrificio, de
proteina BA dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis
meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student
mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX
apresentaram um aumento significativo da concentragdo plasmatica de
proteina BA (p<0,0001; p<0,0001, respectivamente) em comparacdo aos

respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 24: Niveis plasmaticos de proteina BA de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). ***p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM:; **p<0,0001
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado ao grupo C57 OVX;
***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.
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A figura 25 demonstra as concentracfes plasmaticas, pos-sacrificio, de
proteina Tau Total dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados
aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de
Student mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE
OVX apresentaram um aumento significativo da concentracdo plasmatica de
proteina Tau Total (p<0,0001; p<0,0001, respectivamente) em comparacao aos

respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 25: Niveis plasméticos de proteina Tau Total de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em pg/dL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). ***p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM; *#p<0,0001
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado ao grupo C57 OVX;
***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.
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A figura 26 demonstra as concentracfes plasmaticas, pos-sacrificio, de
proteina Tau [pS199] dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados
aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de
Student mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE
OVX apresentaram um aumento significativo da concentracdo plasmatica de
proteina Tau [pS199] (p<0,0001; p<0,0001, respectivamente) em comparacao
aos respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 26: Niveis plasmaticos de proteina Tau [pS199] de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em pg/dL, representam a média £+ EPM (n= 4
por grupo). ***p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM: **p<0,0001
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado ao grupo C57 OVX;
***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.
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5.3.2. Mensuragdo das concentracfes no extrato cerebral da proteina

BA, proteina Tau Total e proteina Tau [pS199].

A figura 27 demonstra as concentracdes no extrato cerebral de proteina BA
dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida
e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que ambos
0s animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um
aumento significativo da concentracdo de proteina BA (p<0,0001; p<0,0001,
respectivamente) em comparacao aos respectivos grupos controle C57 SHAM
e ApoE SHAM.

CONCENTRAGAO NO EXTRATO CEREBRAL DE PROTEINA BA

ki

450-
400-
350-
300-

-

B 2907 bt
200-

150

100+

C57SHAM  C570VX APOESHAM APOEOVX
Figura 27: Concentracdo, no extrato cerebral, de proteina BA de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a média £+ EPM (n= 4
por grupo). ***p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM; *#p<0,0001
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado ao grupo C57 OVX;
***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.
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A figura 28 demonstra as concentra¢cfes no extrato cerebral de proteina Tau
Total dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis meses
de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que
ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um
aumento significativo da concentracdo de proteina Tau Total (p=0,0012;
p<0,0001, respectivamente) em comparagao aos respectivos grupos controle
C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 28: Concentragdo, no extrato cerebral, de proteina Tau Total de
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a
média £ EPM (n= 4 por grupo). **p=0,0012 comparado ao grupo controle C57
SHAM; *#p<0,0001 comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado
ao grupo C57 OVX; ***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM.
Utilizou-se teste t de Student n&o pareado bi-caudal com intervalo de confianca
de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.
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A figura 29 demonstra as concentracdes no extrato cerebral de proteina Tau
[pS199] dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis
meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student
mostrou que ambos 0s animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX
apresentaram um aumento significativo da concentracdo de proteina Tau
[pS199] (p<0,0001; p<0,0001, respectivamente) em comparacdo aos
respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 29: Concentracdo, no extrato cerebral, de proteina Tau [pS199] de
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a
média + EPM (n= 4 por grupo). ***p<0,0001 comparado ao grupo controle C57
SHAM; #p<0,0001 comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado
ao grupo C57 OVX; ***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM.
Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca
de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.
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5.3.3. Mensuracgao das concentracdes da proteina BA, proteina Tau Total

e proteina Tau [pS199] em urina de 24H

A figura 30 demonstra as concentracdes em urina de 24H de proteina BA dos
animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida e
sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que ambos
0s animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um
aumento significativo da concentracdo de proteina BA (p=0,0011; p<0,0001,
respectivamente) em comparacao aos respectivos grupos controle C57 SHAM
e ApoE SHAM.
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Figura 30: Concentracdo, em urina de 24H, de proteina BA de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). **p=0,0011 comparado ao grupo controle C57 SHAM; **p<0,0001
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado ao grupo C57 OVX;
***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.
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A figura 31 demonstra as concentracdes em urina de 24hs de proteina Tau
Total dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis meses
de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que
ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um
aumento significativo da concentracdo de proteina Tau Total (p<0,0001;
p=0,0006, respectivamente) em comparagdo aos respectivos grupos controle
C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 31: Concentragdo, em urina de 24H, de proteina Tau Total de
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a
média + EPM (n= 4 por grupo). **p<0,0001 comparado ao grupo controle C57
SHAM; *#p<0,0001 comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado
ao grupo C57 OVX; ***p=0,0006 comparado ao grupo controle APOE SHAM.
Utilizou-se teste t de Student n&o pareado bi-caudal com intervalo de confianca
de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.
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A figura 32 demonstra as concentracdes em urina de 24H de proteina Tau
[pS199] dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis
meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student
mostrou que ambos 0s animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX
apresentaram um aumento significativo da concentracdo de proteina Tau
[pS199] (p=0,0005; p=0,0031, respectivamente) em comparacdo aos
respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 32: Concentracdo, em urina de 24H, de proteina Tau [pS199] de
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a
média + EPM (n= 4 por grupo). **p=0,0005 comparado ao grupo controle C57
SHAM; #p<0,0001 comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado
ao grupo C57 OVX; **p=0,0031 comparado ao grupo controle APOE SHAM.
Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca
de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.
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5.3.4. Mensuragado das concentracdes da proteina BDNF no plasma e no

extrato cerebral

A figura 33 demonstra as concentracdes plasméaticas, poés-sacrificio, da
proteina BDNF dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos
seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student
mostrou que ambos o0s animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX
apresentaram um decréscimo significativo da concentragdo de proteina BDNF
(p<0,0001; p<0,0001, respectivamente) em comparacdo aos respectivos
grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 33: Concentracdo plasmatica de proteina BDNF de camundongos
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos
oito meses de vida. Os valores, em ng/mL, representam a média + EPM (n= 4
por grupo). ***p<0,0001 comparado ao grupo controle C57 SHAM; **p<0,0001
comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado ao grupo C57 OVX;
***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de
Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca de 95% e o teste de
Mann-Whitney para grupos independentes.
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A figura 34 demonstra as concentracdes no extrato cerebral da proteina BDNF
dos animais submetidos a ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida
e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que ambos
0os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um
decréscimo significativo da concentragdo de proteina BDNF (p<0,0001;
p<0,0001, respectivamente) em comparagao aos respectivos grupos controle
C57 SHAM e ApoE SHAM.
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Figura 34: Concentracdo de proteina BDNF no extrato cerebral de
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em ng/mL, representam a
média + EPM (n= 4 por grupo). **p<0,0001 comparado ao grupo controle C57
SHAM; #p<0,0001 comparado ao grupo C57 SHAM; ***p<0,0001 comparado
ao grupo C57 OVX; ***p<0,0001 comparado ao grupo controle APOE SHAM.
Utilizou-se teste t de Student ndo pareado bi-caudal com intervalo de confianca
de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.
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5.4. Andlise qualitativa de depdsitos amildides no tecido cerebral.

A presenca ou a auséncia de placas senis no tecido cerebral foi avaliada
gualitativamente através das técnicas de Cajal, Bielschowsky e Tioflavina em
secOes de 10um de espessura que estavam compreendidas entre 2,40mm e -

2,40mm do Bregma (Figuras 35 e 36).
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Figura 35: Esquema representativo de cérebro de camundongo em plano
sagital a 0,24mm lateralmente a linha mediana. Os ventriculos estdo em preto.
As posi¢bes das marcas do Bregma, lambda e interaural estdo indicadas.
Linhas verticais e horizontais indicam a localizagdo anteroposterior em relacéo
ao plano coronal. (Paxinos & Franklin, 2001)
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SECAO CORONAL DE CEREBRO DE CAMUNDONGO
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Figura 36: Esquema representativo de cérebro de camundongo em plano
coronal a (A) 2,46mm, (B) 0,02mm e (C) -2,46mm do Bregma (Paxinos &
Franklin, 2001).
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Concomitantemente ao processamento histolégico foram utilizados controles
positivos (dados ndo mostrados) que se compunham de secbes cerebrais
obtidas de camundongos transgénicos para a PPA sacrificados aos oito meses.
Sabe-se que estes camundongos exibem grandes quantidades de depdsitos

amiloides, sobretudo no hipocampo e no cortex cerebral (Borchelt et al., 1997).

Ao analisar os cortes histologicos obtidos observou-se que tampouco pela
técnica de Cajal quanto pela técnica de Bielschowsky ndo houve a visualizacao

da formacgédo de depdsitos amildides conforme figuras 37 e 38.

Contudo ao submeter as se¢bes com Tioflavina S observou-se que havia
marcacdo fluorescente caracteristica de depdsito amildide tanto no controle
positivo (dados ndo mostrados) quanto nas amostras experimentais em nivel

de cortex cerebral e hipocampo conforme figura 39.
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SECOES DO CORTEX CEREBRAL E DO HIPOCAMPO CORADAS PELA TECNICA DE CAJAL

Figura 37: Imagens representativas de secfes do cortex cerebral (A-D) e do
hipocampo (E-H) em plano coronal coradas pela técnica de Cajal. A/E: C57
SHAM; B/F: C57 OVX; C/G: APOE SHAM; D/H: APOE OVX (n= 3 por grupo).
Magnificacdo de 100X. Barra de escala: 100um.
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SECOES DO CORTEX CEREBRAL E DO HIPOCAMPO CORADAS PELA TECNICA DE
BIELSCHOWSKY

B 100 pm
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Figura 38: Imagens representativas de se¢Bes do cortex cerebral (A-D) e do
hipocampo (E-H) em plano coronal coradas pela técnica de Bielschowsky. A/E:
C57 SHAM; B/F: C57 OVX; C/G: APOE SHAM; D/H: APOE OVX (n= 3 por
grupo). Magnificacdo de 100X. Barra de escala: 100pum.
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SECOES DO CORTEX CEREBRAL E DO HIPOCAMPO CORADAS COM TIOFLAVINA S

Figura 39: Imagens representativas de secdes do cortex cerebral (A-D) e do
hipocampo (E-H) em plano coronal coradas por Tioflavina S. Setas em amarelo
mostram o depdsito amildide e setas em vermelho pontos inespecificos
fluorescentes. A/E: C57 SHAM; B/F: C57 OVX; C/G: APOE SHAM; D/H: APOE
OVX (n= 3 por grupo). Magnificacdo de 153X. Barra de escala: 100um.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo um fator crucial que precede a analise dos resultados obtidos é a
comprovagéo de que os grupos de animais ovariectomizados mimetizavam, do
ponto de vista histomorfofisiolégico, a menopausa em mulheres. Portanto no
gue se refere a validagdo do modelo observou-se que primeiramente o peso
umido dos Uteros e dos cornos uterinos de animais C57 e ApoE que foram
ovariectomizados, reduziu significativamente em relacdo aos animais sham-
operados. Estes dados em uma primeira anélise sugerem que a ovariectomia
promoveu a reducdo dos tecidos que revestem e compdem estas estruturas
morfologicas. Sabe-se que o0 miométrio esta envolvido na sustentacao
muscular da estrutura uterina e o endométrio na nidacao do 6vulo fecundado e
também estd susceptivel diretamente a acdo dos estrogenos. Assim 0s
resultados histomorfolégicos do presente trabalho demonstram que o tamanho
linear do endométrio reduziu significativamente em ambos os animais C57 e
ApoE. Isto ficou melhor evidenciado quando foram realizadas as dosagens das
concentracdes de E2 no plasma destes animais. Os niveis de E2 apresentaram
uma reducdo significativa de aproximadamente nove vezes em animais
ovariectomizados com relacdo aos sham-operados. Isto denota que com a
retirada dos ovarios houve uma reducdo expressiva dos niveis de E2
circulantes o que levou a retragcdo endométrica. E importante ressaltar que os
valores basais observados nos grupos ovariectomizados advém possivelmente
da producéo infima de estrogénio por outros tecidos, como por exemplo, o
tecido adiposo (Wajchenberg, 2000).

6.1. Niveis Glicémicos e Estradiol (E2)

Com relagéo aos niveis glicémicos os animais C57 que foram ovariectomizados
apresentaram um aumento significativo de glicose plasmatica. Ha evidéncias
crescentes tanto em humanos como em roedores, que ligam o E2 a
manutencdo da homeostase glicémica. Por exemplo, mulheres no periodo pés-
menopausa desenvolvem obesidade visceral e resisténcia a insulina e
possuem risco aumentado de desenvolver diabetes mellitus do tipo 2 (Louet,
LeMay, & Mauvais-Jarvis, 2004). Contudo a terapia de reposicdo hormonal leva

a uma redugdo na incidéncia de diabetes. Em diversos modelos de
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camundongos especificamente para diabetes do tipo 2, camundongos fémeas
gue sofreram ovariectomia apresentam hiperglicemia e quando houve a
perfusdo de E2 visualizou-se a reversdo do quadro hiperglicémico. De acordo
com Louet et al. a secre¢cdo e agcdo de E2 em camundongos parecem estar
implicadas na biologia do tecido adiposo e na prevencdo da obesidade, na
estimulacdo do metabolismo de acidos graxos no figado, na supressao da
producdo de glicose hepatica, na protecao/sobrevivéncia das células B
pancreaticas e na secrecao de insulina em condigBes de estresse oxidativo
(Louet, LeMay, & Mauvais-Jarvis, 2004).

6.2. Perfil lipidico e Estradiol (E2)

Todas as fracdes lipidicas analisadas neste trabalho apresentarem-se elevadas
no plasma em animais ovariectomizados. E importante ressaltar que os animais
pertencentes ao grupo ApoE KO apresentaram os maiores valores plasmaticos
0 que comprova o objetivo ja esperado destes, o de serem uUteis como modelos
aterosclerosticos. Diversos estudos tém relacionado os niveis de colesterol aos
de E2. Exemplos destes, Marcha et al demonstraram que em experimentos
onde foram utilizados camundongos deficientes para o receptor de LDL (LPR) e
gue sofreram ovariectomia, a reposicdo posterior de E2 reduziu as areas
ateroscleroticas em regides da aorta. A reposicdo de E2 também diminuiu os
niveis plasmaticos de triglicerideos (Marsha et al., 1999). E evidente que neste
trabalho ndo foram efetuadas reposicdes de E2, mas fica claro que a deplecéo
de E2 provocada pela ovariectomia aumenta direta e significantemente os
niveis lipidicos. Também neste trabalho ndo foram realizados estudos
histolégicos de areas ateroscleréticas, mas € plausivel cogitar que estes

animais apresentem tal achado o que corroboraria o ja exposto até entao.

6.3. Estrégenos e Proteina BA

A concentracdo da proteina BA foi mensurada no lisado cerebral, no plasma e
na urina de 24H. Nos trés compartimentos biolégicos analisados observou-se,
peremptoriamente, que a concentracdo de BA foi sempre maior em animais
C57 OVX seguida dos C57 SHAM, ApoE OVX e ApoE SHAM.
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Interessantemente a andlise dos trés compartimentos simultaneamente
demonstrou que os niveis de BA no lisado cerebral foram aproximadamente
treze vezes superiores aos encontrados no plasma em todos os grupos. Ja na
urina, os valores achados representaram, aproximadamente, a quarta parte dos
niveis visualizados no plasma e a quinquagésima parte, aproximadamente, dos
niveis de BA apresentados no lisado cerebral, novamente, em todos 0s grupos.
Estes dados permitem afirmar que a proteina BA, assim como 0s demais
componentes protéicos, é carreada por todo o organismo e pode estar presente

em todos os liquidos corporais inclusive na urina.

A relacdo proporcional observada no lisado cerebral, no plasma e na urina
permite-nos afirmar que a producado de proteina BA esta em um nivel em que ja
pode ser visualizada também na urina. Os niveis surpreendentemente maiores
no plasma sugerem que ha uma maior clivagem da PPA e consequente
geracado de BA. Os dados histoldgicos das secdes cerebrais demonstraram que
a producéo de [A ja é suficiente para a formacéo de placas senis. As placas
possuem diversas fases de maturacdo. Este trabalho n&o objetivou a
classificacdo destas, mas a simples visualizacdo destas estruturas é suficiente

para afirmar que ha uma clivagem exacerbada de PPA.

Apesar de que nao fora realizada a contagem das placas senis nas secoes
cerebrais, semi-quantitativamente os animais do grupo C57 OVX apresentam
um maior numero destas formacgdes, seguido dos do grupo C57 SHAM, ApoE
OVX e ApoE SHAM. A seqglUéncia semi-quantitativa anteriormente citada é a
mesma encontrada quando analisamos as concentracdes da proteina BA nos

diferentes grupos.

E importante ressaltar que a barreira hemato-encefalica (BHE) normalmente
nao permite a livre troca de solutos polares tais como a BA entre o cérebro e o
sangue ou vice-versa devido a presenca de juncdes (tight junctions) entre as
células endoteliais cerebrais que formam um monocamada celular continua.
Por outro lado, em cérebros de individuos normais o fluxo em massa néo
especifico do fluido intersticial cerebral parece ser responsavel por 10-15% da
depuracéo de BA (Shibata et al., 2000). Diversos estudos sugerem que nao téao
somente o fluido intersticial e/ou o liquido cefalorraquidiano sejam responsaveis

por essa depuracédo. Estes relatam que o peptideo BA é removido do SNC
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através de um sistema de transporte especifico mediado por receptores na
BHE (Tanzi et al., 1987).

Assim conjectura-se que a deplecdo de E2 influenciou no aumento de
producédo de BA que, por conseguinte pdde ser visualizada em forma de placas
senis. Schonknecht e colaboradores relataram que os niveis de E2 no liquido
cefalorraquidiano eram menores em individuos com Doenca de Alzheimer que
nos controles e que, no grupo com Doenca de Alzheimer, os niveis de E2
encontravam-se de maneira inversamente proporcional com os niveis de BA;1.42
(Schonknecht et al., 2001). De acordo com estes achados, diversos estudos
com culturas celulares tém demonstrado que E2 diminui a producédo de BA,
presumivelmente estimulando a via ndo-amiloidogénica de clivagem da PPA
via a-secretase (Xu et al., 1998) (Greenfield et al., 2002). O significado
fisiologico destes efeitos tem sido confirmado em estudos in vivo que
investigaram a relacdo entre as concentracfes circulantes de E2 e 0s niveis
cerebrais de BA (Vincent & Smith, 2000).

A deplecdo enddégena de E2 provocada pela ovariectomia resulta em um
aumento significativo de BA soluvel nos cérebros de camundongos (Savage et
al., 1998) e em cobaias (Petanceska et al., 2000). E importante ressaltar que
estes efeitos observados sédo parcialmente revertidos por reposicdo com E2.
Além disso, E2 reduz o pool de BA soluvel (Levin-Allerhand et al., 2002) e os
depdsitos de BA em modelos para a Doenca de Alzheimer, ressaltando o papel
do E2 como um regulador importante da patogénese da Doenca de Alzheimer
(Zheng et al., 2002). Inesperadamente, dois estudos publicados utilizando
modelos transgénicos para a Doenca de Alzheimer demonstraram pouca
(Green et al., 2005) ou nenhuma evidéncia (Heikkinen et al., 2004) de que o E2
reduz o pool insolivel de BA. Diversos fatores podem contribuir para estes
resultados negativos, incluindo as linhagens transgénicas utilizadas, os niveis
detectaveis de BA e a diferenca entre os niveis de estrégenos circulantes no
plasma e no cérebro (Yue et al., 2005). Investigacbes mais recentes da
regulacdo da formacéo da BA pelos esterdides sexuais tém utilizado modelos
ovariectomizados (com deplecdo enddégena de E2 e P4), combinado com

reposicao de E2, mas ndo de P4 (Green et al., 2005). Enquanto a reposicao de
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E2 é benéfica na regulacdo do metabolismo de BA, a interacdo entre E2 e P4 é

de maior relevancia clinica.

6.4. Proteina Tau e Tau[pS199]

A Tau é uma proteina associada a microtabulos de vital importancia para a
estabilizacdo do citoesqueleto neuronal ao interagir com a actina, ancorando
enzimas tais como quinases e fosfatases, além de regular o transporte de
vesiculas intraneurdnios. Quando a proteina Tau € hiperfosforilada ha o
desarranjo da microarquitetura citoesquelética neuronal. Uma das fosforilacdes
relacionadas a Doenca de Alzheimer € a de uma serina na posicdao 199 da

proteina Tau.

Os dados obtidos para a dosagem da proteina Tau Total e Tau [pS199] no
lisado cerebral, no plasma e na urina de 24H foram similares aos encontrados
para a proteina BA no que tange a distribuicdo quantitativa intra e intergrupos.
Os animais do grupo C57 OVX apresentaram niveis significativamente maiores
do que os do grupo C57 SHAM, que conseguinte foram maiores do que os do
grupo ApoE OVX. Os animais do grupo ApoE SHAM obtiveram os menores
niveis comparativamente aos demais grupos. Isto exposto sugere-se que 0O
comportamento fisiolégico apresentado por estas proteinas assemelha-se ao
padrdo de modulacdo co-dependente de E2 visualizado no caso da proteina
BA. A visualizacdo da hiperfosforilagdo da proteina Tau configura-se na
formacdo de emaranhados neurofibrilares (intracelular) o que precede a morte
celular. Apesar de que neste trabalho ndo foram realizados técnicas de
identificacdo destas estruturas podemos supor que ha uma forte tendéncia da
visualizacdo das mesmas com apelo para a morte neuronal, mesmo que de
forma discreta. Isto se deve ao fato de que ao analisar os resultados
mensurados de BDNF este se apresenta em uma relacdo inversamente
proporcional tanto com relacdo a proteina Tau e Tau [pS199], quanto BA.
Niveis baixos de BDNF foram encontrados em individuos com Alzheimer.
Assim concentracdes reduzidas de BDNF em grupos ovariectomizados indicam
gque o E2 modula de certa forma a hiperfosforilacdo das proteinas de

citoesqueleto, sobretudo a Tau, e corrobora para a morte neuronal.
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Estudos realizados demonstram que a auséncia da ApoE €é de suma
importancia para a precipitacdo do eventos da cascata da hipotese amildide.
Reiterando a discussao ja realizada dos dados plotados neste trabalho
podemos perceber que a utilizacdo de camundongos ApoEKO possibilitou
diversas andlises. Percebeu-se que a auséncia desta importante proteina
modula, por si sO, a elevacdo dos niveis de BA, a elevacdo dos niveis de
Tau/Tau[pS199] e a diminuicdo de BDNF sem discriminacdo do compartimento
analisado. Também pode-se notar que a auséncia da ApoE em uma situagao
de deplecao estrogénica ha a visualizagdo do mesmo cenério. Conjuntamente,
a ApoE e os estroégenos influenciam na cascata de eventos que precipitardo na
morte neuronal, no caso da formacdo de emaranhados neurofibrilares, e no
bloqueio das sinapses nervosas de areas motoras e cognitivas, no caso das
placas senis.

6.5. Perfil Lipidico e Proteina BA.

Uma diversa gama de experimentos realizados com cultura celular tem
demonstrado que o processamento celular da PPA e producéo de BA pode ser
modulada pelo metabolismo do colesterol. Klein e colaboradores foram os
primeiros a investigar esta correlacdo ao adicionar colesterol complexado com
metil-B-ciclodextrina a cultura celular HEK demonstrando que o colesterol
diminuia a secrecdo de PPA (Bodovitz & Klein, 1996). Em 1998 Simons et al
utilizaram uma combinacdo de um inibidor de HMG-CoA redutase (3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA reductase) e metil-B-ciclodextrina para diminuir os niveis de
colesterol em 70% em neurdnios do hipocampo (Simons et al., 1998). Isto
causou uma diminuicdo dramatica na producdo de BA. Estudos posteriores
similarmente aos tratamentos anteriormente mencionados confirmaram o0s
resultados (Frears et al., 1999) (Fassbender, Simons, & Bergmann, 2001). O
sistema aparenta exibir certa reciprocidade com respeito aos niveis de
colesterol, pois a adicdo de colesterol exdgeno em culturas celulares regula a
producdo de BA (Frears et al., 1999). Mecanismo por detras desta regulacdo
parece depender em parte da ativacdo da B-secretase, pois a deplecdo de
colesterol reduz CTFB (Fassbender, Simons, & Bergmann, 2001). A regulacéo

do processamento da PPA pelo colesterol ndo é limitada somente pela
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atividade da B-secretase. Por exemplo, a atividade da a-secretase é também
controlada pelo colesterol, pois niveis baixos de colesterol estimula a producéo
de sAPPa (Kojro et al., 2001).

A terceira enzima envolvida no processamento da PPA, y-secretase, pode
também ser afetada pelo colesterol. Trabalhos demonstraram que a interrupgao
do trafico de colesterol causa a redistribuicdo das presinilinas e um aumento
associado na geracdo de BA (Burns et al.,, 2003). Entretanto, de todas as
enzimas reguladoras do processamento da PPA, a atividade da y-secretase

parece ser a ultima afetada pelo colesterol (Runz et al., 2002).

O metabolismo do colesterol, por suas diferentes vias de trafego — intra e/ou
extracelular, pode também modular o processamento da PPA. Ha diferentes
pools de colesterol, ésteres de colesterol (ECs), ou colesterol livre (CL)
presentes nas células. Em adi¢do, o processamento da PPA também ocorre
em diferentes compartimentos. A modulacdo enzimatica especifica em
compartimentos particulares ou a modulacdo da distribuicdo da PPA entre as
diferentes vesiculas pode alterar a geracdo de BA e PPAs. Por exemplo, a
enzima responséavel pelo controle da interconversao destes pools de colesterol
€ a enzima acetil-CoA acetiltranferase (ACAT), e tem sido demonstrado que a
atividade desta enzima pode regular a geracdo de [BA, sugerindo que
possivelmente a distribuicdo de colesterol intracelular € mais importante do que
a quantidade total de colesterol (Puglielli, Konopka, & Pack-Chung, 2001). E
possivel que outros tipos de modulacédo relacionada ao colesterol possam
também agir na mudanca da distribuicdo vesicular dos componentes que

afetam o processamento da PPA.

Numerosos estudos sugerem que o colesterol também modula o
processamento da PPA in vivo. Diferentemente dos estudos in vitro quando se
analisa um organismo vivo deve haver a distincdo das quantidades de
colesterol presentes no plasma das no cérebro. Deve-se também ponderar com
relacdo ao modelo animal que esta sendo utilizado nos experimentos, pois 0
metabolismo lipidico difere entre as espécies tais como camundongos, cobaias
e humanos. Exemplos disso, camundongos geralmente exibem altos niveis de
LDL enquanto humanos tendem a apresentar altos niveis de HDL. Apesar

destas diferencas, diversos grupos tém demonstrado que mudancas no
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metabolismo do colesterol podem ser induzidas farmacologicamente (ex.
estatinas) ou pela alimentacéo rica em gorduras. Isto tem sido observado em
primatas (Schmechel, Sullivan, & Mace, 2002) e também em modelos de
camundongos transgénicos para a Doenca de Alzheimer (Li, Cao, & Garber,
2003) (Shie, Jin, & Cook, 2002). Por exemplo, Refolo et al. demonstrou que
ambos CTFB e BA estavam aumentados no SNC de camundongos que foram
alimentados com dieta rica em colesterol, enquanto a producdo de sPPAa
estava diminuida, sugerindo que o colesterol afeta o processamento da PPA
(Refolo, Pappolla, & Malester, 2000).

Outros estudos in vivo demonstraram que o tratamento de cobaias ou de
camundongos transgénicos com drogas redutoras dos niveis de colesterol
resultou na diminuicdo dos niveis de BA e também aumentou a producdo de
sPPAa e diminuiu a de CTFf (Fassbender, Simons, & Bergmann, 2001) e PPA
(Refolo, Pappolla, & Malester, 2000). Cada um destes estudos apresenta
exemplos convincentes do impacto do metabolismo do colesterol no
processamento da PPA in vivo. Apesar dos resultados destes estudos
indicarem que a hipercolesterolemia leva a um aumento do processamento
amiloidogénico da PPA, enquanto a reducdo nos niveis de colesterol possui 0
efeito contrario, alguns estudos tém demonstrado evidéncias contraditorias.
Howland et al., a0 examinar os efeitos de uma dieta rica em colesterol em
camundongos transgénicos para a Doenca de Alzheimer, encontrou que 0s
niveis de sAPPa, sAPPB e de BA estavam reduzidos (Howland, Trusko, &
Savage, 1998) (George, Holsinger, & McLean, 2004). A razdo exata para estas
aparentes discrepancias ainda nao esta clara. Possiveis diferencas que
poderiam contribuir para estes resultados conflitantes poderiam residir nos
transgenes presentes nos modelos animais, no background genético dos
camundongos, na variabilidade das idades e também na diferenca do sexo dos
animais utilizados. Interessantemente, o estudo conduzido por George et al.
demonstrou que a producao de AICD estava aumentada em camundongos que
foram alimentados com dieta rica em colesterol. Este fragmento aparenta agir
como um ativador transcripcional e pode induzir a apoptose neuronal, levando

a possivel especulacdo de que o colesterol pode afetar a progressdo da
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Doenca de Alzheimer via a regulacdo da producédo de AICD (Cao & Sudhof,
2001) (Gao & Pimplikar, 2001).

Os dados dos estudos mencionados anteriormente estdo expostos na tabela 9
onde estudos in vitro sugerem que o aumento dos niveis de colesterol resulta
na estimulacdo da via amiloidogénica da PPA, enquanto niveis baixos de
colesterol possuem o efeito contrario. A maioria dos estudos in vivo demonstra
0 mesmo padrdo, entretanto ha alguns que contradizem as tendéncias (CL:

Colesterol).

TABELA 9
SUMARIO DOS EFEITOS DA MODULAGCAO DO COLESTEROL NA MODULAGCAO DO
PROCESSAMENTO DA PPA E NA PRODUCAO DE A

Modulacéo do

Colesterol Efeitos Referéncia
Invitro 1 CL CL exégeno | producdo de sPPAa (Rog%%%’bg?rfgggar' &
CL exdgeno 1 producéo de BA (Frears et al., 1999)
| CL  Estatinas | producéo de BA (Simons et al., 1998)
| produtos de
Estatinas clivagem pela B- (Frears et al., 1999)

secretase

. ~ (Fassbender, Simons, &
Estatinas | producéo de BA Bergmann, 2001)

Estatinas 1 producéo de sPPAa

metil-B- (Kojro et al., 2001)

ciclodextrina ¢ Producao de BA
Primatas
alimentados
com dieta rica
em gorduras

(Schmechel, Sullivan, &

T deposicéo de BA Mace, 2002)

Invivo 1 CL

Camundongo 1 deposicdo de BA  (Li, Cao, & Garber, 2003)
transgénico
para PPA 1 deposicdo de BA e a (Refolo, Pappolla, &
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alimentados  producéo de CTFf3 Malester, 2000)

com dieta rica
emgorduras T deposicdo de BA  (Shie, Jin, & Cook, 2002)

| deposicao de BA (Howland, Trusko, &
| producéo de sPPAq Savage, 1998)

| deposic&o de BA
B} (George, Holsinger, &
| producéo de sPPAa McLean, 2004)

1 AICD
Cobaias

| CL tratadas com | deposicao de BA
sinvastatinas

(Fassbender, Simons, &
Bergmann, 2001)

Camundongo | producéo de BA e

transgénico CTFB (Refollo, Pappolla, &
Malester, 2000
para PPA 1 producédo de sPPAa )
tratados com
drogas L
redutoras de T deposicdo de BA  (Park, Hwang, & Hong,
colesterol ~ Somente em fémeas 2003)

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram com pesquisas ja
realizadas onde a indugdo do aumento dos niveis lipémicos esta diretamente

relacionada a um aumento de proteina BA além da proteina Tau e Tau[pS199].
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7. CONCLUSAO

No presente trabalho foram avaliados os niveis de diversos parametros
analiticos envolvidos no aparecimento de achados histopatolégicos
caracteristicos da Doenca de Alzheimer. O cerne da proposta metodologica
voltou-se para a investigacdo dos niveis de certas proteinas no plasma, no
lisado cerebral e na urina com o intuito de correlacionar as concentracfes
visualizadas nestes compartimentos bioldgicos com a modulacdo direta sob a

proteina BA e a proteina Tau e fragdo Tau [pS199].

A ovariectomia promoveu a reducdo de diversos estrogenos, inclusive E2, e a
sua deplecdo modulou os eventos da cascata de geracdo da proteina BA em
seus diferentes niveis. Isto sugere que ou ha um aumento da clivagem da PPA
diretamente ou, concomitantemente, ha uma estimulacdo amiloidogénica das
enzimas envolvidas na clivagem da PPA. Sugere-se também que a diminui¢ao
dos niveis enddégenos de E2 aumenta todas as fracdes lipidicas e glicémicas o
gue esta intrinsecamente relacionada ao clearence das proteinas envolvidas na

Doenca de Alzheimer no plasma, lisado cerebral e urina.

Este estudo corroborou o papel crucial da ApoE sob a ética sistémica de
formacédo de placas senis. Isto ficou em evidéncia quando camundongos ApoE
KO apresentaram niveis diminuidos de proteina BA, proteina Tau e fracdo Tau
[pS199] quando comparados ao controles C57. Assim a presenca da ApoE
modula a formac¢&o em maior quantidade de BA e a auséncia da ApoE sugere

uma atenuacdo da regulacao amiloidogénica.

Tomados conjuntamente, estes resultados sugerem que os horménios sexuais
femininos e a ApoE atuam por vias de sinalizagdo celular distintas que,
provavelmente, atuam no turnover de algumas moléculas associadas a
formacdo da placa senil e emaranhados neurofibrilares caracteristicos da

Doenca de Alzheimer.
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ANEXOS

8.

ANEXO |

CERTIFICADO — COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UFES)
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ANEXO I

CURVAS DE CALIBRACAO
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