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RESUMO 

 

A privação estrogênica característica da menopausa pode estar relacionada 

com efeitos negativos para a saúde da mulher, bem como ao aumento do risco 

de desenvolvimento de doenças neurodegenerativas. A terapia normalmente 

utilizada para a menopausa é a reposição hormonal, porém efeitos adversos 

desta terapia são relatados. Portanto, há uma crescente busca por terapias 

complementares com a finalidade de minimizar os efeitos da menopausa. 

Neste sentido a vitamina D vem sendo proposta como possível protetora. 

Alterações comportamentais e bioquímicas (metabolismo energético e em 

importantes enzimas como acetilcolinesterase e Na+,K+-ATPase) já foram 

encontradas em estruturas cerebrais de ratas adultas submetidas à 

ovariectomia, um modelo de menopausa cirúrgica amplamente utilizado para 

mimetizar as alterações pós-menopausa. Baseado nisso, o objetivo do 

presente estudo foi investigar parâmetros comportamentais e bioquímicos 

(sistema fosforilante citoesqueletal, parâmetros inflamatórios, sistema 

colinérgico, de estresse oxidativo, dano a biomoléculas e comprimento de 

telômeros) em hipocampo de ratas adultas submetidas à ovariectomia. Níveis 

séricos de estradiol e calcidiol foram dosados. O papel da suplementação com 

vitamina D também foi investigado. A ovariectomia foi realizada em ratas Wistar 

adultas com 90 ou 180 dias. Trinta dias após o procedimento cirúrgico, 

suplementação com vitamina D na dose de 500 UI/Kg/dia por um período de 30 

dias foi realizada. Resultados mostraram que a ovariectomia em ratas adultas 

com 90 dias provocou prejuízo na memória de reconhecimento de curto (teste 

1 h após o treino) e longo prazo (teste 7 dias após o treino) na tarefa de 

reconhecimento de objetos, bem como na memória aversiva de longo prazo 

(teste 7 dias após o treino) na tarefa de esquiva inibitória. Além disso, a 

ovariectomia provocou um desequilíbrio no sistema fosforilante do 

citoesqueleto em hipocampo, evidenciado pela aumento na fosforilação da 

proteína glial fibrilar ácida e dos neurofilamentos de baixo peso molecular, 

médio peso molecular e alto peso molecular, sem alterar seus imunoconteúdos. 

A ovariectomia também causou aumento no imunoconteúdo da proteína cinase 

c-Jun-amino-terminal, da proteína cinase dependente de cálcio/calmodulina II e 

dos sítios repetições de aminoácidos lisina-serina-prolina, Ser55 e Ser57 

fosforilados. A vitamina D reverteu os efeitos causados pela ovariectomia sobre 

o citoesqueleto, mas não reverteu os efeitos sobre a memória. Com relação 

aos parâmetros inflamatórios, a ovariectomia em ratas adultas com 90 dias 

causou aumento no imunoconteúdo de fosfo-NF-κb nuclear, bem como 

elevação dos níveis de TNF-α e interleucina-6, sem alterar interleucina 1-β. O 

sistema colinérgico também mostrou-se alterado através da ativação da enzima 

acetilcolinesterase, porém seu imunoconteúdo, e o imunoconteúdo da enzima 

colina acetiltransferase não apresentaram alterações. A suplementação com 
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vitamina D foi capaz de reverter parcialmente o aumento no fosfo-NF-κb e na 

interleucina-6. Os níveis de estradiol em soro das ratas submetidas à 

ovariectomia apresentaram-se diminuídos em relação aos controles e os níveis 

de calcidiol das ratas submetidas à suplementação com vitamina D 

apresentaram-se elevados em relação aos controles. Por fim, realizamos a 

ovariectomia em ratas adultas com 90 dias ou 180 dias e posterior 

suplementação com vitamina D. Resultados mostraram que a ovariectomia 

alterou a atividade de enzimas antioxidantes em ambas as idades, 

representada por aumento na atividade da catalase em ratas submetidas à 

ovariectomia com 90 dias e aumento na atividade da superóxido dismutase em 

ratas submetidas à ovariectomia com 180 dias. Não foram observados danos a 

lipídios de membrana e proteínas, porém foi observado dano ao DNA em 

ambas às idades. Os telômeros de ratas submetidas à ovariectomia com 180 

dias apresentaram redução significativa. A suplementação com vitamina D foi 

capaz de reverter as alterações sobre o dano ao DNA e também no 

comprimento de telômeros. Juntos, nossos achados mostram alterações que 

podem estar presentes em mulheres na pós-menopausa e alguns efeitos 

benéficos da suplementação com vitamina D sobre o cérebro. Esperamos com 

nossos resultados auxiliar, pelo menos em parte, na compreensão da 

neurobiologia deste importante período na vida das mulheres, bem como abrir 

perspectivas para novos estudos envolvendo terapias auxiliares. 

 

Palavras-chave: colecalciferol, hipocampo, modelo experimental de 

menopausa, ovariectomia, vitamina D. 
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ABSTRACT 

The estrogen deprivation characteristic of menopause may be related to 

negative effects on women's health, as well as to the increased risk of 

developing neurodegenerative diseases. The therapy normally used for 

menopause is hormone replacement, however adverse effects of this therapy 

are reported. Therefore, there is a growing search for complementary therapies 

to minimize the effects of menopause. In this sense vitamin D has been 

proposed as a possible protective. Behavioral and biochemical changes (energy 

metabolism and important enzymes such as acetylcholinesterase and Na+, K+-

ATPase) have already been found in brain structures of adult rats subjected to 

ovariectomy, a model of surgical menopause widely used to mimic 

postmenopausal changes. Based on this, the objective of the present study was 

to investigate behavioral and biochemical parameters (cytoskeletal 

phosphorylating system, inflammatory parameters, cholinergic system, oxidative 

stress, biomolecule damage and telomer length) in hippocampus of adult rats 

submitted to ovariectomy. Serum levels of estradiol and calcidiol were 

measured. The role of vitamin D supplementation has also been investigated. 

Ovariectomy was performed in adult Wistar rats at 90 or 180 days. Thirty days 

after the surgical procedure, vitamin D supplementation at a dose of 500 IU/kg/ 

day for a period of 30 days was performed. Results showed that ovariectomy in 

90 day-old adult rats resulted in short-term (1 h post-training) and long-term (7-

day post-training) memory impairment in the object recognition task, as well as 

in long-term aversive memory (7 days post-training) in the task of inhibitory 

avoidance. In addition, ovariectomy caused an imbalance in the 

phosphorylating system of the cytoskeleton in the hippocampus, evidenced by 

the increase in the phosphorylation of the glial fibrillary acidic protein and of the 

neurofilaments of low molecular weight, medium molecular weight and high 

molecular weight, without altering their immunocontents. Ovariectomy also 

caused an increase in the immunocontent of the c-Jun-amino-terminal protein 

kinase, Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II, and the lysine-serine-

proline repeat, Ser55 and Ser57 phosphorylated amino acid sites. Vitamin D 

reversed the effects of ovariectomy on the cytoskeleton, but did not reverse the 

effects on memory. With regard to inflammatory parameters, ovariectomy in 90-

day-old adult rats caused an increase in the immunocontent of nuclear 

phospho-NF-κb, as well as elevated levels of TNF-α and interleukin-6, without 

altering interleukin 1-β. The cholinergic system was also altered by the 

activation of the enzyme acetylcholinesterase, but its immunocontent and the 

immunocontent of the enzyme choline acetyltransferase did not present 

alterations. Vitamin D supplementation was able to partially reverse the 

increase in phospho-NF-κb and interleukin-6. Serum estradiol levels in 
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ovariectomized rats were decreased compared to controls and calcidiol levels of 

rats submitted to vitamin D supplementation were higher than controls. Finally, 

we performed ovariectomy in adult rats at 90 or 180 days old and subsequent 

vitamin D supplementation. Our results showed that ovariectomy altered the 

activity of antioxidant enzymes at both ages, represented by increased catalase 

activity in rats submitted to ovariectomy at 90 days and increase in superoxide 

dismutase activity in rats submitted to ovariectomy at 180 days. No damage to 

membrane lipids and proteins was observed, but DNA damage was observed in 

both ages. The telomeres of rats submitted to ovariectomy at 180 days old 

presented a significant reduction. Vitamin D supplementation was able to 

reverse changes on DNA damage and also on telomere length. Together, our 

findings show changes that may be present in postmenopausal women and 

some beneficial effects of vitamin D supplementation on the brain. We hope, 

with our findings, to assist in the understanding and knowledge of the 

neurobiology of this important period of women's lives, as well as open up 

perspectives for future research involving adjunct therapies. 

 

Keywords: cholecalciferol, experimental model of menopause, hippocampus, 

ovariectomy, vitamin D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

ACh   acetilcolina  

AChE   acetilcolinesterase  

ANOVA  análise de variância 

CAT   catalase 

DCFH   2’,7’- diclorofluoresceína 

DNA   ácido desoxirribonucléico  

ERN   espécies reativas de nitrogênio 

ERO   espécies reativas de oxigênio 

FI   filamentos intermediários  

FSH   hormônio folículo-estimulante 

GFAP   proteína glial fibrilar ácida 

GnRH   hormônio liberador de gonadotrofinas 

GPX   glutationa peroxidase 

GSH   glutationa reduzida 

H2O2   peróxido de hidrogênio 

IL-1β   interleucina 1-β  

IL-6   interleucina 6  

cJNK   preoteína cinase-Jun amino-terminal 

KSP repeats  repetições Lisina-Serina-Prolina 

LH   hormônio luteinizante 

LPS   lipopolissacarídeo  

MAPK   proteína cinase ativada por mitógeno 

MF   microfilamentos 

MP   microtúbulos 

NF   neurofilamentos 

NF-H   neurofilamentos de alto peso molecular 

NF-L   neurofilamentos de baixo peso molecular  

NF-M   neurofilamentos de médio peso molecular  

1O2   oxigênio singlet 

O2•
-   ânion superóxido  



7 

 

OCl-   ânion hipoclorito 

OH•   radical hidroxila 

OVX   ovariectomia 

PKA   proteína cinase A 

PKC   proteína cinase C 

PKCaMII  proteína cinase dependente de Ca2+/calmodulina 

SNC   sistema nervoso central 

SOD   superóxido dismutase 

TBARS  substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico  

TNF-α   fator de necrose tumoral alfa 

VDR   receptor de vitamina D 

VIT D   vitamina D 

VIT D+OVX  vitamina D + ovariectomia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Síntese e metabolismo da vitamina D. .............................................. 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



9 

 

1.INTRODUÇÃO  

1.1 Menopausa e estrógenos 

A menopausa é uma importante fase na senescência reprodutiva feminina. 

Menopausa natural é definida como a interrupção permanente da ovulação e 

da menstruação durante um período de 12 meses (Kato et al., 1998; Soules et 

al., 2001; Takahashi e Johnson, 2015). Apesar de a menopausa ser um evento 

fisiológico na vida da mulher, muitas experienciam esta fase precocemente 

(entre os 40 e 45 anos) ou prematuramente (antes dos 40 anos), de forma 

espontânea ou induzida por intervenções médicas como a quimioterapia, a 

exposição à radiação ou após ovariectomia (OVX) bilateral (Grant et al., 2015; 

Rocca et al., 2010; Shuster et al., 2010).  

Em mulheres com o ciclo reprodutivo normal, os ovários secretam 

compostos esteroides, como estrógenos e progesteronas, e compostos não 

esteroides como inibinas, relaxinas, ativinas e folistatinas. Essa liberação é 

regulada pelo eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, através da secreção das 

gonadotrofinas hipofisárias: o hormônio luteinizante (LH) e o hormônio folículo-

estimulante (FSH), os quais estão sobre o controle da secreção do hormônio 

liberador de gonadotrofinas (GnRH) que é produzido e liberado pelo hipotálamo 

(Messinis, 2006). Diversos fatores hormonais e neuro-endócrinos modulam 

positivamente e negativamente a secreção do GnRH, dentre estes, os 

mecanismos de retrocontrole positivo e negativo exercidos pelos compostos 

ovarianos e  pelas gonadotrofinas presentes na circulação e que variam 

conforme o ciclo menstrual.  O período de transição para a menopausa engloba 
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mudanças como a elevação do FSH, e nos ovários ocorre o esgotamento dos 

folículos ovarianos, consequentemente diminuindo os níveis de estrógenos, 

progesterona e de substâncias não esteroidais na circulação, abolindo este 

mecanismo de retrocontrole (Honour, 2017; Messinis, 2006).  

Apesar de acontecerem alterações no padrão de secreção de diversos 

hormônios após a menopausa, a depleção de estrógenos é a mais amplamente 

investigada, devido às importantes funções exercidas por este hormônio. O 

organismo feminino secreta três tipos principais de estrógenos: estrona, estriol 

e estradiol (17β-estradiol, E2 ou estrógeno), sendo este último, o principal 

estrógeno circulante durante a idade reprodutiva da mulher (Rettberg et al., 

2014). O estriol e a estrona são encontrados em baixos níveis e possuem uma 

menor atividade sobre os receptores de estrogênio (RE) (Gruber et al., 2002; 

Morissette et al., 2008). Os estrógenos atuam principalmente como hormônios 

sexuais, mas também circulam por todo o organismo exercendo efeitos em 

vários outros órgãos e sistemas, tais como o sistema nervoso central (SNC), 

cardiovascular, imune e ósseo (Arnal et al., 2010; Fiocchetti et al., 2012; Wise, 

2002). As ações dos estrógenos são mediadas por seus REs que possuem 

duas classe gerais: os REs nucleares e REs associados à membrana, ambos 

encontrados no cérebro (Brinton, 2009; Mitra et al., 2003). No cérebro os 

estrógenos são conhecidos por exercer papel neuroprotetor (Fiocchetti et al., 

2012; Petrovska et al., 2012; Wise, 2002), pois são capazes de promover 

plasticidade sináptica e excitabilidade neural (Brinton, 2009; McEwen, 2002), 

induzir sobrevivência neuronal, modular marcadores sinápticos associados à 

cognição (Gibbs e Gabor, 2003), além de possuirem propriedades 
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antioxidantes (Bellanti et al., 2013) e ainti-inflamatórias (Vegeto et al., 2008). 

Neste sentido, dados na literatura mostram que a privação estrogênica 

característica da menopausa pode estar relacionada com o aumento do risco 

de desenvolvimento de doenças neurodegenerativas em mulheres (Henderson, 

2014; Mott e Pak, 2013). 

A fim de investigar os mecanismos relacionados às mudanças observadas 

após a menopausa em mulheres, alguns modelos animais podem ser 

empregados. Dentre estes modelos destaca-se a OVX, um modelo cirúrgico de 

depleção hormonal ovariana que consiste na remoção bilateral dos ovários, 

causando uma redução drástica na secreção hormonal (Conn, 2006; Diaz 

Brinton, 2012). A OVX é um modelo bem consolidado e amplamente utilizado 

para mimetizar as alterações observadas no período pós-menopausa. Estudos 

anteriores do nosso grupo de pesquisa já demonstraram que a OVX causa 

importantes alterações bioquímicas e comportamentais (memória aversiva e 

espacial) em ratas Wistar adultas (Ben et al., 2009a; Mackedanz et al., 2011; 

Monteiro et al., 2008; Monteiro et al., 2005b; Siebert et al., 2014).   

O tratamento normalmente utilizado por mulheres para amenizar os sinais e 

sintomas da menopausa é a terapia de reposição hormonal (TRH). Os 

benefícios da TRH sobre a memória e funções cognitivas têm sido relatados 

(Sherwin, 2003; Shoupe, 2011). Por outro lado, há indícios de que esta terapia 

também pode causar efeitos adversos como o aumento do risco de 

desenvolvimento de tumores e doenças cardiovasculares (Lobo, 2007; Miquel 

et al., 2006).  Dessa forma, a procura por alternativas de tratamento para 

substituir ou complementar a TRH tem crescido nos últimos anos (Ben et al., 

2010; Monteiro et al., 2005a; Siebert et al., 2014).   
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1.2 Vitamina D 

Dentre as terapias utilizadas para combater as mudanças no estado 

redox e funções cognitivas relacionadas à idade, por exemplo, destacam-se os 

compostos dietéticos e/ou farmacológicos como antioxidantes e alguns 

hormônios. Neste sentido, a vitamina D (VIT D), considerada um hormônio 

esteróide, que tem como principal função regular a homeostase do cálcio, 

influenciando na formação e reabsorção óssea, vem ganhando espaço como 

potencial agente terapêutico (Briones e Darwish, 2012; Mpandzou et al., 2016).  

A VIT D é encontrada em duas formas básicas: a VIT D2 ou 

ergocalciferol, proveniente de alimentos de origem vegetal, e a VIT D3 ou 

colecalciferol, que pode ser proveniente da síntese cutânea endógena após 

exposição à radiação ultravioleta B ou através de alimentos de origem animal. 

A VIT D3 endógena é sintetizada na pele por ação da radiação ultravioleta B 

sobre o precursor 7-deidrocolesterol (pró-vitamina D3), convertendo este em 

pré-vitamina D3, uma substância termoinstável que sofre isomerização térmica, 

adquirindo uma configuração mais estável na forma de VIT D3 (colecalciferol). 

Na circulação sanguínea, tanto a VIT D3 endógena quanto a proveniente da 

dieta se liga a uma α1-globulina chamada proteína ligante da vitamina D (DBP) 

e é então transportada para o fígado. No fígado, o colecalciferol sofre 

hidroxilação no carbono 25 através da ação da 25-hidroxilase (CYP2R1), 

produzindo a 25-hidroxivitamina D3, também chamada de calcidiol, 25-

hidroxicolecalciferol ou 25(OH)D3. Após, o calcidiol ligado a DBP retorna a 

corrente sanguínea para ser transportado até o rim, onde é novamente 

hidroxilado em seu carbono 1 pela enzima 1α-hidroxilase (CYP27B1) gerando o 
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calcitriol (1α,25-dihidroxivitamina D3 ou 1α,25(OH)2D3), a forma ativa da VIT D 

(Figura 1)(Ferrari et al., 2017; Mostafa e Hegazy, 2015; Mpandzou et al., 2016; 

Pike et al., 2009).  

 

Figura 1. Síntese e metabolismo da vitamina D. Fonte: Adaptado de Mostafa e 

Hegazy (2015) 

A VIT D possui inúmeros alvos biológicos e sua ação ocorre através de 

seus receptores (VDR), encontrados na maioria das células do organismo, 

incluindo os neurônios e células gliais (Eyles et al., 2007). Tanto em ratos 

quanto em humanos, o VDR parece estar localizado em regiões como 

amígdala, córtex e hipocampo, que são áreas cerebrais envolvidas no 

funcionamento cognitivo (Eyles et al., 2005; Harms et al., 2011). No SNC, a VIT 

D parece estar envolvida na regulação da neurotransmissão, neuroproteção, 

imunomodulação (Dursun et al., 2011; Spach e Hayes, 2005), bem como na 
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regulação da excitotoxicidade neuronal mediada pelo cálcio e redução do 

estresse oxidativo (Mpandzou et al., 2016). 

 

1.3 Aprendizado e memória 

Sabe-se que a flutuação hormonal que ocorre durante o ciclo reprodutivo 

influencia regiões cerebrais relacionadas com o aprendizado e a memória 

(Boulware et al., 2012; Pompili et al., 2012; Walf et al., 2006). Evidências 

indicam que o estradiol modula funções cognitivas em animais e humanos. 

Neste sentido, trabalhos mostram que a menopausa pode causar um declínio 

da memória e o aparecimento de distúrbios cognitivos (Halbreich et al., 1995; 

Henderson, 2006; Luine, 2014). O aprendizado e a memória são funções 

básicas do SNC. Denomina-se memória, a capacidade de adquirir, armazenar 

e evocar informações que posteriormente possam ser utilizadas (Izquierdo e 

Medina, 1997). As memórias podem ser chamadas de diferentes formas de 

acordo com o seu tempo de duração: quando perduram por poucos minutos ou 

horas, são denominadas de memórias de curta duração, e quando perduram 

por muitas horas, dias ou meses, são denominadas de memórias de longa 

duração (Alberini et al., 2006; Izquierdo et al., 1998).  

O hipocampo é uma estrutura cerebral que possui importante papel nos 

processos relacionados à memória e aprendizagem (Ahmed et al., 2013), 

apresenta REs (Birzniece et al., 2006) e é altamente sensível aos efeitos da 

OVX (Leffa et al., 2014; Monteiro et al., 2005b; Siebert et al., 2014). Além disso, 

estudos anteriores já demonstraram prejuízos nas memórias espacial e 
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aversiva em ratas adultas ovariectomizadas (Ben et al., 2010; Monteiro et al., 

2008; Monteiro et al., 2005a).  

 

1.4 Citoesqueleto 

O citoesqueleto é uma complexa rede de proteínas que determina a 

forma celular, fundamental para manter a homeostase celular do SNC. Seus 

componentes principais são os filamentos de actina ou microfilamentos (MF), 

os filamentos intermediários (FI) e os microtúbulos (MT) (Alberts et al., 2008). 

Esses filamentos são conectados entre si e suas funções coordenadas, o que 

permite a participação destes em diversas atividades celulares, juntamente 

com proteínas acessórias (Alberts et al., 2008; Bear et al., 2002).  

Os neurofilamentos (NFs) são importantes FIs na fisiologia neuronal. 

Formados pela polimerização de três subunidades denominadas NFs de baixo, 

médio e alto peso molecular (NF-L, NF-M e NF-H, respectivamente), os NFs 

são os principais componentes do citoesqueleto de neurônios maduros (Alberts 

et al., 2008). A principal função do NFs consiste na manutenção do calibre 

axonal e dessa forma, o aumento da velocidade de condução do impulso 

elétrico, um processo regulado por fosforilação (Jung et al., 2000). A proteína 

glial fibrilar ácida (GFAP) é outro importante FI, sintetizada nos astrócitos e 

células de Schwann (Guo-Ross et al., 1999). A GFAP possui importante papel 

na modulação da motilidade e forma celular, já que fornece estabilidade 

estrutural aos astrócitos (Eddleston e Mucke, 1993). 
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A função destas proteínas em resposta a estímulos extracelulares é 

regulada por fosforilação, que consiste em uma modificação pós-traducional 

importante para as vias de transdução de sinais (Rojas et al., 2013). A 

fosforilação altera a função de uma proteína de forma rápida e reversível, 

sendo o grau de fosforilação de uma proteína alvo reflexo do balanço entre as 

ações contrárias de proteínas cinases e fosfatases, o que integra um conjunto 

de rotas de sinalização celular (Okuda et al., 2004). A fosforilação das 

subunidades de FIs acontece em seus domínios amino e carboxi-terminal. 

Proteínas cinases dependentes de segundo mensageiros, como a proteína 

cinase A (PKA), a proteína cinase C (PKC) e a proteína cinase dependente de 

cálcio e calmodulina (PKCaMII), realizam principalmente a fosforilação do 

domínio amino-terminal, enquanto proteínas cinases independentes de 

segundos mensageiros, como as proteínas cinases ativadas por mitógenos 

(MAPKs) e cinase dependente de ciclina 5 (Cdk5) fosforilam o domínio carboxi-

terminal (Chang e Goldman, 2004; Sihag et al., 2007; Zamoner et al., 2008).  

Trabalhos na literatura demonstram que proteínas do citoesqueleto 

estão correlacionadas com a promoção e manutenção do estresse oxidativo, 

bem como modulação de processos mitocondriais (de Lima Pelaez et al., 

2007). Além disso, já foi demonstrado que esteróides sexuais (estrógenos e 

progesterona) induzem alterações no conteúdo e atividade de proteínas 

relacionadas ao citoesqueleto como MAP2, TAU e GFAP em células cerebrais 

(Hansberg-Pastor et al., 2015). 
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1.5 Inflamação 

A inflamação é uma resposta do organismo que atua como mecanismo 

de defesa frente a um estímulo nocivo.  Apesar de protetora no controle de 

infecções e promoção do reparo tecidual, a inflamação também pode ser 

danosa para os tecidos (Abbas e Bhawan, 2010). A resposta inflamatória 

envolve células e fatores solúveis e é caraterizada pela liberação de 

mediadores inflamatórios e recrutamento de leucócitos a partir da circulação. 

Tais leucócitos tornam-se então ativados no local da inflamação e liberam mais 

mediadores inflamatórios (Colton, 2009; Zhang, 2008). A presença de 

inflamação, particularmente no SNC, é chamada de neuroinflamação e é 

caracterizada pela ativação de micróglia e astrócitos. A neuroinflamação pode 

ser desencadeada por uma série de fatores, incluindo infecções, lesão cerebral 

traumática, presença de metabólitos tóxicos ou autoimunidade, e sua presença 

vêm sendo relatada em processos neurodegenerativos como doença de 

Parkinson e Alzheimer (Xanthos e Sandkuhler, 2014).  

O fator de transcrição nucler kappa B (NF-κB) é um importante fator de 

transcrição relacionado à resposta celular frente a estímulos (citocinas 

inflamatórias, radicais livres, estresse, entre outros) e responsável pela 

regulação da expressão de inúmeros genes. O NF-κB é expresso no SNC e e 

sistema nervoso periférico, tanto por neurônio quanto por células da glia. 

Diversos dímeros já foram descritos no SNC, porém os mais comuns são p50-

p65 e p50-p50 (O'Neill e Kaltschmidt, 1997; Shih et al., 2015). Em condições 

não patológicas a ativação do NF-κB pode estar envolvida na plasticidade, 

desenvolvimento neural e na atividade sináptica. O NF-κB é normalmente 
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encontrado no citoplasma ligado à proteína inibitória IkB, em um complexo 

inativo. Em resposta a um estímulo que ative a via do NF-kB, o IkB é fosforilado 

pelo complexo IKK, que o marca para degradação no proteossoma. O NF-kB é 

assim liberado e pode ser translocado para o núcleo da célula, onde ativa a 

expressão de genes específicos (Baldwin, 2001). O NF-κB é um dos 

reguladores mais importantes da expressão genica pro-inflamatória. A síntese 

de citocinas, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), intereucina-1-

beta (IL-1β), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8), é mediada por NF-κB 

(Shih et al., 2015; Tak e Firestein, 2001).  

As citocinas são mediadores inflamatórios secretados frente a um 

estímulo e desempenham seu papel na fase inicial e crônica da resposta imune 

e inflamatória por compartilhar sinais intracelulares com receptores, 

distribuirem informações sobre o tipo de infecção e recrutar células efetivas 

para realização da defesa do hospedeiro (Curfs et al., 1997; Turner et al., 

2014). Elas são produzidas e secretadas principalmente por monócitos, 

macrófagos, células endoteliais, linfócitos e fibroblastos e no SNC por microglia 

e astrócitos ativados (Hirano e Kishimoto, 1992; Jones e Thomsen, 2013). Tais 

citocinas medeiam sinalização célula-célula e se ligam a receptores de 

superfície de alta afinidade, podendo exercer ação local ou sistêmica e 

influenciar a síntese de outras citocinas (Bruunsgaard, 2005).  

O TNF-α, a IL-1β e a IL-6 são importantes citocinas pró-inflamatórias, 

liberadas frente a estímulos inflamatórios. O TNF-α é secretado principalmente 

por macrófagos ativados, mas também pode ser produzido por outros tipos 

celulares como monócitos, células T, mastócitos, células NK, fibroblastos e 

neurônios. O TNF-α consiste em um potente ativador do sistema imunológico e 
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pode induzir a ativação adicional de células ou astrócitos em repouso, bem 

como do NF-κB, além de ser é uma potente citocina pró-inflamatória 

relacionada a diversas doenças inflamatórias (Frankola et al., 2011; Olmos e 

Llado, 2014; Turner et al., 2014). A IL-1β é produzida por células como 

monócitos, macrófagos e neutrófilos em resposta a produtos bacterianos como 

o lipopolissacarídeo (LPS) ou outras citocinas, como o TNF-α. Aumento de 

seus níveis pode levar a ativação de MAPKs e do fator de transcrição NF-κB, 

bem como é amplamente relatado em condições neurodegenerativas 

(Dansokho e Heneka, 2017; Kondera-Anasz et al., 2005; Turner et al., 2014). A 

IL-6 é expressa por mononucleares, fagócitos, células T, células B, fibroblastos, 

células endoteliais, queratinócitos e células da medua óssea. Aumento de seus 

níveis estimula a síntese de proteínas de fase aguda, promove proliferação de 

linfócitos B e secreção de anticorpos (Hirota et al., 2005; Turner et al., 2014). 

Estudos na literatura demonstram que a menopausa está associada a 

um estado inflamatório sistêmico representado pelo aumento dos níveis séricos 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6 ou TNF-α (Cioffi et al., 2002; 

Yasui et al., 2006). A relação entre as diminuições hormonais associadas à 

menopausa e o aumento dos níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias ainda 

não é totalmente compreendida (Malutan et al., 2014; Su e Freeman, 2009).  

 

1.6 Sistema colinérgico  

O sistema colinérgico é amplamente conhecido por modular funções 

como aprendizado e memória (Maurer e Williams, 2017; Sarter e Bruno, 1997). 

A acetilcolina (ACh), seus receptores e o aparato enzimático responsável por 
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sua síntese e degradação constituem o sistema de neurotransmissão 

colinérgica. A colina acetiltransferase (ChAT) é a enzima responsável pela 

síntese de ACh a partir de colina e acetil-CoA, posteriromente a ACh é liberada 

na fenda sináptica onde pode se ligar a receptores muscarínicos ou nicotínicos. 

Na sinapse a ACh é clivada em colina e ácido acético pela enzima 

acetilcolinestersae (AChE), sendo assim, ambas as enzimas são consideradas 

marcadores importantes dessa via, por controlar a ação da ACh (Maurer e 

Williams, 2017; Zimmerman e Soreq, 2006). Recentemente, estudos têm 

demonstrado o papel da ACh na interação do SNC com o sistema imune inato 

para controlar a resposta inflamatória, ressaltando seu envolvimento através da 

"via colinérgica anti-inflamatória" composta pelo nervo vago, pela ACh e pela 

subunidade α7 do receptor nicotínico de ACh (Maurer e Williams, 2017; Pavlov 

e Tracey, 2005; Rosas-Ballina e Tracey, 2009; Scherer et al., 2014). Essa via 

representa um mecanismo de resposta do SNC à presença de estímulos 

inflamatórios na circulação, sendo mediada pela ação do nervo vago no sentido 

de inibir a liberação de citocinas pró-inflamatórias e proteger contra a 

inflamação periférica (Maurer e Williams, 2017; Pavlov e Tracey, 2005; Tracey, 

2007). Portanto, a sinalização da ACh além de essencial para o funcionamento 

cognitivo, bloqueia a inflamação.   

O mecanismo responsável pela ação anti-inflamatória da ACh baseia-se 

na ativação das fibras aferentes do nervo vago por citocinas inflamatórias, as 

quais agem como sensor para a inflamação (Pavlov e Tracey, 2005; Zila et al., 

2017). Logo, tal informação é transmitida ao SNC, que estimula o nervo vago 

eferente a produzir ACh, induzindo a diminuição da síntese e liberação de 

importantes citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, IL-1β e IL-6 por 
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macrófagos (Gwilt et al., 2007; Maurer e Williams, 2017; Parrish et al., 2008). 

Neste sentido, a via colinérgica anti-inflamatória representa um mecanismo 

fisiológico pelo qual o SNC atua com o sistema imune inato controlando a 

resposta inflamatória (Gallowitsch-Puerta e Pavlov, 2007).  

Dados da literatura demonstram alterações de função colinérgica 

relacionada à OVX (Henderson, 2008). Estudos anteriores do nosso grupo de 

pesquisa demonstraram aumento da atividade da AChE em hipocampo de 

ratas adultas submetidas à OVX (Ben et al., 2009b; Monteiro et al., 2005b).  

 

1.7 Estresse oxidativo 

Espécies reativas, também chamadas de radicais livres, são definidas 

como qualquer espécie química que contém um ou mais elétrons 

desemparelhados em seu orbital mais externo, o que confere uma elevada 

reatividade a molécula (Halliwell e Gutteridge, 2007b). Espécies reativas 

podem exercer funções benéficas e/ou deletérias para sistemas vivos. Quando 

em baixas concentrações atuam na defesa contra agentes infecciosos e nos 

processos de sinalização intracelular. No entanto, em elevadas concentrações, 

as espécies reativas podem causar danos a biomoléculas como lipídios, 

proteínas e DNA, podendo resultar em perda de função celular (Halliwell, 2012; 

Valko et al., 2007). 

As espécies reativas podem ser derivadas do oxigênio (EROs) e 

também do nitrogênio (ERN).  As principais EROs são o ânion superóxido (O2
-

), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH), ânion hipoclorito (OCl- 
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) e o oxigênio “singlet” (1O2), e dentre as ERN incluem-se óxido nítrico (NO•), 

óxido nitroso (N2O) e peroxinitrito (ONOO- )(Halliwell e Whiteman, 2004). 

A exposição a radicais livres, a partir de uma variedade de fontes, 

incluindo o próprio metabolismo energético celular, levou o organismo a 

desenvolver uma série de mecanismos de defesa, como os antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos. Um antioxidante é definido como uma 

substância que, em baixa concentração em relação a um determinado 

substrato, é capaz de retardar ou prevenir a oxidação do substrato oxidável 

(Halliwell, 1995). São exemplos de defesas antioxidantes enzimáticas a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase 

(GPx), e de defesas antioxidantes não-enzimáticas, o ácido ascórbico (vitamina 

C), α-tocoferol (vitamina E), carotenóides, flavonóides entre outras (Halliwell, 

2011; Halliwell e Gutteridge, 2007b). A SOD é uma metaloenzima, responsável 

por catalisar a reação de dismutação do ânion O2
-, formando H2O2 e O2 (Yu, 

1994). O H2O2 resultante pode ser decomposto pelas enzimas CAT e GPx. A 

CAT atua na decomposição do H2O2 a H2O e O2 (Halliwell e Gutteridge, 2007b; 

Yu, 1994).  

Em condições fisiológicas, existe um equilíbrio entre a produção de 

espécies reativas e as defesas antioxidantes. Entretanto, quando esse 

equilíbrio é rompido ocorre o chamado estresse oxidativo (Finkel e Holbrook, 

2000; Gutteridge e Halliwell, 2000). O estresse oxidativo pode causar efeitos 

prejudiciais, tais como peroxidação de lipídios de membrana, agressão às 

proteínas e danos ao DNA (Silva e Coutinho, 2010; Valko et al., 2016). 

Qualquer célula aeróbia pode sofrer os efeitos decorrentes do estresse 
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oxidativo, porém, particularmente o cérebro de mamíferos possui elevada 

sensibilidade ao dano oxidativo (Halliwell, 2006, 2012). Dados da literatura 

relatam a presença de estresse oxidativo relacionada à depleção hormonal 

ovariana decorrente da menopausa (Doshi e Agarwal, 2013).  Estudo anterior 

do nosso grupo de pesquisa demonstrou haver aumento de atividade 

antioxidante, mais especificamente da CAT frente à OVX em hipocampo de 

ratas adultas (Monteiro et al., 2005b), sugerindo um mecanismo compensatório 

frente à presença de espécies reativas.  

O estresse oxidativo também parece estar relacionado à senescência 

celular prematura (Chen et al., 2007a; Pole et al., 2016). A análise do 

comprimento de telômeros como marcador de senescência celular vem sendo 

extensamente proposta (Butt et al., 2010; von Zglinicki e Martin-Ruiz, 2005). Os 

telômeros são estruturas constituídas de uma sequência repetida de DNA, que 

ficam localizados nas extremidades dos cromossomos e possuem como função 

proteger a integridade dos genomas e impedir a fusão com outros 

cromossomos. Com o passar da idade os telômeros das células teciduais 

diminuem e a quantidade de telomerase, enzima responsável por manter o 

comprimento de telômeros, é insuficiente para manter o comprimento dos 

mesmos durante as repetidas divisões celulares (Blackburn, 2000; de Jongh et 

al., 2017). O encurtamento de telômeros pode ser acelerado pela presença de 

estresse oxidativo, inflamação e proliferação celular (Pusceddu et al., 2015), o 

que pode aumentar a probabilidade de desenvolvimento de senescência celular 

e apoptose. Neste sentido, estudos clínicos e pré-clínicos já demonstraram 

evidências sobre a diminuição de telômeros associada à menopausa e o papel 
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benéfico dos estrógenos sobre a atividade da telomerase, principalmente em 

leucócitos (Cen et al., 2015; Gray et al., 2014; Pines, 2013; Shenassa e 

Rossen, 2015).  
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2.JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

Partindo do princípio de que a depleção hormonal ovariana causa 

importantes alterações no organismo feminino, incluindo no SNC, aumentando 

a suscetibilidade de desenvolvimento de déficit cognitivo, distúrbios emocionais 

e até uma maior predisposição ao desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas, nossa hipótese é que a suplementação com VIT D atua de 

forma benéfica na reversão dos efeitos comportamentais e neuroquímicos 

causados pela OVX.  

 

3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a influência da 

OVX, um modelo animal amplamente utilizado para mimetizar alterações pós-

menopausa, sobre parâmetros comportamentais (memória) e neuroquímicos 

(sistema fosforilante do citoesqueleto, parâmetros inflamatórios, sistema 

colinérgico, estresse oxidativo, dano a biomoléculas e comprimento de 

telômeros) em hipocampo de ratas Wistar adultas. O papel neuroprotetor da 

VIT D também foi investigado. 
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3.2. Objetivos específicos 

Os objetivos específicos estão subdivididos em três capítulos, que serão 

apresentados na forma de artigos científicos, como segue: 

 

Capítulo I  

 Avaliar os efeitos da OVX em ratas Wistar adultas de 90 dias sobre o 

desempenho dos animais nas seguintes tarefas: campo aberto, 

reconhecimento de objetos e esquiva inibitória de curta (teste 1 hora após o 

treino) e longa duração (teste 7 dias após o treino); 

 Verificar o perfil de fosforilação dos seguintes filamentos intermediários 

de astrócitos e neurônios: proteína glial fibrilar ácida (GFAP), 

neurofilamentos de baixo, médio e alto peso molecular (NF-L, NF-M e NF-H 

respectivamente) em hipocampo de ratas Wistar adultas de 90 dias 

submetidas à OVX;  

 Avaliar o efeito da OVX em ratas Wistar adultas de 90 dias sobre o 

imunoconteúdo dos filamentos intermediários: GFAP, NF-L, NF-M e NF-H, 

bem como dos sítios de fosforilação (pSer57, pSer55 e pKSPrepeats) e de 

cinases envolvidas na fosforilação (p-p38, pJNK1/2, pERK1/2, PKAαsub e 

PKCaMIIc-sub) em hipocampo; 

 Investigar o papel neuroprotetor da VIT D sobre as alterações 

identificadas, bem como o imunoconteúdo de seu receptor (VDR) em 

hipocampo de ratas Wistar adultas de 90 dias submetidas à OVX.  
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Capítulo II  

 Avaliar o imunoconteúdo de NF-κB/p65 e fosfo-NF-κB/p65 nas frações 

citosólica e nuclear em hipocampo de ratas Wistar adultas submetidas a 

OVX com 90 dias; 

 Analisar os níveis de TNF-α, IL-1β e IL-6 em hipocampo de ratas Wistar 

adultas submetidas à OVX com 90 dias; 

 Verificar o efeito da OVX sobre parâmetros do sistema colinérgico como 

atividade da AChE e imunoconteúdo de AChE e ChAT em hipocampo de 

ratas Wistar adultas submetidas a OVX com 90 dias; 

 Avaliar os níveis de estradiol e calcidiol (VIT D) em soro, bem como 

medir o peso corporal ao final do experimento e a ingesta alimentar de 

ratas Wistar adultas submetidas à OVX com 90 dias de vida; 

 Investigar o possível papel protetor da suplementação com VIT D sobre 

os parâmetros analisados.  

 

Capítulo III 

 Avaliar parâmetros relacionados a estresse oxidativo como atividade das 

enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), e 

oxidação do DCFH em hipocampo de ratas Wistar submetidas à OVX 

em duas diferentes idades: 90 dias de vida ou 180 dias de vida; 

 Avaliar o conteúdo de sulfidrilas, níveis de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) e dano ao DNA em hipocampo de ratas Wistar 
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submetidas à OVX em duas diferentes idades: 90 dias de vida ou 180 

dias de vida; 

 Analisar o comprimento de telômeros em hipocampo de ratas Wistar 

submetidas à OVX em duas diferentes idades: 90 dias de vida ou 180 

dias de vida; 

 Investigar o papel da suplementação com VIT D sobre os parâmetros 

acima listados.  
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1. METODOLOGIA E RESULTADOS 

Os capítulos I, II, III serão apresentados na forma de artigos científicos, 

os quais apresentam o desenho experimental como segue: 

 

1.1 Modelo Experimental 

1.1.1 Ovariectomia 

Ratas Wistar adultas (90 ou 180 dias de vida) provenientes do Biotério 

do Departamento de Bioquímica foram aleatoriamente divididas em quatro 

grupos: (1) SHAM, (2) OVX, (3) VIT D e (4) OVX+ VIT D. 

A OVX consiste na retirada cirúrgica bilateral dos ovários a fim de causar 

a depleção dos hormônios ovarianos, mimetizando alterações observadas no 

período pós-menopausa. O procedimento cirúrgico foi realizado através de 

incisões translombares, mediante anestesia com uma mistura de cetamina e 

xilasina (90/20mg/Kg) e de acordo com Monteiro et al. (2005b) e Ben et al. 

(2009b). Os grupos SHAM e VIT D foram submetidos apenas a incisões 

cutâneas seguidas de sutura.  

 

1.1.2 Suplementação com Vitamina D 

Trinta dias após a OVX, as ratas foram submetidas à suplementação 

diária de VIT D, realizada por gavagem, por um período de 30 dias. As ratas 

controles receberam igual volume do veículo (propilenoglicol) utilizado para 
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dissolver a VIT D. Aproximadamente doze horas após a última suplementação 

as ratas foram submetidas aos testes comportamentais e/ou decapitadas sem 

anestesia para posteriores análises.  

A forma suplementada de VIT D foi o colecalciferol (vitamina D3), para 

que possa ser metabolizado até sua forma ativa: calcitriol. Utilizamos para este 

estudo a dose de 500 UI/Kg/dia de colecalciferol, que consiste em uma dose 

utilizada na literatura para estudos animais de diferentes modelos e em 

diferentes formas de administração (Chabas et al., 2013; de Souza Santos e 

Vianna, 2005; Féron et al., 2014; Gueye et al., 2015; Salum et al., 2013; Salum 

et al., 2012). 
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Eletronical Supplementary Material 

 

 

Supplemental Fig 1 Effect of OVX and vitamin D supplementation on 

immunocontent of intermediate filament in the cytoskeletal fraction (a) from 

hippocampus slices of female adult rats Representative Western blots of 

proteins studied are shown (b). β-actin was used as loading control. Bars 

represent the means±SD of percentage of controls. Data were analyzed by one-

way ANOVA (n= 6 animals per group) and was considered significant as 

p<0.05. OVX – ovariectomy; IF – intermediate filaments; GFAP – glial fibrilar 
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acid protein; NFL – low molecular weight neurofilament subunit; NFM - middle 

molecular weight neurofilament subunit and NFH - high molecular weight 

neurofilament subunit 

 

 

Supplemental Fig 2 Immunoblots of all proteins investigated in hippocampus of 

adult ovariectomized rats and vitamin D supplemented. β-actin was used as 

loading control. OVX – ovariectomy; VD- vitamin D.  
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Supplemental Fig 3 Effect of OVX and vitamin D supplementation on VDR 

immunocontent in hippocampus of female adult rats. Results are expressed as 

mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA (n = 6 animals per group) 

and was considered significant as p<0.05. VDR- vitamin D receptor; OVX-

ovariectomy 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to verify the effects of ovariectomy (OVX) and/or 

vitamin D supplementation (VIT D) on inflammatory and cholinergic parameters 

in hippocampus, as well as on serum estradiol and VIT D levels of rats. Ninety-

day-old female Wistar rats were randomly divided into four groups: SHAM, 

OVX, VIT D or OVX+VIT D. Thirty days after OVX, VIT D (500 IU/kg/day) was 

supplemented by gavage, for 30 days. Approximately 12 hours after the last VIT 

D administration, rats were decapitated without anesthesia; the hippocampus 

and serum were obtained for further analysis. Results showed that OVX rats 

presented a decrease in estradiol levels when compared to control (SHAM). 

There was an increase in VIT D levels in the groups submitted to VIT D 

supplementation. OVX increased the immunocontent of nuclear p-NF-κB/p65, 

TNF-α and IL-6 levels. VIT D partially reversed the increase in p-NF-κB/p65 

immunocontent and IL-6 levels. Regarding cholinergic system, OVX caused an 

increase in acetylcholinesterase activity without changing acetylcholinesterase 

and choline acetyltransferase immunocontents. VIT D did not reverse the 

increase in acetylcholinesterase activity caused by OVX. These results 

demonstrate that OVX alters inflammatory and cholinergic systems parameters 

and that VIT D supplementation at the dose used, partially reversed the 

increase in immunocontents of p-NF-Kb/p65 and IL-6 levels, but it was not able 

to reverse the other parameters studied. We hope to assist in changes 

understanding that occurs after menopause and open new perspectives for 

research involving VIT D therapies. 

 

Keywords: Vitamin D; inflammation; acetylcholinesterase; cholinergic system; 

choline acetyltransferase; ovariectomy.  
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1. Introduction 

17β-Estradiol (estrogen, estradiol) is a steroid hormone secreted mainly 

by ovaries and known to exert anti-inflammatory and neuroprotective functions 

in several organs and systems, including central nervous system (SNC) (Pozzi 

et al., 2006; Pratap et al., 2016; Villa et al., 2016). The estrogenic deprivation 

that occurs in menopause may be associated with cognitive impairment and 

increased risk for neurodegenerative diseases development (Georgakis et al., 

2016; Henderson, 2014). In addition, the abrupt reduction of circulating 

estrogen caused by surgical menopause has been related to increasing in body 

fat, drop in basal metabolism and also increase of inflammatory mediators (Ben-

Shmuel et al., 2015; Pacifici et al., 1989; Van Pelt et al., 2015; Vegeto et al., 

2006; Vieira-Potter et al., 2015).  

Nuclear factor-kappa B (NF-κB) is an important mediator of the 

responses triggered by inflammation and oxidative stress (Lawrence, 2009; 

Sies et al., 2017; Sunday et al., 2007). It is a nuclear transcription factor and its 

activation is related to transcription regulation of a large number of genes, 

including proinflammatory cytokines, chemokines, stress-response proteins and 

anti-apoptotic proteins (Lawrence, 2009; Li and Verma, 2002). Proinflammatory 

cytokines may be secreted by activated microglia in response to several 

inflammatory/oxidative stimulus and increased levels of proinflammatory 

cytokines such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), Interleukin-1β (IL-1β) 

and Interleukin 6 (IL-6) have been related to neurodegenerative conditions 

(Colonna and Butovsky, 2017; Kempuraj et al., 2017). In this context, literature 

studies have associated the ovariectomy (OVX), a surgical model of 

menopause, with the presence of an inflammatory phenotype (Au et al., 2016).  
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Acetylcholine (ACh) is an important neurotransmitter in the central and 

peripheral nervous system. ACh together with the enzyme acetylcholinesterase 

(AChE) and choline acetyltransferase (ChAT) constitute of brain cholinergic 

system, known to modulate several important functions, such as learning and 

memory (Perry et al., 1999; Peter et al., 2016; Sarter and Bruno, 1997).  In this 

way, recently we have shown that OVX impairs memory and increases AChE 

activity in hippocampus of adult rats (Monteiro et al., 2008; Monteiro et al., 

2005; Siebert et al., 2017). It has been shown that the cholinergic system is 

associated with inflammation mechanisms through the “cholinergic anti-

inflammatory pathway”, suggesting that  ACh would act through the 

transmission of neural signals via the vagus nerve to inhibiting the release of 

peripheral cytokines (Han et al., 2017; Pavlov and Tracey, 2005; Rosas-Ballina 

and Tracey, 2009).  

Hormone replacement therapy (HRT) is widely prescribed to 

postmenopausal women for treatment and relief of signs and symptoms. 

Although effective in some cases, adverse effects of this therapy are widely 

reported (Sohrabji and Bake, 2006), therefore, it is very important the search for 

alternative and/or complementary therapies in order to obtain better results for 

the general health of women in the postmenopausal period. In this context, 

vitamin D (VIT D) is considered a steroid hormone beneficial for calcium 

homeostasis with antioxidant and anti-inflammatory activities (Di Somma et al., 

2017; Hajiluian et al., 2017; Longoni et al., 2017). In humans, the main sources 

of VIT D are the endogenous formation as result of ultraviolet B radiation 

exposure (Barberger-Gateau, 2014; Di Somma et al., 2017; Mpandzou et al., 

2016; Stroud et al., 2008) and the diet, which has become an important 
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alternative source of this vitamin. Studies described in the literature have 

already shown some benefits of VIT D supplementation on changes associated 

with OVX (Babaei et al., 2017; Li et al., 2016; Siebert et al., 2017). 

In this work we investigate the effects of OVX on inflammatory and 

cholinergic system in hippocampus of adult female Wistar rats. Serum levels of 

estradiol and VIT D, as well as body weight were evaluated. The possible 

neuroprotective role of VIT D supplementation on changes caused by OVX was 

also investigated. Our hypothesis is that OVX causes changes related to 

hippocampal inflammatory and cholinergic systems, and that VIT D 

supplementation acts in a beneficial way in reversing such changes. 

 

2. Material and Methods 

 

2.1. Animals  

Ninety-day-old female Wistar rats were obtained from the Central Animal 

House of the Department of Biochemistry at the Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil. Animals were housed in 

plastic cages and maintained at a constant temperature (22 °C) in a light/dark 

cycle 12:12 h with free access to water and receiving specific commercial chow 

(pelleted food containing in its composition 2.000 IU/kg of VIT D3). The ethical 

standards followed the official governmental guidelines issued by the Brazilian 

Federation of Societies for Experimental Biology, following the Guide for Care 

and Use of Laboratory Animals and Arouca Law (Law n° 11.794/2008). Animal 

experimentation protocols had been approved by the University Ethics 

Committee for the Use of Animals (CEUA) under the project #28033.  
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2.2. Experimental groups 

Female Wistar rats (90-day-old) were randomly divided into four groups: 

(1) SHAM (submitted to surgery without ovaries removal); (2) OVX (submitted to 

surgical removal of both ovaries); (3) VIT D or (4) OVX+VIT D. The summary of 

the experimental design can be seen in Fig 1. 

 

2.3. Ovariectomy procedure 

Ninety-day-old female Wistar rats were anesthetized by intraperitoneal 

(i.p.) administration of a mixture of ketamine (90 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) 

and subsequently submitted to a surgical procedure for removing both ovaries 

(OVX) according to Mackedanz et al. (2011) in order to eliminate endogenous 

ovarian steroids and mimics the effects observed after menopause.  

 

2.4. Vitamin D supplementation 

Thirty days after the OVX, the animals received the daily supplement with 

VIT D (200 μL) for 30 days by gavage. Control groups (SHAM and OVX) 

received an equal volume of vehicle (propylene glycol). Based on previous work 

the dose of VIT D (cholecalciferol – vitamin D3; Sigma-Aldrich®) used was 500 

IU/kg/day (Chabas et al., 2013; de Souza Santos and Vianna, 2005; Gueye et 

al., 2015; Salum et al., 2013; Siebert et al., 2017). Approximately 12 hours after 

the last administration, rats were decapitated without anesthesia and the blood 

and hippocampus were removed for further analysis. 
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2.5. Evaluation of daily food consumption and body weight 

The daily food consumption was evaluated through the control of the 

weight of food (g) ingested daily per rat (15 days of evaluation). For this, the 

amount of food consumed per box (g) was divided by the number of animals per 

box, generating an estimate of daily food consumption (g). We also performed 

the control of the body weight (g) of animals before OVX, during treatment with 

VIT D (weekly, for VIT D dose adjustment) and at the end of experiment. 

 

2.6. Serum estradiol and calcidiol levels measurements  

The hormonal determinations were performed in serum. Blood was 

collected and centrifuged at 1000xg for 10 min at 4°C, and serum was removed 

by suction. Estradiol levels were detected by radioimmunoassay method and 

calcidiol (25(OH)D) levels were detected by the chemiluminescent method. The 

results were calculated as picogram per ml (pg/ml) for estradiol levels and 

nanogram/ml (ng/ml) for calcidiol levels. 

 

2.7. Cytokine levels measurements  

The hippocampus was homogenized in 1:5 (w/v) saline solution (0.9% 

NaCl). The homogenate was centrifuged at 800×g for 10 min at 4 °C, and the 

supernatant was used for analysis.  TNF-α, IL-1β and IL-6 levels in the 

hippocampus were measured by kit rat high-sensitivity enzyme-linked 

immunoabsorbent assays (ELISA) with commercially available kits (Sigma-

Aldrich®). 
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2.8. Acetylcholinesterase activity measurement 

The hippocampus was homogenized in 10 volumes (1:10, w/v) of 0.1 mM 

potassium phosphate buffer (pH 7.5) and centrifuged at 1000xg for 10 min at 4 

°C. AChE activity was determined in the supernatant according to the method of 

Ellman et al. (1961), with modifications (Scherer et al., 2010). Hydrolysis of 

rates were measured at acetylthiocholine concentration of 0.8 mM in 300 μL 

assay solution with 30 mM phosphate buffer, pH 7.5, and 1.0 mM 5,5′-dithiobis-

(2-nitrobenzoic acid - DTNB) at 25 °C. Fifty microliters of hippocampus 

supernatant was added to reaction mixture and incubated for 3 min. The 

hydrolysis was monitored by the formation of the thiolate di-anion of DTNB at 

412 nm for 2–3 min, measured at intervals of 30 s. 

 

2.9. Cellular preparation for cytosolic and nuclear detection of NF-κB/p65 

immunocontent 

Cellular preparation for detection of cytosolic and nuclear fractions of NF-

κB/p65 and NF-κB/p65 phosphorylated subunit (p-NF-κB/p65) was realized as 

described by da Cunha et al. (2012).  Hippocampus was homogenized in 

hypotonic lysis buffer (300 μL) containing 10 mM HEPES (pH 7.9), 1.5 mM 

MgCl2, 10 mM  KCl, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM  

dithiothreitol (DTT), 5 mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate  plus protease 

inhibitor cocktail. Subsequently, the samples homogenate were lysed with 18 μL 

10% IGEPAL. The homogenate was then centrifuged (14.000×g, 30s, 4 °C), the 

supernatants containing the cytosolic fraction were stored at −80 °C and the 

nuclear pellet was resuspended in 200 μL ice-cold hypertonic extraction buffer 

containing 10 mM HEPES (pH 7.9), 0.40 M NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 
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0.5 mM PMSF, 1 mM DTT, 5 mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate, 0.25 mM 

EDTA, 25% glycerol  plus protease inhibitor cocktail. The extract resulting was 

mixed for 40 min and centrifuged at 14.000×g, 10 min, 4 °C. The supernatants 

containing nuclear protein were stored at −80 °C. Lastly, aliquot of samples 

were dissolved in 25% (v/v) of a solution containing 40% glycerol, 5%  

mercaptoethanol, and 50 mM Tris-HCl, pH 6.8, for electrophoresis analysis. 

 

2.10. Tissue preparation for detection of acetylcholinesterase and choline 

acetyltransferase immunocontents 

The hippocampus was homogenized in 200 uL of a lysis solution 

containing 2 mM EDTA, 50 mM Tris–HCl, pH 6.8, and 4% sodium dodecyl 

sulfate (SDS). The samples were dissolved 1:1 in Laemmli buffer 2x containing 

40% glycerol, 5% 2-mercaptoethanol, 50 mM Tris–HCl, pH 6.8 and 10 % SDS, 

and boiled for 5 min. The samples were stored at −80 °C (Biasibetti-Brendler et 

al., 2017). 

 

2.11. Western blotting analysis of NF-κB/p65, acetylcholinesterase and 

choline acetyltransferase  

Total protein homogenate were separated by 10 % SDS–PAGE (20 

μg/lane of total protein and 10 μg/lane of total protein for nuclear fraction of NF-

κB/p65) and transferred (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) to 

nitrocellulose membranes for 1 h at 15 V in transfer buffer (48 mM Trizma, 39 

mM glycine, 20% methanol, and 0.25% SDS). Blot was then incubated 

overnight at 4°C in a blocking solution containing 5% bovine serum albumin 

(BSA) and the following diluted antibodies: mouse anti-β-actin (1:1000, Sigma-
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Aldrich), rabbit anti-AChE (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), goat anti-ChAT 

(1:1000, Sigma-Aldrich), rabbit anti-NF-κB/p65 (1:1000; Santa Cruz 

Biotechnology) or rabbit anti-p-NF-κB/p65 (1:1000; Santa Cruz Biotechnology). 

For detection of AChE immunocontent, the blot was washed twice for 5 min with 

0.05% Tween-20 Tris-buffered saline (T-TBS) and twice for 5 min with Tris-

buffered saline (TBS), followed by incubation for 2 hours in antibody solution 

containing non-conjugated anti-rabbit IgG diluted 1:1000. Later, the blot was 

washed as above described and then incubated for 1h in a solution containing 

streptavidin-HRP (Cell Signaling Technology) diluted 1:3000. For the other 

antibodies, the blot was washed twice for 5 min with T-TBS and twice for 5 min 

with TBS, followed by incubation for 2 hours with peroxidase-conjugated anti-

mouse IgG (Cell Signaling Technology) diluted 1:1000 for β-actin, anti-rabbit 

IgG (Cell Signaling Technology) diluted 1:2000 for NF-κB/p65 and anti-goat IgG 

diluted 1:3000 for ChAT. The blot was developed using a chemiluminescence 

kit (Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore) and 

detected by ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare Life Sciences (Biasibetti-

Brendler et al., 2017). 

 

2.12. Protein determination 

The determination of total protein was performed by a colorimetric 

method (Lowry et al., 1951), using serum bovine albumin as standard. 

 

2.13. Statistical analysis 

The data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by post hoc Tukey´s test. Values of p<0.05 were considered 
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statistically significant. All analyses and plots were performed using GraphPad 

Prism 5.1 software program in a compatible computer. 

 

3. Results  

 

3.1. Serum levels of estradiol and calcidiol, body weight and daily food 

intake of Wistar rats submitted to OVX and/or VIT D supplementation 

 Serum estradiol levels were measured in order to confirm the efficacy of 

OVX. As can be observed in Table 1,  estradiol levels were significantly altered 

by OVX [F(1,19)=11.82, p=0.0028] and there was no effect of VIT D 

supplementation [F(1,19)=0,6919, p=0.4158] nor interaction [F(1,19)=1.493, 

p=0.2366]. Post hoc Tukey´s test analysis revealed that OVX and OVX+VIT D 

groups present a decrease in estradiol levels compared to non-ovariectomized 

groups SHAM and VIT D (p<0.05). The measure of serum calcidiol levels was 

performed in order to confirm the efficacy of VIT D supplementation in 

increasing their circulating levels (Table 1). Serum calcidiol levels was altered 

by VIT D supplementation [F(1,18)=20.89, p=0.0002]. There was no effect of 

OVX [F(1,18)=1.138, p=0.3001], and no interactions [F(1,18)=0.09612, 

p=0.7601]. Post hoc Tukey´s test analysis revealed that there was an increase 

in calcidiol levels in VIT D and VIT D+OVX groups when compared to groups 

SHAM and OVX that received vehicle (p<0.05).  

We also analyzed the body weight and food intake of rats. Table 1 

showed that the body weight of the rats at the end of experiment was altered by 

OVX [F(1,8)=31.15, p=0.0005]. There was no effect of VIT D supplementation 

[F(1,8)=0.035, p=0.8554] and no interactions [F(1,8)=0.854, p=0.3743]. Post 
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hoc Tukey´s test analysis revealed that OVX and OVX+VIT D groups present 

an increase in body weight compared to controls groups SHAM and VIT D 

(p<0.05). Daily food intake was not altered by OVX [F(1,20)=0.8781, p=0.3599], 

nor by VIT D supplementation [F(1,20)=0.6652, p=0.4243], and no interactions 

were seen [F(1,20)=0.1593, p=0.6940].  

 

3.2. Effect of OVX and/or VIT D supplementation on parameters related to 

hippocampal inflammation in adult Wistar rats 

Fig 2 shows the effect of OVX and/or VIT D supplementation on 

immunocontent of cytosolic and nuclear fraction of NF-κB/p65 and p-NF-

κB/p65. Two-way ANOVA revealed a significant interaction between OVX and 

vehicle administration on nuclear fraction of p-NF-κB/p65 immunocontent 

[F(1,19)=10.19, p=0.0037; Fig 2d]. There was no effect of OVX, neither of VIT D 

supplementation on this parameter [F(1,19)=2.957, p=0.1018;  F(1,19)=01045, 

p=0.9196, respectively; Fig 2d]. Analyzing the interaction, post hoc Tukey´s test 

analysis revealed that the immunocontent of nuclear fraction of p-NF-κB/p65 

was significantly increased by OVX in the groups that received vehicle 

administration (SHAM and OVX; p<0.01; Fig 2d). VIT D supplementation 

partially reversed the increase in nuclear fraction of p-NF-κB/p65 caused by 

OVX. No alterations caused by OVX were observed on immunocontent of 

cytosolic fraction of NF-κB/p65 and p-NF-κB/p65, as well as in the 

immunocontent of nuclear fraction NF-κB/p65 [F(1,20)=0.4756, p=0.4984; 

F(1,20)=0.01656; p=0.8989; F(1,20)=0.5836; p=0.4543, respectively]. There 

was no effect of VIT D on these parameters [cytosolic fraction of NF-κB/p65: 

F(1,20)=0.3884, p=0.5402; cytosolic fraction of p-NF-κB/p65: F(1,20)=0.01660, 
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p=0.8988; nuclear fraction of NF-κB/p65: F(1,20)=0.02862, p=0.8674] and no 

interactions were observed [cytosolic fraction of NF-κB/p65: F(1,19)=0.01182, 

p=0.9145; cytosolic fraction of p-NF-κB/p65: F(1,19)=0.3543, p=0.5584; nuclear 

fraction of NF-κB/p65: F(1,19)=0.5134, p=0.4824] (Fig 2a, Fig 2b and Fig 2c).  

Since active form NF-κB promotes gene expression of proinflammatory 

molecules, we evaluated the effect of OVX and/or VIT D supplementation on 

TNF-α, IL-1β and IL-6 in hippocampus of adult rats. Fig 3 shows that OVX 

induced an increase in TNF-α (Fig 3a) and IL-6 (Fig 3c) levels in rat 

hippocampus [F(1,16)=30.97, p<0.0001 and F(1,16)=5.25, p=0.0358, 

respectively], but not in IL-1β levels (Fig 3b) [F(1,16)=1.444, p=0.2470]. There 

was no effect of VIT D supplementation on these parameters [TNF-

α:F(1,16)=0.1020, p=0.7536; IL-1β: F(1,16)=2.424, p=0.1390; IL-6: 

F(1,16)=0.01644, p=0.8990] and interaction was observed only in IL-6 

[F(1,16)=8.820, p=0.0090]. Post hoc Tukey's test analysis revealed that the 

OVX and OVX+VIT D groups present an increase of TNF-α levels compared to 

SHAM (p<0.01; Fig 3a). Regarding IL-6 levels (Fig 3c), OVX group presents an 

increase in this parameter compared to SHAM (p<0.01) and VIT D 

supplementation seems to partially reverse this effect (equal to SHAM and 

OVX). 

 

3.3. Effect of OVX and/or VIT D supplementation on parameters related to 

the cholinergic system in hippocampus of adult Wistar rats 

In order to investigate whether OVX and/or VIT D supplementation would 

affect the cholinergic system, we evaluated some parameters related to this 

system in hippocampus of adult rats. Fig 4a shows a significant effect by OVX 
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on AChE activity [F(1,20)=22.35, p<0.0001]. There was no effect of the VIT D 

[F(1,20)=2.556, p=0.1255] and no interaction [F(1,20)=3.015, p=0.0979]. Post 

hoc Tukey´s test demonstrated an increase in AChE activity in OVX and 

OVX+VIT D groups (p<0.01). We also analyzed the immunocontent of AChE 

and ChAT in hippocampus of adult rats submitted to OVX and/or VIT D 

supplementation. OVX did not exert effects on immunocontent of AChE (Fig 4b) 

and ChAT (Fig 4c)  [F(1,16)=0.6787, p=0.4221 and F(1,12)=0.09496, p=0.7633, 

respectively]. VIT D supplementation also did not affect this immunocontent 

[AChE: F(1,16)=0.1485, p=0.7050; ChAT: F(1,12)=0.3154, p=0.5847] and there 

was no interaction [AChE: F=(1,16)=0.9222, p=0.3512; ChAT: F(1,12)=1.215, 

p=0.2919]. 

 

4. Discussion 

Changes in estrogens levels seem to affect several brain processes, 

including cognition (Au et al., 2016; Heberden, 2017; McEwen et al., 2012). 

Previous studies from our research group and others have already shown that 

OVX is associated with alterations in energy metabolism and cytoskeleton in 

hippocampus, as well as with learning and memory impairment in adult rats (Cui 

et al., 2017; Siebert et al., 2014; Siebert et al., 2017). In the present study, we 

investigated some biochemical parameters related to inflammation and 

cholinergic system in hippocampus of adult female Wistar rats submitted 

bilateral ovarian withdrawal (OVX) followed by VIT D supplementation. The 

body weight, food intake and serum estradiol and calcidiol levels were also 

evaluated. 
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In this study OVX significantly increased body weight, which corroborates 

with the literature data (Ben et al., 2010; Fang et al., 2015; Iwasa et al., 2011; 

Mackedanz et al., 2011; Monteiro et al., 2008; Russell et al., 2017). VIT D 

supplementation, at the dose used in our study, was not able to act on body 

weight gain since the animals of the OVX + VIT D group also presented na 

increase in body weight when compared to the SHAM group. Excessive body 

weight gain related to estrogen deprivation may predispose to the development 

of obesity, insulin resistance, cardiovascular and chronic diseases (Ferrara et 

al., 2002; Rogers et al., 2009; Tchernof and Despres, 2000), which are 

associated with a decline in quality of a woman's life (Lobo et al., 2014). In order 

to verify that the body weight gain of the OVX animals in this study is related to 

the increase in dietary intake, we evaluated the daily food intake per animal (g). 

Although the literature suggests that increase in body weight caused by OVX 

would be due to hyperphagia (Iwasa et al., 2011; Jiang et al., 2008), our data 

did not show changes in daily food intake among groups. It is necessary to 

emphasize that the measure of food consumption in this study was controlled 

during a short period (about two weeks), concomitant with vehicle or VIT D 

administration, and consists of a mean estimate of the food consumption per 

box.  

Surgical removal of ovaries causes an abrupt decrease in serum 

estradiol levels. In agreement with previous reports (Iwasa et al., 2011; 

Monteiro et al., 2007; Waynforth and Flecknell, 1992), the present study 

revealed that rats submitted to OVX present a significant decrease in serum 

estradiol, confirming the efficacy of the surgical procedure. In addition, in order 

to verify whether the dose of VIT D supplemented was effective in increasing 
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serum VIT D levels, we performed the calcidiol measurement in serum of 

animal. Results showed that 500 IU/Kg/day VIT D supplementation increased 

serum calcidiol levels in the supplemented groups. The calcidiol is the most 

abundant form of VIT D and the best indicator for assessing VIT D status 

(Maeda et al., 2014).   

Although the association between menopause and an increased risk of 

neurological disorders is widely described and investigated, the mechanisms 

involved are still not fully understood. Considering that neuroinflammation is 

described as a common feature of various diseases affecting the brain (Simen 

et al., 2011) and postmenopausal decrease in estrogens levels may be related 

to alterations in inflammatory status (Au et al., 2016), we investigated some 

inflammatory parameters in hippocampus of adults rats submitted to OVX 

and/or VIT D supplementation. The evaluation of cytoplasmatic and nuclear NF-

κB/p65 was performed by analyzing the immunocontents of NF-κB/p65 and p-

NF-κB/p65. OVX increased nuclear p-NF-κB/p65 immunocontent. VIT D per se 

had no effect on NF-κB/p65 immunocontent, but partially reversed this 

parameter. NF-κB is an important transcription factor activated in inflammatory 

situations. It is a heterodimer situated in the cytoplasm and bound to inhibitory 

proteins (IκB) inactivated. Phosphorylation process induces activation and 

translocation of NF-κB to the nucleus and thus transcriptional activation of 

specific target genes, such as inflammatory mediators, including cytokines, 

chemokines and cell adhesion molecules occurs (McKay and Cidlowski, 1999; 

Shih et al., 2015; Sunday et al., 2007; Tak and Firestein, 2001). This 

translocation can be a mechanism to cellular responses to oxidants or 

inflammatory and immune stimulus (Barnes, 1997; Morgan and Liu, 2011).  



66 

 

The NF-KB activation can stimulate the secretion of inflammatory 

cytokines, which are molecules involved in signaling during the immune 

response (Lawrence, 2009; Tak and Firestein, 2001). Therefore, we analyzed 

the levels of the proinflammatory cytokines TNF-α, IL-1β and IL-6 in 

hippocampus. Results showed that OVX provoked an increase in 

proinflammatory cytokines TNF-α and IL-6. VIT D per se had no effect on these 

parameters and partially reversed the increase in IL-6 levels. Proinflammatory 

cytokines TNF-α, IL-1 and IL-6 produced by microglia are considered classic 

mediators of inflammation (Wang et al., 2015). Estrogens exert anti-

inflammatory actions in several systems, therefore our results agree with other 

studies in the literature that report the presence of inflammatory changes in 

brain of animals submitted to OVX (Benedusi et al., 2012; Kireev et al., 2014; 

Wang et al., 2016; Xu et al., 2015) and although the mechanisms involved in 

the activation of the immune system in adult Wistar rats submitted to OVX need 

to be better studied, our results suggest that the increase in cytokines levels 

observed could be closely related to NF-κB activation. 

Acetylcholine (ACh) is an important cerebral neurotransmitter of the 

nervous system and is involved in learning and memory processes (Maurer and 

Williams, 2017; Mohapel et al., 2005). ChAT is the enzyme responsible for the 

synthesis of ACh from acetyl-coenzyme A and choline. AChE is the enzyme 

responsible for the hydrolysis of ACh in acetate and choline. ACh, together with 

its receptors and the enzymes AChE and ChAT constitute the cholinergic 

neurotransmission system, which has recently received great attention in 

relation to its role in anti-inflammatory pathways (Han et al., 2017; Maurer and 

Williams, 2017). In this context, we investigated the activity and immunocontent 
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of AChE, as well as ChAT immunocontent in hippocampus of adult rats 

submitted to OVX and/or VIT D supplementation. OVX increases AChE activity 

without altering the AChE and ChAT immunocontents. VIT D per se had no 

effect on these parameters and was also not able to reverse the activation of 

AChE activity. Our results allow us to suggest that the increase in AChE activity 

without changing ChAT immunocontent may be cause a reduction of cholinergic 

neurotransmission due to a decrease in the levels of available ACh in the 

synaptic cleft, corroborating with memory deficits already described in this 

model (Siebert et al., 2017) and may be related to the inflammatory changes 

observed in this study. 

Although beneficial effects of VIT D supplementation have already been 

described (Barberger-Gateau, 2014; Feron et al., 2014; Gregoriou et al., 2017), 

few studies specifically address the effects of VIT D supplementation in the form 

of cholecalciferol in hippocampus, especially using a OVX model. In this study, 

VIT D supplementation partially reversed the increase in p-NF-KB/p65 

immunocontent and IL-6 levels in hippocampus of adult female Wistar rats 

submitted to OVX.  Therefore, we may suggest that the VIT D dose used could 

help improve inflammatory parameters. Regarding the cholinergic system, we 

did not observe a reversion in AChE activity by VIT D, therefore the dose used 

was not effective in improving this parameter. Other beneficial actions of VIT D 

in this dose and in this model have already been reported in previous studies 

(Siebert et al., 2017). 

In summary, our results revealed that OVX causes an imbalance in the 

inflammatory and cholinergic hippocampal systems of adult Wistar rats, but the 

mechanism by which such changes occur is still not completely clear. Although 
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effective in increasing serum calcidiol levels, VIT D supplementation was not 

fully effective in reversing the inflammatory and cholinergic changes in the 

hippocampus. We hope, with our findings, to assist in the understanding and 

knowledge of brain alterations that may be present in postmenopausal women. 

They may open perspectives for future research in order to better understand 

the cerebral changes observed in the postmenopausal period. A summary of 

the results of this work may be found in Fig 7. 
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Figures Legends  

 

Figure 1. Timeline of experimental design. OVX- ovariectomy; VIT D – vitamin 

D 

 

Figure 2. Effect of OVX and/or VIT D supplementation on cytosolic and nuclear 

fraction of NF-κB/p65 and p-NF-κB/p65 in hippocampus of adult female Wistar 

rats. NF-κB/p65 citosolic fraction (a), p-NF-κB/p65 citosolic fraction (b), NF-

κB/p65 nuclear fraction(c), p-NF-κB/p65 nuclear fraction (d). Results are 

expressed as percentage of control. Uniformity of gel loading was confirmed 

with β-actin as standard. Data are mean ± SD for five to six animals in each 

group (two-way ANOVA followed by Tukey's test). **p < 0.01, different from 

SHAM. OVX - ovariectomy; VIT D - vitamin D; NF-κB/p65 - nuclear factor-kappa 

B; p-NF-κB/p65 - phosphorylated nuclear factor-kappa B 

 

Figure 3. Effect of OVX and/or VIT D supplementation on proinflammatory 

cytokines levels in hippocampus of adult female Wistar rats. (a) TNF-α levels, 

(b) IL-1β levels and (c) IL-6 levels. Results are expressed as pg/mg protein. 

Data are mean ± SD for five animals in each group (two-way ANOVA followed 

by Tukey's test). **p < 0.01, different from SHAM. OVX - ovariectomy; VIT D - 

vitamin D; IL-6 - interleukin-6; TNF-α - tumor necrosis factor alpha; IL-1 β - 

interleukin-1 beta 

 

Figure 4. Effect of OVX and/or VIT D supplementation on cholinergic 

parameters in hippocampus of adult female Wistar rats. (a) acetylcholinesterase 
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activity, (b) acetylcholinesterase immunocontent and (c) choline 

acetyltransferase immunocontent. Results are expressed as µmol AcSCh/h/mg 

protein (a) or percentage of control (b and c). Uniformity of gel loading was 

confirmed with β-actin as standard. Data are mean ± SD for four to six animals 

in each group (two-way ANOVA followed by Tukey's test). **p<0.01 and 

***p<0.001, different from SHAM. OVX - ovariectomy; VIT D - vitamin D; AChE - 

acetylcholinesterase; ChAT – choline acetyltransferase; AcSCh - 

acetylthiocholine  

 

Figure 5. Representative figure of the main results 
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1. DISCUSSÃO  

Os processos relacionados ao envelhecimento e à menopausa humana 

estão associados ao aumento de diversos fatores de risco para a qualidade de 

vida e saúde geral da mulher. Investigar a fisiopatologia de tais eventos é algo 

complexo, portanto, a utilização de modelos experimentais em roedores a fim 

de mimetizar as alterações presentes no período pós-menopausa têm sido 

amplamente empregados. Embora alguns mecanismos possam diferir em se 

tratando de uma espécie para outra, a utilização de tais modelos proporcionam 

oportunidades para estudarmos elementos importantes envolvidos nos 

processos reprodutivos e de envelhecimento, abrindo perspectivas para a 

melhor compreensão de tais eventos, bem como possibilitando a utilização de 

intervenções no sentido de prevenir e/ou reverter alguns efeitos 

proporcionando melhora na qualidade de vida durante esse período tão longo 

da vida das mulheres (Koebele e Bimonte-Nelson, 2016).  

Nesse contexto no presente estudo utilizamos a OVX bilateral em ratas 

Wistar adultas como um modelo animal de depleção ovariana a fim de 

mimetizar alterações decorrentes da menopausa (Koebele e Bimonte-Nelson, 

2016; Savonenko e Markowska, 2003). A OVX causa uma rápida diminuição na 

secreção dos hormônios ovarianos. Dados na literatura mostram que cerca de 

uma semana após o procedimento cirúrgico os níveis circulantes de estradiol já 

se apresentam significativamente reduzidos (Monteiro et al., 2005c; Savonenko 

e Markowska, 2003).  

A suplementação com VIT D tem sido amplamente utilizada como 

terapia auxiliar em diversas condições, sobretudo na menopausa, onde a maior 
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parte dos estudos aborda seus efeitos sobre o metabolismo ósseo (Harvey e 

Cooper, 2016; Sullivan et al., 2017). A VIT D é uma molécula lipossolúvel que 

atravessa facilmente a barreira cérebro-sangue podendo, portanto exercer 

efeitos sobre o cérebro (Nair e Maseeh, 2012). Neste sentido, resolvemos 

investigar os efeitos da suplementação com VIT D em ratas adultas submetidas 

à OVX sobre o cérebro, mais especificamente sobre o hipocampo. Com base 

na literatura, escolhemos a dose de 500 UI/Kg/dia de colecalciferol (VIT D) para 

utilizarmos em nosso estudo (Chabas et al., 2013; Salum et al., 2013). 

Considerando que nossos animais recebem suplementação com VIT D na dieta 

padrão (cerca de 2000 UI/KG de ração), escolhemos tal dose, considerada 

relativamente baixa e que poderia se somar com a dieta minimizando os riscos 

de malefícios em decorrência de possível toxicidade.  

A diminuição precoce e prolongada de hormônios ovarianos na 

circulação, particularmente de estradiol, parece estar relacionada com efeitos 

neurológicos negativos (Brann et al., 2007; Scott et al., 2012). A relação entre o 

aumento no déficit cognitivo e a menopausa é amplamente relatada, porém os 

mecanismos envolvidos ainda não são totalmente conhecidos. No presente 

estudo, iniciamos investigando os efeitos da menopausa experimental em ratas 

Wistar adultas sobre parâmetros comportamentais. Não foram observados 

déficits locomotores ou exploratórios no teste de campo aberto, mas a 

avaliação da memória de reconhecimento mostrou comprometimento na 

memória de curto prazo (teste 1 h após a sessão de treino) e de longo prazo 

(teste 7 dias após a sessão de treino) em animais submetidos à menopausa 

experimental, o que foi representado por percentual de exploração semelhante 

de ambos objetos (familiar e novo). Com base na tendência natural dos 
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roedores para explorar novos objetos em comparação com o que já é familiar 

(Ennaceur e Delacour, 1988), nosso resultado demonstrou haver 

comprometimento na memória de reconhecimento. Em relação à memória 

aversiva, avaliada pela tarefa de esquiva inibitória, observamos que as ratas 

ovariectomizadas apresentaram comprometimento significativo da memória 

aversiva de longo prazo (teste 7 dias após a sessão de treino), mas não no 

teste de curto prazo (teste 1 h após a sessão de treino). Considerando que as 

memórias são divididas em memória de curto prazo, com duração de minutos a 

horas e memória de longo prazo, com duração de dias, semanas e até uma 

vida inteira (Bailey et al., 1996; Izquierdo e Medina, 1997; Routtenberg, 2008), 

em nosso estudo escolhemos avaliar a memória de longo prazo 7 dias após a 

sessão de treino, pois dados anteriores do nosso grupo de pesquisa já 

demonstraram que ratas submetidas a OVX apresentam comprometimento na 

memória aversiva 24 horas após a sessão de treino (Ben et al., 2010). Assim, 

podemos sugerir que a OVX causa comprometimento na retenção de memória 

aversiva de longo prazo, detectada 24 horas após a sessão de treino e 

persistindo durante pelo menos 7 dias. Prejuízos na memória de 

reconhecimento relacionada à OVX em camundongos já foram relatadas, 

porém a alteração dependeu do tempo de avaliação: quando avaliados 12 

semanas após a OVX os animais apresentaram déficit na memória de 

reconhecimento e quando avaliados anteriormente, 6 semanas após a OVX tal 

alteração de memória não foi observada (Bastos et al., 2015). Além disso, Diz-

Chaves et al. (2012) mostraram que o tratamento com valerato de estradiol 

melhora a memória de ratas OVX, demonstrando ação benéfica dos 

estrógenos sobre a mesma.  
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A suplementação com VIT D não foi capaz de melhorar o desempenho 

dos animais nas tarefas comportamentais. Além disso, a VIT D per se alterou a 

memória de reconhecimento. Fedotova et al. (2016), em um estudo utilizando 

ratas Wistar ovariectomizadas, mostraram que a VIT D, na forma de 

colecalciferol em doses elevadas administrada de forma isolada ou em 

conjunto com 17β-estradiol, possui efeito antidepressivo em ratas fêmeas 

adultas. Além disso, Alrefaie e Alhayani (2015), em um estudo com ratos Wistar 

machos adultos em um modelo de diabetes induzido por estreptozotocina 

mostrou que o colecalciferol na dose de 500 UI/kg/dia, promoveu a 

recuperação da memória de reconhecimento.  No entanto, neste estudo, o 

tempo de tratamento foi de 10 semanas e foram utilizados apenas machos que 

não sofrem flutuações hormonais como as fêmeas. Portanto, podemos sugerir 

que, talvez, a dose e o tempo de tratamento utilizados neste estudo podem não 

ter sido suficientes para alcançar efeitos sobre os parâmetros de memória 

analisados.   

Estudos prévios já demonstraram alterações nas atividades de 

importantes enzimas cerebrais, como enzimas antioxidantes, AChE, citocromo 

c oxidase e Na+,K+-ATPase,  bem como alterações comportamentais no 

modelo de OVX em ratas adultas. Baseado nisto, estendemos nossos estudos, 

focando especificamente em hipocampo, uma importante estrutura cerebral 

relacionada a processos de memória e altamente sensível aos efeitos dos 

estrógenos (Ben et al., 2009b; Monteiro et al., 2005b; Monteiro et al., 2005c; 

Siebert et al., 2014). Buscamos melhor compreender os mecanismos 

envolvidos nas alterações encontradas até o momento e outras, bem como 
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investigar os efeitos da suplementação com VIT D sobre os parâmetros 

investigados.  

A partir destes resultados e outros da literatura que confirmam que a 

menopausa pode ocasionar distúrbios de memória e aumentar o risco de 

desenvolvimento de neurodegeneração, avaliamos parâmetros relacionados ao 

sistema fosforilante do citoesqueleto em hipocampo. O citoesqueleto é 

importante na organização celular e especificamente os neurofilamentos estão 

relacionados com a fragilidade celular, visto que são responsáveis por fornecer 

resistência mecânica para as células (Fuchs e Cleveland, 1998; Omary, 2009; 

Omary et al., 2004). Além disso, distúrbios na homeostase do citoesqueleto 

parecem estar associados à neurodegeneração (Afreen et al., 2017; Zetterberg, 

2016). Iniciamos investigando a fosforilação in vitro de subunidades de NFs e 

GFAP presentes na fração citoesquelética enriquecida com FIs de neurônios e 

astrócitos, respectivamente. Os resultados mostraram que a OVX causa 

aumento da fosforilação de GFAP e NFs sem alterar o imunoconteúdo destes 

FIs. Sabe-se que as proteínas cinases dependentes de segundos mensageiros 

fosforilaram locais específicos localizados nos domínios amino-terminal de 

subunidades de FIs (Zheng et al., 2003). Consistente com isto, nossos 

resultados mostraram que a PKCaMII é ativada pela OVX, sugerindo que tal 

proteína cinase está envolvida na hiperfosforilação da GFAP e NF-L detectada 

nesses animais. Além disso, NFLSer55 e NFLSer57 parecem ser os sítios de 

fosforilação alvos da OVX, sendo a PKCaMII a proteína cinase responsável por 

mediar este efeito. A fosforilação destes locais específicos é relevante para a 

montagem dos filamentos, e a desregulação na dinâmica de 

fosforilação/desfosforilação pode interferir no desempenho das funções do 
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citoesqueleto neuronal. Além disso, a fosforilação anormal da GFAP pode levar 

à desmontagem da mesma, contribuindo para perturbações da homeostase 

celular (Gill et al., 1990). 

 Sítios KSP, localizados no domínio carboxi-terminal de NF-M e NF-H 

também apresentaram-se hiperfosforiladas no hipocampo em decorrência da 

OVX. Hiperfosforilação de sítios KSP “repeats” em FIs neuronais é considerado 

um evento importante por promover a agregação entre NFs, causando a 

formação de aglomerados em axônios (Holmgren et al., 2012). Estes 

aglomerados interferem no transporte axonal de NFs, e podem explicar, pelo 

menos em parte, os déficits comportamentais associados com a OVX. Levando 

em consideração que estes sítios são fosforilados por proteínas cinases 

independentes de segundo mensageiro MAPKs, pesquisamos por proteínas 

cinases ativadas pela OVX e identificamos JNK fosforilada/ativada no 

hipocampo. Portanto, podemos propor que os domínios carboxi-terminais de 

subunidades de NFs (NF-M e NF-H) estão sendo fosforilados por JNK. 

Hormônios sexuais femininos podem modificar o tamanho, morfologia e 

função das células neurais e essas mudanças são devido a modificações no 

citoesqueleto neuronal e glial (Hansberg-Pastor et al., 2015). Estudos 

demonstram que os estrógenos desempenham importante papel na regulação 

da dinâmica do citoesqueleto (Giretti e Simoncini, 2008; Kramár et al., 2013; 

Sanchez et al., 2009). Além disso, o estrogênio é um modulador chave da 

morfologia celular e movimento, sendo estes eventos responsáveis pelo 

rearranjo do citoesqueleto em decorrência de mudanças no estado de 

fosforilação (Hansberg-Pastor et al., 2015). Uma vez que este hormônio tem 

um papel importante na regulação do citoesqueleto, a falta de estrogênio 
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poderia ser prejudicial para sua dinâmica. O conhecimento desses mecanismos 

utilizados pelos hormônios sexuais para modular o citoesqueleto e, portanto, a 

plasticidade sináptica pode ser importante para entender as alterações de 

aprendizado e memória presentes na menopausa. 

A suplementação com VIT D reverteu as alterações em nível de 

citoesqueleto causadas pela OVX. Foi relatado que a VIT D atua modulando 

um sistema de sinalização complexo envolvendo rápida formação de segundos 

mensageiros, ativação de proteínas cinases e abertura de canais de Ca2+. 

Considerando a relevância do Ca2+ e dos segundos mensageiros sobre a 

modulação do sistema de fosforilação associado ao citoesqueleto, é provável 

que a VIT D atue em vias de sinalização protegendo contra efeitos da OVX. De 

acordo com isso, já foi descrito que a VIT D tem efeitos moduladores sobre o 

citoesqueleto, agindo através de sobrecarga de Ca2+ e adenilil ciclase (Zanatta 

et al., 2011; Zamoner et al., 2008). 

A fim de verificar se a dose de VIT D utilizada seria suficiente para 

causar aumento nos VDRs, avaliamos o imunocoteúdo de VDR hipocampal. Os 

resultados mostraram que o imunoconteúdo de VDR não altera entre os grupos 

experimentais estudados. O VDR é amplamente distribuído no cérebro, 

particularmente no hipocampo (Langub et al., 2001; Lardner, 2015). Porém, 

nossos resultados nos permitem sugerir que as ações neuroprotetoras da VIT 

D em nível de citoesqueleto no hipocampo não ocorrem através de alterações 

no imunoconteúdo de VDR. 

Em conjunto nossos resultados iniciais mostram que a OVX causa 

comprometimento das memórias de reconhecimento e aversiva, além de um 

desequilíbrio no sistema de fosforilação do citoesqueleto em hipocampo. A 
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dose de VIT D que utilizamos não foi capaz de reverter os parâmetros 

relacionados à memória, porém se mostrou efetiva em reverter as alterações 

citoesqueletais encontradas nos animais OVX, portanto, seguimos nosso 

estudo utilizando esta mesma dose, a fim de investigar outros benefícios desta 

suplementação.   

Sabe-se que os estrógenos afetam múltiplos sistemas corporais, sendo 

considerados então com ação pleiotrópica. Situações que causem alterações 

nos níveis fisiológicos circulantes dos estrógenos como menopausa natural, 

administração de estrógenos exógenos ou remoção cirúgica dos ovários, por 

exemplo, têm sido relacionada com alterações do sistema imune, bem como de 

processos cognitivos e neurodegeneração (Au et al., 2016). Procurando 

investigar outros mecanismos relacionados às alterações já observadas em 

decorrência deste modelo e considerando a relação entre o aumento de 

mediadores inflamatórios e a presença de neurodegeneração, seguimos nossa 

investigação analisando parâmetros inflamatórios em hipocampo. A ativação do 

fator de transcrição NF-κB é um importante evento na regulação da resposta 

inflamatória, portanto, avaliamos esta ativação através da análise do 

imunoconteúdo de NF-κB/p65 e fosfo-NF-κB/p65 em frações hipocampais 

citoplasmáticas e nucleares. Em nosso estudo, OVX causou um aumento do 

imunoconteúdo de fosfo-NF-κB/p65 nuclear. O NF-κB é um importante fator de 

transcrição ativado em situações de inflamação. O NF-κB é um heterodímetro 

situado no citoplasma e ligado a proteínas inibitórias (IκB) inativadas. O 

processo de fosforilação induz a ativação e translocação de NF-κB para o 

núcleo e, portanto, a ativação transcricional de genes alvos específicos, como 

mediadores inflamatórios, incluindo citocinas, quimiocinas e moléculas de 
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adesão celular (Barnes, 1997; Sunday et al., 2007; Wang et al., 2015). Essa 

translocação pode ser um mecanismo de resposta celular a oxidantes ou a 

estímulos inflamatórios e imunes (Benedusi et al., 2012; Wang et al., 2016). O 

NF-κB é responsável pelo início da aceleração de vários processos 

neurodegenerativos como nas doenças de Parkinson, doença de Alzheimer e 

infecções virais. Muitos estudos clínicos ou utilizando modelos experimentais 

descrevem um aumento de NF-κB em condições neuropatológicas (Grilli e 

Memo, 1999).  

A ativação do NF-κB pode estimular a secreção de citocinas 

inflamatórias, que são moléculas envolvidas na sinalização durante a resposta 

imune (Lawrence, 2009; Wang et al., 2015). Portanto, analisamos os níveis das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 em hipocampo. Os resultados 

mostraram que a OVX causou um aumento nos níveis das citocinas pró-

inflamatórias TNF-α e IL-6, sem alterar significativamente os níveis de IL-1β. As 

citocinas investigadas são consideradas mediadoras clássicas da inflamação 

(Xu et al., 2015). Nossos resultados concordam com outros estudos na 

literatura que relatam a presença de alterações inflamatórias em cérebro de 

animais submetidos à OVX (Kireev et al., 2014; Maurer e Williams, 2017; Xu et 

al., 2015). Neste sentido, sugerimos que o aumento nos níveis de citocinas pró-

inflamatórias observado nos animais submetidos ao nosso modelo de OVX 

pode estar intimamente relacionado com a ativação NF-κB. A VIT D per se não 

teve efeito sobre tais parâmetros e a suplementação com VIT D em ratas OVX 

reverteu parcialmente o aumento nos níveis de fosfo-NF-κB e IL-6.  
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Benefícios da suplementação com VIT D sobre a inflamação já foram 

relatados (Chirumbolo et al., 2017; Hansdottir e Monick, 2011; Mousa et al., 

2017). Estudos sugerem que os benefícios da VIT D sobre respostas 

inflamatórias e imunes é apoiado pela presença do VDR na maioria das células 

imunes, incluindo monócitos, macrófagos e linfócitos T e B ativados (Gysemans 

et al., 2005; Mousa et al., 2017).   Estudos in vitro relatam que a forma ativa da 

VIT D (1,25-dihidroxivitamina D3) inibe a expressão de citocinas pró-

inflamatórias, além de estimular a produção de citocinas anti-inflamatórias, 

atuando como reguladora da atividade das células imunes (Guillot et al., 2010; 

Lemire, 1992). Além disso, um trabalho utilizando o modelo de doença de 

Parkinson em comundongos mostrou que a suplementação com VIT D diminuiu 

a expressão de citocinas pró-inflamatórias, aumentou a expressão de citocinas 

anti-inflamatórias, bem como atenuou a ativação de células microgliais em 

estriado e substância nigra (Calvello et al., 2017). Somado a isso, uma possível 

ação da VIT D como inibidora do fator de transcrição NF-κB tambem já foi 

relatada (Al-Rasheed et al., 2015; de Jongh et al., 2017). Tais evidências 

mostrando ações benéficas da VIT D no controle da inflamação podem explicar 

a reversão parcial no imunoconteúdo de NF-κB e nos níveis de IL-6.   

A ACh é um neurotransmissor cerebral importante do SNC e envolvida 

em processos de aprendizagem e memória. A ACh, juntamente com seus 

receptores e as enzimas ChAT (responsável pela síntese de Ach a partir de 

acetil-coenzima A e colina), e a AChE (responsável pela hidrólise de ACh em 

acetato e colina), fazem parte do sistema de neurotransmissão colinérgica, que 

recentemente recebeu grande atenção em relação à sua atuação na via anti-
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inflamatória (Maurer e Williams, 2017; Pavlov e Tracey, 2005). Estudos 

anteriores já demonstraram aumento da atividade da AChE, em hipocampo de 

ratas adultas submetidas a OVX (ref), portanto, estendemos tal investigação 

analisando além da atividade enzimática, o imunoconteúdo de tal enzima bem 

como o imunoconteúdo da ChAT. Nossos achados demonstraram que a 

ativação da AChE observada neste modelo é independente de alterações no 

imunoconteúdo da enzima e também do imunoconteúdo da ChAT. O aumento 

da atividade de AChE sem alteração no imunoconteúdo de ChAT pode causar 

uma redução da neurotransmissão colinérgica devido a uma diminuição nos 

níveis de ACh disponível na fenda sináptica, corroborando com os déficits de 

memória já descritos neste modelo, bem como para alterações inflamatórias 

observadas, já que a ACh pode atuar no sentido de atenuar a inflamação. A 

VIT D per se não teve efeito nesses parâmetros e também não foi capaz de 

reverter a ativação na atividade AChE, demonstrando não exercer efeitos sobre 

o sistema colinérgico.   

Nesta parte do trabalho dosamos os níveis de estradiol em soro ao final 

do experimento (60 dias após a OVX) e observamos redução significativa dos 

níveis de estradiol nos animais submetidos à OVX, confirmando a eficácia da 

cirurgia para o objetivo proposto. Da mesma forma, para verificar se a dose 

utilizada de VIT D estaria causando alterações nos níveis de VIT D circulantes, 

dosamos os níveis de calcitriol em soro. Resultados mostraram aumento dos 

níveis de calcitriol em soro de ratas suplementadas com VIT D, mostrando que 

tal dose foi capaz de alterar os níveis circulantes da vitamina. O peso corporal 

ao final do experimento e a ingestão de alimentos (avaliação por 15 dias) 

também foram analisados. O aumento do peso corporal é uma característica 
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comum da OVX. A OVX aumentou significativamente o peso corporal final, 

corroborando com os dados da literatura (Ben et al., 2010; Fang et al., 2015; 

Mackedanz et al., 2011; Monteiro et al., 2008; Russell et al., 2017). A 

suplementação com VIT D na dose utilizada não foi capaz de atuar sobre o 

ganho de peso corporal, uma vez que os animais do grupo OVX + VIT D 

também apresentaram aumento no peso corporal quando comparados ao 

grupo SHAM. O excesso de ganho de peso corporal relacionado à privação de 

estrógenos pode predispor ao desenvolvimento de várias doenças crônicas 

como obesidade, resistência à insulina e doenças cardiovasculares (Ferrara et 

al., 2002; Rogers et al., 2009; Tchernof e Despres, 2000) que estão associadas 

a um declínio na qualidade da vida da mulher (Lobo et al., 2014). Para verificar 

se o ganho de peso corporal dos animais OVX estava relacionado ao aumento 

da ingestão alimentar, avaliamos a ingestão diária de ração por animal 

(gramas). Embora a literatura sugira que o aumento do peso corporal causado 

pela OVX seria devido à hiperfagia (Iwasa et al., 2011; Jiang et al., 2008), 

nossos dados não mostraram mudanças na ingestão diária de ração entre os 

grupos. É necessário enfatizar que a medida do consumo alimentar no 

presente estudo foi controlada por um curto período de tempo (cerca de duas 

semanas), concomitante à administração de veículo ou VIT D, e consiste em 

uma estimativa média do consumo de alimentos por caixa. 

Seguimos nossa busca por alterações que poderiam estar relacionadas 

ao que já foi encontrado até o momento, e investigamos o papel da 

suplementação com VIT D sobre parâmetros oxidativos em hipocampo. Estudo 

anterior do nosso grupo de pesquisa já demonstrou aumento na atividade da 

CAT em decorrência da OVX em ratas adultas (90 dias de vida), sem alteração 
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dos demais parâmetros relacionados ao estresse oxidativo investigados, como 

as atividades da SOD, glutationa peroxidase (GPX) e TRAP. Neste sentido, 

ampliamos a investigação analisando parâmetros de estresse oxidativo em 

ratas adultas submetidas à OVX em duas diferentes idades: 90 dias ou 180 

dias (a fim de compreender se o procedimento cirúrgico realizado mais 

tardiamente exerceria efeitos distintos sobre o hipocampo destes animais) e 

estendemos a investigação analisando danos a biomoléculas como proteínas, 

lipídios e DNA, bem como comprimento de telômeros.     

  Nossos resultados ao final do experimento mostraram (60 dias após o 

procedimento cirúrgico) que a OVX em ratas adultas com 90 dias causou 

aumento na atividade da CAT, sem alterar a atividade da SOD. Por outro lado, 

em ratas adultas submetidas à OVX com 180 dias houve um aumento na 

atividade da SOD sem alteração na atividade da CAT, o que demonstra um 

padrão diferente de ativação nas enzimas antioxidantes causada pela OVX em 

diferentes idades. Curiosamente, em ambas as idades a OVX não causou 

alterações detectáveis nos níveis de espécies reativas pelo ensaio de oxidação 

do DCFH, o que não exclui a presença de outras espécies reativas não 

detectáveis através deste ensaio.  

A SOD é a enzima responsável por catalisar a reação de dismutação do 

ânion O2
•- em oxigênio (O2) e H2O2. A CAT, bem como a GPX, é responsável 

pela detoxificação do H2O2 (Gruber et al., 2013; Halliwell e Gutteridge, 2007a). 

Portanto, o aumento na atividade da CAT observado em ratas submetidos à 

OVX aos 90 dias pode representar um mecanismo adaptativo à possível 

presença de H2O2, que está sendo detoxificado e, portanto, não é detectado 
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pela oxidação de DCFH, uma medida usada para a detecção de espécies 

reativas de oxigênio. Por outro lado, a ativação da SOD observada em ratas 

submetidos à OVX com 180 dias de idade pode resultar em um aumento no 

H2O2 que também não foi detectado pela oxidação da DCFH e não resultou na 

ativação da CAT. Este H2O2, produzido como resultado da ativação de SOD 

pode estar seguindo a reação de Fenton ou Haber-Weiss, formando os radicais 

HO•. O radical HO• é altamente reativo; ele pode reagir e alterar estruturas 

celulares próximas, causando danos a proteínas, membranas ou ácidos 

nucleicos (Martindale e Holbrook, 2002; Silva e Coutinho, 2010). Evidências 

indicam que a presença contínua de espécies reativas pode levar à elevação 

das enzimas antioxidantes como estratégia celular adaptativa para o estresse 

oxidativo (Finkel e Holbrook, 2000; Halliwell e Whiteman, 2004; Poljsak e 

Milisav, 2013). Portanto, não podemos descartar a presença de estresse 

oxidativo nesses animais, uma vez que a oxidação de DCFH não foi alterada. 

O aumento nas atividades das enzimas antioxidantes observado em nosso 

modelo pode refletir um mecanismo compensatório para a produção de 

espécies reativas presentes ao longo do tempo após a OVX. Também 

observamos que a VIT D per se aumentou as atividades da SOD e da CAT em 

ratas submetidas à OVX com 180 dias, o que nos mostra que a VIT D quando 

suplementada em animais com ovários intactos e em idade mais avançada 

causa aumento nas atividades das defesas antioxidantes CAT e SOD.  

Sabe-se que em condições fisiológicas existe um equilíbrio entre a 

produção de espécies reativas e as defesas antioxidantes. O estresse 

oxidativo, conhecido como o desequilíbrio entre a produção de espécies 

reativas e as defesas antioxidantes (Finkel e Holbrook, 2000; Gutteridge e 
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Halliwell, 2000), está envolvido em diversas condições e patologias (Doshi e 

Agarwal, 2013; Halliwell, 2006). Espécies reativas podem reagir com proteínas, 

lipídios e também com o DNA e o RNA levando a mutações somáticas e 

distúrbios de transcrição (Delanty e Dichter, 1998). Nossos resultados não 

demonstraram alterações no conteúdo de sulfidrilas e TBARS, medidas de 

dano a proteínas e lipídios, respectivamente, em ambas as idades. Porém, 

considerando que o DNA é uma biomolécula altamente sensível ao estresse 

oxidativo e também inflamação, investigamos a possível presença de dano ao 

DNA em hipocampo. Os resultados mostraram que a OVX causou um aumento 

no índice de dano ao DNA nas duas idades estudadas (OVX com 90 dias e 180 

dias). A VIT D per se reduziu o índice de dano ao DNA e quando associada à 

OVX reverteu parcialmente o efeito da OVX sobre este parâmetro. Uma vez 

que o estresse oxidativo pode promover danos aos lipídios, proteínas e DNA e 

que em nosso estudo observamos que OVX provocou alterações em enzimas 

antioxidantes, e dano ao DNA, mas não a lipídios e proteínas, não podemos 

excluir outros mecanismos que possam estar ocorrendo devido a um efeito 

direto ou indireto do estresse oxidativo em animais ovariectomizados (sugerido 

pela adaptação de enzimas antioxidantes). Também é importante lembrar que 

em nosso estudo o procedimento cirúrgico de OVX foi realizado dois meses 

antes da eutanásia dos animais, portanto, as mudanças observadas podem ter 

sido acumuladas ao longo dos 60 dias da depleção hormonal ovariana. As 

principais causas de dano ao DNA incluem o acúmulo de espécies reativas 

e/ou deficiência no reparo do DNA. Defeitos na conformação normal do DNA 

são observados na presença de dano e se o dano não sofrer reparo pode 

ocorrer mutação ou bloqueio da replicação do DNA (Bruning et al., 2014). O 
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dano ao DNA não é causado somente pelo estresse oxidativo, mas é 

considerado um marcador biológico sensível ao estresse oxidativo.  

O envelhecimento é um processo natural do organismo, porém danos 

oxidativos, disfunções mitocondriais, inflamação e encurtamento de telômeros 

podem acelerar esse processo levando a senescência celular. Além disso, a 

relação entre o dano ao DNA e o envelhecimento tem sido amplamente 

estudada (Bernadotte et al., 2016; Correia-Melo et al., 2014; Fei Fang et al., 

2016; Ribezzo et al., 2016; Schumacher et al., 2008). Considerando nossos 

resultados até o momento, e a fim de verificar se o procedimento cirúrgico de 

remoção bilateral dos ovários causa alterações no fenótipo senescente, 

realizamos a análise do comprimento de telômeros em hipocampo dos animais 

submetidos à OVX com 90 ou 180 dias de idade. 

Resultados mostram que nos animais submetidos à OVX com 90 dias de 

idade, os grupos OVX e VIT D per se apresentaram tendência à redução do 

comprimento dos telômeros, mas isso não foi significativo. Em ratos de 180 

dias submetidos à OVX, observamos que a OVX reduziu significativamente o 

comprimento dos telômeros e a suplementação com VIT D reverteu este 

parâmetro. Este encurtamento de telômeros observado pode ser explicado pela 

presença de dano do DNA, uma vez que a presença de dano oxidativo ao DNA 

pode acelerar esse processo (Goronzy et al., 2006; Yip et al., 2017). O 

encurtamento crítico dos telômeros torna o fim do cromossomo desprotegido, 

assim, ocorrem respostas subsequentes ao dano do DNA e a ativação das vias 

de sinalização que induzem senescência replicativa ou apoptose (Artandi e 

Attardi, 2005; Smogorzewska e de Lange, 2002). Esses eventos podem 
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comprometer a homeostase e a função do tecido, levando ao envelhecimento 

do organismo, sinalizando a senescência (Chen et al., 2007b).  

Evidências de que a VIT D pode influenciar o envelhecimento em 

humanos através de ação sobre os telômeros já foram reportadas (de Jongh et 

al., 2017). Estudos recentes em mulheres na pré e pós-menopausa mostraram 

associação entre altas concentrações de calcidiol e maior comprimento de 

telômeros em leucócitos (Liu et al., 2013; Richards et al., 2007) e tal achado 

não foi reproduzido em mulheres adultas-jovens (Williams et al., 2016). Os 

efeitos positivos da VIT D sobre o comprimento dos telômeros podem levar à 

integridade e estabilidade genética, o que pode resultar em melhora na 

longevidade (de Jongh et al., 2017). Para o nosso conhecimento, até o 

momento a associação entre OVX, suplementação com VIT e comprimento de 

telômeros em hipocampos ainda não foi investigada na literatura, portanto, 

nosso resultado é pioneiro em demonstrar tal relação. 

Por fim, mesmo que a associação entre menopausa e um risco 

aumentado de transtornos neurológicos seja amplamente descrita e 

investigada, os mecanismos envolvidos ainda não são totalmente 

compreendidos e os dados na literatura ainda são conflitantes. Adicionalmente, 

embora efeitos benéficos da suplementação com VIT D já tenham sido 

descritos, poucos estudos abordam especificamente os efeitos da 

suplementação com VIT D na forma de colecalciferol em parâmetros 

hipocampais, especialmente no modelo OVX em ratas Wistar adultas. 

Esperamos, com nossos achados, auxiliar na melhor compreensão das 

alterações cerebrais que possam estar presentes em mulheres na pós-

menopausa. Nossos resultados abrem perspectivas para pesquisas futuras a 
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fim de melhor compreender as alterações cerebrais observadas no período 

pós-menopausa, bem como para futuras terapias auxiliares.  
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2.CONCLUSÕES 

 Os resultados da presente tese permitem concluir que:  

 

 A OVX em ratas fêmeas adultas com 90 dias de vida: 

- Diminui os níveis de estradiol circulantes em soro; 

- Prejudicou a memória de reconhecimento de curto e longo prazo; 

- Prejudicou a memória aversiva de longo-prazo; 

- Causou hiperfosforilação de FIs de neurônios e astrócitos em hipocampo; 

- Alterou o imunoconteúdo de sítios de fosforilação e cinases envolvidas na 

fosforilação de FIs do citoesqueleto em hipocampo; 

- Aumentou o imunoconteúdo de fosfo-NF-κB nuclear em hipocampo; 

- Aumentou os níveis das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6; 

- Aumentou a atividade da AChE em hipocampo; 

- Causou aumento de peso corporal;  

- Aumentou a atividade da CAT em hipocampo; 

- Causou dano ao DNA em hipocampo. 

 

 A OVX em ratas fêmeas adultas com 180 dias de vida: 

- Aumento a atividade da SOD em hipocampo; 

- Causou dano ao DNA em hipocampo; 

- Causou encurtamento de telômeros em hipocampo. 
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 A suplementação com vitamina D em ratas adultas submetidas a OVX 

com 90 dias: 

- Exerceu efeito per se na memória de reconhecimento de curta e longa 

duração; 

- Reverteu a hiperfosforilação de FIs de neurônios e astrócitos em 

hipocampo; 

- Reverteu o aumento no imunoconteúdo de sítios de fosforilação e cinases 

envolvidas na fosforilação de FIs do citoesqueleto em hipocampo; 

- Reverteu parcialmente o imunoconteúdo de fosfo-NF-κB e níveis de IL-6 em 

hipocampo; 

- Reverteu o dano ao DNA em hipocampo; 

- Exerceu efeito per se reduzindo índice de dano ao DNA; 

 

 A suplementação com vitamina D em ratas adultas submetidas a OVX 

com 180 dias: 

- Reverteu parcialmente a ativação na SOD em hipocampo; 

- Reverteu parcialmente o dano ao DNA; 

- Exerceu efeito per se reduzindo o índice de dano ao DNA.  

- Reverteu a diminuição no comprimento de telômeros. 
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2.1 CONCLUSÃO GERAL 

Em conjunto, os resultados desse trabalho mostram que a OVX causa 

prejuízos comportamentais, altera a homeostase do citoesqueleto, do sistema 

inflamatório e colinérgico, bem como causa alterações em enzimas 

antioxidantes, dano ao DNA e redução do comprimento de telômeros em 

hipocampo de ratas Wistar adultas submetidas à OVX. Nossos achados podem 

estar relacionados com alguns dos efeitos neurológicos negativos observados 

em mulheres após a menopausa.  A suplementação com VIT D foi capaz de 

reverter total ou parcialmente algumas das alterações hipocampais 

encontradas nos animais submetidos à OVX. Neste sentido, a utilização da 

suplementação com VIT D como terapia para tratar efeitos da menopausa 

parece promissora, porém necessita de estudos complementares a fim de 

melhor determinar a dose e tempo de tratamento.   
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3. PERSPECTIVAS 

 Avaliar parâmetros de metabolismo energéticos, função mitocondrial e 

morfologia do hipocampo; 

 Analisar níveis de neurotrofinas em hipocampo (NGF, GDNF e NT-3); 

 Investigar os efeitos do tratamento concomitante com estrogênio e VIT D; 
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