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Epigrafe

His key to the locks on the chains he saw everywhere
But first he was stripped, and then he was stabbed
By faceless men, well fuckers... He still stands
And he still gives his love, he just gives it away
The love he recieves is the love that is saved
And sometimes is seen a strange spot in the sky
A human being that was given to fly

(Eddie Vedder, Pearl Jam)

Cerva Trova
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RESUMO

A neurodegeneracdo e 0 prejuizo cognitivo sdo as principais consequéncias da isquemia cerebral
global e transitéria (ICGT). O éleo de peixe (OP) constitui uma fonte alimentar rica em &cidos graxos
poli-insaturados émega-3, principalmente o acido docosahexaendico (DHA), conhecido pela vasta
atividade biologica e neuroprotetora. O objetivo desse trabalho foi investigar as alteragdes
bioquimicas, morfologicas e comportamentais induzidas pela ICGT e o efeito do OP sobre essas
alteraces. No experimento 1, ratos foram tratados com OP (300 mg/kg DHA, 4 doses, 3 dias antes e
logo apds a ICGT) e submetidos a ICGT e apds 24 horas de reperfusdo o estresse oxidativo foi
avaliado. Ainda, ratos foram treinados no labirinto radial aversivo (LRA), submetidos a ICGT e
tratados com OP (com o mesmo regime de tratamento usado para avaliar o estresse oxidativo) para
testar o efeito antiamnésico. No experimento 2, ratos foram treinados no LRA e submetidos a ICGT. O
OP (300 mg/kg de DHA) foi administrado por 10 dias de acordo com o0s regimes de tratamento (R).
R1 — inicio 4 horas apds ICGT; R2 - inicio 8 horas ap6s ICGT; e R3 - inicio 12 horas apés ICGT. Os
testes de retencdo de memdria foram realizados por 5 semanas apds a ICGT. No experimento 3, ratos
foram submetidos a ICGT e divididos em 5 grupos com relacdo ao tempo de isquemia/reperfusao
(I/R). Apds o tempo de I/R, os animais foram sacrificados para realizacdo de imuno-histoquimica para
a proteina associada aos microtubulos 2 (MAP2). Posteriormente, ratos foram submetidos a ICGT,
tratados com OP (300 mg/kg de DHA, R1 e R3 do experimento 2) e imuno-histoquimica para a MAP2
foi realizada com 14 e 28 dias de I/R. No experimento 4, ratos foram submetidos a ICGT e tratados
com OP (R1, experimento 2) para a andlise do perfil lipidico encefalico. O estresse oxidativo causado
pela ICGT foi avaliado pela diminui¢do da atividade de enzimas antioxidantes e da concentracdo de
glutationa e 0o aumento na carbonilacdo de proteinas. O OP reverteu o estresse oxidativo ao nivel do
controle. O mesmo regime de tratamento que apresentou efeito antioxidante demonstrou também
efeito antiamnésico leve (ou ausente). Na analise comportamental do experimento 2, o R1 de
tratamento com o OP aboliu totalmente o prejuizo de memédria induzida pela ICGT. Os R2 e R3
apresentaram menores efeitos antiamnésico. A ICGT causou degeneracdo dendritica em 14 dias de
I/R, bem visualizada por meio da baixa expressdo da MAP2. Entretanto, em 28 dias de I/R foi
observado aumento na expressdao da MAP2 comparado com 14 dias de I/R. O OP apresentou efeito
neuroprotetor dendritico com R1. Por fim, a analise do perfil lipidico mostrou que a isquemia e o
tratamento com OP interferiram no balanco de acidos graxos do hipocampo, com aumento da
concentragcdo de DHA e EPA. O presente estudo fornece evidéncias de que os efeitos antioxidante e
neuroprotetor sobre os dendritos do tratamento com o OP podem ter contribuido para o efeito
antiamnésico de longa duracao observado neste e em trabalhos anteriores realizados por nos.

Palavras-chave: Aprendizagem e memdria, 6leo de peixe, isquemia cerebral global e transitoria,
neuroprotecéo, antioxidante.



ABSTRACT

Neurodegeneration and cognitive impairment are the main consequences of the transient, global
cerebral ischemia (TGCI). Fish oil (FO) is a rich food source of polyunsaturated fatty acids omega-3,
mainly docosahexaenoic acid (DHA), known by the vast biological and neuroprotective activity. The
aim of this study was to investigate the biochemical, morphological, and behavioral changes TGCI-
induced and the FO effect on these changes. In experiment 1, rats were treated with FO (300 mg/kg
DHA, 4 doses, 3 days before and immediately after TGCI), submitted to TGCI and after 24 hours of
reperfusion the oxidative stress was evaluated. Furthermore, rats were trained in aversive radial maze
(ARM), submitted to TGCI and treated with FO (with the same treatment regimen used for evaluate
oxidative stress) for test the antiamnesic effect. In experiment 2, rats were trained in ARM and
submitted to TGCI. FO (300 mg/kg of DHA) was administered for 10 days according to the treatment
regimens (R). R1 - beginning 4 hours after TGCI; R2 - beginning 8 hours after TGCI; and R3 -
beginning 12 hours after TGCI. Retention memory tests were realized by 5 weeks after TGCI. In
experiment 3, rats were submitted to TGCI and divided into 5 groups with relation to
ischemia/reperfusion (I/R) time. After I/R time, the animals were sacrificed for performing of
immunohistochemistry for microtubule-associated protein 2 (MAP2). Subsequently, rats were
submitted to TGCI, treated with FO (300 mg/kg of DHA, R1 and R3 of the experiment 2), and
immunohistochemistry for MA2 was performed at 14 and 28 days of I/R. In the experiment IV, rats
were submitted to TGCI and treated with FO (R1, experiment 2) for analysis of brain lipid profile.
TGCl-induced oxidative stress was evaluated by decreased antioxidant enzymes activity and
concentration of glutathione and increased protein carbonylation. FO reversed oxidative stress to
control level. The same treatment regimen that showed antioxidant effect also demonstrates slight
antiamnesic effect (or absent). In behavioral analysis of the experiment 2, R1 treatment with FO
totally abolished the memory impairment TGCl-induced. R2 and R3 showed lower antiamnesic
effects. TGCI caused dendritic degeneration at 14 days of I/R, well visualized through low MAP2
expression. However, at 28 days of I/R was seen increase in the MAP2 expression compared to 14
days of I/R. FO increased MAP2 expression with R1. Finally, lipid profile analysis showed that
ischemia and treatment with FO interfered in the fatty acid balance of the hippocampus, with increase
in the concentration of DHA and EPA. This study provides evidence that antioxidant and
neuroprotective on dendrites effects of the treatment with OP may contribute to the FO long-term
antiamnesic effect seen in this and previous work carried out by us.

Keywords: Learning and memory, fish oil, cerebral ischemia, neuroprotective, antioxidant.
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1. INTRODUCAO

A isquemia cerebral global e transitéria (ICGT) é um fenbmeno que ocorre gquando o
fornecimento de sangue para o encéfalo inteiro, ou grande parte, € interrompido, resultando na
privacdo de oxigénio (O,) e glicose para o tecido, que pode provocar lesdo cerebral permanente. A
ICGT, por um periodo curto, resulta na neurodegeneracdo seletiva em areas vulneraveis do cérebro,
tais como a regido CAL do hipocampo (PULSINELLI, 1985; AKAI e YANAGIHARA, 1993). Os
mecanismos subjacentes da perda neuronal na regido CAl devido a ICGT podem envolver
excitotoxicidade, estresse oxidativo, inflamacdo e apoptose (DIRNAGL et al., 1999; MADL e
HOLZER, 2004). Em humanos, a ICGT é consequéncia imediata da parada cardiaca reversivel,
podendo ocorrer também devido a arritmias severas, choque hipotensivo ou mesmo depois de
procedimentos de diagndstico ou cirdrgico. Muitos pacientes de ICGT causada por parada cardiaca
reversivel experimentam prejuizo cognitivo, executivo, emocional, sensorial e motor, levando a
limitagbes sociais e profissionais (LIM et al., 2004; ANDERSON E ARCINIEGAS, 2010). Ha
necessidade urgente de identificar substancias seguras e eficazes para tratar o dano cerebral e as
sequelas funcionais ap6s isquemia, mas nenhum tratamento farmacoldgico tem se mostrado eficaz
atualmente em seres humanos (SUTHERLAND et al., 2012).

Durante a fisiopatologia da isquemia cerebral, a isquemia seguida de reperfusdo (I/R), em
particular, é responsavel por intensa geracao de radicais livres, principalmente as espécies reativas de
oxigénio (ERO) (NITA et al., 2001), que culminam em estresse oxidativo e efeitos deletérios durante a
patogénese (CHAN, 2001). Apds o periodo de isquemia cerebral, durante a reperfusdo, a alta demanda
tecidual de O, e glicose ocasiona alta producdo de ERO como subproduto das reacbes energéticas
(OLMEZ E OZYURT, 2012; DIRNAGL, 2012). A producédo de ERO ocorre, também, no citoplasma,
por meio da acio da NADPH oxidase (NOX), alteracio da homeostase do Ca*?, oxidacdo da xantina e
hipoxantina pela xantina oxidase e reacdo entre oxido nitrico (NO) e &nion superoxido (O,e-) para
gerar o radical peroxinitrito (ONOO-) (NISHINO e TAMURA, 1991; BEETSCH et al., 1998). O
estresse oxidativo implica no desequilibrio da homeostase pro-oxidagdo/antioxidagdo na direcdo pro-
oxidacdo causado pela geracdo exacerbada de ERO, como o O,*, radicais hidroxila (OHe, OH-),
peroxido de hidrogénio (H,O,) e ONOO-, e/ou a remogdo de substéncias antioxidantes endogenas,
como a glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GSH-Rd),
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Fig. 3). O tecido acometido por estresse oxidativo
pode sofrer dano difundido em componentes celulares tais como DNA, lipideos e proteinas (CHAN,
2001; SUGAWARA e CHAN, 2003). O estresse oxidativo, juntamente com o aumento do Ca®*
intracelular, também pode causar abertura do poro de permeabilidade mitocondrial. Isto permite
entrada de agua e de solutos a partir do citoplasma resultando em inchaco e dano mitocondrial
(CHAN, 2001; SUGAWARA e CHAN, 2003). O estresse oxidativo é um dos primeiros eventos

fisiopatoldgicos na I/R, atigindo méximo em cerca de 48 horas, e importante fator subjacente na morte
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neuronal por necrose (OLMEZ E OZYURT, 2012; DIRNAGL, 2012) (Fig. 1 e 2). Além da producao
de ERO, eventos subsequentes contribuem para 0 aumento do estresse oxidativo como a ativacdo de
vias de sinalizacdo de transdugdo, producdo de ERO secundarios e reagdes de oxidacdo em cadeia de
lipideos, proteinas e DNA (SMALL et al.,1999; OLMEZ e OZYURT, 2012).

Apos I/R, os neurdnios podem morrer por apoptose/necrose ou sobreviver pela manutencéo da
homeostase celular/ibnica (KASS e LIPTON, 1989; KOBAYASHI et al., 2003). Para compensar a
perda neuronal e recuperar fungbes neuroldgicas apds isquemia, 0s neurdnios sobreviventes podem
sofrer inimeras modificagdes, como crescimento de neuritos e aumento dos terminais pré- e pos-
sinapticos, aumentando sua funcionalidade (JUNG et al., 2004; ITO et al., 2006). Esse fendmeno de
compensagdo apos lesdo, conhecido também como neuroplasticidade, ocorre por meio da formacéo e
desenvolvimento de axénios, dendritos e espinhos dendriticos, aumento da expressdo de proteinas
sinapticas e formacdo de sinapses (Fig. 4) (JOURDAIN et al., 2002; JUNG et al., 2004;
KOVALENKO et al.,, 2006). Na neuroplasticidade, a proteina associada aos microtubulos tipo 2
(MAP2, sigla em inglés para “microtubule-associated protein type 2”) estabiliza os protofilamentos
dos microtubulos nos dendritos, proporcionando formagédo e desenvolvimento (AL-BASSAM et al.,
2002). A MAP2 desempenha papel na estruturagdo dendritica devido a sua compartimentalizagdo no
citoesqueleto de dendritos e em grande parte excluida de ax6nios (CCERES et al., 1989;
HOROKAWA et al., 1996). Alguns estudos relataram aumento na expressdao da MAP2 no cortex
(POPA-WAGNER et al., 1999; BURY e JONES, 2002) e no hipocampo (BRIONES et al., 2006) de

ratos apds isquemia cerebral, podendo este aumento refletir um mecanismo compensatoério apds lesao.

O é&cido docosahexaendico (DHA, sigla em inglés para “docosahexaenoic acid”, 22:6 n-3) é
um acido graxo poli-insaturado (AGPI) 6mega-3 essencial encontrado em grande concentragdo no
Oleo de peixes de aguas frias e profundas, como a cavala, sardinha, salmdo e truta (CONNOR et al.,
2000). Apos administracdo, o DHA livre é transportado pela corrente sanguinea e concentra-se nas
membranas celulares no sistema nervoso, incorporado nos fosfolipideos, onde pode ser mobilizado e
atuar em processos cognitivos e neuroprotecdo (BAZAN, 2006; BAZAN, 2007). Em situaces que
causam lesdo, como processo inflamatdrio e estresse oxidativo, o DHA ¢é liberado a partir das
membranas celulares e convertido a neuroprotectina D1 (NPD1) (Fig. 6), a qual apresenta efeitos anti-
inflamatorios, inibe a expressdo de genes pro-apoptéticos, promove sobrevivéncia celular e
regeneracdo de neuritos (BAZAN et al., 2011; EADY et al.,, 2012). Estudos sobre os efeitos
neurolégicos do DHA mostraram reducdo do prejuizo cognitivo espacial e efeito neuroprotetor na
regido CAl do hipocampo em modelo animal de isquemia cerebral global (OKADA et al., 1996) e
melhora na funcéo neuroldgica e reducdo do volume de infarto cortical e estriatal em modelo animal
de isquemia cerebral focal (BELAYEYV et al., 2004; BELAYEYV et al., 2009). Efeito neuroprotetor
similar a esses estudos foi encontrado utilizando o DHA e NPD1, o qual correlaciona reducdo do

volume de infarto com a reducéo da resposta neuroinflamatéria em modelo de isquemia cerebral focal
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(EADY et al., 2012). Além disso, HONG et al. (2015) demonstraram que o DHA protege contra a
quebra da barreira hematoencefalica induzido por isquemia.

Dessa forma, recentemente iniciamos estudos para investigar a eficacia do 6leo de peixe (OP)
em aliviar o prejuizo de meméria e a neurodegeneracao hipocampal em ratos submetidos a modelo de
ICGT. O OP é a maior fonte natural do DHA e do &cido eicosapentaendico (EPA, 20:5 n-3, sigla em
inglés para “eicosapentaenoic acid”), os quais sdo AGPI 6mega-3 e importantes principios ativos
nutricionais e/ou nutracéuticos. Em nossos estudos, o OP administrado diariamente por 32 dias, com
inicio 3 dias antes da isquemia, preveniu a amnésia retrograda causada pela ICGT de forma robusta e
sustentada. Neste estudo, o efeito antiamnésico do OP foi mantido durante pelo menos 2 semanas ap0s
o fim do tratamento, o que sugere que o OP possui efeito prolongado. Curiosamente, o tratamento com
OP falhou em proporcionar neuroprote¢do celular no hipocampo, indicando que o seu efeito sobre a
recuperacdo da memoria ocorre mesmo na presenca de grave lesdo neuronal nesta regido cerebral
(FERNANDES et al.,, 2006). Alguns dados contemporaneos reforcaram nossos resultados
(PLAMONDON e ROBERGE, 2008). Nesse estudo, suplementagdo com OP reduziu o prejuizo de
memoria espacial, mas ndo a neurodegeneracdo na regido CAL do hipocampo ap6s ICGT. Em um
estudo seguinte, reduzindo o tempo de tratamento de 32 para 10 dias, com inicio da primeira dose 3
dias antes da isquemia, o OP ainda exerceu efeito antiamnésico robusto, sustentado durante pelo
menos 5 semanas de testes de retencdo de memoria, e novamente auséncia de neuroprotecdo
(BACARIN et al., 2013). Entretanto, o efeito antiamnésico mediado pelo OP néo foi evidente quando
o tratamento foi iniciado 15 dias ap6s a isquemia, mesmo o tratamento abrangendo os dias de testes
retengdo de memoria (BACARIN et al., 2013). Devido a esses resultados, levantamos a hipétese de
que o efeito do OP em preservar a memdria ou facilitar a recuperacdo da memdria ap6s ICGT pode ser
atribuido a a¢@es "anti-isquémicas" que ocorrem nas primeiras horas ou dias ap0s a isquemia e ndo por
estimulacdo de processos relacionados a memoria adquirida em momentos tardios pés-isquemia. Entre
outras possibilidades, presumimos que um possivel efeito antioxidante mediado pelo tratamento com
OP sobre 0 estresse oxidativo da I/R pode representar um mecanismo pelo qual o OP protege contra a
perda de memoria. Adicionalmente, pensamos que os efeitos anti-isquémicos do OP, como por
exemplo, inibigdo do estresse oxidativo, pode ter prevenido lesdes em estruturas subcelulares, como os

neuritos, e assim contribuido para o efeito antiamnésico encontrado.

Em continuacdo aos nossos estudos dos efeitos neuroldgicos do OP sobre os danos da ICGT,
esse trabalho apresenta quatro experimentos, no qual investigamos: 1) o efeito do OP sobre o estresse
oxidativo na fase inicial da I/R e a prevencao da perda de memdria de longo prazo, usando regime de
tratamento que abrange o periodo pré-isquemia; 2) o efeito do OP em prevenir a perda de memoria de
longo prazo quando o tratamento é iniciado no periodo pds-isquemia e a existéncia (ou ndo) de uma
janela terapéutica; 3) o decurso temporal da expressdo da MAP2 apds ICGT e a influéncia do

tratamento com OP; e 4) o perfil lipidico de encéfalos isquémicos e ndo isquémicos e a influéncia do
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tratamento com o OP sobre o balango dos &cidos graxos. Primeiramente, nossa hipdtese foi que uma
acdo antioxidante mediada pelo OP administrado antes da isquemia e nas primeiras horas de
reperfusdo pode exercer a¢do anti-isquémica e contribuir para o efeito antiamnésico ap6s ICGT. O
estresse oxidativo foi avaliado nas primeiras horas apds a ICGT devido a formacdo de ERO ser um
evento agudo dos primeiros dias de reperfusdo (LEHOTSKY et al., 2004; SELAKOVIC et al., 2011).
Além disso, testamos se o regime de tratamento com OP utilizado para investigar o efeito antioxidante
seria suficiente para promover efeito antiamnésico robusto e sustentado. Continuando nosso estudo
comportamental, avaliamos o efeito antiamnésico do OP com regimes de tratamento iniciado no
periodo pds-isquemia, para mimetizar situagdes reais, onde é dificil prever um evento de isquemia
cerebral. Em seguida, com relacdo a nossos dados da auséncia de neuroprotecdo do OP, pensamos que
0 mecanismo de acdo para o efeito antiamnésico do OP pode ser a prevencdo da degeneracdo dos
neuritos ou estimulacdo de ag¢bes neuroplasticas apds ICGT nos neurbnios sobreviventes. Estudos
recentes reforcam nossa hipdtese demonstrando que o DHA, principal componente do OP, estimulou o
crescimento de neuritos em neurénios do hipocampo (CALDERON e KIM, 2004) e elevou 0s niveis
de fatores neurotroficos e proteinas sindpticas apds trauma cerebral (WU et al., 2011). Por fim,
avaliamos o perfil lipidico encefalico para determinar se o tratamento com OP promove incorporacao
de &cidos graxos, principalmente o DHA e EPA. Este experimento se baseou em estudos que
mostraram alteracdes nas concentragdes de DHA e EPA no tecido encefalico apos tratamento com OP
(NALIWAIKO et al., 2004; DELATTRE et al., 2010).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Isquemia Cerebral

As condicdes que desencadeiam isquemia cerebral sdo as maiores causadoras de morbidade e
mortalidade no mundo (NIKONENKO et al., 2009; NEUMANN et al., 2013). Anoxia, oclusdo
trombotica ou embdlica, cirurgias cardiacas, choque hipotensivo grave, colapso cardiocirculatério
(como a parada cardiaca reversivel), podem levar a condi¢cdes de isquemia cerebral. Insuficiéncia
cardiaca congestiva ou ainda disritmia cardiaca sdo também capazes de levar ao quadro de
hipdxia/isquemia cerebral (GARCIA, 1992; GARCIA et al., 1993). As lesbes isquémicas no cérebro
podem acarretar importantes disfungdes neuropsicolégicas, principalmente na esfera cognitiva de
aprendizagem e memoria e funcbes executivas (VOLPE et al., 1983; ZOLA-MORGAN et al., 1986;
MOULAERT et al., 2010; MATEEN et al., 2011). Estudos post mortem sugeriram que prejuizos
comportamentais, associados a danos no hipocampo, sdo fatores chave para a compreensdo dos
eventos pos-isquemia (ZOLA-MORGAN et al., 1986; BLUM et al., 2012).

A lesdo isquémica inicia-se pela auséncia de nutrientes e O, no cérebro, devido a oclusdo
vascular, e resulta em alteracGes metabdlicas e celulares ao longo de minutos a dias ou até meses apos
o termino da isquemia (Fig. 1 e 2). Tais alteragbes levam ao desenvolvimento de muitas das
deficiéncias neuroldgicas observadas em pacientes pos-isquemia (MCINTOSH et al., 1996). No
tocante ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas neuroprotetoras, apesar de intensos esforcos,
somente alguns tratamentos farmacoldgicos, como com uso de tromboliticos, parecem minimizar os
prejuizos funcionais ap6s isquemia cerebral (AURIEL E BORNSTEIN, 2010). Portanto, fica claro que
sdo necessarios estudos que objetivem identificar estratégias seguras e eficazes para o tratamento da
doenca isquémica cerebral.

Os diferentes neurbnios do sistema nervoso central (SNC) possuem diferentes
vulnerabilidades a isquemia e podem apresentar, em até certo grau, tolerancia em situaces de
isquemia subsequente (KIRINO, 2002). Os neurbnios mais vulneraveis a isquemia morrem
rapidamente por faléncia energética apds a perda do aporte sanguineo. Na fase inicial da isquemia, a
falta de O, leva a deplecdo de ATP (sigla em inglés de “adenosine triphosphate™), que resulta em
faléncia energética e consequente interrupcdo do funcionamento da bomba Na*/K*-ATPase e, por sua
vez, causa despolarizagdo da membrana neuronal. Essa despolarizagdo promove a abertura de canais
de Ca* voltagem-dependente nos terminais pré-sinapticos. O influxo de Ca*™ promove a liberacéo de
neurotransmissores, principalmente de glutamato pelos neurbnios glutamatérgicos que ativam 0s
receptores AMPA (sigla em inglés para “a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid”) e
NMDA (sigla em inglés para “N-methyl-D-aspartate™) pos-sindpticos. Neste instante da isquemia, a
morte neuronal é de natureza excitotoxica mediada pela ativacdo glutamatérgica, sobrecarga

intracelular de ions Ca*? ativacdo de varias enzimas liticas (proteases, lipases e endonucleases) e
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acidose (DIRNAGL et al., 1999; LEE et al., 2000) (Fig. 1 e 2). Apos a isquemia, quando o fluxo
sanguineo cerebral retorna a niveis normais, a presenga do O, leva a producéo intra-neuronal e extra-
neuronal de ERO, causando estresse oxidativo que afeta os neurénios por meio da oxidacdo de
componentes lipidicos, proteicos, DNA e RNA, sendo que a ativagdo, por exemplo, da cicloxigenase-2
(COX-2) e da oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) aumentam os niveis de ERO (MATTSON et al.,
2000; GRAHAM E HICKEY, 2003) (Fig. 1 e 2). A excitoxicidade e o estresse oxidativo ocorrem nas
primeiras horas a dias de I/R (Fig. 2). A morte neuronal tardia (dias a semanas apés a isquemia, Fig. 2)
ocorre devido a reacdes inflamatdrias mediadas pelas citocinas, dentre as quais se destacam o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a, sigla em inglés para “tumor necrosis factor alpha™) e interleucina 1 beta
(IL-1B) e moléculas de adesdo, como a molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1, sigla em inglés
para “intercellular adhesion molecule 1) e a molécula de adesdo celular vascular (VCAM, sigla em
inglés para “vascular cell adhesion molecule 1”) (IADECOLA E ALEXANDER, 2001). Esses
mediadores pré-inflamatdrios promovem o acimulo de leucécitos, macréfagos e células microgliais
ativadas na area isquémica e na regido de penumbra (area perisquémica) (PANTONI et al., 1998;
MABUCHI et al.,, 2000). Adicionalmente, células inflamatérias infiltrantes expressam iNOS e
produzem grandes quantidades de oOxido nitrico (NO) e subsequente formagdo de ONOO-, espécie
reativa que causa lesdo tecidual (WANG et al., 2007) (Fig. 1 e 2).



/

FALHA NAS BOMBAS DE
Na*/K*

§

REDUCAO DO FLUXO
SANGUINEO

ﬂ

DEPLECAO DOS ESTOQUES
DE ENERGIA

ABERTURA DOS CANAIS
DE Ca*2 DEPENDENTES

DE VOLTAGEM

¢—— | acibose
DESPOLARIZACAO DA MEMBRANA

FALHA NO TAMPONAMENTO

% GLUTAMATO

ﬂ RECIRCULACAO

LIBERACAO DE DE IONS Ca*2

ATIVACAO DE RECEPTORES AMPA E NMDA

PRODUCRO | | FORMACAO DE

ATIVAGAO DA iNOS, LIPASES,

PROTEASESE

ENDONUCLEASES

|

NECROSE | &

ELEVACAO DOS NIVEIS DE Ca*
INTRACELULAR

18

bENe RADICAIS LIVRES U
ﬂ INFLAMAGAO
OXIDACAO DE LIPIDEOS,
PROTEINAS EDNA
| DANOCELULAR |y LIBERACAO DE
IRREVERSIVEL CITOCINAS
APOPTOSE
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Fig. 2 - Representacdo esquematica do decurso temporal dos processos fisiopatologicos desencadeados pela
isquemia cerebral (modificado de DIRNAGL et al., 1999).

A compreensdo da fisiopatologia da lesdo isquémica é fundamental para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas. Para isso, 0 uso de modelos animais de isquemia cerebral é amplamente
descrito na literatura. Dois tipos principais de modelos experimentais in vivo tém sido usados com o
objetivo de mimetizar as condi¢bes da isquemia cerebral: i) modelo de isquemia cerebral focal
(modelo para acidente vascular encefélico) e ii) modelo de isquemia cerebral global (modelo para
parada cardiaca reversivel) (TRAYSTMAN, 2003).

A isquemia cerebral focal pode ser induzida experimentalmente por meio da oclusdo
transitoria da artéria cerebral média (ACM), o que resulta na interrup¢do do fluxo sanguineo para o
territorio suprido por aquela artéria e consequente aparecimento de infarto cerebral no corpo estriado e
cortex cerebral. Este modelo tem sido extensivamente utilizado, pois mimetiza o que ocorre no

acidente vascular encefalico trombético ou embdlico em humanos (TRAYSTMAN, 2003).

O modelo de isquemia cerebral global é caracterizado por oclusdo permanente ou transitoria
das artérias carétidas comuns (ACC) e/ou das artérias vertebrais (AV). (PULSINELLI E BRIERLEY,
1979) (Fig. 11). Este modelo reproduz alguns aspectos neuropatoldgicos e comportamentais da parada
cardiaca reversivel, como por exemplo, neurodegeneragdo em estruturas como hipocampo, corpo
estriado, cortex e talamo, além de disfuncBes cognitivas caracteristicas, tais como, prejuizo da
aprendizagem e memoria (TRAYSTMAN, 2003). Para diminuir a influéncia da circulagdo colateral no
modelo de isquemia cerebral global, em 1979, Pulsinelli e Brierley desenvolveram o modelo de
ocluséo dos 4 vasos (4-VO, sigla em inglés para “4-vessel oclusion™) fornecendo um método mais
consistente de ICGT. Classicamente, 0 modelo 4-VO ¢ realizado em dois estagios. No primeiro
estagio, clipes atraumaticos sdo colocados soltos ao redor de cada ACC e exteriorizados no pescoco do

animal. Subsequentemente, as AV sdo eletrocauterizadas, via foramem alar da primeira vértebra
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cervical. No segundo estagio, as ACC sdo gentilmente exteriorizadas e entdo ocluidas

temporariamente enquanto o animal estd acordado, induzindo a isquemia cerebral.

A gravidade da lesdo geralmente esté relacionada a duracdo da isquemia, ou seja, o tempo de
oclusdo do fluxo sanguineo. Apds esse tempo as quantidades de O, e glicose voltam a atingir niveis
dentro da normalidade no tecido cerebral. Entre os sinais mais caracteristicos da neurodegeneracao
estdo a perda de corpos celulares neuronais e dos contatos sinapticos. Normalmente se estuda estes
sinais no hipocampo, considerando ser esta uma estrutura cerebral consistentemente envolvida nos
processos de aprendizagem e memoria. Além disto, o hipocampo é uma estrutura cerebral altamente
vulneravel a eventos isquémicos e, devido a suas caracteristicas anatdmicas de estrutura laminar,

permite que medidas quali- e quantitativas sejam facilmente realizadas (FARKAS et al., 2007).

Apos a inducdo da ICGT em ratos, estudos demonstraram que os neurdnios do subcampo CAl
do hipocampo sdo particularmente sensiveis a neurodegeneracdo (KIRINO, 1982). A
neurodegeneracdo hipocampal inicia-se nos primeiros minutos da isquemia e atinge 0 maximo em
cerca de 7 dias pds-isquemia (PULSINELLI et al.,1982; NIKONENKO et al., 2009). No entanto, com
0 passar do tempo a neurodegeneracao hipocampal parece regredir gradualmente. Cérebros de animais
isquémicos avaliados com 3 a 4 meses poOs-isquemia apresentaram menor neurodegeneracdo no
subcampo hipocampal CAL do que os observados com 2 a 3 semanas pés-isquemia, sugerindo que
novas células estariam repovoando a area afetada, por meio da neurogénese, o que contribuiria para a
recuperacdo funcional (BENDEL et al., 2005).

Paralelamente as alteracGes neuro-histoldgicas, diversas alteragdes comportamentais podem
ser observadas apdés a ICGT em animais experimentais. A magnitude e tipo de alteracdo parecem
variar consideravelmente, dependendo do tipo de modelo comportamental, espécie animal usado e
tempos de reperfusdo avaliados (MILOT E PLAMONDON, 2009). Em ratos, prejuizos cognitivos sao
comumente observados apds a ICGT. Tais prejuizos tém sido associados a morte neuronal no
subcampo CA1 do hipocampo (BLOCK, 1999). Por exemplo, prejuizos de aprendizagem e memoria
perdurando por até 270 dias foram observados em ratos submetidos a ICGT (LANGDON et al., 2008).

2.2. Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdo espécies moleculares que contém um ou mais elétrons ndo emparelhados
(elétron ndo compartilhado) na camada de valéncia e que séo altamente reativos com outras moléculas,
tais como lipidios e DNA, acoplando com seus elétrons individuais e causando oxidacdo dessas
moléculas (DROGE, 2002).

Os radicais livres agem sobre as células alterando as caracteristicas moleculares das
membranas, promovendo mutacBes génicas, desorganizando a homeostase celular e colaborando na

formacdo de residuos quimicos. Apesar da existéncia de agentes e mecanismos antioxidantes
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enddgenos nas células, quando ocorre o excesso de formacdo de ERO o tecido sofre estresse oxidativo
gue pode conduzir a diversas disfuncfes organicas. No entanto, essa condi¢do varia de acordo com o
organismo, tipo celular e, at¢é mesmo, entre células de um mesmo tecido, pela diversificacdo da
capacidade antioxidante de cada célula (BERRA et al., 2006).

Os efeitos das espécies reativas sdo abrangentes, todavia trés reacdes sdo relevantes para a
lesdo celular. A primeira é a peroxidacdo lipidica das membranas, que ocorre quando as ligacdes
duplas em 4&cidos graxos insaturados sdo atacadas pelos radicais livres derivados do O,
particularmente o radical OH®. As interacdes lipidio-radical geram perdxidos instaveis e reativos que
produzem uma reacdo em cadeia autocatalitica, resultando em lesdo extensa das membranas, organelas
e células. A segunda reagdo é a modificacdo oxidativa das proteinas, que acontece devido a acéo dos
radicais livres nas cadeias laterais dos residuos de aminoacidos, formando ligacdes cruzadas proteina-
proteina. E por ultimo, sdo modificacdes no DNA por meio de reagdes que ocorrem com a timina do
DNA nuclear e mitocondrial, produzindo quebras de filamento no DNA (COTRAN et al., 2000).

O Oy+- é formado quando a molécula de O, adquire um elétron adicional, deixando a com um
elétron ndo emparelhado (MILLER et al., 1990). Este processo é mediado por enzimas pro-oxidantes,
tais como a fosfato de nicotina-adenina-dinucle6tido (NADPH) oxidase e a xantina oxidase. O
principal local para a producdo de O,e- é na mitocndria, organela celular responsavel pela producédo
de ATP. Normalmente, os elétrons sdo transferidos através da cadeia de transporte mitocondrial de
elétrons para a reducdo do O, a agua, no entanto, cerca de 2% a 5% do fluxo de elétrons produz 0 O,e-
(CHAN, 2001). Subsequente, 0 O,e- é convertido em H,0,, pela acdo da enzima SOD (Oye- + 2 H" —
H,0), que é ainda convertido a H,O + O, pela CAT ou GSH-Px (2H,0, — 2H,0 + 0O,) (CHAN,
2001). O O,e- também pode reagir com H,0, e gerar OH- (WEISS, 1951). O H,0, também é
produzido pela xantina-oxidase, oxidase de aminoacidos e NADPH oxidase (GRANGER, 1988;
DUPUY et al., 1991). Na presenca do ion cloreto, o H,O, é convertido em acido hipocloroso (HOCI).
O HOCI é altamente oxidativo e desempenha papel importante na eliminacdo de agentes patogénicos
nas vias aéreas (KLEBANOFF, 2005). No entanto, o HOCI pode reagir com o DNA, induzir
interacbes DNA-proteina, produzir produtos de oxidagdo de pirimidina e adicionar cloreto as bases do
DNA (KULCHARYK e HEINECKE, 2001). O H,0, ¢ a espécie reativa mais duradoura, eletricamente
neutra, capaz de passar atraves das membranas celulares e mais estavel do que O, OHe e outros
ERO. Portanto, o H,O, pode persistir por mais tempo ap06s a reperfusdo e produzir lesdo neuronal
(CHAN, 2001).

Por outro lado, OHe é uma forma neutra do ion hidroxila com elevada reatividade e meia-vida
curta in vivo (PASTOR et al., 2000). O OH+ ndo é produzido como um subproduto de reacdo
enzimatica conhecida, no entanto, é produzido a partir de H,O, por meio da reagdo de Fenton (H,O, +
Fe?* — OH- + Fe*" + OH-) e reacdo de Haber-Weiss (O,- + H,0, — OHe + HO- + O,) ou por
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peroxinitrito (ONOO) (BECKMAN et al., 1990; CHAN, 1996). Uma vez formado, o OH* reage
instantaneamente com diversos componentes celulares, incluindo os &cidos graxos poli-insaturados da
membrana. A reacgdo inicial de OH+ com &cidos graxos poli-insaturados produz o radical alquila, que
por sua vez reage com O, para formar o radical peroxilo (ROO¢). O ROO- pode abstrair o hidrogénio
do &cido graxo adjacente para produzir um hidroperéxido lipidico (ROOH), e assim propagar reacgao
em cadeia de oxidacdao lipidica (BEAL, 1996). Outra forma de radical livre, 0 NO é formado pela
oxidacdo enzimatica da L-arginina em citrulina, pela NOS, e atua como um importante regulador da
resposta vascular e sinalizacdo neuronal, bem como na plasticidade sindptica (IADECOLA, 1997). Os
efeitos oxidativos do NO ocorrem quando este reage com 0 O,e- produzindo ONOO-, que é um forte
radical oxidativo e provoca nitracdo de proteinas e peroxidacdo lipidica, levando a disfuncéo celular
(BECKMAN et al., 1990; RADI et al., 1991).

A formacdo de radicais livres pelas células ocorre normalmente como produto de reagoes
metabdlicas, por exemplo, na respiracdo celular, porém o organismo possui sistemas de defesa
antioxidante para auto prote¢do (FERREIRA E MATSUBARA, 1997). Existem duas linhas bésicas de
antioxidantes: 1) as enzimas antioxidantes, que correspondem as enzimas do sistema glutationa, GSH-
Px e GSH-Rd, a CAT e a SOD; e 2) os antioxidantes ndo enzimaticos, como certos tipos de vitaminas
(acido ascérbico e o tocoferol) e ainda componentes endégenos como a bilirrubina e a GSH. A enzima
SOD parece ser especifica para a dismutacdo do O,e-, formando assim H,O,. A CAT e a GSH-Px
desempenham importante papel na eliminacdo do H,O,, promovendo a formacdo de &gua
(SCHNEIDER E OLIVEIRA, 2004). O perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes é importante
para a manutengdo da integridade celular, pois a SOD, CAT e GSH-Px evitam 0 acimulo de O,e- e

H,0,, reduzindo o dano celular (SCHNEIDER E OLIVEIRA, 2004) (Fig. 3).
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Fig. 3 — Sistemas oxidantes e antioxidantes endogenos. A figura mostra as vias metabdlicas de formagdo e
degradacao dos radicais livres através da atuagdo das enzimas SOD, CAT, GSH-Px e GSH-Rd (modificado de
FORTUNO et al., 2005; RAY et al., 2005).
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As consequéncias oxidativas causada por um desequilibrio na geracdo de radicais livres e
sistemas de defesa antioxidantes endégenos encaminha a célula a dois possiveis processos: adaptacéo
ou morte. Entende-se por adaptacdo celular a capacidade da célula de se auto modificar
fisiologicamente e morfologicamente quando expostas a algum evento lesivo. Se os limites da resposta
adaptativa a um estimulo forem ultrapassados, ou entdo, quando a adaptacdo é impossivel, advém uma
série de eventos, denominada lesdo celular, a qual é reversivel até um limite, mas se o estimulo

continuar ou for intenso a célula morre (COTRAN et al., 2000).

Os danos da ICGT séo associados ao estresse oxidativo causado pela superproducéo de ERO e
outros radicais, que atuam no desenvolvimento da patogénese (KIM e at., 2009; JUNG et al., 2010).
Durante o periodo de reperfusdo, ap6s isquemia cerebral, ocorre retorno do suprimento normal de O,,
que leva a producdo excessiva de ERO, impossibilitando a atuacdo efetiva dos sistemas de defesa
antioxidantes enddégenos causando lesdo e morte celular (NITA et al., 2001). A producdo excessiva de
ERO ¢ seguida por disfungbes de enzimas sensiveis a oxidagdo-reducdo, receptores de membrana e
canais iénicos, danos no DNA, peroxidacdo de lipideos da membrana e liberacdo do citocromo ¢ das
mitocdndrias, que ativam as caspases e aumentam a extensdo da morte celular ap6s I/R (VALKO et
al., 2007). Embora a producéo de radicais livres por meio da respiracao celular (mitocondrial) a partir
do O, seja fendbmeno fisiologico normal, a ativacdo de receptores glutamatérgicos NMDA e a
reperfusdo de O, na I/R resulta na formacdo excessiva de radicais livres pelas mitocondrias
(SENGPIEL et al., 1998; SIMS E ANDERSON, 2002). As mitocondrias aumentam a taxa metabdlica
para elevar os niveis de ATP necessario para restaurar o potencial de membrana em repouso e expulsar
a grande quantidade de Ca™ intracelular dos neurdnios e assim evitar a morte celular. Nessa
circunstancia, o aumento nos niveis de ERO e a carbonilacdo de proteinas, um dos produtos da
oxidagdo das proteinas, podem ser detectados nos periodos iniciais de I/R, em um intervalo de até 48
horas (CANDELARIO-JALIL et al., 2001). Embora as modificacBes oxidativas das proteinas sejam
complexas e ndo bem definidas, carbonilagdo de proteina estd bem caracterizada. A dosagem de
grupos carbonil de proteinas fornece uma boa estimativa da extensdo do dano oxidativo protéico
associado a varias condicOes de estresse oxidativo (BARGAGLI et al., 2007; KOROLAINEN et al.,
2007). A atividade antioxidante enzimatica do tecido afetado pela I/R é particularmente importante
para defesa priméria enddgena contra lesdo pelos ERO, porém tornam-se insuficientes com o excesso
da producéo destes (Fig. 3). O estresse oxidativo participa também da formacdo da neuroinflamacéo e

desenvolvimento de morte neuronal tardia.
2.3. Neuroplasticidade

Durante o processo evolutivo, o desenvolvimento de interacfes sociais e a relagdo com
eventos ambientais foram possiveis gracas a acéo sinérgica de diferentes 6rgédos, coordenados pelo

SNC. Esta acdo ocorre por meio do fendbmeno chamado plasticidade, de forma que, quando ocorre nos
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neurdnios, é chamada de neuroplasticidade. A neuroplasticidade pode ser definida como a capacidade
cerebral de alterar morfol6gica e funcionalmente estruturas celulares em resposta a experiéncias,
drogas, hormonios e lesbes. Habilidades para aprender, recordar e esquecer também ocorrem em
decorréncia da neuroplasticidade, cuja funcdo € de carater adaptativo do organismo (BEAR, 2008).
Existem trés mecanismos capazes de alterar a atividade neural: 1) crescimento de neuritos (axonio e
dendritos) e formacgdo de novas ligagdes sindpticas ou perda das existentes, 2) modificacdo da
resisténcia ou eficicia da transmissao sinéptica nos terminais pré e pds-sinapticos por meio da inducao
de potenciacdo de longo prazo ou depressédo de longo prazo (LTP ou LTD, sigla em inglés para “long-
term potentiation e long-term depression”, respectivamente), e 3) aumento do nimero de neurénios em

determinadas regides por meio da neurogénese (CRUPI et al., 2013).

Algumas moléculas, denominadas fatores neurotréficos ou neurotrofinas, sdo fundamentais
para os mecanismos de neuroplasticidade, dentre elas o fator de crescimento neural (NGF, sigla em
inglés para “nerve growth factor”), fator neurotrofico derivado da linhagem de célula glial (GDNF,
sigla em inglés para “glial cell line-derived neurotrophic factor”), neurotrofina 3 e 4 (NT-3 e NT-4) e
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, sigla em inglés para “brain-derived neurotrophic
fator”) (SCHINDER E POO, 2000). Estudos mostraram que o BDNF exerce ag¢des sobre a estrutura e
fungdo sinaptica, tanto nos terminais pré-sinapticos quanto pos-sinapticos (LU, 2004). Foi relatado
também, que a aplicacdo aguda de BDNF no hippocampo provocou modulagdo da transmissao
sinaptica, aumentando a despolarizagdo por meio da liberagdo de glutamato dos terminais pré-
sinapticos (JOVANOVIC et al.,, 2000). Os fatores neurotréficos sdo produzidos em grandes
guantidades no cérebro, tanto pelos neurbnios quanto pela glia, e podem afetar os neurénios regulando
seu crescimento e diferenciacdo e a formacdo ou regeneracao de conexdes, proporcionando um padréo
adequado de comunicacdo entre as células neurais, tanto no desenvolvimento normal quanto para
compensagdo apods lesdo cerebral (SCHINDER E POO, 2000).

Dentre os tipos de neuroplasticidade, a plasticidade axdnica ocorre facilmente devido a alta
capacidade dos neurdnios em formar novas e multiplas conexdes. Em até certo grau de lesdo neuronal,
as funcbes podem ser completamente recuperadas por meio do crescimento de novos ax6nios. O
axonio em crescimento, denominado cone de crescimento axonal, deve atingir perfeitamente seu
destino onde far4 conexdes com outras células neuronais. Isso ocorre gracas as moléculas de
orientacdo da matriz extracelular, além das neurotrofinas, que estimulam e orientam o alongamento do
cone de crescimento (YU E BARGMANN, 2001). Estudos com cultura de células ganglionares da
retina mostraram que o crescimento de axdnios ocorre apenas na presenca de fatores neurotréficos de
crescimento. Além disso, niveis fisioldgicos de atividade elétrica podem melhorar significativamente o
crescimento axonal estimulado pelos fatores neurotréficos (GOLDBERG et al., 2002). Os cones de
crescimento diferem entre si pelas moléculas que expressam em suas membranas, conhecidas como

integrinas, sendo que a interacdo dessas moléculas de superficie com moléculas de orientacdo da
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matriz extracelular determina a direcdo e a quantidade de crescimento. Desta forma, os sinais
extracelulares podem ser atrativos ou repulsivos (Fig. 4) (BEAR, 2008). Os ax6nios param de alongar
quando atingem seu destino e transformam seu cone de crescimento em um terminal pré-sinaptico. Do
mesmo modo, a funcdo do neurbnio também muda de crescimento axonal para crescimento e
maturac&o sinaptica (LIU, et al., 2011).

1 —Adesdo na matriz extracelular 2 —Adesdo na superficie celular 3 —Fasciculacdo

4 — Atracio 5 — Contato inibitdrio 6 —Repulsdo

L - L

Fig. 4 - Cone de crescimento avancando para alvo sinaptico. (1) Moléculas da matriz extracelular promovem o
crescimento do axdnio para direcdo do alvo sinaptico. (2) Moléculas de adesdo da superficie celular interagem
com as integrinas do cone de crescimento aderindo e direcionando o crescimento axonal. (3) Fasciculagdo entre
0 axdnio em crescimento e outro axdnio pré-existente. (4) Moléculas atrativas da matriz extracelular atraem e
direcionam o ax6nio em crescimento. (5) Moléculas de adesdo da superficie celular interagem com as integrinas
do cone de crescimento repelindo e direcionando o crescimento axonal. (6) Moléculas repulsivas da matriz
extracelular repelem e direcionam o axénio em crescimento. Finalmente, apds o contato com o alvo sinéptico, o
cone de crescimento para de alongar e forma um terminal pré-sinaptico (modificado de KANDEL et al., 1991).

A plasticidade dendritica é caracterizada por alteragcbes no nimero de dendritos e no
comprimento, disposicao espacial e densidade dos espinhos dendriticos, ocorrendo principalmente nas
fases iniciais de desenvolvimento do individuo. O padrdo dos espinhos dendriticos se modifica

dinamicamente com a aprendizagem. No SNC a maioria dos terminais p6s-sindpticos excitatorios
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reside nos espinhos dendriticos. Um espinho maduro possui uma estrutura em forma de cogumelo que
compreende uma pequena cabeca esférica ligada ao dendrito por meio de um fino pescoco (HARRIS
et al., 1992). O pescoco limita a difusdo de moléculas citoplasméticas e da membrana dentro e fora da
cabeca do espinho (BLOODGOOD E SABATINI, 2005; NOGUCHI et al., 2005). O aumento na
concentracdo de Ca®* nos espinhos inicia a transducao de sinal bioquimico que estimula & expresséo de
vérias formas de plasticidade sinéptica, incluindo a LTP e LTD (MALENKA E NICOLL, 1999). A
LTP é causada pela combinagdo de varios processos pré e pos-sinapticos coordenados no tempo e no
espaco, incluindo reorganizacdo do citoesqueleto de actina, exocitose de endossomas e insercdo de
receptores glutamatérgicos AMPA nas sinapses (DERKACH et al., 2007). J4 a LTD ¢é caracterizada
por ser o processo inverso da LTP, onde ocorre diminui¢cdo da neurotransmissdo glutamatérgica e
atrofia dos terminais pré e pos-sinapticos. No hipocampo foi visto que a neuroplasticidade sinaptica
nas vias colaterais de Schaffer estd associada com a plasticidade morfolédgica dos espinhos dendritos,
com exposicdo e desenvolvimento de espinhos durante a LTP (MATSUZAKI et al., 2004) e
encolhimento durante a LTD (ZHOU et al., 2004).

Na isquemia cerebral, os eventos fisiopatoldgicos associados com a morte celular sdo seguidos
por estimulacdo de a¢Bes neuroplasticas para compensacdo e recuperacdo de fungdes durante dias,
semanas ou até meses apos a isquemia (WIELOCH, 2006; CRAMER E RILEY, 2008). A maioria dos
pacientes que sofreram isquemia cerebral apresentaram algum nivel de amnésia, fraqueza motora e
distdrbios sensoriais, 0s quais, no entanto, desenvolveram recuperacdo funcional ao longo do tempo
(JOHANSSON, 2000; CRAMER E RILEY, 2008). Resultados de estudos com animais e seres
humanos em situacdo de isquemia cerebral focal revelaram que a recuperacdo funcional ap6s isquemia
pode ser explicada pela neuroplasticidade e reorganizagdo dos circuitos cerebrais (LEE E VAN
DONKELAAR, 1995; STEINBERG E AUGUSTINE, 1997; JOHANSSON, 2000). Iniciando em
algumas horas ap0s a isquemia, rapidas mudancas sdo observadas sobre o crescimento axonal e no
nimero e comprimento dos espinhos dendriticos. A perda de neurbnios e neuritos é seguida por
reestruturacdo sinaptica nos espinhos dendriticos, sendo sua dinamica importante para a recuperagado
funcional (CRAMER E RILEY, 2008). Os mecanismos da neuroplasticidade que fundamentam a
recuperacdo funcional eficiente para compensar lesdo devem incluir, portanto, a restauracdo de vias
axonicas e/ou sinapticas, bem como o recrutamento de vias alternativas, e a formacdo de novas
sinapses nos neurdnios sobreviventes. Resultados de estudos recentes confirmam essa visdo. Foi
demonstrado, que ocorre rapida plasticidade morfol6gica de espinhos dendriticos e reorganizacdo
seguida por reconexdo funcional de neurbnios sobreviventes apds varios meses de isquemia cerebral
(BROWN et al., 2008; WINSHIP E MURPHY, 2008).

Dentre as diversas formas de avaliar a neuroplasticidade, tem destaque a investigacdo de
proteinas que desenpenham funcBes na estabilidade dos neuritos e/ou das sinapses. A MAP2 é uma

proteina conhecida por desempenhar papel na estruturacdo dendritica devido a sua
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compartimentalizacdo nos dendritos, estabilizando os microtubulos, e em grande parte é excluida dos
axonios (CCERES, 1986; HOROKAWA, 1996; AL-BASSAM, 2002). Evidéncias sugerem que a
MAP2 pode ser um alvo importante de vias de sinalizagéo intracelular e neurotrofinas na formacéo de
dendritos (VAILLANT et al., 2002). Outras proteinas utilizadas para avaliacdo experimental da
neuroplasticidade s&o a proteina associada ao crescimento 43 (GAP-43, sigla em inglés para “growth
associated protein 43”) e a sinaptofisina (SYP, sigla em inglés para “synaptophysin”). A GAP-43 ¢é
uma proteina especifica do tecido nervoso sintetizada durante o crescimento axonal no
desenvolvimento neuronal e regeneracdo (STROEMER et al., 1998). A SYP é uma proteina especifica
das membranas nas vesiculas pré-sinapticas e é utilizada como um marcador de densidade do terminal
pré-sindptico e de funcionalidade neural, com grande importancia na neuromodula¢do hipocampal e
plasticidade sinaptica (MIYAZAWA et al., 1995).

A maior parte dos esforgos para estimular a neuroplasticidade espontdnea e recuperacdo
funcional apds isquemia cerebral esta sendo orientada para estudos de: a) reabilitacdo controlada por
ambiente enriquecido (BIERNASKIE et al., 2004; JOHANSSON, 2004; NYGREN E WIELOCH,
2005; BRIONES et al., 2006), b) estimulagcdo farmacoldgica (BIEGON et al., 2004), ¢) estimulacdo
transcraniana elétrica e magnética do cérebro (HUMMEL E COHEN, 2005) e, mais recentemente, d)
terapia com células-tronco (KELLY et al., 2004; HAYASHI et al., 2006). As investiga¢des orientadas
nesse sentido proporcionaram resultados promissores, no entanto, ainda pouco se sabe como estimular

a neuroplasticidade de forma eficiente ap0s isquemia cerebral e doengas neurodegenerativas.
2.4. Oleo de Peixe

Os é&cidos graxos poli-insaturados (AGPI) da série n-3, mais popularmente conhecidos como
Odmega-3, ou seja, os acidos eicosapentaendico (EPA, 20:5 n-3, sigla em inglés) e docosahexaendico
(DHA, 22:5 n-3, sigla em inglés) vém despertando muito interesse pelas suas agdes anti-inflamatdrias
e neuroprotetoras, em contraste com os derivados do &cido araquidénico (AA, 20:4 n-6), da série n-6
(6mega-6), ou eicosandides, com potentes atividades inflamatérias. A Figura 5 ilustra a sintese do
AA, EPA e DHA no organismo dos mamiferos a partir dos seus precursores, o0 acido linoléico (AL,
18:2 n-6) e acido a-linolénico (Aal, 18:3 n-3), respectivamente. A conversdo do AL para Aal sé
ocorre nos vegetais, dada a presenca nestes da enzima Al5-dessaturase. Portanto, ambos 0s
precursores (AL e Aal) sdo acidos graxos essenciais, devendo ser introduzidos no organismo por
meio da dieta, cujas proporcdes variam conforme a fonte (6leos vegetais de diferentes plantas, por
exemplo, soja, girassol, milho, canola, linhaga, primola, castanhas, etc). A partir desses precursores, a
sintese do AA, EPA e DHA ocorrem em animais e algas, mas ndo em plantas terrestres (INNIS,
2007).
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Fig. 5 — Esquema da sintese dos AGPI das séries n-6 (esquerda) e n-3 (direita), mediante a acdo comum das
enzimas A°-dessaturase, A°-dessaturase e elongases, passando pela formagdo intermediaria dos eicosandides
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos. Dada a auséncia da A*-dessaturase nos mamiferos, o &cido
docosatetraendico (ADT, derivado do AA) e o acido docosapentaendico (ADP, derivado do EPA) sdo mais uma
vez elongados e dessaturados antes de serem transferidos para os peroxissomos onde sdo B-oxidados dando
origem aos respectivos produtos finais (ADP e DHA). A partir dos precursores vegetais (AL e Aal) todas as
etapas de sintese antes da B-oxidagdo ocorrem no reticulo endoplasmatico (modificado de KIM, 2007). Em
condigdes especiais, 0 DHA é convertido em docosatrienos, inclusive a neuroprotectina D1 (ver fig. 6).

E importante notar que ao longo das vérias etapas de sintese (nos mamiferos) os AGPI 6mega-
6 e -3 sdo substratos das mesmas enzimas (A5-, A6-dessaturases e elongases), competindo entre si pela
atividade das mesmas. Considerando que o teor de AGPI 6mega -6 é maior nos vegetais (ou seus
6leos) mais comumente consumidos na dieta humana (ex., soja), principalmente a partir da revolugdo
industrial, ndo é surpresa que a dieta tipica atual do ser humano contenha 20 vezes mais AGPI 6mega-
6 do que -3 (SIMOPOULOQOS, 2002). Isso tem implica¢do na saide humana, pois, os AGPI émega-6
ddo origem aos eicosanodides com potentes ac¢oes inflamatdrias, a exemplo do AA e seus derivados
(prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanas) (DAS, 2006; DE FILIPPIS E SPERLING, 2006).
Apesar da essencialidade do AaL, o EPA e o DHA podem ser obtidos mediante o consumo de certos
peixes de agua fria (ex., sardinha, salmdo, anchova), os quais representam a fonte mais rica desses

produtos finais da série dmega-3.
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O DHA, em particular, é o AGPI mais abundante no cérebro e retina, ficando incorporado nos
aminofosfolipideos de membrana, a partir de onde é mobilizado em determinadas condigdes para
desempenhar importantes fungdes no desenvolvimento e manutencdo fisica e funcional das células
nervosas cerebrais e retinianas (LUKIW E BAZAN, 2008). A alta concentracdo de DHA incorporado
nos fosfolipideos de membrana, principalmente fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina, alcan¢ando até
35% do total de &cidos graxos nas membranas sinapticas, € uma caracteristica do cérebro nos
mamiferos, em contraste a baixa concentracdo de DHA no plasma e figado (onde é sintetizado)
(INNIS, 2007). A incorporacdo do DHA no SNC ocorre ativamente durante o periodo de
desenvolvimento do organismo, sendo proveniente do plasma apos sintese no figado a partir do AalL.
Evidéncias indicam, contudo, que o DHA pode ser sintetizado localmente no cérebro. Entre as células
neurais (neurénios, astrocitos, microglia e oligodendrdcitos), a capacidade para sintetizar o DHA no
cérebro é restrita aos astrécitos. Embora os neur6nios sejam o sitio de maior acimulo de DHA, estes
carecem das enzimas A5- e A6-dessaturases (KIM, 2007). O endotélio da microvasculatura cerebral é
capaz de elongar e dessaturar acidos graxos de pequena cadeia carbOnica, porém, ndo possuem as
etapas finais de desaturag@o necessarias para formar o EPA e DHA. Apesar da sintese local de DHA
no cérebro (pelos astrdcitos) e no endotélio da microvasculatura cerebral, ndo se sabe se essas fontes
contribuem significativamente para o suprimento total de DHA as células nervosas. Apesar das
enzimas A5 e A6-dessaturase terem sido identificadas e clonadas em mamiferos, estes carecem da A4-

dessaturase, responsavel pela conversao direta (KIM, 2007).

Em condi¢bes basais, ambos AA e DHA encontram-se nas suas quase totalidades
incorporados aos fosfolipideos de membrana. Em condi¢BGes patoldgicas (ex., hipdxia/isquemia,
epilepsia, traumatismos, infecgdes, etc.), 0 AA e DHA sdo liberados dos fosfolipideos da membrana
mediante a acdo da fosfolipase A2 (PLAZ2, sigla em inglés). Mediante a a¢do das ciclooxigensases
(COX-1, -2, -3) e lipooxigenases (15-LOX, 5-LOX) o AA dara origem aos eicosanoides classicos
envolvidos na resposta inflamatéria (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas). Por outro lado, o
DHA pode ser convertido a 10, 17S-docosatrieno, também denominado neuroprotectina D1 (NPD1),
mediante a acdo de uma enzima semelhante a 15-LOX (BAZAN, 2005). A Figura 6 ilustra a provavel
via sintética para o NPD1 a partir do DHA incorporado na membrana plasmatica, principalmente nas

sinapses centrais e na retina.
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Fig. 6 — Biossintese da neuroprotectina 1 (NPD1). Em condigdes basais, o DHA encontra-se na forma
esterificada (DHA-PE) na posicdo sn-2 dos fosfolipideos da membrana, em particular com a
fosfatidiletanolamina (PE). CondicBes patolgicas como isquemia, ataque epiléptico, trauma, ou infeccdo
induzem a conversdo de DHA esterificado em DHA livre mediante acdo da PLA2. No passo seguinte, uma
enzima semelhante a 15-LOX converte 0 DHA livre para (10,17S)-docosatrieno, também conhecido como NPD1
em virtude de suas propriedades neuroprotetoras (BAZAN, 2005; ZHANG E BAZAN 2010; SU 2010).

Evidéncias indicam que o DHA e EPA podem ser Uteis no tratamento de doengas
neurodegenerativas associadas ao envelhecimento. Por indicacdo farmacoldgica ou nutracéutica
(suplementos), a mistura de DHA e EPA é comercializada como preparagdes padronizadas do dleo
extraido de certos peixes ou algas. Por exemplo, a Associagdo Americana do Coragdo recomenda 0
consumo diario de 1-3 g/dia de DHA para pacientes portadores de doengas cronicas do coracdo (DE

FILIPPIS E SPERLING, 2006).
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Em modelos animais de isquemia cerebral foi observado que o tratamento com DHA reduz os
prejuizos cognitivos e neurodegenerativos da isquemia (OKADA et al., 1996; BLONDEAU et al.,
2002; CAO et al., 2004). Um robusto efeito neuroprotetor foi observado ap6s administracao sistémica
de diferentes doses de DHA, com reducdo tanto do volume de infarto cerebral quanto do prejuizo
neurolégico (BELAYEV et al., 2009). Em outro estudo, a infusdo intracerebroventricular de NPD1
durante os dois primeiros dias ap6s isquemia cerebral focal em ratos inibiu a infiltracéo leucocitaria na
regido peri-infarto e reduziu em cerca de 50% o tamanho do volume de infarto medido 48 horas apés a
isquemia (MARCHESELLI et al., 2003). Usando o OP como fonte de DHA outros estudos também
demonstraram efeitos protetores sobre a neurodegeneracdo da isquemia. O tratamento prolongado com
formulacdo padronizada de OP reduziu o grau de apoptose induzida pela isquemia cerebral em ratos
(BASS et al., 2007). Ademais, o efeito antiapoptotico também foi demonstrado in vitro (ZHANG E
BAZAN, 2010). A suplementacéo dietética com OP por 6 semanas tem se mostrado capaz de reduzir o
volume de infarto cerebral apds isquemia cerebral focal em ratos (CHOI-KWON et al., 2004). Quando
avaliado os prejuizos cognitivos, ratos suplementados com OP e submetidos a ICGT apresentaram
menor prejuizo de memdaria no labirinto radial aversivo (LRA) do que 0s animais isquémicos sem a
suplementagdo (PLAMONDON E ROBERGE, 2008). Em estudos realizados por nos, observamos,
também, efeito antiamnésico ap6s tratamento com OP (FERNANDES et al., 2008; BACARIN et al.,
2013).
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista a necessidade de caracterizar melhor os efeitos antiamnésico e anti-isquémico

do OP ap6s ICGT no rato, no presente estudo foi proposto:

a) Verficar se ha efeito antioxidante do OP usando regime de tratamento que abrange o

periodo pré-isquemia.

b) Verificar se o regime de tratamento com OP utilizado para investigar o efeito antioxidante
apresenta também efeito antiamnésico ap6s ICGT.

c) Investigar a existéncia (ou ndo) de uma janela terapéutica para o efeito antiamnésico do OP
apos ICGT.

d) Avaliar a sobrevivéncia de neurdnios do hipocampo coradas pelo método de NISSL.

e) Determinar o decurso temporal da expressao da MAP2 em neurdnios hipocampais e

corticais de ratos submetidos a ICGT em varios periodos p6s-isquemia.

f) Ap6s a determinacdo do decurso temporal da expressdo da MAP2, avaliar a influéncia do
OP sobre os efeitos da ICGT na expressdo da MAP2.

g) Determinar o perfil lipidico em encéfalos isquémicos e ndo isquémicos e a incorporagao de
DHA e EPA ap0s tratamento com OP.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 350 a 400 g, com aproximadamente 3
meses de idade. Durante os procedimentos experimentais 0s animais permaneceram em condi¢fes
padrdes de alojamento, com ciclo de luz claro/escuro (12 horas), temperatura controlada (22 + 1 °C)
suprimento de 4gua e racdo a vontade. Os procedimentos experimentais seguiram os ‘Principios
Basicos para a Utilizacdo de Animais”, conforme aprovagdo pelo Comité de Etica em Experimentagéo

Animal, da Universidade Estadual de Maringa (157/2013).
4.2. Delineamento Experimental

4.2.1. Experimento I: Avaliacdo do Estresse Oxidativo ap6s ICGT e Efeito Antioxidante e
Antiamnésico do OP.

Um esquema representativo do protocolo para o experimento | é mostrado na Figura 7. O
experimento | foi dividido em 2 partes. Na primeira parte, ratos receberam OP (300 mg/kg de DHA)
ou veiculo (azeite de oliva extra virgem 1 ml/kg) oralmente, uma vez por dia, durante 4 dias (dias -3 a
0) e foram submetidos a ICGT (dia 0). A quarta dose de OP foi administrada logo apds o termino da
isquemia. Os ratos falso-operados (sham) receberam veiculo como controle para o estresse relacionado
a injecdo intragastrica (gavagem). Dessa forma, os grupos formados foram: sham + veiculo
(sham/vei), isquemia + veiculo (isg/vei) e isquemia + OP (isq/OP). Esse regime de tratamento foi
definido com base nos resultados de estudos anteriores feitos por n6s (FERNANDES et al., 2008;
BACARIN et al., 2013). Vinte e quatro horas depois, os animais foram sacrificados e seus encéfalos
totais foram processados para medicdo do estresse oxidativo. Foi investigado o encéfalo total, pois,
alteracOes induzidas pela ICGT sobre os parametros antioxidantes enddgenos sdo semelhantes em
varias estruturas, incluindo o hipocampo, estriado e cortex cerebral (SELAKOVIC et al., 2011), que
compreendem a maior parte do volume do encéfalo. Na segunda parte, ratos foram treinados durante
10 dias no LRA para a aquisicdo de memoria (dias -12 a -3) e ap6s 3 dias do término do treino 0s
animais foram submetidos a ICGT ou falso-operado (sham) (dia 0). No ultimo dia de treinamento 0s
animais foram distribuidos aos seguintes grupos: sham + veiculo (sham/vei), isquemia + veiculo
(isg/vei) e isquemia + OP (isq/OP). O OP (300 mg/kg de DHA) ou veiculo (azeite de oliva extra
virgem 1 ml/kg) foram administrados por via oral, uma vez por dia, durante 4 dias (dias -3 a 0), bem
como na primeira parte do experimento I. Os testes de retengdo de meméria (TRM) comecaram 14
dias ap6s a ICGT e continuaram por 5 semanas, com um TRM por semana no LRA (dias 14, 21, 28,

35 e 42 de experimento).
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Fig. 7 — Esquema do protocolo experimental mostrando as duas partes do experimento, fases de treino pré-
operatorio, formacgdo dos grupos experimentais, inducdo da ICGT, administracdo do OP ou veiculo, testes de
retencdo de memoria (TRM) e avaliagdo do estresse oxidativo. A linha continua representa o periodo de tempo
do experimento e a linha tracejada indica o periodo de administracdo do OP ou veiculo.

4.2.2. Experimento 1l: Janela Terapéutica para o Efeito Antiamnésico do Tratamento com o
OP.

A Figura 8 mostra a representacdo esquematica do protocolo experimental utilizado para o
experimento Il. Ratos foram treinados durante 10 dias no LRA para a aquisicdo de memoria (dias -12
a -3) e apos 3 dias do término do treino os animais foram submetidos a ICGT ou falso-operado (sham)
(dia 0). No ultimo dia de treinamento os animais foram distribuidos aos seguintes grupos: sham +
veiculo (sham/vei), isquemia + veiculo (isg/vei) e isquemia + OP (isg/OP). O OP (300 mg/kg de
DHA) ou veiculo (azeite de oliva extra virgem 1 ml/kg) foram administrados por via oral, uma vez por
dia, durante 10 dias (dias 0 a 9), aos respectivos grupos com inicio em diferentes tempos ap6s a ICGT,
obtendo 3 regimes (R) de tratamentos: R1 - tratamento iniciado 4 horas apds ICGT (isq/vei e isq/OP
R1), R2 - tratamento iniciado 8 horas ap6s ICGT (isg/vei e isq/OP R2), e R3 - tratamento iniciado 12
horas apds ICGT (isqg/vei e isg/OP R3). O grupo sham/vei teve inicio de tratamento 4 horas apds o
procedimento cirargico. Estes diferentes grupos foram determinados para investigar a existéncia de
janela terapéutica do tratamento com OP para o efeito antiamnésico. Os TRM comecaram 14 dias apds
ICGT e continuaram por 5 semanas, com um TRM por semana no LRA (dias 14, 21, 28, 35 e 42 de
experimento). Um a dois dias apds o ultimo teste, os animais foram sacrificados e seus encéfalos

removidos para analise histologica.
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Fig. 8 - Esquema do protocolo experimental delineando os regimes de tratamento, fases de treino pré-operatorio,
formacéo dos grupos experimentais, inducdo da ICGT, administracdo do OP ou veiculo, testes de retengdo de
memoria (TRM) e a andlise histolégica. A linha continua representa o periodo de tempo do experimento e a linha
tracejada indica o periodo de administracdo do OP ou veiculo.

4.2.3. Experimento Ill: Decurso Temporal da Expressdo da MAP2 apés ICGT e Efeito
Neuropléastico do OP.

Um esquema representativo do protocolo para o experimento Il é mostrado na Figura 9. O
experimento |11 foi dividido em 2 partes. Na primeira parte, ratos foram submetidos a ICGT ou falso-
operados (sham) (dia 0). Em seguida, os animais isquémicos foram subdivididos em 4 grupos com
relacdo ao tempo pds-isquemia determinado, formando 5 grupos experimentais: sham, 7 dias pos-
isquemia, 14 dias pos-isquemia, 28 dias pos-isquemia e 35 dias pds-isquemia. Ap6s o tempo de
sobrevivéncia pos-isquemia de cada grupo, os animais foram sacrificados e os seus encéfalos
removidos e processados para a imunorreatividade da MAP2 (IR-MAP2), a qual foi quantificada nas
regides CAl e CA3 do hipocampo e nas regides retrosplenial (RS) e de associacgdo parietal (PtA, sigla
em inglés para “parietal association”) do cOrtex cerebral. Esta parte foi realizada para encontrar o
decurso temporal do efeito da ICGT sobre a expressdo da MAP2. Na segunda parte, ratos foram
submetidos & ICGT e tratados com OP (300 mg/kg de DHA) ou veiculo por via oral, uma vez por dia,
durante 10 dias, utilizando os R1 e R3 de tratamento, como no experimento Il, para tentarmos
estabelecer uma possivel relagdo entre efeito antiamnésico e neuroplasticidade dendritica. Assim, 0s
animais foram divididos em 7 grupos com relacdo a operacdo, tempo pos-isquemia e regime de
tratamento: sham, 14 dias pos-isquemia (isg/vei, isg/OP R1 e isg/OP R3), 28 dias pds-isquemia
(isg/vei, isq/OP R1 e isq/OP R3). Os tempos poés-isquemia utilizados para a segunda parte do
experimento foram definidos de acordo com os resultados encontrados na primeira parte. Por Gltimo,

apos o tempo de sobrevivéncia pés-isquemia de cada grupo, os animais foram sacrificados e 0s seus
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encéfalos removidos e processados para a IR-MAP2 e quantificados como na primeira parte do

experimento.

ICGT IR-MAP2 |R-MAP2 IR-MAP2 IR-MAP2
0 7 14 28 35
1° parte I i i i | Dias
ICGT IR-MAP2 IR-MAP2
0 10 14 28
2° parte | } i { Dias
A A

Regimes de tratamento
(OP ou vei)

Fig. 9 — Esquema do protocolo experimental para a investigacdo da imunorreatividade da MAP2 (IR-MAP2)
mostrando as duas partes do experimento, inducdo de ICGT, dias de sacrificio po6s-isquemia e regime de
tratamento com OP ou veiculo. A linha continua representa o periodo de tempo do experimento e a linha
tracejada indica o periodo de administracdo do OP ou veiculo.

4.2.4. Experimento IV: Quantificagdo do Perfil Lipidico Encefalico

Para o experimento 1V, ratos foram submetidos a ICGT e receberam OP (300 mg/kg de DHA)
ou veiculo (azeite de oliva extra virgem 1 ml/kg), oralmente, com inicio 4 horas ap0s a isquemia, uma
vez por dia, durante 10 dias (regime 1, experimento Il). Os ratos falso-operados (sham) receberam OP
ou veiculo, assim como os ratos submetidos a ICGT. Dessa forma os grupos formados foram: sham +
veiculo (sham/vei), sham + OP (sham/OP), isquemia + veiculo (isg/vei) e isquemia + OP (isg/OP).
Um dia apds o termino do tratamento, os animais foram sacrificados e seus encéfalos removidos e
dissecados em cortex cerebral e hipocampo para extragdo e quantificacdo dos &cidos graxos. A
quantificagdo dos acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa e os tempos de retengdo da
amostra foram comparados com os seguintes padrdes: acido palmitico (16:0), acido esteérico (18:0),
acido oleico (18:1 n-9), acido vacénico (18:1 n-7), acido linoléico (18:2 n-6), &cido a-linolénico (18:3
n-3), acido eicosendico (20:1 n-9), acido araquiddnico (20:4 n-6), acido timodonico (20:5 n-3) e acido

cervonico (22:6 n-3).
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4.3. Analise Comportamental — Labirinto radial aversivo (LRA) de oito bragos
4.3.1. Descricdo do LRA e do ambiente de teste

Para a analise do comportamento foi utilizado o LRA de 8 bracos, desenvolvido originalmente
no Laboratério de Isquemia Cerebral e Neuroprotecdo/UEM (PAGANELLI et al., 2004) e
posteriormente aperfeicoado (NETO et al, 2005). A Figura 10 ilustra esquematicamente o LRA. O
LRA funciona com base no comportamento natural do rato em se esquivar de um lugar amplamente

aberto e iluminado para procurar um lugar estreito e escuro que Ihe ofereca protecao.

Porta-guilhotinja \

Arena

Esconderijo

Fig. 10 — Desenho esquematico do labirinto radial aversivo (LRA) de oito bracos (NETO et al., 2005).

Oito bragos (55 x 15 cm) se estendem radialmente a partir dos lados alternados de uma arena
poligonal (16 lados, 71 cm transversalmente). No final de cada brago ha uma abertura circular (9 cm
de didmetro) que pode dar acesso a uma caixa de madeira (23 cm x 11 cm x 9,5 cm) com interior
escuro, a qual funciona como um local de fuga (esconderijo ou zona de recompensa) em relacdo a
superficie fortemente iluminada (aversivo para o animal). O esconderijo pode ser inserido ou
removido como uma gaveta debaixo de cada abertura. Entretanto, dos oito bragos existentes, somente

um contém o esconderijo verdadeiro. Nos outros sete bragos, os esconderijos sdo apenas uma imitagao
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externa (paredes) do esconderijo verdadeiro, porque ndo contém o fundo. Assim, o animal chega até o
orificio e inspeciona o esconderijo, sem, contudo, adentra-lo. Ao perceber a auséncia de fundo, o
animal retorna a arena central para continuar procurando pela possibilidade de fuga em outros bragos.
Aprender a localizagéo espacial do verdadeiro esconderijo constitui a tarefa do LRA. Para evitar que o
animal escorregue e venha a cair dos bragos, uma parede de acrilico transparente (2,5 cm de altura)
contorna as laterais de cada braco. A arena central é separada dos bragos por portas do tipo guilhotina,
também de acrilico transparente (19 cm de altura). O labirinto encontra-se elevado a 90 cm do solo
podendo ser girado livremente sobre sua base de sustentacdo. Um sistema de roldanas e cordas permite
gue o experimentador efetue a abertura e fechamento das portas-guilhotina, controlando assim o
confinamento do animal dentro da arena central antes de libera-lo para explorar os bragos. Diversos
objetos tridimensionais (ex., cadeira, banqueta, caixas, cAmera de video) encontram-se no interior da
sala e funcionam como pistas extralabirinto para guiar o animal a formar um suposto mapa visuo-
espacial sobre a localizacdo do esconderijo. Um pequeno ventilador localizado no solo e embaixo do
esconderijo gera um ruido de fundo constante no ambiente de teste. Toda superficie externa do
labirinto é iluminada por uma lampada (200 W) suspensa a cerca de 1 metro acima do labirinto. Uma
camera de video encontra-se posicionada a 220 cm de distancia e 130 cm acima do labirinto para

registro do comportamento do animal e auxilio do experimentador na condugdo do experimento.
4.3.2. Treino para aquisi¢cdo de memdria no LRA

Inicialmente, os animais foram habituados ao ambiente de teste. Para tanto, cada animal foi
colocado diretamente na arena central do labirinto e permitido a explora-lo livremente, inclusive para
encontrar e entrar no esconderijo. Se o esconderijo ndo fosse encontrado apds um periodo de 4
minutos, o rato era induzido pelo experimentador a encontrar o bragco contendo o esconderijo, sem,
contudo, a influéncia direta do mesmo, sendo manipulado de tal forma que o animal encontrava o
esconderijo por conta prépria. Ao rato foi permitido permanecer no esconderijo por 1 minuto e entdo
devolvido a sua gaiola. Durante a habituacéo, as pistas extralabirinto foram removidas (exceto a porta
e a camera de video) e a posicédo espacial do esconderijo era aleatoriamente alterada entre um animal e
outro, dentro da mesma sessdo (dia) e entre as tentativas. Este procedimento de habituagdo foi repetido
por 3 dias consecutivos. Subsequentemente, teve inicio a fase de treinamento ou aquisicdo, que se
estendeu por um periodo de 10 dias consecutivos. Os animais foram treinados uma vez/dia (sessdo),
com 3 tentativas/sessdo. Para efeito de treinamento, o rato era colocado na arena central e ali
confinado por 30 segundos. Em seguida, as portas-guilhotina eram abertas, dando-lhe acesso aos
bragos para procurar pelo esconderijo, cuja existéncia ja era conhecida desde a habituacdo. Apds a
entrada em um determinado brago, os demais eram fechados. Caso entrasse em um braco errado, ao
retornar para a arena central o animal era novamente confinado por um periodo de 10 segundos, entdo
novamente liberado, e assim sucessivamente até encontrar o esconderijo, ou se esgotar o tempo de 4

minutos. Ao encontrar o esconderijo, 0 animal era permitido ficar dentro dele por 30 segundos. Se 0
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animal ndo encontrasse o esconderijo dentro de 4 minutos, ele era induzido pelo experimentador a
encontrar o brago contendo o esconderijo, sem, contudo, a influéncia direta do mesmo, sendo
manipulado de tal forma que o animal encontrava o esconderijo por conta propria, assim como feito na
habituacdo. Entre uma tentativa e outra, o labirinto era limpo do excesso de fezes e urina, e girado
aleatoriamente em torno de seu eixo central. O esconderijo era entdo transferido para outro braco
qualquer, porém, mantendo-se sua posi¢do espacial constante. Ap6s o rato ser colocado na arena
central, ndo houve mais contato entre o experimentador e o animal. Imediatamente apds o rato ser
colocado no labirinto, todo o comportamento foi registrado em video. O desempenho de aquisigdo €
expresso pelas seguintes variaveis independentes: i) laténcia para encontrar o esconderijo, ii) nimero
de erros de memoria de referéncia, e iii) nimero de erros de memdria operacional (ou trabalho). A
memoria de referéncia envolve a utilizagdo de informagfes que permanecem constantes ao longo do
tempo (sessdes), por exemplo, a relacdo espacial entre uma determinada pista e o esconderijo
(DUDCHENKO, 2004). Um erro de memoéria de referéncia foi registrado toda vez que o animal entrou
em um braco errado pela primeira vez, durante uma tentativa. Em contraste, toda vez que o animal
retornou a um braco errado ja visitado previamente dentro de uma mesma tentativa, registrou-se um
erro de memoria operacional. A memdria operacional envolve a utilizagdo ou manuseio de
informacdes que sdo Uteis ou pertinentes para aquele curto momento em que o trabalho estd sendo
realizado (ex., lembrar-se que um determinado braco ja foi visitado na presente tentativa)
(DUDCHENKO, 2004).

4.3.3. Teste de retencdo da memoria ap6s a ICGT

A Figura 8 ilustra o esquema do procedimento experimental envolvido na anélise
comportamental. No ultimo dia de treinamento, os animais ainda intactos foram divididos nos
seguintes grupos: sham, isg/vei e isq/OP (ver item 4.2.2., Experimento I1). No dia 0 os animais foram
submetidos a isquemia (ou ao procedimento “sham”). No dia 14 deu-se inicio aos testes de retencdo
para avaliagdo do grau de amnésia retrograda (perda de memoria da cognicdo adquirida durante a fase
pré-isquemia). Os testes de retengdo seguiram 0s mesmos procedimentos descritos para o treino e

foram aplicados 1 vez/semana, durante 5 semanas.
4.4. Isquemia Cerebral Global e Transitéria (ICGT)

Os animais foram submetidos a ICGT conforme o método 4-VO descrito originalmente por
Pulsinelli e Brierley (1979) e empregado rotineiramente no Laboratorio de Isquemia Cerebral e
Neuroprotecdo/UEM. Os animais foram anestesiados por inalacdo de uma mistura de O, e isofluorano
liberada através de vaporizador universal a uma mascara adaptada ao nariz do rato. O fluxo de O, foi
regulado para 2 L/min. Nessas condic@es, a concentracdo de isofluorano foi ajustada ao nivel minimo
suficiente para induzir uma anestesia constante e uniforme. O grau de anestesia foi avaliado pela

auséncia de resposta ao pingamento da cauda. Em seguida os animais foram fixados a uma base
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estereotaxica e uma incisdo de 2 cm na regido dorsal da cérvice expds o forame alar da primeira
vértebra cervical (bilateralmente). Usando a ponta do eletrocautério introduzida no forame, as AV
foram primeiramente rompidas e logo ap0s eletrocauterizadas bilateralmente (Fig. 11). Em seguida,
uma segunda incisdo foi feita na parte ventral do pescoco, onde os ramos comuns das ACC foram
expostos e isolados dos tecidos adjacentes e do nervo vago por meio de um fio de seda, transpassado
de modo a envolver ambas as ACCs (Fig. 11). As extremidades do fio foram exteriorizadas e presas ao
dorso do animal com um ponto de sutura. As incisdes foram fechadas com linha de algoddo e os
animais foram deixados sob a temperatura de 30 + 2 °C para se recuperarem da anestesia. A Figura 11
ilustra os pontos de oclusdo das AV e ACC para inducdo da ICGT.

Oclusdo permanente das
artérias vertebrais

L

s
Iy

Oclusdo transitoria das

/ artérias carétidas comuns

~——1

Fig. 11 — Esquema representativo de inducdo da ICGT. A oclusdo das AV foi feita por eletrocoagulacdo (flecha
acima). As ACC foram isoladas e a oclusdo foi transitdria por 15 min. (flecha abaixo).

Duas a trés horas apés o término da cirurgia, os ratos foram submetidos a oclusdo das ACC
mediante tracdo dos fios de seda por um periodo de 15 minutos (duracdo da isquemia). Completado o
periodo de oclusao, o fio de seda foi afrouxado e removido, permitindo a reperfusao cerebral, deduzida
com base no recobro da cor avermelhada dos olhos do animal. Na auséncia deste sinal o animal foi
descartado sob a suspeita de ndo reperfusao (colabamento das artérias). Uma hora antes, durante e uma
hora apds a oclusdo, os animais foram mantidos no interior de uma caixa de aquecimento, a

temperatura de 30 + 2 °C. Em modelos animais de isquemia cerebral, o controle da temperatura
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cerebral é uma variavel importante, pois a hipotermia (33 °C ou menos) reduz a extensdo de leséo
neuronal (BUSTO et al., 1989; GINSBERG et al., 1992). Além disso, a medicdo da temperatura retal
ndo reflete necessariamente a temperatura cerebral, pois durante a isquemia desenvolve-se gradiente
de temperatura entre o cérebro e o restante do corpo (BUSTO et al., 1987). Essa reducdo da
temperatura cerebral induzida pela isquemia pode ser controlada mantendo-se o animal dentro de uma
caixa de aquecimento, com temperatura ajustada em torno de 30 °C (SEIF EL NASR, et al., 1992).
Esse método tem sido wusado rotineiramente no Laboratério de Isquemia Cerebral e
Neuroprote¢cdo/UEM. Durante a ocluséo, os sinais de perda do reflexo de endireitamento, midriase,
estiramento ténico das patas e auséncia de respostas a estimulacdo tatil sdo indicativos de uma
isquemia efetiva. Animais com recobro do reflexo de endireitamento ou convulsdo foram eliminados
do experimento. Os animais controle para a isquemia (falso-operados ou sham) foram submetidos aos

mesmos procedimentos cirdrgicos, exceto a oclusdo das artérias vertebrais e carétidas.
4.5. Tratamento Farmacoldgico

O OP usado no estudo foi obtido diretamente no mercado de produtos farmacéuticos e/ou
nutracéuticos. Escolhemos o produto Omega-3 DHA 250, (importado e manipulado pelo Laboratério
Biotik do Brasil Ind. & Com. Ltda. e distribuido pela Naturalis — Alimentos Naturais) com base na sua
alta e definida concentracdo de DHA. Segundo informagéo do fabricante, cada capsula com 500 mg do
produto contém 250 mg de DHA e 60 mg de EPA, além de 1 mg de vitamina E como antioxidante. A
Tabela 1 mostra a composicao detalhada e a quantidade de &cidos graxos presente no OP usado no
presente estudo, conforme determinacdo realizada pelo Dr. Makoto Matsushita (Laboratério de
Cromalimentos, Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringd). A analise por
cromatografia gasosa identificou 305,0 mg de DHA e 73,35 mg de EPA por capsula de Omega-3 DHA
250® (Tabela 1). Estes valores divergiram dos fornecidos pelo fabricante (ou seja, 250 mg de DHA e
50 mg de EPA). Dessa forma, os valores do fabricante foram considerados quando calculamos a dose

utilizada no presente estudo.
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Tabela 1 — Composicao e concentracdo (% ou mg/capsula) de &cidos graxos presente no OP comercializado
como Omega-3 DHA 250° (Laboratério Biotik do Brasil Ind. & Com. Ltda. e distribuido pela Naturalis —
Alimentos Naturais) e usado no presente estudo.

Cépsulas

Notacdo | Nome Sistemético pela IUPAC Nome Trivial Abrev. % mg/500

mg OP
14:0 Tetradecanoico Acido Miristico AM 0,31 | 1,55
16:0 Hexadecanoico Acido Palmitico AP 3,25 | 16,25
16:1 n-7 | cis-9-hexadecenoico Acido Palmitoléico APO 0,73 | 3,65
18:0 Octadecanoico Acido Esteéarico AE 7,55 | 37,75
18:1 n-7 | cis-11-octadecenoico Acido Vacénico AV 1,36 | 6,80
18:2n-6 | cis, cis-9,12-ctadecadienoico Acido Linoléico AL 0,84 | 4,20
18:3n-3 | all cis-9,12,15-octadecatrienoico Acido a-linolénico Aol 189 | 9,45
20:0 Eicosanoico Acido Araquidico AA 0,05 | 0,25
20:2n-6 | cis,cis-11,14-eicosadienocico | -------—-- ---- 0,46 2,30
20:3n-3 | &cido all-cis-11,14,17-eicosatrienoico | ---------- AET 0,21 1,05
20:4n-6 | all cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico Acido Araquiddnico AA 2,41 | 12,05
20:5n-3 | all cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico Acido Timnodonico EPA* | 14,67 | 73,35
24:1n-9 | cis-15-tetracosenoico Acido Nervonico AN 2,31 | 11,55
22:5n-3 | all cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoico | Acido Clupanodénico | ADP-3 | 2,83 | 14,15
22:6n-3 | all cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico | Acido Cervonico DHA* | 60,99 | 305,0

*Abreviatura em inglés

O tratamento com OP foi realizado tomando por base a concentragdo de DHA presente em
cada capsula. Conforme a quantidade de OP a ser administrada, o volume de uma ou mais capsulas
(0,4 mL cada) foi diluida em 6leo de oliva comercial para volume total de 2,5 mL de 6leo/capsula de
OP. Assim, cada 2,5 mL da preparacéo do OP + 6leo de oliva continha 250 mg de DHA e o volume de
administracédo foi calculado para doses de 300 mg/kg de DHA por animal. Os animais tratados com o
veiculo o calculo para o volume de administracdo foi 0 mesmo. As solug¢fes foram administradas por
via oral, com uma céanula de gavagem, sendo uma nova solugdo preparada a cada dia de tratamento. O

horario de administracdo foi mantido em torno das 14 horas.

4.6. Analise Histoldgica

No dia seguinte ao término dos testes de retengdo de memdria os animais foram anestesiados
profundamente com tiopental (Thiopentax®, Cristalia, Itapira - SP) e perfundidos transcardiacamente
com solucdo salina 0,9 %, seguida pela solucdo fixativa de Bouin (acido picrico 750 mL;
paraformaldeido 100 mL; &cido acético 50 mL; e 4gua g.s.p. 1000 mL) (velocidade/tempo de perfusdo:
22 mL/min, durante 3 e 5 min, respectivamente). Apds a perfusdo, os animais foram decapitados e
suas cabecas imersas em gelo picado (1-2 °C) por 1 hora. Os encéfalos foram cuidadosamente
removidos dos cranios retirando e descartando o cerebelo, o bulbo olfatério e o cortex pré-frontal,
conservando-se assim o restante na mesma solucdo fixativa de Bouin por pelo menos 24 horas,
mantidos a temperatura ambiente. Apds processamento (desidratacdo e diafanizacdo), os encéfalos
foram emblocados em parafina (60 °C). Nove sec¢des coronais com espessura de 7 pm (micrétomo

LEICA mod. RM2445) foram retirados de cada encéfalo (sendo que a cada trés seccOes retiradas
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descartavam-se 10 e retirava-se mais trés) ao nivel médio do hipocampo nas coordenadas -3,6 mm a -
4,16 mm em relacdo ao bregma, de acordo com o Atlas Paxinos e Watson (1998). As seccGes foram
coradas pelo método do cresil violeta (NISSL). Trés sec¢des foram escolhidas para contagem bilateral
dos neurdnios aparentemente normais, no estrato piramidal dos subcampos CAl, CA2, CA3 e CA4 do
hipocampo. As células piramidais gigantes exibindo nucleo e nucléolo distintos, bem como um
citoplasma basofilico foram consideradas como sendo neurénios viaveis (aumento de 40x). O nimero

de neurdnios viaveis contados é dado pela média dos valores obtidos nos trés cortes coronais.
4.7. Avaliagdo do Estresse Oxidativo
4.7.1. Preparacdo do homogenato de encéfalo

A avaliagdo do estresse oxidativo foi realizada em parceira com o Dr. Adelar Bracht e a Dra.
Anacharis Babeto de S4-Nakanishi, do Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de
Maringa. Os encéfalos de ratos em jejum de 24 horas, previamente anestesiados, foram cirurgicamente
removidos, clampeados em nitrogénio liquido e estocados a temperaturas inferiores a -150 °C. O
homogenato 10 % (peso/volume) foi preparado usando tampao fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,4).
Este foi utilizado para as seguintes avaliagcbes do estado oxidativo de cérebro: glutationa reduzida
(GSH) e glutationa oxidada (GSSG). Para as determinacbes da atividade enzimética (CAT, SOD,
GSH-Px, GSH-Rd e G6Pd) e carbonilacdo de proteinas, foi utilizado o sobrenadante obtido apds
centrifugacdo do homogenato a 10.000 x g por 15 minutos. O contetdo protéico do homogenato e do
sobrenadante obtido apos centrifugacdo foram determinados utilizando albumina bovina como padréo
(LOWRY etal., 1951).

4.7.2. Determinagdo do contetdo de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG).

Os niveis de GSH foram determinados por espectrofluorimetria (HISSIN E HILF, 1976).
Aliquotas de 60 uL. de homogenato foram adicionadas a 1,0 mL de um meio contendo sacarose 125
mM, KCI 65 mM e HEPES 10 mM (pH 7,4). Apos precipitacdo de proteinas com TCA 13 %, 100 pL
do sobrenadante foi adicionado a 2,0 mL de um meio contendo NaH,PO,4 0,1 M e EDTA 5 mM, pH
8,0. 100 uL de o-ftalaldeido (1 mg/mL) foi adicionado e ap6s 15 minutos & temperatura ambiente, a
fluorescéncia foi determinada em um espectrofluorimetro RF-5301 (Shimadzu) com comprimentos de
onda de 350 nm para excitagdo e 420 nm para emisséo. A concentracdo de glutationa reduzida foi

expressa como nmol de GSH por mg de proteina.

Para a determinacdo dos niveis de GSSG foi usado 0 método de espectrofluorimetria (HISSIN
E HILF, 1976). Aliquotas de 100 pL de homogenato foram adicionadas a 1,0 mL de um meio
contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM e HEPES 10 mM (pH 7,4). Apdés precipitacdo de proteinas
com 0,5 mL de TCA 13 %, a amostra foi centrifugada a 9.000 x g por 3 minutos. O sobrenadante foi

incubado com NEM (0,04 M) a temperatura ambiente por 25 minutos e em seguida alcalinizado com
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NaOH (0,1 N). Na sequéncia, 100 pL dessa amostra foi adicionado a 2,0 mL de um meio contendo
NaH,P0O40,1 M e EDTA 5 mM, pH 8,0, ¢ por ultimo foi adicionado 100 pL de o-ftalaldeido 1 mg/mL.
Apos 15 minutos a temperatura ambiente, a fluorescéncia foi determinada em um espectrofluorimeto
RF-5301 (Shimadzu) com comprimentos de onda de 350 nm para excitacdo e 420 nm para emisséo. A
concentragdo de glutationa oxidada foi expressa como nmol de GSSG por mg de proteina.

4.7.3. Determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da enzima CAT foi avaliada pela decomposicdo enzimatica do H,O, medida
diretamente por espectrofotometria a 240 nm (AEBI, 1974). Proteinas do sobrenadante do homogenato
(= 0,15 mg/mL) foram adicionadas a uma soluc¢éo tamp&o contendo Tris 50 mM, EDTA 0,25 mM e
H,0, 30 mM (pH 8,0), e a queda da absorbancia monitorada por um minuto a 25 °C. A atividade da
enzima foi calculada utilizando o coeficiente de extin¢gdo molar obtido a partir da curva de calibracéo

de H,0O,, e os valores expressos como pmol de H,O, decomposto por minuto por mg de proteina.

A atividade da enzima SOD foi determinada pela capacidade desta enzima em inibir a auto-
oxidag&o do reagente pirogalol em meio alcalino, que foi monitorado por espectrofotometria a 420 nm
(MARKLUND E MARKLUND, 1974). Uma unidade de SOD é a quantidade de enzima capaz de
promover 50 % de inibi¢do do pirogalol. Proteinas do sobrenadante de homogenato (= 0,35 mg/mL)
foram adicionados a uma solucao tampéo de Tris-HCI 0,2 M (pH 8,2) e EDTA 2 mM, contendo 1 mL
de volume final. A reacdo foi iniciada pela adigdo de pirogalol 0,1 mM. A variagdo na absorbancia
devido a auto-oxidacdo do pirogalol foi acompanhada, a velocidade inicial extrapolada e a atividade

oxidacdo do pirogalol, 1C50.

A atividade da enzima GSH-Px foi determinada pelo decréscimo de absorbancia de NADPH
dependente do H,0O,a 340 nm a 25 °C (PAGLIA E VALENTINE, 1967). Proteinas do sobrenadante de
homogenato (= 0,4 mg) foram adicionadas a uma solugdo contendo tampao fosfato de potassio 40 mM
(pH 7,0), EDTA 0,5 mM, azida sodica (NaNs) 1,0 mM, glutationa reduzida (GSH) 1,0 mM, NADPH
0,15 mM e 2 U da enzima glutationa redutase, em 1,5 mL de volume final. A reagdo foi iniciada pela
adicdo de H,O, 0,2 mM, e acompanhada por 90 segundos. A velocidade inicial foi extrapolada e a
atividade calculada a partir do coeficiente de extincdo molar de 6,22 x 10° M cm™ e expressa como

nmol de NADPH por minuto por mg de proteina.

A atividade de GSH-Rd foi determinada como a diminuicéo na absorvancia a 340 nm causada
pela oxidacdo de NADPH (BERGMEYER, 1974). As aliquotas dos sobrenadantes gerados por
centrifugacdo em 10.000 x g do homogenato de cérebro foram adicionados a 1 ml de uma solugédo
contendo 50 mM de tampao fosfato (pH 8,0), EDTA 2 mM, NADPH 0,15 mM e GSSG 0,5 mM a 25

°C. As taxas iniciais foram obtidos por extrapolacdo para o tempo zero, e a atividade foi calculada
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como nmol por minuto por mg de proteina, utilizando o coeficiente de extincdo molar de NADPH
(6,22 x 10° Mt cm™).

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6Pd) foi medida como a reducéo de NADP*
na presenca de glicose-6-fosfato (BERGMEYER, 1974). As aliquotas dos sobrenadantes gerados por
centrifugacdo em 10.000 x g do homogenato de cérebro foram adicionados a 1,5 ml de uma solucéo
contendo tampéo de trietanolamina 0,1 M (pH 7,6), MgCl, 7 mM, NADP" 1 mM. A reacéo foi iniciada
pela adi¢do de glicose-6-fosfato (1,0 mM) a 25 °C. O aumento de absorvancia causada pela producédo
de NADPH foi monitorado durante 3 minutos. As taxas iniciais foram obtidas por extrapolagéo para o
tempo zero e a atividade foi calculada como nmol por minuto por mg de proteina, utilizando o
coeficiente de extingdo molar de NADPH (6,22 x 10° M™* cm™).

4.7.5. Carbonilag&o de proteinas

O contetdo de proteinas carboniladas foi determinado pelo método do 2,4
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (LEVINE et al., 1990). Amostras foram incubadas com 10 mM de
DNPH em HCL (2 N) e mantidas a temperatura ambiente. Apds 1 hora as proteinas complexadas a
derivados hidrazona foram precipitadas com &cido tricloroacético, centrifugadas, e o pellet lavado 3
vezes com etanol:etilacetato (1:1) para remocéo do excesso de DNPH. Antes de cada centrifugacdo o
pellet foi levemente homogeneizado no vortex e mantido 10 minutos com solucdo de lavagem. A
proteina precipitada foi redissolvida em Guanidina HCI (6 M) e a absorbancia da solucdo foi medida
em 370 nm. O contedo de grupamentos carbonil foi calculado com base no coeficiente de extingdo
molar de 22 mM™.cm™, e os resultados expressos em nmol de grupamentos carbonil por mg de

proteina.
4.8. Imuno-histoguimica para MAP2

O método de secgdes “free-floating” foi usado para o procedimento de imuno-histoquimica
(BRIONES et al., 2006). Os animais foram anestesiados com overdose de tiopental (Thiopentax®,
Cristalia, Itapira-SP, Brasil) para posterior perfusdo transcardiaca com 30 mL de salina (0,9 %)
seguida de 50 mL de solugdo de paraformaldeido (PFA) 4 % (pH=7,4) em tampé&o fosfato (PB) 0,2 M.
Os encéfalos foram removidos, p6s-fixados em solucdo de PFA 4 % em PB 0,2 M, por 2 h. Durante 72
horas, os encéfalos foram mantidos em solucéo de sacarose 30 % em tampéo fosfato salina (PBS) 0,1
M a 4 °C para crioprote¢cdo. Apds congelamento adequado, mergulhando os encéfalos em isopentano,
sob-refrigeracdo de nitrogénio liquido, estes foram seccionados em microtomo criostato (Criocut
1800, Reichert-Jung, Heidelberg, Alemanha). As seccbes coronais (40 pum), coletadas em 5 tubos
eppendorf contendo solugdo anticongelante, correspondiam a coordenadas estereotaxicas entre -2,30 a

-4,30 mm posterior ao bregma, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1998).
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Para a IR-MAP2, as sec¢des foram submetidas a sucessivas lavagens em PBS 0,1 M (pH 7,3).
Em seguida, as sec¢des foram tratadas com 0,3 % de peroxido de hidrogénio em PBS, para inativar a
atividade da peroxidase enddgena, lavadas com PBS 0,1 M (pH 7,3) e colocadas em solugdo de
albumina de soro bovino (BSA) 3 % e Triton-X 0,1 %, durante 60 minutos para o bloqueio de rea¢des
inespecificas. As sec¢Oes foram, entdo, incubadas com anticorpo rabbit anti-MAP2 (1:1500, Sigma,
St. Louis, MO) em solucdo de PBS 0,1 M acrescido de Triton-X 0,1 %, contendo 3 % de BSA e
mantidas, overnight, sob agitacdo constante a temperatura ambiente. Apos este periodo, as sec¢des
foram lavadas com PBS 0,1 M e, entdo, incubadas com os anticorpos secundarios goat anti-rabbit
(1:500, Santa Cruz Biotechnology), biotinilados, em uma solucéo idéntica a utilizada para o anticorpo
priméario, e mantidas sob agitagdo constante, & temperatura ambiente, por 2 horas. Posteriormente,
foram incubadas com o complexo avidina-biotina (ABC; Kit, Vector Laboratories) em PBS 0,1 M, sob
agitacdo constante, & temperatura ambiente, por mais 2 horas. A revelacéo foi realizada usando uma
solucdo de 3,3,9-hidrocloreto de diaminobenzidina 0,025 % (DAB; Sigma—AIdrich®, Steinheim,
Alemanha) e H,0, 0,05 %, acrescida de solugdo de niquel 8 % em tampédo Tris/HCI. Apos estes
procedimentos, as sec¢Oes foram adequadamente lavadas em PBS 0,1 M e montadas em laminas
previamente gelatinizadas. Apds desidratagdo e diafanizagdo, as laminas foram cobertas com

Permount® (Fisher Scientific, New Jersey, EUA) e laminulas.
4.8.1. Analise Quantitativa da Imunorreativida da MAP2

Para quantificar a IR-MAP2 foi utilizado o método estereoldgico de densidade superficial (Sv),
no qual um sistema de linhas de teste (grade de arcos cicldides) foi sobreposto paralelamente as
imagens microscOpicas obtidas em microscépio éptico comum (Olympus, BX41), com aumento de
100 x (Fig. 12). As interseccOes entre as linhas de teste e os processos dendriticos MAP2-positivos
foram contadas. A Sv dos processos dendriticos MAP2-positivos nos campos microscopicos foi
calculada usando a formula: Sv = 2(I/L); em que | é o ndmero total de intersec¢cbes por campo
microscopico e L é a soma do comprimento das linhas de teste no campo microscopico (160 um = 10
um da linha de teste x 16 linhas de teste) (BADDELEY et al. 1986). A Sv das regiGes cerebrais
guantificadas foi, entdo, obtida através da média das Sv dos campos microscopicos utilizados. A
analise foi realizada no stratum radiatum do hipocampo nas regides CAL1 (20 campos microscépicos
em 5 secgdes/animal) e CA3 (10 campos microscépicos em 5 secgdes/animal) e nas regides RS (10
campos microscopicos em 5 secgdes/animal) e PtA (10 campos microscopicos em 5 secgdes/animal)
do cortex cerebral, utilizando seccOes aleatorias. Em todas as amostras o eixo vertical das linhas de
teste permaneceu alinhado paralelamente a orientacdo do eixo vertical da imagem microscopica e

quaisquer corpos celulares MAP2-positivos foram excluidos da quantificacéo.
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Fig. 12 — Desenho representativo mostrando as regides cerebrais e 0s campos miscroscopicos utilizados para a
quantificacdo da IR-MAP2. Em destaque o sistema teste de arcos cicl6ides sobreposto paralelamente & imagem
microscopica. A Sv foi estimada através da interseccdo entre o arco cicloide (branco) e os processos dendriticos
MAP2-positivos (preto). Foi registrada uma interseccdo quando um ou mais processos dendriticos MAP2-
positivos intercepta qualquer parte de um arco cicloide. CA = cornu ammonis; RS = cortex retrosplenial; PtA =
cortex de associacdo parietal; SO = stratum oriens; SP = stratum pyramidal; SR = stratum radiatum.

4.9. Perfil Lipidico
4.9.1. Preparagdo da Amostra

A andlise do perfil lipidico foi realizada em parceira com o Dr. Licio Cardozo Filho e o Dr.
Makoto Matsushita, do departamento de Engenharia Quimica e Departamento de Quimica,
respectivamente, da Universidade Estadual de Maringa. Os ratos foram anestesiados profundamente
(50 mg/kg, tiopental, intraperitoneal) e seus encéfalos foram cuidadosamente removidos e dissecados
em cdrtex cerebral e hipocampo. Em seguida, cada regido do cérebro foi imediatamente triturada e
homogeneizada em 500 pL de solucédo de PBS 0,01 M com EDTA pH 7,4 e congelada em nitrogénio
liquido (-150 °C) para subsequente armazenamento a -80 °C. Por fim, o homogeneizado foi liofilizado

e novamente armazenado a -80 °C para a extracdo de lipideos totais.
4.9.2. Extracdo dos Lipideos

A extracdo com fluido supercritico foi realizada em uma unidade de escala laboratorial para
todas as amostras (ZANQUI et al., 2015; DA SILVA et al., 2015). Os equipamentos utilizados
consistem em reservatorio de solvente, bomba de seringa (ISCO, modelo 500D) e dois banhos
termostaticos - um (Julabo, modelo F25-Me) usado para arrefecer o fluido na bomba da seringa e o

outro (Quimis, modelo Q214M2) para manter a temperatura do extrator no ponto de ajuste, e um
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extrator de aco inoxidavel com 2 cm® de capacidade. As amostras totais secas foram condicionadas no
interior do cilindro extrator e aquecidas a 80 °C utilizando um termorregulador (Tholz, modelo CTM-
04E) e, em seguida, n-propano (Linde AG, Munique, Baviera, Alemanha) foi pressurizado até 80 bar a
40 °C. O extrato foi recolhido em recipiente eppendorf apds 15 minutos de contacto entre 0 n-propano
e as amostras a uma velocidade de fluxo de 1 mL por minuto, controlada por uma vélvula de expanséo
(Autoclave Engineers). Na saida do extrator, o material retorna as condi¢des ambientais de
temperatura e pressao, levando a liberag&o instantanea de gés e precipitacdo do extrato.

4.9.3. Quantificacio dos Acidos Graxos

A primeira etapa para determinar o perfil de acidos graxos foi converter os lipideos em ésteres
metilicos de &cidos graxos (EMAG), de acordo com HARTMAN e LAGO, 1973. Os EMAG foram
separados usando um cromatdgrafo de gas CP-3380 (Varian, Santa Clara, Califérnia , EUA), equipado
com um detector de ionizacdo de chama e uma coluna capilar de silica fundida CP 7420 seletiva para
EMAG (100 m x 0,25 mm x 0,25 mm, cianopropil). O gas transportador foi hidrogénio a velocidade
de fluxo de 1,4 mL por minuto, os gases da composicdo foram nitrogénio a 30 mL por minuto e ar
sintético a 300 mL por minuto e o0 gas de chama foi hidrogénio a 30 mL por minuto; a amostra foi
injetada numa razdo de divisdo de 1:100. A temperatura do injetor e do detector foi 235 °C. A
temperatura da coluna foi mantida a 165°C durante 4 minutos, aumentada para 185 °C a 4°C por
minuto e mantida durante 5 minutos e, em seguida, aumentou de 185°C a 225°C a 10 °C por minuto e
mantida durante 10 minutos. Os tempos de retencdo foram comparados com de ésteres metilicos

padrdes (Sigma, St Louis, MO, EUA). O contetdo de &cidos graxos foi expresso em porcentagem.
4.10. Analise Estatistica

O software SAS 9.3 foi usado. Os dados dos testes de comportamento ndo seguiram
distribuicdo normal consistente entre 0s Varios grupos ou varidveis. Os testes de homoscedasticidade e
esfericidade de suposicOes ndo foram satisfeitos (teste de Mauchly). Portanto, foi examinado o modelo
de covariancia que os dados se encaixaram melhor, e 0 modelo de covaridncia “compound symetric”
ndo estruturada foi escolhido. A anélise de varidncia de duas vias para medidas repetidas (two-way
ANOVA) foi realizada para quantificar o desempenho da meméria entre os varios TRM, com o Grupo
como o fator “entre individuos” e os Testes (TRM) como o fator “intra individuos”. Quando o
desempenho da memoria foi expresso como a laténcia total e nimero total de erros (somado nos varios
TRM) o teste t de Student pareado foi utilizado para analisar comparagfes intra (antes e depois da
isquemia) e o teste t de Student ndo pareado para comparacdes entre grupos. Para os resultados
histoldgicos, bioquimicos e do perfil lipidico, foi encontrado homocedasticidade dos dados. Portanto, a
analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey’s para multiplas
comparacOes foi utilizado para analisar os resultados das analises bioquimicas, quantificacdo de

neurdnios e perfil lipidico. Para analisar a expressdo da MAP2 one-way ANOVA seguida pelo teste de
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Newman-Keuls para multiplas comparagdes foi utilizado. As diferencas foram consideradas

significativas para p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Taxa de Mortalidade

Ao todo, 26,02 % dos ratos (64/246) foram perdidos durante os experimentos pelas seguintes
razbes: (i) ruptura acidental da artéria carétida apos a oclusdo (12/246, 4,88 %), (ii) o animal ndo
perder o reflexo de endireitamento (10/234, 4,27 %), (iii) convulsdes ou hemorragia pulmonar durante
ou logo apo6s a oclusdo (17/224, 7,59 %), (iv) 6bito nas primeiras horas ou dias de isquemia (20/207,
9,66 %) e (v) comportamento atipico (5/187, 2,67 %).

5.2. Experimento |
5.2.1. Estresse Oxidativo apds ICGT e Efeito Antioxidante do OP

O estresse oxidativo induzido pela ICGT foi medido a partir de: (a) nivel do antioxidante
endogeno GSH, o seu produto oxidado GSSG, e a relacdo GSH/GSSG, (b) atividade das enzimas
antioxidantes GSH-Rd, GSH-Px, G6Pd, CAT e SOD e (c) niveis de carbonilacdo de proteinas (Fig. 13
A-1). Em comparagdo com animais do grupo sham, a ICGT reduziu o nivel de GSH (32,20 %; F; 5=
6,10, p < 0,05) (Fig. 13 A), a relagdo GSH/GSSG (41,0 %; F,153 = 7,96, p < 0,05) (Fig. 13 C), e a
atividade da GSH-Px (30,66 %; F,15 = 8,68, p < 0,01) (Fig. 13 F) e SOD (22,90 %; F,13 = 7,06, p <
0,05) (Fig. 13 E). Inversamente, a ICGT aumentou os niveis de carbonilacdo de proteinas (58,16 %;
F214 = 5,60, p < 0,05) (Fig. 13 I). A atividade da GSH-Rd, G6Pd e CAT mostrou uma tendéncia ndo
significativa para diminuicéo (Fig. 13 D, G e H). Assim como 0s niveis de GSSG tenderam a aumentar
(Fig. 13 B). Estes resultados indicam que a capacidade antioxidante do tecido cerebral foi diminuida
apos 24 horas de reperfusao. O tratamento com OP restaurou (ou preservou) a capacidade antioxidante
cerebral. A significancia estatistica, no entanto, foi encontrada somente para os niveis de GSH, a
relacdo GSH/GSSG, CAT, SOD e o nivel de carbonilagdo de proteinas (p < 0,05 — 0,001 vs isqg/vei).
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Fig. 13 A-l1 — Efeitos do tratamento com OP sobre o estresse oxidativo induzido por ICGT medido pelo (a) teor
de glutationa reduzida (GSH) (A), glutationa oxidada (GSSG) (B) e a razdo GSH/GSSG (C), (b) atividade das
enzimas catalase (CAT) (D), superdxido dismutase (SOD) (E), glutationa peroxidase (GSH-Px) (F), glutationa
redutase (GSH-Rd) (G) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6Pd) (H) e (c) teor de carbonilagdo de proteinas (1).
Os dados sdo expressos como média + SEM. *p < 0,05 — 0,01 vs sham; “p < 0,05 vs isg/vei. Tamanho da amostra
(n): sham = 5-6, isqg/vei = 5-6 e isg/OP = 6-8.

5.2.2. Efeito antiamnésico do OP

A Figura 14 mostra o efeito do tratamento com OP no periodo pré-isquemia sobre a retencédo
de memoria avaliada no LRA ap6s ICGT. Os animais dos grupos isg/vei apresentaram maior tempo
(ou seja, laténcia) para encontrar a zona de recompensa (caixa de meta), e cometeram mais erros de
memoéria de referéncia e de memoria de trabalho do que os animais do grupo sham, durante todos os
dias de TRM (painéis acima: F,15 = 12,31 — 57,60, p < 0,0001). O efeito amnésico da ICGT foi
melhor visualizado quando a laténcia total e o nimero total de erros registados antes e depois da ICGT
(treino e TRM) foram comparados dentro de cada grupo (painéis abaixo). Esta analise revelou que os

trés pardmetros aumentaram consistentemente entre as fases pré e pds-cirdrgica no grupo isg/vei (t;; =
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4,60 — 6,22, p < 0,001 - 0,01), mas permaneceram inalterados no grupo sham (t;; = 0,13 — 1,58, p >
0,05). O prejuizo de memdria medido pelos trés parametros foi levemente (ou ausente) reduzido pelo
tratamento com OP (p < 0,0001 — 0,05, isq/OP vs isg/vei), comparado com o grupo isg/vei. O grupo
isg/OP, ainda, exibiu maior laténcia e cometeu mais erros de memoria de referéncia e operacional (p <
0,01 — 0,05, sham vs isg/OP) comparado com o grupo sham. Examinando o desempenho dos animais
por meio da distribui¢do temporal da laténcia, numero de erros de memoria de referéncia e niumero de
erros de memdria de trabalho dos cinco TRM (painéis acima) ou com a laténcia total e nimero total de
erros somados ao longo dos TRM (painéis abaixo), o grupo isg/OP apresentou aumento para 0s trés
parametros entre as fases pré e pos-cirurgica (p < 0,01 — 0,05, pré vs pos).
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Fig. 14 - Efeito antiamnésico do tratamento com OP sobre a perda de memoria induzida pela IGCT. Os ratos
foram treinados (T) durante 10 dias e em seguida submetidos a cirurgia (ICGT ou sham, dia 0). Os testes de
retencdo de meméria (TRM) ocorreram 14, 21, 28, 35, e 42 dias apés a cirurgia. O OP foi administrado uma vez
por dia, 3 dias antes e no dia da ICGT. (Painéis acima) Distribuicdo temporal do desempenho de meméria,
expresso como laténcia, ndmero de erros de memoria de referéncia e nimero de erros de memaria operacional.
(Painéis abaixo) Laténcia total e nimero total de erros somados ao longo dos varios TRM. *p < 0,0001 - 0,05
isq/vei vs sham; “p < 0,0001 — 0,05 isg/vei vs isq/OP; *p < 0,0001 — 0,05 sham vs isq/OP; p < 0,0001 — 0,05
para comparagdes dentro do grupo entre o desempenho pré e pos-isquemia. Os dados sdo expressos como média
+ SEM do grupo. Tamanho da amostra (n): sham = 16, isg/vei = 7 e isq/OP = 10.
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5.3. Experimento Il
5.3.1. Janela Terapéutica para o Efeito Antiamnésico do OP

As Figuras 15 A, B e C mostram o efeito do tratamento com OP no periodo poés-isquemia
sobre a retengdo de memdria avaliada no LRA ap6s ICGT. Os animais dos 3 grupos isg/vei (referentes
aos R1, R2 e R3 de tramento) apresentaram maior tempo (ou seja, laténcia) para encontrar a zona de
recompensa (caixa meta) e cometeram mais erros de memoria de referéncia e de meméria de trabalho
do que os animais do grupo sham, de maneira muito semelhante entre eles (Fig. 15 A, B e C), durante
todos os dias de TRM (painéis acima: Fy .5 = 6,36 — 32,55, p < 0,0001 — 0,0123). O efeito amnésico
da ICGT foi melhor visualizado quando a laténcia total e 0 nimero total de erros registados antes e
depois da ICGT (treino e TRM) foram comparados dentro de cada grupo (painéis abaixo). Esta analise
revelou que os trés pardmetros aumentaram consistentemente entre as fases pré e pés-cirtrgica nos 3
grupos isg/vei (t;; = -7,77 — -2,15, p < 0,0001 — 0,0346), mas permaneceram inalterados no grupo
sham (t;; = -0,57 — 0,54, p = 0,5901 — 0,7999). O prejuizo de meméria medido pelos trés parametros
foi completamente reduzido pelo R1 (Fy25= 19,37 — 30,55, p < 0,0001) (Fig. 15 A) e moderadamente
reduzido pelo R2 (Fy25=5,16 — 9,38, p < 0,0001 — 0,024) (Fig. 15 B) de tratamento com OP quando
comparados com 0s grupos isg/vei. Os animais do grupo R1 demostraram, ainda, desempenho
comportamental semelhante ao do grupo sham durante todos os TRM (R1: Fys=0,05-0,34, p =
0,5578 — 0,8217; R2: Fy5 = 0,32 — 2,56, p = 0,1108 — 0,5597). Examinando o desempenho dos
animais por meio da distribuicdo temporal de laténcia, nimero de erros de memoria de referéncia e
numero de erros de memoria de trabalho dos cinco TRM (painéis acima) ou com a laténcia total e
numero total de erros somados ao longo dos TRM (painéis abaixo), o tratamento com OP revelou
efeito antiamnésico significativo entre as fases pré e pdés-cirirgica para todos os trés parametros
medidos nos grupos R1 (t;7 = -2,30 —-0,29, p = 0,0247 — 0,7697) (Fig. 15 A) e R2 (t;; = -3,69 — -1,48,
p = 0,0004 — 0,1435) (Fig. 15 B). No entanto, o efeito antiamnésico foi leve (ou ausente) no R3 de
tratamento com OP, principalmente quando analisados os parametros laténcia (pré vs pés-cirurgia: t»;
=-7,19, p < 0,0001) e nimero de erros de meméria de referéncia (pré vs pés-cirurgia: t;; = -4,05, p <
0,0001) (Fig. 15 C). Quando comparado ao grupo sham, os animais do grupo R3 apresentaram maior
laténcia e cometeram maior nimero de erros (F1 2.5 = 5,00 — 8,06, p < 0,0049 — 0,0262) (Fig. 15 C).
Este resultado indica que a janela terapéutica para o tratamento com OP abrange um curto periodo

pos-isquemia, ao qual ocorre prevengdo mais eficiente da perda de memoria retrograda.
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Fig. 15 A, B e C — Janela terapéutica do tratamento com OP sobre a perda de memoria induzida pela IGCT. Os
ratos foram treinados (T) durante 10 dias e em seguida submetidos a cirurgia (ICGT ou sham, dia 0). Os testes de
retencdo de meméria (TRM) ocorreram 14, 21, 28, 35, e 42 dias apdés a cirurgia. O OP foi administrado uma vez
por dia, de acordo com os R1 (A), R2 (B), e R3 (C). (Painéis acima) Distribui¢do temporal do desempenho de
memoria, expresso como laténcia, nimero de erros de memoria de referéncia e nimero de erros de memdria
operacional. (Painéis abaixo) Laténcia total e nimero total de erros somados ao longo dos varios TRM. *p <
0,0001 — 0,05 isg/vei vs sham; *p < 0,0001 — 0,05 isg/vei vs isq/OP; ®p < 0,0001 — 0,05 sham vs isq/OP; ép <
0,0001 — 0,05 para comparacdes dentro do grupo entre o desempenho pré e pos-isquemia. Os dados sdo
expressos como média £ SEM do grupo. Tamanho da amostra (n): sham = 15, R1 (isg/vei = 10, isq/OP = 16), R2
(isg/vei = 10, isg/OP = 13) e R3 (isg/vei = 10, isg/OP = 13).

5.3.2. Anélise Histologica

A extensdo da neurodegeneracdo induzida pela ICGT no hipocampo foi estimada pela
contagem do ndmero de neurdnios piramidais que sobreviveram nas regides CA1-CA4 (Fig. 16). Nos
grupos isg/vei, a ICGT reduziu o numero de neurdnios viaveis em até 72,82 % ao longo do estrato
piramidal CA1-CA4 (Fg o, = 72,46, p < 0,0001), em comparac¢do com o grupo sham. Como esperado, a
regido CA1 do hipocampo foi a mais gravemente afetado pela ICGT, com até 81,78 % de morte
celular. O efeito neurodegenerativo da ICGT ndo foi inibido pelo tratamento com OP em todos 0s
regimes (p < 0,0001 vs sham), apresentando até 83,15 % de morte celular em comparagdo com o grupo

sham.
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Fig. 16 — (Painel acima) Imagem representativa mostrando o hipocampo e as estruturas utilizadas para
quantificar a neurodegeneragdo induzida pela ICGT. (Painel da esquerda) NUmero (%) de células piramidais
aparentemente normais contadas ao longo do estrato piramidal do hipocampo CA1-CA4. (Painel da direita)
Fotomicrografias representativas de alta ampliagcdo (400 x, barra de escala = 50 um) de neurdnios piramidais
contados no estrato CA1 do hipocampo. As setas e cabegas de setas indicam neurdnios de aparéncia normal e
degenerados, respectivamente. Os dados sdo expressos como média £ SEM do grupo. ***p < 0,0001 vs sham.
Tamanho da amostra (n): sham = 11, R1 (isg/vei = 10, isg/OP = 15), R2 (isq/vei = 10, isq/OP = 12) e R3 (isq/vei
=10, isg/OP = 11). CA = cornu ammonis.

5.4. Experimento 11
5.4.1. Decurso Temporal da Expressdo da MAP2 apés ICGT

As figuras 17 A-F, 18 e 19 mostram os resultados encontrados no experimento Ill. Este
experimento foi dividido em 2 partes. Na primeira parte, foi analisada a expressdo da MAP2 em
fungdo do tempo pos-isquemia (Fig. 17 A-C). A ICGT provocou perda de MAP2 (isto é, menor IR-
MAP?2), a qual foi bem visualizada em 7 dias po6s-isquemia e em 14 dias pds-isquemia (painéis da
esquerda), com menor expressdo da MAP2 em 14 dias que em 7 dias pds-isquemia para todas as
regides cerebrais quantificadas. As regides RS e PtA do cortex cerebral apresentaram menor perda de
MAP2 (F,2, = 4,85, p = 0,0059; 7 dias pos-isquemia: 16,38 %, 14 dias pos-isquemia: 35,27 %) (Fig.
17 A) que as regides CALl (F;,; = 12,31, p < 0,0001; 7 dias pos-isquemia: 26,14 %, 14 dias pos-
isquemia: 51,18 %) (Fig. 17 B) e CA3 do hipocampo (F,,, = 14,07, p < 0,0001; 7 dias pos-isquemia:
35,95 %, 14 dias pds-isquemia: 64,66 %) (Fig. 17 C). No entanto, os grupos de 28 e 35 dias p0s-

isquemia apresentaram maior expressdo da MAP2 comparado com os grupos de 7 e 14 dias pés-
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isquemia, em todas as regiGes cerebrais analisadas, mas sem diferenca estatistica entre 0s grupos.
Porém, o aumento na expressdao da MAP2 encontrado nos grupos 28 e 35 dias pds-isquemia ndo
demonstra recuperagdo completa da perda da MAP2 quando comparado com o grupo sham (cortex —
28 dias pods-isquemia: 13,62 %, 35 dias pos-isquemia: 26,23 %; hipocampo-CAl — 28 dias pos-
isquemia: 36,25 %, 35 dias pos-isquemia: 40,20 %; hipocampo-CA3 — 28 dias pos-isquemia: 31,33 %,
35 dias pos-isquemia: 35,07 %). Estes resultados foram utilizados para construir o decurso temporal da
expressdo da MAP2 ap6s ICGT e assim analisar o efeito do tratamento com OP sobre estas alteragdes.

5.4.2. Efeito do OP sobre a Expressao da MAP2 apés ICGT

O decurso temporal da expressdo da MAP2 apds ICGT e os R1 e R3 de tratamento com OP,
investigados no experimento 11, foram usados para executar a segunda parte do experimento 11 (Fig.
17 D-F). O tratamento com OP ndo foi capaz de exercer prote¢cdo completa sobre a perda de MAP2
induzida pela ICGT em ambos o0s regimes de tratamento e tempos pés-isquemia, quando comparado
com o grupo sham (p < 0,001-0,05 vs sham), mas quando comparado com o grupo isg/vei o R1 de
tratamento reduziu significativamente a perda de MAP2 em 14 dias p6s-isquemia. Esse efeito protetor
sobre os dendritos apareceu no hipocampo (Fig. 17 E e F), mas ndo nas regibes corticais (Fig. 17 D).
Além disso, o efeito foi maior no CA3 (Fe3,= 25,84, p < 0,0001 isq/OP vs isqg/vei) que no CAL (Fgz4=
29,06, p < 0,05 isg/OP vs isg/vei). Em 28 dias pds-isquemia, 0 R1 de tratamento com OP também
apresentou maior IR-MAP2 na regido CA3 do hipocampo (p < 0,05 isg/OP vs isg/vei) (Fig. 17 F),
guando comparados com o0 grupo isg/vei. No entanto, o0 R3 de tratamento com OP ndo exerceu
protecdo sobre a perda da MAP2 em ambos os tempos de reperfusdo, quando comparado com 0s
grupos isg/vei (p > 0,05). Por ultimo, comparacdes entre 0s regimes de tratamento mostraram que em
R1 houve menor perda de MAP2 induzida pela ICGT que R3, com significancia estatistica para as
regides corticais (Fg34= 14,79, I/R 14 dias: p < 0,001 OP R1 vs OP R3), CAl (I/R 14 dias: p < 0,0001
OP R1 vs OP R3; I/R 28 dias: p < 0,05 OP R1 vs OP R3) e CA3 do hipocampo (I/R 14 dias: p <
0,0001 OP R1 vs OP R3; I/R 28 dias: p < 0,0001 OP R1 vs OP R3). Assim como no experimento Il, o
R1 apresentou melhor resposta na analise que R3, podendo a maior expressdo da MAP2, e por sua vez

da quantidade de dendritos, ser responsavel pelo efeito antiamnésico.
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Fig. 17 A-F — Decurso temporal e efeito do tratamento com OP sobre a expressdo da MAP2. (Paineis da
esquerda) Densidade superficial (Sv) da IR-MAP2 em 7, 14, 28, 35 dias pos-isquemia. (Paineis da direita)
Efeitos dos R1 e R3 de tratamento com OP sobre as altera¢des na IR-MAP2 induzida pela ICGT em 2 diferentes
tempos poés-isquemia (14 dias e 28 dias). A andlise estereoldgica foi feita por meio da densidade de superficie
expressa em porcentagem da IR-MAP2 nas regides RS e PtA do cortex cerebral (A e D), CAl (B e E) e CA3 do
hipocampo (C e F). Os valores séo as médias = SEM. *p < 0,0001 — 0,05 vs sham; “p < 0,0001 — 0,05 isq/vei vs
isq/OP R1; ®p < 0,0001 — 0,05 isq/OP R1 vs isq/OP R3. Tamanho da amostra (n): sham = 7, 7 dias pés-isquemia

=5, 14 dias pos-isquemia (isg/vei = 6, isq/OP R1 = 6, isqg/OP R3 = 6), 28 dias pds-isquemia (isg/vei = 6, isq/OP
R1 =5, isqg/OP R3 =5) e 35 dias pbs-isquemia = 5.
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Fig. 18 — A imagem ilustra fotomicrografias das areas cerebrais utilizadas para medicGes da densidade de
superficie da expressdo da MAP2. A analise estereoldgica da densidade superficial (Sv) foi feita em secgdes
coronais obtidas no nivel estereotixico de -2,30 a -4,30 mm posterior ao bregma (PAXINOS e WATSON,
1998). (Painel superior) Diagrama representativo das regides cerebrais utilizadas para a quantificacdo da IR-
MAP2. (Painel inferior) Fotomicrografias representativas de alta ampliacdo (1000 x) das regides cerebrais e
grupos de animais. As flexas brancas indicam os processos dendriticos visualizados pela IR-MAP2. CA = cornu
ammonis; RS = cdrtex retrosplenial; PtA = cdrtex de associacdo parietal.
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Fig. 19 — A imagem ilustra os hemisférios hipocampais utilizados para medic6es da densidade de superficie da
expressdo da MAP2. As fotomicrografias (50 x) sdo de sec¢des coronais obtidas no nivel estereotaxico de -2,30
a -4,30 mm posterior em relacdo ao bregma (PAXINOS E WATSON, 1998). Na imagem cada grupo
experimental é composto por 5 animais, que representam 0s hipocampos utilizados no experimento. Observe
alteracGes na coloracdo do stratum radiatum do hipocampo. Regides mais escuras indicam alta densidade de
dentritos (flexa branca), enquanto as regides mais claras indicam degeneragao dendritica (flexa preta).

5.5. Experimento IV
5.5.1. Anélise do Perfil lipidico

A Figura 20 A e B apresenta os resultados encontrados no experimento 1V. A analise do perfil
lipidico indicou que os &cidos palmitico (16:0), estearico (18:0) e oleico (18:1 n-9) sdo os de maiores
concentracdes no cortex cerebral e hipocampo, com porcentagens que variam de 13,03 a 35,09 % do
total de &cido graxo em todos 0s grupos experimentais analisados. A analise mostrou também que o
tratamento de 10 dias com OP ndo foi capaz de alterar o perfil lipidico dos animais do grupo sham/OP,
guando comparado com o grupo sham/vei (Fig. 20 A e B). Em ambas as regides cerebrais
quantificadas, a ICGT causou mudanga no balanco dos acidos graxos com aumento na concentracéo
do &cido vacénico (18:1 n-7) (cortex: F;,3=9,022, p = 0,0004; hipocampo: F3 2 = 6,545, p = 0,0025) e
diminuicdo das concentrac@es dos acidos linoléico (AL, 18:2 n-6) (cortex: F3,3 = 13,51, p < 0,0001;
hipocampo: F3 2= 9,156, p = 0,0005) e a-linolénico (AaL, 18:3 n-3) (cortex: F323= 22,40, p < 0,0001;
hipocampo: F3 2, = 41,70, p < 0,0001), quando comparados com o0s animais dos grupos sham/vei e OP,
sem diferencga entre os grupos isg/vei e OP (Fig. 20 A e B). Analisando o efeito do tratamento com OP
sobre a concentragdo de EPA (20:5 n-3) (F,10 = 3,955, p = 0,0366) e DHA (22:6 n-3) (F,13= 17,35, p
< 0,0001) foi encontrado diferenga entre os grupos apenas no hipocampo (Fig. 20 B). Os animais
tratados com OP apresentaram aumento na concentracdo de EPA comparado com os grupos sham/vei
(p < 0,001), sham/OP (p < 0,05) e isg/OP (p < 0,05) e aumento na concentracdo de DHA comparado
com os grupos sham/vei (p < 0,0001), sham/OP (0,001) e isg/vei (p < 0,0001). Os percentuais dos

demais acidos graxos quantificados estdo representados na Figura 20 A e B.
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Fig. 20 A e B — Perfil lipidico e o efeito da ICGT e do tratamento com OP sobre a concentra¢éo de &cido graxo
no tecido cerebral. Os animais foram tratados durante 10 dias com o OP e o perfil lipidico foi investigado no
cortex cerebral (A) e hipocampo (B). Nos animais submetidos a ICGT o tratamento teve inicio 4 horas ap6s a
isquemia, assim como 0 R1 de tratamento do experimento Il. As denominagfes numéricas dos &cidos graxos
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indicam: acido palmitico (16:0), acido esteérico (18:0), &cido oleico (18:1 n-9), &cido vacénico (18:1 n-7), &cido
linoléico (18:2 n-6), acido o-linolénico (18:3 n-3), acido eicosendico (20:1 n-9), acido araquiddnico (20:4 n-6),
acido timnodoénico (20:5 n-3) e é&cido cervonico (22:6 n-3). O resultado da analise foi expresso como
porcentagem do total de 4cido graxo. Os valores sdo as médias + SEM. *p < 0,0001 — 0,05 vs sham/vei; *p <
0,0001 — 0,05 vs sham/OP; ®p < 0,0001 — 0,05 isg/vei vs isq/OP. Tamanho da amostra (n): sham/vei = 8,
sham/OP = 8, isg/vei = 8 e isq/OP = 8.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos o efeito do OP sobre os prejuizos bioquimicos, histoldgicos e
comportamentais induzidos pela ICGT. Aqui o tratamento com OP por 3 dias antes e no dia da ICGT
melhorou o estado oxidativo em 24 horas de reperfusdo e evitou a amnésia retrograda. O estudo
demonstrou, também, que o OP impediu a amnésia retrograda induzida pela ICGT quando o
tratamento foi iniciado ap6s o termino da isquemia, confirmando e estendendo nossos dados anterioes.
O tratamento com OP quando iniciado 4 horas ap6s a ICGT e mantido por 10 dias mostrou efeito
antiamnésico semelhante aos que encontramos anteriormente utilizando regimes de tratamento com
inicio antes da isquemia. Além disso, o regime de tratamento utilizado no presente estudo preveniu a
degeneracdo dendritica e/ou estimulou a neuroplasticidade, visualizados em 14 e 28 dias pds-isquemia,
e proporcionou incorporacdo de DHA e EPA nas membranas neuronais do hipocampo.

No experimento I, o estresse oxidativo induzido pela ICGT foi observado a partir da reducéo
significativa do conteudo/atividade de GSH, GSH-Px e SOD e da diminui¢&o na razdo GSH/GSSG, 0s
quais foram coerentes com os dados relatados em modelo de ICGT em gerbils (SELAKOVIC et al.,
2011). Complementar a deple¢do de antioxidantes enddgenos, a ocorréncia do estresse oxidativo foi
confirmada pelo nivel elevado de carbonilacdo de proteina, que indica a presenca de proteinas
oxidadas, um produto final estavel de reacfes em que as ERO estdo envolvidas (DALLE-DONNE et
al., 2003). Consistente com os resultados apresentados, outros investigadores relataram aumento dos
niveis de carbonilacdo de proteina (LEHOTSKY et al., 2004), peroxidacéo lipidica (LEHOTSKY et
al., 2004; SELAKOVIC et al., 2011) e danos ao DNA (YABUKI E FUKUNAGA, 2013) na fase
inicial de I/R. No presente estudo, o tratamento com o OP, iniciado 3 dias antes da isquemia, inibiu a
progressao do estresse oxidativo, avaliado pela recuperacao dos niveis de GSH (Fig. 13 A), aumento
na relacdo GSH/GSSG (Fig. 13 C) e atividade da CAT (Fig. 13 D) e SOD (Fig. 13 E) e diminuicdo da
carbonilagdo de proteinas (Fig. 13 I). O efeito antioxidante do OP observado foi consistente com
outros achados que usaram OP ou seus componentes, EPA e DHA, em modelos animais de ICGT
(CAO et al., 2004; OZEN et al., 2008), isquemia cerebral focal (UEDA et al., 2013) e lesdo cerebral
traumatica (WU et al., 2004). Porém, é desconhecido se os constituintes DHA/EPA do OP atuam
como sequestradores de radicais livres. Dados sugerem uma acdo direta sequestrante de radicais
devido a presenca de duplas ligagdes carbono-carbono (C-C) presentes nas moléculas de AGPI, a qual
é proporcional ao nimero de ligacOes duplas conjugadas (SHAMI E MOREIRA, 2004). As ligacoes
duplas C-C conjugadas dos AGPI permite a absorcdo da energia das ERO, canalizando-a através da
longa cadeia de duplas ligagdes que se encontram em ressonancia. Além disso, 0 DHA quando em
exposicdo de ERO pode estimular a regulagdo de enzimas antioxidantes e aumentar a capacidade
antioxidante celular (JAHANGIRI et al., 2006). Outro argumento, no entanto, é que a vitamina E (o-
tocoferol) na formulacdo de OP poderia agir sinergicamente com o DHA/EPA sobre o estresse

oxidativo induzido pela isquemia. Isto € improvavel, contudo, tendo em vista a concentragdo muito
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baixa de vitamina E no OP (1,0 mg/capsula) e, portanto, uma dose muito baixa é administrada para 0s
animais (1,2 mg/kg). De fato, 0 estresse oxidativo e os prejuizos neurolégicos apds isquemia cerebral
focal ndo foram neutralizados com dose de 125 mg/kg de a-tocoferol (CHAUDHARY et al., 2003).
Além disso, o tratamento com 140 mg/kg de a-tocoferol mais 100 mg/kg de acido lipdico
administrado duas vezes por dia durante 7 dias, também, néo foi capaz de atenuar o estresse oxidativo
induzido por isquemia cerebral (GARCIA-ESTRADA et al., 2003).

Na segunda parte do experimento |, investigamos o efeito antiamnésico do OP com 0 mesmo
regime de tratamento usado para determinar o efeito antioxidante na primeira parte, o qual
compreendeu o periodo pré-isquemia. Dessa forma, o objetivo foi verificar se o efeito antioxidante em
24 horas de reperfusdo encontrado por nos seria suficiente para promover efeito antiamnésico robusto
e sustentado por varias semanas ap6s ICGT. Como esperado, a ICGT (15 min., 4-VO) causou perda da
memoria adquirida antes da isquemia no LRA, efeito que néo foi recuperado pelos ratos até o final dos
testes comportamentais. Esta sequela pode ser comparada a amnésia retrograda normalmente
observada em seres humanos que sobrevivem, por exemplo, a parada cardiaca reversivel. O tratamento
pré-isquemia com OP inibiu de forma leve a amnésia retrégrada induzida pela ICGT, pois, 0s animais
desse grupo apresentaram desempenho comportamental melhor que os do grupo isg/vei, mas inferior
aos do grupo sham, efeito que foi mantido por pelo menos 5 semanas de teste de retencdo de meméoria
(Fig. 14). Esse efeito antiamnésico leve do OP provavelmente ndo foi devido & estimulagdo da
memoria relacionada com a aquisicdo no LRA, porque o OP foi administrado por alguns dias antes da
isquemia e o desempenho de memoria avaliado de 2 a 7 semanas depois. Em vez disso, o0 presente
dado sugere que a a¢do antioxidante do OP dentro das primeiras 24 horas de reperfusdo, observado por
nos, foi responsavel, pelo menos parcialmente, pela manutencdo da memdria de longo prazo adquirida
durante o treino pré-operat6rio. Porém, embora o regime de tratamento pré-isquemia tenha atenuado a
amnésia retrograda, tal efeito ndo foi tdo consistente ao longo do tempo em comparagdo com
tratamentos mais longos, composto por ambos os periodos pré- e pés-isquemia, como nos resultados
obtidos em nossos trabalhos anteriores (isto €, 32 e 10 dias de tratamento) (FERNANDES et al., 2006;
BACARIN et al., 2013). Quantitativamente, 10 dias de tratamento proporcionou menor prejuizo de

memoria do que 4 dias de tratamento.

Assim como na segunda parte do experimento I, no experimento Il a ICGT (15 min., 4-VO)
causou perda da memoria adquirida antes da isquemia no LRA, efeito que ndo foi recuperado pelos
ratos até o final dos testes comportamentais. Este experimento apresenta os resultados encontrados
para o efeito antiamnésico utilizando 3 regimes de tratamento com OP (300 mg/kg de DHA), que
diferenciaram-se pelo tempo de administracdo da primeira dose no periodo pés-isquemia (Fig. 8). Este
estudo foi realizado para avaliar o efeito do OP quando o tratamento é iniciado ap6s o término da
ICGT e determinar o momento ideal em que o inicio do tratamento tem o melhor efeito protetor sobre

a memoria, sendo importante, também, para correlacionar o efeito antiamnésico e a possibilidade de
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utilizar o OP (ou 0 DHA) na clinica, a qual normalmente é dificil prever a ocorréncia de uma isquemia
cerebral. Os presentes dados sugerem que o efeito antiamnésico do tratamento com o OP apés a ICGT
é robusto e sustentado, pois reproduziu muito bem nossos dados anteriores (FERNANDES et al.,
2008; BACARIN et al., 2013) e estd de acordo com dados obtidos por outros pesquisadores em
condicbes de isquemia cerebral global e focal (PLAMONDON E ROBERGE, 2008; BELAYEV et
al., 2009). Além disso, o presente estudo demonstrou, também, que tal efeito pode ser dependente do
tempo de inicio do tratamento, em outras palavras, quanto mais tarde for iniciado o tratamento com o
OP apds isquemia menor a intensidade do efeito antiamnésico. Assim, o R1, que foi o tratamento
iniciado ap6s 4 horas de ICGT, apresentou o melhor efeito antiamnésico sustentado durante pelo
menos 5 semanas de teste de retengdo de memoria, com desempenho comportamental do grupo isg/OP
muito semelhante ao do grupo sham (Fig. 15 A). A eficacia do tratamento com o OP tornou-se menor
guando o tratamento foi iniciado 8 e 12 horas apds a ICGT, com aumento médio do prejuizo de
memoria do R2 (efeito antiamnésico moderado) (Fig. 15 B) para o R3 (efeito antiamnésico leve ou
ausente) (Fig. 15 C) de tratamento, embora todos 0s regimes tenham sido conduzidos no mesmo
periodo de tempo (10 dias). Isto indica que o efeito antiamnésico pode ser atribuido a acdo do OP nas
primeiras horas da I/R, como uma ag&o anti-isquémica, e que existe janela terapéutica de até 4 horas
para o tratamento ap0s a isquemia. Esta acdo anti-isquémica do OP pode ser em decorréncia da
atividade antioxidante. A investigacdo do estresse oxidativo induzido em 24 horas de I/R e o efeito
antioxidante do tratamento com o OP sobre alguns parametros oxidativos realizados nesse estudo
reforcam nossa hip6tese. Embora os regimes de tratamento entre os experimentos | e Il sejam
diferentes, provavelmente o OP exerceu efeito antioxidante durante as primeiras doses no experimento
Il. O efeito antioxidante do OP pode ter diminuido o grau e a progressdo da lesdo causada pelo
estresse oxidativo e colaborado com o efeito antiamnésico visto vérias semanas mais tarde, tanto no
teste comportamental do experimento | quanto do experimento Il. Os dados do experimento I, entdo,
apoiam a hipotese do experimento | de que a acdo antioxidante do OP sobre o0 estresse oxidativo nas
primeiras horas de reperfusdo pode ser responsavel, ao menos parcialmente, pela manutencdo da
memoria de longo prazo. No entanto, quando o tratamento tem inicio tardio no periodo pés-isquemia o
estresse oxidativo pode causar danos de dificil recuperacdo, observado neste estudo pela perda de
memoria demonstrada pelos animais dos grupos de tratamento R2 e R3, indicando que para obter
melhor efeito antiamnésico é necessario iniciar o tratamento no periodo pré-isquemia ou logo apds a
isquemia. Além disso, comparando os resultados comportamentais do experimento | e Il observamos
melhor efeito antiamnésico do regime terapéutico R1 do experimento Il. Essa diferenca de efeito
provavelmente se deve ao tempo pos-isquemia prolongado de tratamento realizado no R1 (10 dias).
Como relatado nesse trabalho, a isquemia cerebral compreende varios processos fisiopatolégicos que
atuam temporalmente por dias a semanas e culminam em lesdo e morte neuronal, tais como o estresse
oxidativo, o processo inflamatdrio e a indugdo de apoptose (Fig. 1 e 2). No presente estudo, o regime

de tratamento do experimento | compreendeu o periodo relativo & lesdo causada pelo estresse



67

oxidativo, mas ndo a lesdo relativa aos processos fisiopatologicos subsequentes. Ja o regime de
tratamento do experimento Il compreendeu além do periodo de estresse oxidativo, o periodo de
inflamacéo e de morte neuronal tardia (apoptose), podendo o OP ter prevenido também a leséo relativa
a esses processos e evitado em maior grau 0 mau funcionamento neuronal ap6s ICGT. Sendo assim, 0
efeito antiamnésico do tratamento com OP ap6s ICGT atinge 0 maximo com regime terapéutico
iniciado no periodo pré-isquemia ou logo apo6s a isquemia e que abrange longo periodo pds-isquemia.

A hipbtese de que a acdo antioxidante nas primeiras horas de I/R contribui, ao menos
parcialmente, para o efeito antiamnésico final do OP avaliado algumas semanas ap6s a ICGT ¢é
apoiada por outros estudos do nosso laboratorio. A apocinina administrada em dose Unica 30 minutos
antes da ICGT produziu efeito antiamnésico semelhante ao obtido com OP sob as mesmas condigdes
de isquemia cerebrais e analise comportamental (ROMANINI et al.,, 2015). A apocinina €
caracterizada como um potente inibidor da NOX, uma enzima que catalisa a redugéo do O, para ERO
(CARBONE E CAMILLO TEIXEIRA, 2014), sendo possivel que uma acdo antioxidante tenha
ocorrido nas primeiras horas de I/R e contribuido para o efeito antiamnésico da apocinina. Esta
possibilidade é apoiada por outros estudos que utilizaram diferentes modelos animais de isquemia
cerebral, em que os efeitos neuroprotetores e comportamentais/neurolégicos da apocinina foram
atribuidos a inibicdo da NOX (CARBONE E CAMILLO TEIXEIRA, 2014). Como a apocinina, 0
efeito antiamnésico do OP pode ser parcialmente atribuivel a sua agdo antioxidante dentro das
primeiras horas apos a I/R, mas ndo € possivel deduzir se 0 OP também atua por meio da inibigdo da
NOX, semelhante a apocinina. No entanto, 0s niveis da proteina NOX4 foram encontrados reduzidos
apos tratamento com OP em modelo de estresse oxidativo vascular induzido por ovariectomia
(GORTAN CAPPELLARI et al., 2013). Outros sugerem que o OP estimula a modulacéo negativa da
expressdo/atividade da NOX como mecanismo de acdo (BALAKUMAR E TANEJA, 2012).
Juntamente com esses dados, 0 presente achado sugere relacdo entre acdo antioxidante nas primeiras
horas de I/R e o efeito antiamnésico de longa duragdo do OP. Reforgando mais essa hipotese, estudos
mostraram que o estresse oxidativo interrompe processos neuronais que estdo envolvidos na formagéo
e manutencdo da memoria. Por exemplo, o crescimento de neuritos e a formacéo de sinapses foram
reduzidos em culturas de células ganglionares, da raiz dorsal da medula espinhal de ratos, privadas de
soro e estressada por ferro, um efeito que foi invertido pela deferoxamina, que marcadamente impediu
a geracdo de radicais OHe (NOWICKI et al., 2009). Em outro estudo, quando neurdnios corticais de
ratos foram expostos a um meio contendo dopamina, na auséncia do antioxidante glutationa, uma
reducdo significativa do nimero de processos neuronais (por exemplo, espinhos dendriticos) foi
observada, efeito que foi atribuido a a¢do nociva das ERO gerada pela dopamina (GRIMA et al.,
2003). O estresse oxidativo também perturbou o mecanismo pré-sindptico para a libertacdo de
neurotransmissores nas terminagdes nervosas motoras que foram expostas as ERO (GINIATULLIN et

al., 2006). Além disso, a atividade da Ca**-ATPase da membrana plasmatica foi perdida quando as
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membranas sinapticas foram brevemente expostas ao estresse oxidativo gerado por radicais O,*, H,0O,
ou ONOO- (ZAIDI E MICHAELIS, 1999). Coletivamente, esses estudos indicam que o estresse
oxidativo perturba a resposta neuronal e/ou alteracbes neuroplésticas que podem colaborar para a
recuperacao funcional (ou preservacdo) apos dano cerebral. Supondo que o OP neutralizou os efeitos
nocivos do estresse oxidativo nesses processos neuronais, isso poderia explicar como a acéo
antioxidante mediada pelo OP nas primeiras horas de I/R pode se traduzir em um efeito antiamnésico
apos ICGT.

Ainda no experimento Il, o tratamento com o OP ndo foi capaz de evitar a neurodegeneracdo
induzida pela ICGT, mostrando auséncia de protecdo sobre 0s neurénios piramidais do hipocampo no
mesmo padrdo dos nossos estudos anteriores (Fig. 16) (FERNANDES et al., 2008; BACARIN et al.,
2013). Nossos estudos anteriores e os resultados presentes indicam que a auséncia de neuroprotecao
celular também é um resultado consistente do tratamento com OP. No entanto, esses resultados
contrastam com outros relatos na literatura (OKADA et al., 1996; LAURITZEN et al., 2000; CAO et
al., 2004; BAS et al., 2007; OKABE et al., 2011). Embora exista essa divergéncia de resultados entre
0s estudos, duas variaveis metodoldgicas poderiam explicar a falta de neuroprotecdo pelo OP no
presente estudo, em comparagdo com os resultados mencionados acima. A primeira variavel refere-se
a influéncia da provavel hipotermia cerebral que ocorre nos modelos de isquemia. Reduzir a
temperatura do cérebro em 2 °C durante a isquemia ou logo ap6s a reperfusdo é suficiente para
proporcionar neuroprotecdo (BUSTO et al., 1987). Assim, em nossos experimentos 0s ratos s&o
mantidos em uma caixa quente (30 °C) durante a isquemia e durante 1 hora p6s-isquemia de acordo
com as recomendacdes de Seif el Nasr et al. (SEIF EL NASR et al., 1992). De fato, em um estudo do
nosso laboratério foi observado variacdo na neurodegeneracdo do hipocampo de 70 % para 25 %
guando a caixa quente ndo foi usada (BENETOLI et al., 2007). Outra varidvel que pode explicar a
falta de neuroprotecdo do OP nos nossos estudos refere-se & duracdo do tempo de sobrevivéncia do
animal apos a isquemia. O tempo de sobrevivéncia para anélise da neuroprotecdo é importante nos
modelos de isquemia cerebral, porque se sabe que os neurdnios do hipocampo apresentam atraso de
cerca de 4 dias apds a isquemia para atingir o pico de morte (KIRINO, 1982). Em nossos estudos, 0s
ratos sobreviveram por até 43 dias apds a ICGT. A sustentabilidade da sobrevivéncia neuronal
induzida por drogas é uma questdo importante no campo da neuroprotecdo ap6s lesdo cerebral, e 0
controle da hipotermia cerebral e o uso de periodos pos-isquemia estendidos sdo altamente
recomendados quando se avalia o potencial neuroprotetor de drogas (CORBETT E NURSE, 1998).
Nos estudos citados acima, tanto o controle da temperatura e o periodo pos-isquemia prolongado para
avaliacdo da neuroprote¢do ndo ocorreram. O efeito antiamnésico na auséncia de neuroprote¢do do OP
fez pensarmos que o tratamento pode estar compreendendo aspectos subcelulares, como a protecdo de
neuritos e sinapses dos neurdnios sobreviventes e/ou estimulacdo dos processos de neuroplasticidade

induzido pela isquemia.
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Se assim for, entdo uma questdo que se coloca € como a interrupcdo do estresse oxidativo
durante a I/R pode ser traduzida na preservacao da memaria de longo prazo pelo OP, apesar da falta de
neuroprotecdo celular? Uma vez que os animais aprenderam a tarefa antes da isquemia, a memoria
adquirida (ou seja, memoria retrograda) deve assentar sobre o estado funcional das estruturas
existentes (por exemplo, sinapses) nos neurdnios sobreviventes ap6s os danos isquémicos. Os
neurdnios que sobrevivem a um evento isquémico podem responder com alterages ultraestruturais,
incluindo a reestruturacdo dendritica, sinaptogenese e processos de promocéo de crescimento, que por
sua vez, podem promover a recuperacdo funcional, mesmo na auséncia de qualquer efeito
neuroprotetor celular (GARCIA-CHAVEZ et al., 2008). Estes autores observaram, por exemplo, que a
isquemia cerebral global (15 min., 4-VO) prejudicou a citoarquitetura dos dendritos no cortex pre-
frontal, reduzindo o comprimento dos dendritos, o nimero de bifurcacdes dendriticas e a densidade
dos espinhos. Tais alteragbes ultraestruturais foram prevenidas pela melatonina, um efeito que foi
acompanhado por melhor desempenho de aprendizagem/memoria na tarefa do labirinto radial. A
isquemia global (BRIONES et al., 2006) e a hipoperfusao cerebral cronica (ZHU et al., 2011) também
reduziram a expressdo da MAP2, SYP e CREB e causou prejuizos na inducéo de LTP, os quais sdo
indicadores de neuroplasticidade dendritica e sindptica. No primeiro estudo citado acima, ratos
isquémicos (12 min., 4-VO) habituados em um ambiente enriquecido apresentaram aumento na
expressao da MAP2 no estratum radiatum dos subcampos CA2 e CA3 do hipocampo, um efeito que
se correlacionou positivamente com a recuperacdo da aprendizagem/memoria avaliada na tarefa do
labirinto aquéatico de Morris, apesar da presenca de grave perda celular na regido CA1 (BRIONES et
al., 2006). Esses dois ultimos estudos sugerem que a neuroplasticidade relacionada a MAP2, SYP,
LTP e CREB no hipocampo servem como um mecanismo eficaz através do qual a recuperacao (ou
preservacdo) da aprendizagem/memdria poderia ocorrer apds isquemia cerebral, apesar da
neurodegeneracdo. Estes dados sdo semelhantes aos nossos resultados, os quais foram encontrados
dissociacdo entre a recuperacdo da aprendizagem/memoria, em uma tarefa espacial, ap6s isquemia

cerebral e a presenca de lesfes no hipocampo.

De acordo com os dados apresentados acima, o experimento 111 foi realizado para tentarmos
compreender o mecanismo do efeito antiamnésico do tratamento com OP, mesmo na presenca de
intensa neurodegeneracdo no hipocampo. Assim, foi investigada a densidade dendritica por meio da
quantificacdo da expressdao da MAP2 nos neurdnios sobreviventes ap6s a ICGT. Apesar dos animais
dos grupos tratados com OP e veiculo tenham apresentado a mesma quantidade celular hipocampal,
diferencas na densidade de dendritos poderia explicar o efeito antiamnésico encontrado nos grupos
tratados com OP. Primeiramente, construimos um decurso temporal do efeito da ICGT sobre a
expressao da MAP2. Dessa forma, encontramos diminuicdo da expressdo da MAP2 em 7 dias pds-
isquemia, a qual mostrou progressdo com maior diminuigdo em 14 dias pos-isquemia nas regides RS e

PtA do cortex e CAl e CA3 do hipocampo (Fig. 17, A-C). Esses dados sugerem que danos isquémicos
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continuam ocorrendo sobre os dentritos em até 14 dias pds-isquemia. Além do estresse oxidativo, que
ocorre nas primeiras horas a dias de I/R, a inflamacdo também é responsavel por desencadear lesao
devido a alta producédo de agentes pro-inflamatérios desde as primeiras horas a até 1-2 semanas pos-
isquemia (BARONE e FEUERSTEIN, 1999). No grupo submetido a 28 dias pds-isquemia
encontramos menor reducdo da expressdo da MAP2, que permaneceu sustentado quando analisamos o
grupo de 35 dias pds-isquemia, em todas as regides analisadas (Fig. 17, A-C). Estudos demonstraram
niveis elevados de alguns fatores neurotroficos, como BNDF e NT-3, que perduraram de 3 a 14 dias
apos isquemia cerebral, sugerindo a ocorréncia de processos neuroplasticos de regeneracdo mediada
por essas moléculas nesse intervalo de tempo (SIST et al., 2014). Nossos achados estdo de acordo com
outros estudos que mostraram diminui¢do da expressdo da MAP2 em algumas horas ou dias ap0s a
isquemia cerebral (GEDDES et al, 1994; AKULIN E DAHLSTROM, 2003) e aumento da expressao
da MAP2 em algumas semanas apés a isquemia cerebral (BRIONES et al., 2006). Com estes
resultados concluimos que a diminuicdo da expressdao da MAP2 poucos dias apds isquemia cerebral
pode refletir o grau de degeneracdo dendritica, enquanto o aumento da expressdo da MAP2 algumas

semanas apds isquemia cerebral pode refletir o grau de neuroplasticidade dendritica.

Com o decurso temporal da expressao da MAP2 apds a ICGT, analisamos o efeito do
tratamento com OP em 14 e 28 dias pés-isquemia. Os R1 e R3 (experimento Il) foram usados para
medir a influéncia do OP na expressdo da MAP2 e para tentarmos correlacionar com o efeito
antiamnésico encontrado para esses regimes de tratamentos. A expressdo da MAP2 estava aumentada
no grupo R1 de tratamento ap6s 14 dias de ICGT em todas as regifes do cérebro analisadas e apds 28
dias de ICGT na regido CA3 do hipocampo, o que pode indicar preservacdo dos dendritos e
estimulacdo dos mecanismos de neuroplasticidade, respectivamente, quando comparados com 0s
animais dos grupos isg/vei, mas com diferenga para os animais do grupo sham, demonstrando uma
recuperacao incompleta (Fig. 17, D-F). No entanto, o grupo R3 de tratamento ndo apresentou efeito
sobre a expressdo da MAP2 em quaisquer regides cerebrais e tempos analisados (Fig. 17, D-F). Estes
resultados evidenciam que o tempo de inicio do tratamento com OP é importante para prevenir a perda
de dendritos induzida pela ICGT, e que quando o tratamento tem inicio tardio este efeito aparece
menor ou nulo, sendo essa observacdo aplicavel, também, ao efeito antiamnésico avaliado no
experimento Il. Alguns estudos mostraram correlagéo entre aumento da expressao da MAP2 e melhora
do desempenho cognitivo em modelos de isquemia cerebral (BRIONES et al., 2006) e de
envelhecimento (MA et al., 2014). Assim como nestes estudos, 0 aumento na expressdo da MAP2
encontrado por nds pode estar correlacionado com o efeito antiamnésico do OP neste e nos estudos
anteriores. A prevencdo da perda de dendritos e, consequentemente, perda de memdria com OP pode
ter ocorrido devido aos efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios do tratamento com OP, ou 0 DHA,
amplamente descritos na literatura. O efeito antioxidante do OP foi investigado nesse trabalho e

reforca nossa hipoOtese. Adicionalmente, outros pesquisadores demostraram, também, efeito
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antioxidante para os tratamentos com o OP ou DHA, com reduc¢do na formacdo do estresse oxidativo
por meio do aumento da atividade de enzimas antioxidantes e da quantidade de GSH; e diminuicdo da
carbonilacdo de proteinas e peroxidacgdo lipidica em modelos de isquemia cerebral global (CAO et al.,
2004) e focal (OZEN et al., 2008) e modelo de lesdo cerebral traumética (WU et al, 2004). Outro
efeito do OP ou DHA que pode ter inibido a perda de dendritos induzida pela ICGT ¢é a prevencéo da
neuroinflamacdo pela diminuigcdo dos niveis de fator nuclear kB (NF-kB), inibicdo da secrecdo de
citocina, blogqueio da sintese de prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos e modulagdo da migracéo
de leucdcitos (DAS, 2006; FAROOQUI et al., 2007). Além de demonstrar efeitos preventivos sobre a
degeneracdo dendritica, o tratamento com OP pode ter estimulado processos de neuroplasticidade.
Estudos demonstraram que o tratamento com OP ou DHA promove aumento dos fosfolipidos de
membrana (por incorporagdo do DHA nas membranas dos neurdnios), induz o crescimento de neuritos
e melhora o desenvolvimento da LTP no hipocampo (FUJITA et al., 2001; CHOI-KWON et al., 2004;
CALDERON e KIM, 2004). Em neurdnios do hipocampo de ratos foi demostrado que o DHA
estimulou a sinaptogenese, atividade sinaptica, expressdo de sinapsina-1 e receptores de glutamato
AMPA subunidade GIuR1, GIuR2 e NMDA subunidades NR1, NR2A, NR2B (CAO et al., 2009). A
suplementagdo com DHA em gerbils mostrou aumento nos niveis de proteinas sinépticas no
hipocampo, incluindo as proteinas pré-sindpticas sinapsina-1 e sintaxina-3, a proteina da densidade
pos-sinéptica-95 (PSD-95, sigla em inglés para “postsynaptic density protein type 95”) e a proteina F-
actina do citoesqueleto (CANSEYV et al., 2008). Em outro estudo, utilizando ratos adultos transgénicos
fat-1, com niveis elevados de DHA enddgeno, em comparacdo com ratos do tipo selvagem, a
expressao de genes sinapticos, incluindo aqueles que codificam a sinapsina-1, GAP-43, PSD-95,
GluR1 e a proteina F-actina do citoesqueleto, no hipocampo estavam com a regulacdo aumentada e o
desempenho da aprendizagem e memdria no labirinto aquatico melhorado (HE et al., 2009). A inducéo
do crescimento de neuritos, 0 aumento na expressao de proteinas sinapticas e na sinaptogénese
sugerem um papel importante do DHA na promog¢do da formagdo de novas sinapses ativas e

recuperacao apos a leséo.

Por fim, o experimento IV foi realizado para compreendermos o efeito da isquemia e do
tratamento com OP sobre o balango de acidos graxos no cértex cerebral e hipocampo. A I/R afeta a
concentracdo e o balanco de varios acidos graxos, principalmente por meio da liberacdo de AGPI
livres (ndo esterificados) da membrana e lipoperoxidagdo durante o estresse oxidativo (BAZAN et al.,
2003). No nosso estudo, a ICGT causou alteragdes no perfil lipidico com diminui¢do da concentracédo
do AL (18:2 n-6) e AaL (18:3 n-3) em ambas as estruturas analisadas (Fig. 20 A e B). Porém,
nenhuma alteragdo foi encontrada na concentragdo do &cido araquidénico (AA, 20:4 n-6) e DHA (22:6
n-3), 0s quais sdo formados a partir dos AL e AalL, respectivamente, e sdo importantes mediadores
inflamatério e anti-inflamatdrio, respectivamente. Como j& mencionado neste trabalho, a isquemia

cerebral é caracterizada pela formacdo de intenso processo inflamatorio (IADECOLA E
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ALEXANDER, 2001), sendo imprescindivel a mobilizacdo de substancias endogenas pro-
inflamatdria, como o AA, e anti-inflamatéria, como o DHA, durante a patogénese. Nesse sentido era
de esperar que a ICGT fosse diminuir a concentracdo de AA e DHA. No entanto, estudos apontam que
0 sistema nervoso tem capacidade incomum para preservar a concentracdo de &cidos graxos altamente
poli-insaturados, ou seja, com muitas duplas liga¢cdes C-C, na membrana neuronal dentro da faixa
fisiologica, como em situagBGes de dieta pobre desses &cidos graxos (NEURINGER et al., 1986).
Assim, a dimuicg&o das concentracdes do AL e AaL pode ser explicada pela conversdo destes em AA e
DHA, respectivamente, para manter a homeostase desses &cidos graxos altamente poli-insaturados na
membrana neuronal, os quais foram mobilizados durante a fisiopatologia da isquemia. A andlise do
perfil lipidico mostrou, também, que o tratamento com OP durante 10 dias ndo alterou a concentracao
dos acidos graxos nos animais ndo isquémicos tratados (sham/OP) quando comparado com os animais
ndo tratados (sham/vei) (Fig. 20 A e B). Esta auséncia de alteracdo no perfil lipidico, ou seja, falta de
incorporacgdo dos &cidos graxos provenientes do tratamento com OP, é contraditoria a alguns estudos
que apresentaram aumento nas concentracfes de DHA e EPA em animais intactos ap0s tratamento
com OP (NALIWAIKO et al.,, 2004; DELATTRE et al., 2010). Porém, nesses estudos foram
utilizados tempos prolongados de tratamento com suplementacéo de OP por 70 dias. No nosso estudo,
o tempo curto de 10 dias de tratamento pode explicar a auséncia da incorporagdo de DHA e EPA, que
contrasta com os resultados de outros pesquisadores. Quando analisamos os animais isquémicos e
tratados com OP, observamos auséncia de alterages na concentracdo dos &cidos graxos no cortex
cerebral, comparado com os animais isquémicos e ndo tratados. No entanto, quando analisamos o
hipocampo encontramos que o tratamento com OP aumentou a concentragdo de DHA e EPA nessa
regido (Fig. 20 B). Essa incorporacdo pode ter ocorrido em virtude das caracteristicas do hipocampo
frente a eventos isquémicos. Devido a alta suscetibilidade de morte neuronal nessa regido
(PULSINELLLI, 1985; AKAI e YANAGIHARA, 1993), intensa neuroplasticidade hipocampal pode
ocorrer apos isquemia (JUNG et al., 2004; ITO et al., 2006), como aumento de axdnios e dendritos nos
neurdnios sobreviventes e neurogénese. A formacao e desenvolvimento de neuritos requer a formacao
de novas membramas plasmaticas com incorporacdo de &cidos graxos e outros componentes. De
acordo com Scott e Bazan (1989), o DHA é um dos principais componentes das membranas
sinaptossémicas, vesiculas sindpticas e cones de crescimento e desempenha importante papel nas
membranas neuronais em formacdo ou regeneracdo. Dessa forma, o tratamento com OP pode ter
fornecido importantes acidos graxos para formacdo ou regeneragdo de membranas apés a lesdo da
ICGT, e assim explicar 0 aumento na concentracdo de DHA e EPA no hipocampo. Ainda, como ja
mencionado nesse trabalho, o tratamento com OP ou DHA também estimula a¢Ges neuroplésticas,
como crescimento de neuritos e aumento na expressdo de varias proteinas sindpticas, em neurénios do
hipocampo (CALDERON e KIM, 2004; CANSEYV et al., 2008). Neste trabalho o DHA proveniente do
tratamento com OP pode ter estimulado agBes neuroplasticos e sua prépria incorporagdo nas

membranas do hipocampo. Essa hipdtese pode ser correlacionada com os resultados apresentados no
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experimento Il desse trabalho. Os dendritos que foram preservados e/ou recuperados, visualizados
pela IR-MAP2, nas regides CA1 e CA3 do hipocampo nos animais tratados com OP podem ter
incorporado DHA e EPA nas membranas lesadas ou em formacdo durante os processos de
compensagdo apoés lesdo, o que também explicaria o efeito antiamnésico. Além disso, outro importante
evento de neuroplastidade que ocorre no hipocampo é a neurogénese no giro denteado. Varios estudos
apresentaram aumento da neurogénese hipocampal como efeito da isquemia em modelos animais
(NAKATOMI et al., 2002; SOARES et al., 2013). Assim, da mesma maneira que o tratamento com
OP pode ter fornecido acidos graxos como substrato para a formagdo de novos neuritos nos neurénios
sobreviventes, pode também ter fornecido &cidos graxos para formagdo de membrana plasmatica dos

novos neurdnios em formagao e desenvolvimento.

Em conclusdo, o presente estudo fornece evidéncias de que a acdo antioxidante durante as
primeiras horas de I/R pode representar um mecanismo anti-isquémico, que contribui para o efeito
antiamnésico de longa duracdo do OP observado nas condicOes experimentais de ICGT. Além disso,
estes dados em conjunto com nossos dados anteriores, mostraram que o tratamento com OP possui
efeito antiamnésico robusto, sustentado e reprodutivel quando administrado a ratos submetidos a
ICGT e testados no LRA. Mais importante, o efeito antiamnésico foi obtido com tratamento de curta
duracéo (10 dias) e iniciado apds a inducdo da ICGT, demonstrando possuir uma janela terapéutica de
cerca de 4 horas. Concluimos também que, mesmo o tratamento com OP ndo demonstrar
neuroprotecdo celular no hipocampo, a prevencdo da degeneracdo dendritica e/ou estimulacdo da
neuroplasticidade nos neurbnios sobreviventes ap6s a ICGT parece ser um dos mecanismos pelos
quais os animais tratados com OP néo apresentaram perda de memoria avaliada no LRA. Dessa forma,
o tratamento com OP pode estar agindo como antiamnésico por prote¢do dos neuritos e/ou estimulacéo
de efeitos neuroplasticos. Ainda, o aumento dos dendritos encontrado nos animais isquémicos e
tratados com o OP pode estar correlacionado com a incorporagdo DHA e EPA no hipocampo ap6s 10
dias de tratamento. Assim, o OP pode ter exercido efeito antiamnésico por varios mecanismos (efeito
pleiotrépico), incluindo efeito antioxidante, anti-inflamatério, neuroplastico e incorporacéo de &cidos
graxos essenciais nas membranas neuronais. Devido as propriedades pleiotropicas do OP
(BALAKUMAR E TANEJA, 2012), estudos futuros devem investigar a participacdo de outros
mecanismos (por exemplo, anti-inflamatorios, neurotroficos, etc.) e da funcionalidade dos neuritos que
se mostraram preservados e/ou recuperados neste estudo, para tentar obter melhor correlagédo entre 0s

efeitos histoldgicos e comportamentais do tratamento com OP.
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