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RESUMO

A isquemia cerebral é um disturbio neurologico que ocorre devido a interrupcao
abrupta do fluxo sanguineo no cérebro e pode resultar em danos cognitivos e motores. O
acido decanoico tem sido proposto como um potencial agente terapéutico em doencas
neuroldgicas, pois bloqueia os receptores AMPA e atua na neuroinflamacéo. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do &cido decanoico em modelo
de isquemia cerebral por oclusdo da artéria cerebral média (MCAQO) em camundongos.
Para isso, 0s camundongos receberam diferentes doses do acido decanoico (62,5, 125, 250,
500 e 1000 mg/kg) ou veiculo por gavagem durante 7 ou 14 dias ap6s a indugdo da
isquemia. A analise morfoldgica da area isquémica foi realizada pela coloracdo de TTC.
Foram também avaliados a assimetria motora, o tonus postural, o déficit de memoria
espacial e contextual utilizando os testes do Cilindro, Limb Clasping, OLT e NORT
respectivamente. Além disso, foram realizadas investiga¢des dos mecanismos envolvidos
nesse neurorreparo pela técnica de ELISA para biomarcadores inflamatdrios e Western Blot
para analisar vias dos receptores AMPA e autofagia. Os resultados mostraram que, apés 7
e 14 dias de tratamento, o &cido decanoico foi capaz de promover efeitos neuroreparadores,
evidenciados pela diminuicdo da area isquémica e pela melhorar nos prejuizos motores,
cognitivos e memoria. Além de revelar efeitos anti-inflamatérios, reduzindo a expressao
de citocinas pré-inflamatorias, e supreendentemente, esse efeito parece ndo estar
relacionado a alteracdes na expressao de receptores AMPA nem na via de autofagia. Este
estudo sugere que o acido decanoico possui potencial terapéutico para lesdes isquémicas,

promovendo a recuperacdo funcional e cognitiva, além de atuar na reducdo da inflamacéo.

Palavras-Chave: Acidente vascular; receptores AMPA,; inflamagdo; autofagia.



ABSTRACT

Cerebral ischemia is a neurological disorder that occurs due to the abrupt interruption of
blood flow in the brain and can result in cognitive and motor impairments. Decanoic acid
has been proposed as a potential therapeutic agent in neurological diseases as it blocks
AMPA receptors and acts on neuroinflammation. In this context, the aim of this study was
to investigate the effect of decanoic acid in a model of cerebral ischemia by middle cerebral
artery occlusion (MCAO) in mice. For this purpose, mice received different doses of
decanoic acid (62.5, 125, 250, 500, and 1000 mg/kg) or vehicle by gavage for 7 or 14 days
after the induction of ischemia. Morphological analysis of the ischemic area was performed
by TTC staining. Motor asymmetry, postural tone, spatial and contextual memory deficits
were also evaluated using the Cylinder, Limb Clasping, OLT, and NORT tests,
respectively. Furthermore, investigations of the mechanisms involved in this neurorepair
were carried out by ELISA technique for inflammatory biomarkers and Western Blot to
analyze AMPA receptor pathways and autophagy. The results showed that, after 7 and 14
days of treatment, decanoic acid was able to promote neurorepair effects, evidenced by the
reduction of the ischemic area and improvement in motor, cognitive, and memory
impairments. In addition to revealing anti-inflammatory effects, reducing the expression of
pro-inflammatory cytokines, and surprisingly, this effect seems not to be related to changes
in the expression of AMPA receptors or the autophagy pathway. This study suggests that
decanoic acid has therapeutic potential for ischemic injuries, promoting functional and

cognitive recovery, as well as acting on reducing inflammation.

Key words: Stroke; AMPA receptors; inflammation; autophagy.
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1. Impacto e Relevancia da Pesquisa para Sociedade

A pesquisa sobre os efeitos terapéuticos do acido decanoico em modelos de
isquemia cerebral lanca uma luz promissora sobre novas abordagens para o tratamento de
condicdes neurologicas severas, tais como acidentes vasculares cerebrais (AVC) e outras
formas de lesdes cerebrais isquémicas. Os achados desta investigagdo ndo apenas
avangam nosso entendimento cientifico sobre as potencialidades de compostos bioativos
na neuroprotecao e reparo, mas também sinalizam possiveis caminhos para intervencoes
terapéuticas mais eficazes na recuperacdo pos-isquémica, com um impacto profundo e

relevante para a sociedade.

A reducdo significativa da area isquémica e o aprimoramento nas funcGes
cognitivas e motoras observados com a administracdo de acido decanoico indicam uma
estratégia potencialmente eficaz para mitigar os efeitos devastadores de eventos
isquémicos no cérebro. Estas descobertas tém implicacdes diretas para o desenvolvimento
de terapias destinadas a melhorar a qualidade de vida de pacientes que sofreram AVCs
ou lesBes cerebrais similares, oferecendo esperanca para uma recuperacao mais completa

e rapida.

O impacto social e econdmico das descobertas também é notavel. As condigdes
isquémicas cerebrais representam uma das principais causas de mortalidade e
incapacidade em todo o mundo, acarretando significativos énus para os sistemas de saude,
familias e a sociedade como um todo. Ao proporcionar uma base para o desenvolvimento
de tratamentos mais eficazes e menos invasivos, esta pesquisa pode contribuir para a
reducdo da carga associada a essas condi¢des, melhorando os resultados clinicos para 0s
pacientes e diminuindo os custos relacionados a assisténcia médica e ao suporte de longo

prazo.

Por fim, os resultados deste estudo ndo apenas ampliam nosso conhecimento
sobre as possibilidades terapéuticas no contexto do dano cerebral isquémico, mas também
enfatizam a importancia da pesquisa continua em neurociéncia e farmacologia. O avango
nesse campo pode abrir novos horizontes para tratamentos que restauram a funcao neural
e melhoram a vida de individuos afetados por doencas neurolégicas, representando um
passo significativo em direcdo ao alivio do impacto global das lesdes cerebrais

isquémicas.
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2. Justificativa

Anualmente, estima-se que aproximadamente 17 milhdes de individuos sejam
impactados por Acidente Vascular Encefalico (AVE) em escala global. Dessa populacao,
um terco ndo sobrevive, enquanto os sobreviventes frequentemente sofrem de sequelas
neuroldgicas permanentes, incluindo prejuizos de memdria e dificuldades motoras que
comprometem a habilidade de caminhar e executar movimentos precisos. Tais sequelas
comprometem substancialmente a qualidade de vida dos individuos afetados. De fato, as

patologias cerebrovasculares figuram entre as principais causas de 6bito no Brasil (2, 3).

No que tange ao tratamento do AVE isquémico, as opcles farmacoldgicas
eficazes sdo limitadas. A alteplase, uma terapia trombolitica que emprega rtPA (actilyse),
é aplicada em cenarios agudos, embora esteja associada a riscos de hemorragia e seja
circunscrita por critérios de exclusdo rigorosos. A tenecteplase (metalyse), um
medicamento anélogo ao rtPA, demonstra eficacia no tratamento do AVE isquémico,
porém compartilha dos mesmos riscos. As estratégias preventivas que utilizam
antiagregantes, como o acido acetilsalicilico (aspirina), sdo limitadas devido aos efeitos
colaterais, incluindo irritacdo gastrica e risco aumentado de hemorragias gastrointestinais.
Portanto, novas abordagens farmacoldgicas que almejem alvos terapéuticos inovadores
para a protecao e reparacao neuronal sdo bem-vindas no contexto do tratamento do AVE

isquémico.

Recentemente, um estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa focou na analise
de alteracBes lipidicas cerebrais durante isquemia cronica, visando identificar
biomarcadores e novos alvos terapéuticos para o tratamento de deméncia vascular (4).
Observou-se um aumento na concentracdo de 4acido decandico em um modelo
experimental de isquemia cerebral, evidenciando seu possivel potencial na
neuroplasticidade sindptica, indicando assim, como biomarcador e alvo farmacol6gico
para deméncia vascular (4). Este achado ¢ de grande relevancia, considerando a busca por
novas moléculas capazes de mitigar o processo de excitotoxicidade cerebral e fomentar a

protecdo neuronal, representando um avanco significativo para a saude publica.

Dessa forma, o presente estudo empreendeu uma avaliagdo do potencial
neuroreparador do acido decanoico em modelos animais que replicam as condicfes de

um AVE isquémico. A investigagdo concentrou-se no impacto do &cido decanoico sobre
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os receptores AMPA e nos processos inflamatdrio e autofagico, visando elucidar sua
eficacia terapéutica potencial.

3. Introducéo

3.1 Acidente Vascular Encefélico (AVE)

O acidente vascular encefalico (AVE), também conhecido como acidente vascular
cerebral (AVC) ou derrame cerebral é uma condicao caracterizada por uma interrupgédo
do fluxo sanguineo para parte do cérebro, resultando em danos ao tecido cerebral. Existem
dois tipos principais de AVC: o isquémico e o hemorragico. O AVC isquémico é o tipo
mais comum e ocorre quando um vaso sanguineo que fornece sangue ao cérebro é
bloqueado por um coagulo sanguineo ou placa aterosclerdtica. Isso impede o
fornecimento adequado de oxigénio e nutrientes para as células cerebrais, levando a danos
celulares e morte. Por outro lado, um AVC hemorragico ocorre quando h& sangramento
no cérebro devido ao rompimento de um vaso sanguineo. Isso pode ser causado por
fraqueza nas paredes dos vasos (aneurisma) ou pressao alta descontrolada (hipertensao)
(2, 5).

O AVE é uma condicdo médica grave e pode levar a complicacBes graves e a
morte. As taxas de mortalidade variam dependendo da gravidade do AVE, da idade do
paciente e de outros fatores. Estima-se que aproximadamente 17 milhdes de casos
ocorram anualmente em todo 0 mundo. Sendo € uma das principais causas de morte em
adultos e incapacidade neurolégica grave em todo o mundo. Essas consequéncias podem
se manifestar como comprometimento cognitivo, incluindo problemas de memoria e
dificuldades motoras, como distarbios da marcha e perda do controle motor fino. Com
isso, ttm um impacto negativo na qualidade de vida dos sobreviventes, afetando as suas

atividades diéarias e a sua independéncia (2, 3).

No Brasil, as doencas cerebrovasculares, incluindo o AVE, sdo uma das principais
causas de mortalidade. Em 2020, de acordo com o Sistema de Informagdes sobre
Mortalidade (SIM) do Ministério da Satde - DATASUS, foram registrados 99.010 6bitos
por AVE no Brasil, incluindo infarto cerebral, AVC isquémico, AVC hemorragico,
hemorragia subaracnoidea e AVC néo especificado como isquémico ou hemorragico (6).
E importante ressaltar que ha diferenca de prevaléncia entre os sexos, sendo mais comum
em homens do que em mulheres. O tratamento precoce e a reabilitacdo sdo essenciais

para minimizar as consequéncias e promover a recuperacdo funcional apés o AVE. O
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tratamento pode incluir medicamentos para dissolver coagulos sanguineos, cirurgia para
reparar Vvasos sanguineos danificados, reabilitacdo fisica, terapia ocupacional,

fonoaudiologia e apoio psicossocial (7, 8).

Os sintomas do AVE podem variar dependendo da area especifica do céerebro
afetada e da gravidade da les&o. Os sintomas mais comuns incluem fraqueza ou paralisia
unilateral, dificuldade para falar e na compreensao, disturbios visuais, tontura, problemas
de equilibrio e coordenacdo, dores de cabeca repentinas e intensas e confusdo mental.
Reconhecer esses sintomas e procurar ajuda medica rapidamente é essencial, pois 0
tratamento precoce pode desempenhar um papel vital para minimizar os danos cerebrais

e melhorar o prognostico geral (6, 9).

Mais estudos e pesquisas cientificas sdo essenciais para aprofundar o
conhecimento sobre o AVE, entender suas causas, fatores de risco, mecanismos de leséo
cerebral e desenvolver novas abordagens terapéuticas. Dentro desse contexto, uma ampla
gama de pesquisas estd sendo conduzida a area de neuroreparo e neuroprotecdo. O
conceito de neuroreparo abarca uma série de processos e intervencdes destinados a
facilitar a recuperacdo do sistema nervoso ap6s uma lesdo. Essas estratégias visam
promover a regeneragéo ou reparo do tecido neural danificado, envolvendo mecanismos
como neurogénese, sinaptogénese, remielinizacdo axonal e reorganizacao funcional do
cérebro. O principal objetivo do neuroreparo € restaurar, na medida do possivel, a fungédo
perdida devido a lesdo (10-12).

Por sua vez, a neuroprotecdo refere-se a um conjunto de estratégias e intervencées
destinadas a preservar o tecido neural e evitar a morte de neurénios e outras células do
sistema nervoso ap6s um evento lesivo, como um AVE ou trauma. O objetivo € proteger
as células nervosas dos processos patolégicos desencadeados pela lesdo, tais como
excitotoxicidade, inflamacéo e estresse oxidativo, com o intuito de minimizar os danos e
preservar a fungédo neurologica (10, 11). Essas pesquisas estdo sendo conduzida em todo
0 mundo para melhorar a prevencgéo, diagnoéstico e tratamento do AVE, visando reduzir

as taxas de mortalidade e morbidade associadas a essa condicao.
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3.2 Isquemia cerebral

A patogénese da isquemia cerebral é caracterizada pela redugdo do fluxo
sanguineo focal ou global, que leva a diminuicao significativa no suprimento de oxigénio
e glicose para o sistema nervoso central (SNC). Que resulta em colapso energético,
desencadeando a morte celular (13-15). Como uma estratégia de sobrevivéncia, as células
na area afetada pela isquemia cerebral iniciam o processo de glicolise anaerbica como
uma fonte alternativa de energia. No entanto, a quantidade de energia obtida por meio
dessa via anaerobica € insuficiente para manter a sobrevivéncia neuronal de forma
adequada (13, 15, 16). Consequentemente, a gravidade da leséo cerebral esta relacionada
a duracéo e a extensédo do evento de isquemia (15-17).

A interrupcdo do suprimento de oxigénio e glicose para o cérebro desencadeia
uma série de eventos que resultam em danos celulares e disfuncao cerebral. Esses eventos
estdo relacionados a alteragdo do metabolismo energético da célula, a desregulacdo das
bombas ibnicas, neuroinflamagdo, sobrecarga de célcio, excitotoxicidade, estresse
oxidativo, apoptose e autofagia (Figura 1) (1, 13, 18). Como resposta, as células cerebrais
comecam a utilizar a glicolise anaerdbica como fonte de energia. Durante esse processo,
a glicose é convertida em lactato para a producdo de adenosina trifosfato (ATP) sem a
presenca de oxigénio. No entanto, a glicélise anaerébica produz quantidades insuficientes
de ATP para sustentar a funcdo neuronal adequada, resultando em uma deficiéncia grave
de ATP, e gerando um aumento expressivo na acidose tecidual que gera sinalizacdo
necessaria para a morte celular. Com essa diminuicdo significativa na producdo de
adenosina trifosfato (ATP), que é a principal fonte de energia celular, afeta diretamente a
funcdo das bombas idnicas, especialmente as bombas de sédio/potassio (Na*/K*), que séo
responsaveis pelo equilibrio osmotico e elétrico da membrana plasmatica das células
cerebrais. A queda na atividade dessas bombas leva a um desequilibrio ibnico, com um
aumento dos fons de calcio (Ca*?) e sodio (Na*) no meio intracelular e um aumento dos

ions de potassio (K™) no meio extracelular (19, 20).
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Figura 1. Representacdo esquematica da cascata de eventos celulares relacionados com a fisiopatologia da isquemia
cerebral. Nessa imagem destaca-se como a diminuicédo do fluxo sanguineo cerebral causa uma drastica diminuicéo do aporte de
oxigénio e glicose, 0 que por sua vez modifica 0 metabolismo celular para a produgéo anaerébica de lactato e consequente
geracédo de acidose metabdlica. Além disso, ocorre a falha das bombas idnicas, que promovem um aumento da concentragéo
intracelular de célcio e a exocitose massiva de glutamato. Esse glutamato por sua vez hiperativa receptores NMDA, que geram
um alto influxo de célcio no neurdnio pds-sindptico, que em ultima instancia sofre disfun¢do mitocondrial, dano ao DNA e

membranas e morte celular. Fonte: (1)
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Este desequilibrio ibnico, em grande parte, favorece o aumento do influxo de ions
cilcio (Ca™), que provoca uma liberacdo desmedida de neurotransmissores,
principalmente o glutamato. O glutamato, um neurotransmissor excitatério, tem papel
fundamental na transmissdo sinaptica. Isso resulta em uma superestimulacdo de seus
receptores pds-sinapticos, como os receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato) e Cainato, levando a excitotoxicidade. A
excitotoxicidade, caracterizada pela hiperexcitacdo neuronal, inicia uma série de eventos
danosos. Entre eles estdo a ativacdo de enzimas que prejudicam as estruturas celulares, a
disfungdo mitocondrial, o estresse oxidativo e, eventualmente, a morte celular (13, 17-19,
21). Este estado leva a ativacdo de rotas de estresse celular que produzem quantidades
excessivas de espécies reativas de oxigénio, incluindo o anion superéxido (O2"), peroxido
de hidrogénio (H20) e radicais hidroxila (OH"). Essas espécies reativas de oxigénio
(EROs) sdo compostos altamente reativos formados a partir de redugdes sucessivas do
oxigénio, como regulagdo do crescimento celular, producdo de energia e fagocitose;
porém induzem a peroxidacdo lipidica e causam danos em enzimas, proteinas,
carboidratos e DNA, quando em concentracOes elevadas (22, 23). Para combater esse
efeito, enzimas como a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase sdo
essenciais, pois neutralizam essas espécies reativas de oxigénio, convertendo-as em
moléculas menos tdxicas. No entanto, em casos de isquemia cerebral grave, a producao
excessiva de espécies reativas de oxigénio ultrapassa os mecanismos de defesa
antioxidante das células. Isso resulta em danos celulares progressivos e cada vez mais
severos (18, 24, 25).

Concomitante a isso, vem sendo desencadeada uma sequéncia complexa de
eventos que resultam na ativacao de células inflamatorias, como a microglia e astrocitos,
as quais liberam citocinas e quimiocinas, promovendo a infiltragdo de leucdcitos na regido
isquémica (25-27). As citocinas, reconhecidas como agentes imunomoduladores,
desempenham papel crucial na ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo celular apos leséo
cerebral isquémica (28). A expressdo de citocinas pro e anti-inflamatorias é regulada
positivamente apos a leséo cerebral, sendo a regulagdo espacial e temporal fortemente
dependente do modelo isquémico utilizado (29, 30). Entre as citocinas pré-inflamatorias
predominantes destacam-se a interleucina 1 (IL-1B), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6), desencadeando e intensificando a resposta inflamatdria

apos o evento vascular (31, 32). Em contrapartida, para mitigar esses efeitos, destacam-
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se o fator de crescimento transformador-p (TGF-B) e a IL-10, sendo citocinas anti-
inflamatorias que inibem a expressdo de citocinas pré-inflamatérias, resultando na
reducdo da inflamacdo (33, 34). Tais agentes pro e anti-inflamatorios contribuem para
danos e reparos cerebrais, sendo o equilibrio entre os efeitos benéficos e prejudiciais
dessas citocinas fortemente influenciado pelo estado bioguimico e fisioldgico do cérebro
(25).

3.3 Excitotoxicidade e os receptores AMPA

A fisiopatologia da isquemia cerebral esta intimamente relacionada ao fenémeno
de excitotoxicidade, que envolve a liberacdo excessiva de aminoécidos excitatorios,
especialmente o glutamato. Essa teoria propde que, durante a isquemia cerebral, ocorre
uma ativacdo desregulada de receptores de glutamato como AMPA, NMDA e cainato,
além dos receptores metabotrépicos que se acoplam as proteinas G resultando em um
influxo excessivo de célcio intracelular, que vai ocasionar uma série de eventos que
resultam em danos celulares e morte (35, 36). A interrupcdo dos gradientes
eletroquimicos que ocorre na excitotoxicidade das membranas neuronais afeta o
funcionamento dos transportadores de glutamato, como o transportador de glutamato
(GIuT). A disfuncéo do GIuT leva a reducéo da recaptagdo do glutamato, aumentando sua
concentracdo na fenda sinaptica, perpetuando uma cascata de atividade excitotoxica nas

células neuronais adjacentes (37).

Os receptores AMPA desempenham um papel essencial na transmisséo eficiente
de sinais excitatorios no sistema nervoso central. Os receptores AMPA s&o compostos
por vérias subunidades que influenciam suas propriedades funcionais e farmacoldgicas.
As quatro principais subunidades conhecidas sdo GIuAl, GIuA2, GIuA3 e GIuA4. Estas
subunidades sdo codificadas por genes especificos (GRIAL, GRIA2, GRIA3 e GRIA4,
respectivamente) e se combinam de vérias maneiras para formar receptores funcionais
(38, 39).

A subunidade GIuAl esta fortemente implicada em processos de plasticidade
sinaptica, como a potenciagéo de longo prazo (LTP), que é essencial para a aprendizagem
e memoria. Estudos indicam que receptores contendo GIuAl sdo frequentemente
encontrados em sinapses em desenvolvimento e em regides do cérebro envolvidas em
processos de plasticidade (38, 40, 41). Por sua vez, a subunidade GIUA2 é Unica entre as

subunidades AMPA devido a sua capacidade de sofrer edicdo de RNA. Essa edicdo
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resulta em uma alteracdo na sequéncia de amino&cidos da proteina, afetando a funcao dos
receptores. A presenga da subunidade GluA2 modula a permeabilidade dos receptores
AMPA ao ion célcio, desempenhando um papel crucial na regulacéo da excitotoxicidade,
um processo que pode levar a morte celular em condicdes patologicas (42, 43). As
subunidades GIUA3 e GIuA4 também contribuem para a diversidade funcional dos
receptores AMPA, embora seu papel especifico ainda ndo seja totalmente compreendido.
No entanto, estudos sugerem que elas desempenham papéis importantes na plasticidade

sinaptica e na regulacdo da funcdo neural (44, 45).

A diversidade funcional dos receptores AMPA mediados pelas diferentes
combinacBes de subunidades permite uma regulacdo fina da transmissdo sinéptica e da
plasticidade neural em diferentes contextos fisioldgicos e patologicos. Alteracdes na
expressdao ou funcdo das subunidades AMPA foram associadas a varias condicdes

neuroldgicas, incluindo epilepsia, doenca de Alzheimer e isquemia cerebral (46-50).

Durante eventos de isquemia cerebral, hd um aumento significativo na expressao
dos receptores AMPA, resultando em uma maior permeabilidade desses canais i6nicos.
Esses receptores sio receptores ionotropicos ligados a canais de Na* e Ca?*, permitindo
um maior influxo desses ions (51). A despolarizagdo inicial que desencadeia a ativacdo
dos receptores NMDA é frequentemente causada pela rapida despolarizacdo induzida
pela ativacdo dos receptores de glutamato AMPA e cainato. Apds a ativacdo dos
receptores AMPA, o glutamato ativa os receptores NMDA, resultando em um influxo de
fons calcio (Ca?") e desencadeando cascata de sinalizacdo envolvendo proteina quinase C
(PKC) e ativagdo do complexo célcio-calmodulina (21, 52, 53). A ativacdo dos receptores
AMPA e NMDA estéa interconectada, mas eles sdo distintos. A ativacdo dos receptores
AMPA pode levar a ativacdo dos receptores NMDA, e ambos desempenham papéis
importantes na regulacdo da funcdo cerebral. Bloquear os receptores AMPA pode ser uma
estratégia para atenuar a excitotoxicidade ao diminuir a ativacdo subsequente dos
receptores NMDA (37, 54, 55).

Existem evidéncias sélidas que indicam que os receptores AMPA desempenham
papel fundamental na neurodegeneracdo apos um evento de isquemia cerebral. Essas
evidéncias sdo derivadas de estudos que investigam os efeitos protetores dos antagonistas

dos receptores AMPA contra a morte neuronal induzida pela isquemia. Esses estudos
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fornecem indicacdes de um papel fisioldgico dos receptores AMPA na neurodegeneracao
pos-isquémica (54-57).
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Figura 2. Processo de excitotoxicidade em neurénios glutamatérgicos. Durante a cascata excitotdxica, a liberagéo
exacerbada de glutamato gera um grande influxo de Ca?*através do receptor NMDA. O aumento exacerbado de Ca®*
dentro da célula gera acimulo na mitocdndria, o que pode desencadear aumento da producéo de espécies reativas de
oxigénio e levar as células a morte por apoptose. A estimulacéo exacerbada destes neurdnios também desencadeia a
exocitose de mais neurotransmissores, que por sua vez, ampliam o fendmeno de excitotoxicidade. Fonte: (58)

3.4 A autofagia e isquemia cerebral

Na isquemia, devido a privacdo de oxigénio e glicose, ocorre uma série de eventos
moleculares e celulares, destacando a estimulacdo da autofagia que € um mecanismo
celular conservado que atua na degradacdo e reciclagem de componentes celulares
danificados ou desnecessarios. Durante a autofagia, as células formam vesiculas
membranosas chamadas autofagossomos que se fundem com o lisossomo e formando o
autofagolisossomo, que englobam os materiais celulares alvos e fazem a digestdo e
internalizagéo, sendo esse processo regulado por varias vias metabolicas e denominado
como fluxo autofégico. Esse processo desempenha um papel essencial na manutengéo da
homeostase celular, removendo proteinas malformadas, organelas danificadas e

agregados proteicos (59, 60), (Figura 03).
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Figura 3. Caminho da autofagia. Uma viséo geral esquematica da via autofagica e das principais proteinas e reguladores:
a imagem mostra as trés etapas desde a formagéo do fagéforo, alongamento e maturagéo do autofagossomo, até a fuséo
autofagolisosoma. Para detalhes consulte o texto. ATG: gene ou proteina relacionada a autofagia. —: ativagdo ou
inducéo; L: inibigdo; «»: interagdo. Fonte: adaptado de (61).

Na isquemia cerebral, a autofagia pode ser ativada como uma resposta adaptativa
as condicdes de estresse. Esse fendmeno é influenciados tanto positivamente quanto
negativamente por vias intracelulares. A proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK) desempenha um papel essencial como sensor de energia, mantendo
a homeostase metabdlica e um iniciador do processo de autofagia. O alvo da rapamicina
em mamiferos (MTOR) é uma quinase conservada, que desempenha um papel na
regulacao do crescimento celular € também na inibicéo do processo de autofagia (62-64).
Estudos mostraram que a interacdo entre AMPK e mTOR € crucial na regulacdo da
autofagia induzida pela isquemia global, mediada pela fosforilagdo coordenada da
quinase 1 semelhante a Unc-51 (ULK1). A AMPK fosforila ULK1 em Ser317,
promovendo a autofagia, enquanto o mTOR suprime a atividade de AMPK, aumentando
a fosforilagdo de ULK1 em Ser757 (65-67).

Para iniciar a autofagia e necessario a ativacdo do complexo ULK1, em seguida,
ocorre a formacdo do fagossomo, onde a proteina Beclin-1 (Atg6) desempenha um papel
essencial. Beclin-1 forma um complexo com a enzima fosfatidilinositol 3-quinase classe
I (Vps34), iniciando a nucleacdo do fagossomo (68). Durante o processo de
alongamento e maturacdo do fagossomo, a proteina LC3 (cadeia leve 3 associada a
microtbulos) desempenha um papel crucia. A LC3 ¢é conjugada com

fosfatidiletanolamina (PE) para formar a forma lipidada LC3-11, que é recrutada para a
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membrana do fagossomo e facilita sua expansdo (69, 70). E crucial compreender que a
via autofagica, mediada por proteinas essenciais como a p62 (também conhecida como
SQSTM1), desempenha um papel crucial na eliminacdo de substratos marcados para
degradacdo. A p62 atua como um adaptador, reconhecendo e se ligando aos substratos
autofagicos marcados para degradacdo. Essa interacdo é particularmente significativa na
interagdo da p62 com a proteina LC3-I1, presente na membrana do autofagossomo. Essa
interacdo entre p62 e LC3-11 facilita a entrega eficiente dos substratos marcados para
degradacdo no lisossomo, onde ocorre a subsequente degradacdo. Esses mecanismos
precisos desempenham um papel fundamental na regulacdo e execucdo do processo
autofagico, contribuindo para a manutencdo da homeostase celular e eliminacdo de

componentes celulares danificados ou desnecessarios (71).

Esses processos moleculares que regulam a autofagia sdo altamente complexos e
multifacetados. Em estagios iniciais, a autofagia pode ajudar as células neurais a
sobreviverem ao estresse isquémico, removendo componentes celulares danificados e
mantendo a integridade celular. No entanto, em condicGes de estresse prolongado ou
severo, a autofagia pode se tornar excessiva ou disfuncional, contribuindo para a morte

celular por apoptose autofagica ou necrose.

Conforme mostrado em diversos estudos, o papel da autofagia ainda se encontra
controverso na isquemia cerebral. Alguns estudos realizados em ratos com isquemia, a
administracdo de substancias inibidoras da autofagia como 3-metiladenina, hidrossulfeto
de sodio, bafilomicina Al e carnosina (Inibidora ou extimuladora ) resultou na inibicéo
clara da autofagia neuronal, levou a uma reducdo no tamanho da lesdo e melhorou fungéo
mitocondrial  (72-74). Por outro lado, outros estudos sugeriram que a autofagia
desempenha um papel protetor na isquemia cerebral como o tratamento com 3-MA um
estimulador da via autofagica 30 minutos antes da isquemia cerebral aumentou
significativamente a morte celular neuronal e promoveu a expressao de caspase-3 clivada
(75). Assim como a rapamicina um ativador da via autofagica para induzir a autofagia
resultou em uma diminuicdo evidente no tamanho da lesdo e nos escores neuroldgicos em

diferentes modelos de isquemia cerebral (76).

Portanto, futuras pesquisas Sdo necessarias para compreensao mais aprofundada
dos mecanismos regulatérios da autofagia e de como eles podem ser modulados e

desenvolver estratégias terapéuticas direcionadas para aproveitar seu potencial.



29

3.5 Acido Decanoico e dieta cetogénica

A dieta cetogénica (DC) é um plano alimentar caracterizado por um consumo
muito baixo de carboidratos, moderado em proteinas e alto em gorduras saudaveis. Essa
abordagem nutricional tem sido amplamente estudada e utilizada para diferentes fins,
incluindo a neuroreparacdo e neuroprotecdo. Os acidos graxos presentes na DC
desempenham um papel fundamental na obtengéo de energia e na promocéo de diversos
beneficios para a saude. O consumo adequado de &cidos graxos monoinsaturados,
saturados e poli-insaturados, especialmente dmega-3, pode contribuir para a eficacia e

seguranca dessa abordagem nutricional (77-79).

A DC de triglicerideos de cadeia média (TCM) é uma forma modificada da DC
classica que tem sido estudada e utilizada em diversos contextos clinicos. Essa abordagem
dietética é caracterizada pelo consumo de triglicerideos de cadeia média, que sdo acidos
graxos com uma estrutura molecular mais curta em comparag¢ao com os acidos graxos de
cadeia longa encontrados em fontes alimentares convencionais (80, 81). Possuem em sua
estrutura 6 a 12 atomos de carbono. Esses acidos graxos sdo amplamente encontrados
em fontes naturais, como 6leo de coco e 6leo de palma. Nos ultimos anos, tem havido um
crescente interesse em investigar o papel dos TCM na preservacao e protecdo das células
nervosas contra danos e lesdes (82, 83).

Um dos principais mecanismos pelos quais os TCM podem exercer efeitos
neuroreparadores € por meio da sua rapida metabolizacdo em corpos cetdnicos, como o
BHB e o AcAc. Esses corpos cetonicos tém a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica e fornecer uma fonte alternativa de energia para as células cerebrais

durante situacdes de estresse metabdlico, como o AVE (82-86).

Em estudos recentes, de TCM na DC mostra efeitos neuroreparadores devido a
varias razfes. A cetose induzida pode fornecer uma fonte de energia mais eficiente para
o cerebro, especialmente em condicGes de estresse metabolico, como na lesdo cerebral ou
nas doengas neuroldgicas, como como epilepsia refrataria, doenca de Alzheimer, doenca
de Parkinson e esclerose multipla (87-97). Estudos sugerem que 0s corpos cetdnicos
podem ter propriedades neuroprotetores, neurorreparadorese e moduladoras, além de

melhorar 0 metabolismo cerebral e reduzir a inflamacéo (77-79, 98).
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O 4cido decanoico, também conhecido como acido céprico, € um acido graxo
saturado de cadeia média com 10 4&tomos de carbono, um dos principais componentes da
da DC de TGCM. Ele esta presente naturalmente em algumas fontes alimentares, como
6leo de coco e 0Oleo de palmiste (99, 100). Tem despertado interesse na area da pesquisa
devido as suas propriedades bioldgicas e potenciais beneficios para a satde. Estudos tém
investigado os efeitos do acido decanoico como antagonista ndo competitivo dos
receptores AMPA  (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato), que séao
receptores ligados a neurotransmissdo glutamatérgica no sistema nervoso central (100,
101).

O metabolismo do &cido decanoico € particularmente relevante, uma vez que ele
é rapidamente absorvido e metabolizado nas mitocéndrias do figado. Durante esse
processo, 0 acido decanoico é convertido em corpos cetbnicos, mais especificamente em
BHB, que é uma importante fonte alternativa de energia para o cérebro e outros tecidos
quando a disponibilidade de glicose é reduzida (102, 103).

Foi observado que o &cido decanoico possui atividade anticonvulsivante tanto in
Vvivo quanto in vitro, o que sugere seu potencial na prevencdo e controle de convulsdes
(100, 101, 104). Além disso, estudos tém demonstrado que o acido decanoico pode exibir
atividade antioxidante e anti-inflamatdria, reduzindo o estresse oxidativo e a resposta
inflamatdria no cérebro (57). A pesquisa de Sharma et al., 2023, mostrou que o acido
decanoico exibiu propriedades neuroprotetores e neurorreparadores em modelos
experimentais de isquemia cerebral. Os resultados sugeriram que o &cido decanoico foi
capaz de reduzir a extensdo do dano cerebral induzido pela isquemia, possivelmente

através de suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (57).

Esses achados sugerem que o &cido decanoico pode ter um papel potencialmente
importante na neuroreparacdo. No entanto, é importante ressaltar que a pesquisa nessa
area ainda esta em estagios iniciais, e sdo necessarios mais estudos para compreender
completamente 0s mecanismos de acdo e os efeitos do &cido decanoico, na
neuroreparacdo devido a sua capacidade de inibir os receptores AMPA, portanto é uma
perspectiva interessante para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas para

a protecao contra danos isquémico.



31

4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Estudar o potencial efeito neuroreparador do acido decanoico no modelo de
isquemia cerebral por oclusdo da artéria cerebral média (MCAO) em camundongos
tratados por 7 e 14 dias.

4.2. Objetivos especificos
Analisar o efeito do tratamento durante 7 e 14 dias com o acido decanoico em

animais submetidos ao modelo de isquemia cerebral sobre:
a) deficit motor
b) déficit de memoria
¢) neuroinflamacéo

d) expresséo de receptores AMPA e na via da autofagia
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5. Material e Métodos

5.1 Farmaco

Neste projeto foi utilizado o composto &cido decanoico (Sigma Aldrich, USA),
que foi diluido em solugdo de metilcelulose (0,5%) e administrado por via oral (vo), por

gavagem gastrica, em um volume de 10 ml/kg.
5.2 Animais experimentais

Os animais utilizados para os procedimentos experimentais foram camundongos
da linhagem Swiss, de 8 semanas de idade pesando entre 40 e 50 g, que foram adquiridos
no Biotério Central da Universidade Federal de Goias-UFG. Os animais foram mantidos
no biotério experimental dos Departamentos de Ciéncias Fisioldgicas e Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFG, Biotério DCiF/DFAR. Os
animais foram mantidos em condic¢des controladas de temperatura e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a racdo e dgua. Este projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA (PROTOCOLO N°. 048/23) (Apéndice 1).

5.3 Desenho experimental

Para o desenvolvimento do modelo de isquemia cerebral focal induzido pela
oclusdo da artéria cerebral média (MCAOQ), foram utilizados dois regimes de tratamento
distintos (Figura 3). No primeiro regime, 0s animais receberam acido decanoico por via
oral (VO) em diferentes doses (62,5, 125, 250, 500 e 1000 mg/kg) ou veiculo
(metilcelulose 0,5%), durante 7 dias apds a inducdo do modelo, enquanto no segundo
regime, os animais foram tratados com 0 mesmo composto e mesmas doses por 14 dias
apos a inducdo do modelo. Essas diferentes abordagens de tratamento permitiram o
estudo dos mecanismos neuroquimicos envolvidos na protecdo induzida pelo &cido
decanoico. Os animais foram distribuidos randomicamente em 5 grupos, de acordo com
0 seguinte esquema: Grupo Sham (grupo que passa por um procedimento cirurgico, mas
ndo é submetido a oclusdo da artéria cerebral média), Grupo veiculo (MCAO+
metilcelulose 0,5%), Grupo 62,5 (MCAO+62,5 mg/kg), Grupo 125 (MCAO+125 mg/kg),
Grupo 250 (MCAO+250 mg/kg), Grupo 500 (MCAO+500 mg/kg) e Grupo 1000
(MCAO+1000 mg/kg).
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Figura 4. Diagrama esquematico demonstrando o delineamento experimental. No dia 0 foi realizada a cirurgia de
indugdo do modelo de MCAO, logo no dia seguinte teve inicio o tratamento com 4cido decanoico (62,5, 125, 250, 500
e 1000 mg/kg por via VO) ou veiculo, que durou 7 ou 14 dias. No dia 7 ou 14 finalizaram os testes comportamentais.
No dia 8 ou 15 foram realizadas as eutanasias de acordo com os testes que seriam realizados posteriormente.

5.4 Modelo de oclusdo da artéria cerebral meédia (MCAO)

O modelo de oclusdo permanente da artéria cerebral média (ACM) distal foi
realizado como estabelecido previamente (105). Resumidamente, os camundongos foram
anestesiados com injecdo intraperitoneal (i.p.) com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8
mg/kg). Uma incisdo cutdnea central de 2 cm na linha média do pescoco foi feita com
auxilio de um bisturi. Para expor a artéria carétida comum (ACC), as glandulas salivares
foram gentilmente afastadas com férceps, dando visdo a ACC e ao nervo vago. A ACC
foi entdo cuidadosamente dissecada do nervo vago com finos forceps e ocluida com sutura
de seda ndo absorvivel A incisdo na linha média do pescoco foi cuidadosamente fechada
com linha de sutura de nylon 0-6. Apos a oclusdo da ACC, os camundongos foram
colocados na mesa cirdrgica com a parte contralateral da cabeca, para expor o hemisfério
contralateral. Uma inciséo de 1 cm entre o seio retro orbital e o canal auditivo externo foi
feita, expondo o musculo temporal. Entdo, 0 mdsculo temporal foi cuidadosamente
dissecado, para se visualizar 0 cranio e a artéria cerebral media. Depois disso, foi
realizado uma craniotomia na regido exposta usando uma broca odontoldgica de
perfuracdo com revestimento de 1,6 mm a aproximadamente 8.000 rpm. Uma vez que o

0sso esteja fino o suficiente para vé-lo como se fosse transparente, ele foi removido
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usando uma pinga fina. Por fim, a ACM foi ocluida permanentemente com um
cauterizador com 3W de voltagem (Cautermax®). Apos 0s procedimentos cirirgicos, 0s

camundongos se recuperaram da anestesia em uma temperatura de 25 a 27 °C.
5.5 Avaliacdo morfoldgica

Para a andlise morfoldgica da area isquémica, 0s cérebros dos camundongos
foram removidos e seccionados em laminas consecutivas de 2 mm de espessura,
totalizando 5 secdes. Posteriormente, essas secOes foram submetidas a coloracdo
utilizando 2% de cloreto de 5-trifenil-2H-tetrazolio (TTC, Sigma, T8877) (106). O
software Image J foi empregado para a andlise quantitativa da area de infarto. A
determinacdo da area de infarto (%) foi realizada mediante a aplicagdo da seguinte
formula: (&rea palida isquémica/area total do cértex esquerdo + area total do cortex
direito) x 100. Esse procedimento proporciona uma avaliacdo da extensdo da area

Isquémica.

5.6 Avaliacdo motora dos animais

5.6.1 Teste do Cilindro

O teste do cilindro é um teste comportamental usado para avaliar os parametros
de assimetria das patas e coordenacdo motora em modelos de camundongos com AVC.
Como descrito por Schallert e colaboradores, 0s animais sédo colocados individualmente
dentro de um cilindro transparente com (20 cm de diametro e 30 cm de altura) por um
periodo de 5 minutos (Figura 4). O objetivo principal é observar o uso das patas dianteiras
durante a atividade exploratéria vertical ao longo das paredes do cilindro. Para avaliar o
uso da pata dianteira comprometida, registramos o numero de contato dos animais nas
paredes do cilindro usando a pata dianteira ndo comprometida (ipsilateral do hemisfério
da cirurgia). Nos animais submetidos ao modelo de isquemia cerebral focal espera-se uma
diminuicdo da utilizagdo da pata contralateral ao hemisfério cerebral que sofreu a
isquemia. Nesse sentido, espera-se uma diminuicdo da raz&o entre o uso das patas
dianteiras contralateral e ipsi, demonstrando uma preferéncia pelo uso da pata ipsilateral

e, portanto, um déficit motor observavel em decorréncia do dano neuronal (107).
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Figura 5. Representacdo do teste do cilindro. Neste teste o animal é colocado dentro de um cilindro transparente e
entdo é filmado por 5 minutos. Depois séo quantificados os contatos feitos com as patas dianteiras e classificados como
ipsi ou contralaterais em relagdo ao hemisfério lesionado. Fonte: Biorender.

5.6.2 Teste de Limb Clasping

O teste Limb Clasping é um teste comportamental usado para avaliar a atividade
motora funcional em modelos de camundongos com AVC. Como descrito por Miedel e
colaboradores, a suspensdo de camundongos pela cauda induz uma resposta de escape
(Figura 5), e este teste usa esse instinto para avaliar os déficits motores correlacionados
com a perda da capacidade de estender as patas traseiras e dianteiras. Resumidamente, 0s
animais foram suspensos pela cauda por 10s, e 0s movimentos das patas traseiras e
dianteiras foram gravados com uma cadmera de resolucdo HD. Em seguida, a pontuacgéo
de clasping dos videos foi atribuida com base nos critérios previamente estabelecidos.
Sendo que, 1 - Sem aperto de membro. Extensdo de fuga normal. Um membro posterior
apresenta movimento incompleto e perda de mobilidade. Os dedos apresentam
movimento normal. 2 - Ambos os membros posteriores exibem movimento incompleto e
perda de mobilidade. Os dedos apresentam movimento normal. 3 - Ambos 0s membros
posteriores exibem aperto com dedos enrolados e imobilidade. 4 - Membros anteriores e

posteriores exibem aperto e sdo cruzados, dedos enrolados e imobilidade (108).
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Figura 6. Representac¢do do teste do limb clasping. Neste teste o animal é suspendido pela cauda por 10s induzindo
uma resposta de escape. Em seguida, e atribuida uma pontuacdo de clasping com base nos critérios previamente
estabelecidos. Fonte: Biorender.

5.7 Avaliacdo da memadria dos animais

5.7.1 Teste campo aberto

A mobilidade espontanea e qualquer potencial comportamento semelhante a
ansiedade foram avaliados no teste do campo aberto como parte da avaliacdo de salde e
comportamental, conforme previamente descrito Murtishaw e colaboradores. O campo
aberto é uma arena quadrada (45 x 45 x 45 cm) com paredes e piso de acrilico cinza,
uniformemente iluminados por luz branca (109) (Figura 6). Cada animal foi colocado no
centro da arena e foi permitida a exploracao livre do aparato por 6 minutos (110). Esta
etapa serviu de habituacdo para o teste de localizag&o do objeto e foi repetida trés vezes.
A movimentacdo dos camundongos foi registrada automaticamente por uma camera e,
posteriormente, foi analisada usando um programa de computador, o Any-maze 7.16. O

aparato foi limpo com etanol 70% entre as sessdes de cada animal.
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Figura 7. Representando o teste do campo aberto. No centro temos a arena onde o animal é colocado. As pistas para
a localizacéo do animal sdo representadas pelas figuras geométricas: retangulo, circulo, tridngulo e estrela.

5.7.2 Teste de Localizacdo do Objeto (OLT)

OLT é um teste simples e eficaz que fornece uma medida da memdria espacial
dependente do hipocampo. A tarefa depende da preferéncia intrinseca do animal por
novidade sem reforco externo adicional e pode, portanto, evitar complicagdes associadas
as respostas emocionais diferenciais. O protocolo consiste em aclimatar o camundongo
em uma arena de teste de campo aberto, conforme citado anteriormente, e em seguida,
permitir que ele explore por 10 minutos, dois objetos relacionados as pistas ambientais
espaciais (fase de treino). Apds o término dos 10 minutos, o camundongo é removido da
arena e recolocado apds um intervalo de 20 minutos, e tem-se inicio a fase de teste. Nessa
fase, um dos objetos € movido de lugar, e entdo permite-se que ele explore os objetos por
mais 10 minutos (Figura 7). Em geral, os camundongos preferem a novidade e, se
recordarem da localizacdo dos objetos desde a exposic¢do inicial, passardo mais tempo
investigando o objeto movido. Animais com lesdes cerebral tém aprendizagem contextual
espacial prejudicada e, consequentemente, ndo demonstram preferéncia por objetos no
novo local (110). A % do indice de reconhecimento do objeto movido é entdo calculada
com a seguinte formula. indice de reconhecimento (%) = ( Tempo no objeto movido /

Tempo no objeto movido + Tempo do objeto ndo movido ) *100.
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Treino Teste

Figura 8. Representacdo do teste de localizagdo do objeto. No centro temos a arena onde o animal é colocado
juntamente com os objetos representados pelo triangulo azul e pelo circulo vermelho que estéo posicionados em suas
devidas localizagBes na fase de treino e de teste. As pistas para a localizacdo do animal sdo representadas pelas figuras
geométricas: retangulo, circulo, tridngulo e estrela.

5.7.3 Teste de reconhecimento do novo objeto (NORT)

O NORT ocorreu 24 horas ap06s a realizagdo do treino do OLT. Nesse teste ocorre
a substituicdo de um dos objetos por um novo objeto (Figura 8). Apos a substituicéo é
permitido aos animais a livre exploracao por 10 minutos. Os camundongos sem déficit de
memoria apresentardo preferéncia espontanea para investigar o novo objeto. Em contraste
com a memoéria de localizacdo de objetos, que depende fortemente de substratos do
hipocampo, a memoria de reconhecimento de objetos parece depender de uma variedade
de regides cerebrais e 0 envolvimento do hipocampo é instavel. Muitos estudos relatam
que lesbes ou inativacdo do hipocampo ndo afetam a preferéncia por novos objetos,
enquanto outros acham o contrario. No entanto, ainda é uma tarefa comumente usada para
avaliar a funcédo geral da memoria em roedores (108). A % do indice de reconhecimento
de um novo objeto é entdo calculada com a seguinte formula. indice de reconhecimento

(%) = ( Tempo no objeto novo / Tempo no objeto novo + Tempo do objeto antigo ) *100.
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Figura 9. Representacdo do teste de reconhecimento do novo objeto. No centro temos a arena onde o animal é
colocado com os objetos representados pelo circulo vermelho e pela estrela verde posicionados em suas devidas
localizagBes na fase de teste. As pistas para a localizagdo do animal sdo representadas pelas figuras geométricas:
retangulo, circulo, triangulo e estrela.

5.8 Analises Bioquimicas

5.8.1 Determinacdo de biomarcadores inflamatorios por ELISA

Os animais foram eutanasiados, e tiveram o cortex da regido direito afetado pela
lesdo dissecado, homogeneizado e centrifugado, o sobrenadante foi recolhido para
analise. Os biomarcadores inflamatérios (TNFa, IL-1p e IL-6) foram determinados de
acordo com o kit imunoenzimatico Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA Sandwich). O ELISA foi realizado em placas de microtitulacdo onde primeiro se
fez uma captura de anticorpos monoclonais especificos, depois foram seladas para evitar
evaporacao e incubadas durante a noite a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas
trés vezes e bloqueadas com solucdo de bloqueio (BSA/PBS) e em seguida cobertas e
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente, lavadas trés vezes novamente. Os
padrGes e amostras foram adicionados (50uL/poco), apos as placas foram bloqueadas,
seladas e incubadas, depois as placas foram lavadas trés vezes, cobertas e incubadas
durante 2 horas em temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas trés vezes,
cobertas e incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente com estreptavidina
conjugada com peroxidade de rabano (25u estreptavidina-HRP/5 ml de PBS) e apds, o
conjugado nédo ligado foi removido por lavagem, trés vezes. Finalmente a solugéo
reagente do substrato foi adicionada nos pogos por 20 min, mantendo as placas fora da

luz direita para se ligar com a enzima causando uma mudanca de cor nos pogos. A
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capacidade de absorcdo de todos os testes ELISA foi lida a 450 nm com um
espectrofotometro leitor de microplacas. As curvas padrdo que variam de 15,6 a 2000
pg/ml foram construidas por uma regressao de quatro parametros formulados e
representada como uma curva linear (log-log). Os resultados séo expressos como pg/mi
para TNFo (DY410-05), IL-1p (DY401-05), IL-6 (DY406-05).

5.8.2 Avaliacdo da dindmica de proteina no cortex por Western blot

Depois de eutanasiados, 0s animais tiveram o cortex da regido direito afetado pela
lesdo dissecado, e posteriormente processado com solugdo tampdo de lise para anélise de
proteinas. Foram preparados 40 pg dos homogenatos de proteina de cada amostra com
tampé&o de amostra NUPAGE LDS (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) com 10 %
de b-mercaptoetanol e incubados a 70 °C por 10 min. As amostras foram transferidas para
géis Bis-Tris NUPAGE 4-12% e 8 a 16% (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e
submetidas a eletroforese conforme recomendado pelo fabricante, seguido de
transferéncia para membranas de nitrocelulose (Hybond ECL, AmerSham, GE
Healthcare Life Science, Piscataway, NJ, EUA). Foi utilizada coloracdo com Ponceau S
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para monitorar a eficiéncia da transferéncia.
Depois as membranas foram inibidas por 45 minutos com TBS (solugéo salina tamponada
com tris, pH 7,4), Tween 20 0,1%, BSA 5%, e entdo lavadas. Ap0s isso as membranas
foram incubadas com seus anticorpos primarios overnight a 4 °C. No dia seguinte as
membranas foram lavadas novamente e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente
com os anticorpos secundarios conjugados com horseradish peroxidase (HRP), goat anti-
rabbit 1gG (1:3000), e goat anti-mouse 1gG (1:3000) (Molecular Probes, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Depois da incubacdo as membranas foram
submetidas a detec¢do quimioluminescente com ECL Plus (AmerSham, GE Healthcare
Life Science, Piscataway, NJ, EUA) conforme descrito pelo fabricante e visualizado no
ImageQuant. A andlise densitométrica foi realizada usando Scion Image Software Versao
Beta 4.0.2 (Scion Corporation, National Institutes of Health, Frederick, MD, EUA). Os
seguintes anticorpos primarios foram usados: GIuR1 (PA5-99537, igG rabbit, 1:2000),
GluR2 (32-0300, igG, mouse, 1:500), GIuR3 (32-0400, igG mouse, 1:250), B-actina (pal-
183, igG rabbit, 1:1000), mTOR (PA5-20123, igG, 1:500), p-mTOR (44-1125G, igG
rabbit, 1:1000), ULK1 (bs-3602R, igG rabbit, 1:2000), p-ULK1 (PA5-102856, igG
rabbit, 1:3000), Beclin 1 (PA1-16857, igG rabbit, 1:2000), LC3B (PA1-46286, igG
rabbit, 1:1000), P62 (PA5-27247, igG rabbit, 1:3000), p-P62 (PA5-78267, igG rabbit,
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1:3000) BCL2 (PA5-27094, igG rabbit, 1:3000), p-BCL2 (PA5-99356, igG rabbit,
1:2000).

5.9 Analise estatistica

A comparacgéo dos dados de padronizacdo do modelo de MCAO foi realizada por
meio do teste T-Student. Em relacdo a andlise de dados paramétricos, empregou-se a
analise de variancia one-way (ANOVA), seguida pelo pds-teste de Dunnet, considerando
como estatisticamente significativos os valores de P menores que 0,05. Para dados néo-
paramétricos, conduziu-se o teste de Kruskal-Wallis, também levando em conta os
valores de P inferiores a 0,05 como indicativos de significancia estatistica. Os dados
foram apresentados como média + Erro Padrdo da Média (EPM) e foram processados
utilizando o software GraphPad Prism, versdo 9.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, EUA).
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6. Resultados

6.1 Acido decanoico promove uma diminuicdo na area da isquemia em

modelo animal de isquemia cerebral

A andlise morfoldgica realizada por meio da técnica de TTC para avaliar a &rea de
isquemia apds 7 dias de tratamento revelou que o &cido decanoico contribui para uma
reducdo significativa da isquemia (Figura 9). Foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo Sham (0,00 + 0,00%) e o grupo veiculo (21,36
*3,42%), (P < 0,001), evidenciando a eficacia do modelo de isquemia cerebral em induzir
lesdo no tecido cerebral. Adicionalmente, 0s grupos submetidos ao tratamento com acido
decanoico nas doses de 62,5 mg/kg (11,37 + 2,78%), 125 mg/kg (8,12 + 3,08%), 250
mg/kg (4,06 £ 1,85%), 500 mg/kg (5,39 + 2,06%) e 1000 mg/kg (10,07 + 1,93%)
apresentaram reducdo significativa na area de isquemia em comparacao com 0 grupo
veiculo (21,36 £ 3,42%), com valores de P de 0,0248, 0,0017, 0,001, 0,0001 e 0,0089,
respectivamente. Isso indica que todas as doses testadas foram efetivas na diminuicao da
area de infarto. No entanto, a analise morfoldgica utilizando a técnica de TTC apos 14
dias de tratamento ndo identificou area de isquemia em qualquer um dos grupos
amostrais, sugerindo uma ineficiéncia da técnica para detectar a lesdo isquémica 14 dias

apoés a cirurgia.
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Figura 10. Acido decanoico promove uma diminuicdo na area da isquemia em modelo animal de isquemia
cerebra apos 7 dia de tratamento. A. Andlise da area de infarto obtida com TTC. B. Imagens representativas da
coloracdo com TTC. Dados estdo sendo apresentados como média + Erro padrao de Média (+ SEM), e foram analisados
pelo teste One-way ANOVA, seguido por pds-teste de Dunnet. n = 8 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,005,
***n<0,001, ###p<0,001.
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6.2 Acido decanoico promove uma melhora no score neuroldgico no teste de

Limb Clasping

O teste de limb clasping é utilizado para avaliar o déficit motor em modelos animal
de isquemia cerebral. No presente estudo, o tratamento com acido decanoico durante 7 e
14 dias foi capaz de promover uma melhora score neurolégico. Observamos que 0 grupo
veiculo (2,00 £ 0,25), apresentou um aumento significativo no score neuroldgico quando
comparado com o grupo Sham (0,00 + 0,00), (P<0,001), indicando um comprometimento
motor. No entanto, o tratamento nas doses de 125 mg/kg (0,62 + 0,26), 250 mg/kg (0,37
+ 0,18) e 500 mg/kg (0,55 + 0,24) resultou em uma reducdo significativa no score
neuroldgico em comparagdo com o grupo veiculo (2,00 + 0,25), (P=0,027, P=0,0035,
P=0,0107 respectivamente), apds 7 dias de tratamento (Figura 10A). Apds 14 dias de
tratamento (Figura 10B), o tratamento com as doses de 125 mg/kg (1,00 + 0,42), 250
mg/kg (0,25 + 0,16) e 500 mg/kg (0,62 + 0,26), também resultaram em uma reducéo
significativa do score neuroldgico em comparacdo com o grupo veiculo (2,50 + 0,18),
(P=0,0475, P=0,0004, P=0,0093 respectivamente). Esses achados indicam que o &cido
decanoico foi capaz de melhorar a contragdo das patas, indicando uma recuperagdo
funcional. A reducdo no score neuroldgico sugere que esse composto pode ter efeitos

neuroreparadores e promover a recuperacao motora em um modelo de isquemia cerebral

focal.
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Figura 11. Efeito do Acido decanoico promove uma melhora no score neuroldgico no teste de Limb Clasping. A.
temos a pontuacdo do scorre neuroldgico com 7 dias de tratamento com acido decanoico. B. a pontuagdo do scorre
neurolégico com 14 dias de tratamento com &cido decanoico. Dados estdo sendo apresentados como média + Erro
padrdo de Média (+ SEM), e foram analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido por Kruskal-Wallis. n = 8/10
animais por grupo. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001, ###p<0,001.
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6.3 Acido decanoico promove uma melhora nos déficits motores no teste do

cilindro

O resultado do teste de cilindro com o tratamento com &cido decanoico durante 7
e 14 dias mostrou que ele foi capaz de promover uma melhora na assimetria e na
coordenacao motora dos animais. Apos 7 dias de tratamento (Figura 11A), observou-se
que o grupo veiculo (126,40 + 3,02%) apresentou uma assimetria maior no uso das patas,
utilizando mais a pata ipsilateral em comparagdo ao grupo Sham (99,25 £+ 1,79%),
(P<0,001), que utilizou ambas as patas igualmente. Isso sugere que o grupo veiculo teve
um impacto negativo na funcdo motora, resultando em uma maior preferéncia pelo uso
de uma Unica pata. Ja nos grupos que receberam as doses de 62,5 mg/kg (112,30 £ 2,75%),
125 mg/kg (110,30 £ 2,12%), 250 mg/kg (100,40 + 1,13%), 500 mg/kg (105,40 * 1,47%)
e 1000 mg/kg (112,90 + 2,48%) de &cido decanoico, apresentaram um comportamento
mais simétrico das patas dianteiras em comparacao ao grupo veiculo (126,40 + 3,02%),
(P=0,0022, P=0,0020, P<0,001, P<0,001, P=0,0042, respectivamente). Isso indica que o
tratamento com essas doses de &cido decanoico teve um efeito positivo na recuperagéo da
funcdo motora, reduzindo a assimetria no uso das patas dianteiras em relacdo ao grupo

controle.

Apobs 14 dias de tratamento (Figura 11B), também foi observada uma diferenca
significativa entre o grupo Sham (100,00 + 0,00%) e o grupo veiculo (118,00 + 3,00%),
(P<0,001), assim como nos grupos tratados com as doses de 125 mg/kg (105,00 + 2,50%),
250 mg/kg (99,38 £ 3,05%), 500 mg/kg (105,00 £ 1,37%) e 1000 mg/kg (107 £ 2,19%),
(P=0,0036, P<0,001, P=0,0036, P=0,0196 respectivamente), indicando que o tratamento
com 4&cido decanoico continuou a promover uma maior simetria no uso das patas
dianteiras em comparacao ao grupo veiculo, mesmo ap6s um periodo mais prolongado de

administracao.

Esses resultados sugerem que o acido decanoico possui um potencial efeito
positivo na recuperacdo da funcdo motora, reduzindo a assimetria no uso das patas
dianteiras apés um evento de isquemia cerebral, com melhorias observadas nos testes

comportamentais em animais tratados com diferentes doses do composto.
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Figura 12. Efeito Acido decanoico promove uma melhora nos dificeis motores no teste do cilindro. A. a
porcentagem de utilizagdo da pata ipsilateral para os contatos no cilindro ap6s 7 dias de tratamento com &cido
decanoico. B. a porcentagem de utilizacdo da pata ipsilateral para os contatos no cilindro apés 14 dias de tratamento
com 4cido decanoico. Dados estdo sendo apresentados como média + Erro padrdo de Média (+ SEM), e foram
analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido por pds-teste de Dunnet. n = 8 animais por grupo. *p<0,05,
**p<0,005, ***p<0,001, ##H#p<0,001.

6.4 Acido decanoico ndo promove altera¢do no comportamento motor no teste
de campo aberto

No teste do campo aberto, observou-se que em ambos os periodos de tratamento
de 7 e 14 dias com &cido decanoico, ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
em nenhum dos parametros analisados (Figura 12). Esses resultados indicam que, para
esse teste em especifico, ndo houve alteracdo na mobilidade espontanea dos animais, 0
que € um aspecto positivo para a realizacao das analises de memdria (OLT e NORT), pois
permite a realizacdo de testes cognitivos sem interferéncias de fatores motores. Dessa

forma, € possivel realizar analises de memaria, com mais confiabilidade e preciséo.
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Figura 13. Acido decanoico ndo promove alteragdo no comportamento motor no teste de campo aberto. A-D.
teste campo aberto ap6s 7 dias de tratamento com acido decanoico. E-H. teste campo aberto apds 14 dias de tratamento
com &cido decanoico. Dados estdo sendo apresentados como média + Erro padrdo de Média (x SEM), e foram
analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido por pos-teste de Dunnet. n = 8 animais por grupo.
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6.5 Acido decanoico promove uma melhora na memoria espacial no teste de

localizacao do objeto

Os resultados do teste de localizagéo do objeto objetos (OLT) foram analisados
para avaliar a memoria espacial dos animais e constatou uma melhoria na memoria

espacial, apds tratamento com &cido decanoico por 7 e 14 dias.

Observou-se que durante a fase de treino (Figura 13A), ndo foram observadas
diferengas significativas entre os grupos testados em ao indice de reconhecimento. No
entanto, durante a fase de teste (Figura 13B), na qual houve a mudanca de localizacdo do
objeto, notamos uma reducdo significativa no percentual de investigacéo no grupo veiculo
(72,05 + 3,07%) em comparagdo com o grupo Sham (101,70 + 2,29%), (P=0,0014). Por
outro lado, o tratamento com acido decanoico nas doses de 250 mg/kg (94,56 + 6,17%)
e 500 mg/kg (93,04 + 1,76%), (P=0,0277, P=0,0368, respectivamente), apds 7 dias de
tratamento, resultou em um aumento desse percentual em compara¢do com 0 grupo

veiculo.

Ap0s 14 dias de tratamento, na fase de treino ndo foi presenciado diferencas entre
os grupos (Figura 13C), entretanto na fase de teste (Figura 13D) houve uma reducgédo no
percentual de investigacdo no grupo veiculo (74,64 + 3,54%) em compara¢do com 0
grupo Sham (100,00 + 4,49%) (P=0,0008). J4 com o tratamento nas doses de 125 mg/kg
(96,94 + 3,03%), 250 mg/kg (100,80 + 2,80%) e 500 mg/kg (96,75 + 4,92%), (P=0,0038,
P=0,0006, P=0,0042 respectivamente), resultou em um aumento no potencial de
exploracdo do objeto movido. Sendo assim comprovando que o acido decanoico pode
preservar a funcdo cognitiva e de memdria espacial e que o ID pode corroborar com 0s
resultados do teste de OLT.
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Figura 14. Acido decanoico promove uma melhora na memoria espacial no teste de localizag&o do objeto durante
7 e 14 dias de tratamento. A. indice de reconhecimento de localizagdo do objeto na fase de treino com 7 dias de
tratamento. B. temos o indice de reconhecimento de localizagéo do objeto na fase de teste com 7 dias de tratamento. C.
indice de reconhecimento de localizacdo do objeto na fase de treino com 14 dias de tratamento. D. temos o indice de
reconhecimento de localizagdo do objeto na fase de teste com 14 dias de tratamento. Dados estdo sendo apresentados
como média + Erro padrdo de Média (+ SEM), e foram analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido por pos-teste
de Dunnet. n = 8 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001, ###p<0,001.

6.6 Acido decanoico promove uma melhora a meméria contextual no teste de

reconhecimento do novo objeto

Com o resultado do NORT com o tratamento com acido decanoico durante 7 e 14
dias demonstrou-se a eficacia deste composto na preservacdo da memoria contextual.
Durante 7 dias de tratamento (Figura 14A) observou uma diminui¢do no percentual de
investigacdo do novo objeto no grupo veiculo (75,53 + 4,60%), comparado com o grupo
Sham (100,00 + 3,11%), (P=0,0003), assim como, houve uma diferenga entre veiculo e
0s grupos tratados com acido decanoico nas doses de 125 mg/kg (92,31 + 4,15%), 250
mg/kg (99,35 + 3,49%), 500 mg/kg (92,58 + 3,00%) e 1000 mg/kg (92,36 + 3,44%),
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(P=0,0308, P=0,0009, P=0,0213, P=0,0301, respectivamente), portanto, constatou-se que
0 tratamento promoveu um aumento na investigacdo do novo objeto. O resultado com 14
dias de tratamento (Figura 14B) também demonstrou essa diferencga entre o grupo Sham
(100,00 + 4,02%) com grupo veiculo (65,01 + 4,28%) tendo uma diminui¢cdo no
percentual de investigacdo (P<0,001). J& com grupos tratados com &cido decanoico nas
doses de 62,5 mg/kg (82,78 + 95,12%), 125 mg/kg (95,10 + 2,96%), 250 mg/kg (102,30
+ 3,19%), 500 mg/kg (91,63 + 6,16%) e 1000 mg/kg (91,50 + 3,66%) observou-se um
aumento no percentual de investigacdo do objeto novo, (P=0,0283, P<0,001, P<0,001,
P=0,0044, P=0,0042, respectivamente).

Esses resultados sugerem que o tratamento com &cido decanoico melhora a
capacidade de reconhecimento de novos objetos, tendo assim efeitos positivos na

recuperacdo da memaria contextual dos animais modelo de isquemia.
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Figura 15. Acido decanoico promove uma melhora a memoria contextual no teste de reconhecimento do novo
objeto. A. indice de reconhecimento de um novo objeto, apds 7 dias de tratamento com &cido decanoico. B. indice de
discriminagdo de um novo objeto ap6s 7 dias de tratamento com &cido decanoico. C. indice de reconhecimento de um
novo objeto, ap6s 14 dias de tratamento com &cido decanoico. D. indice de discriminagdo de um novo objeto apés 14
dias de tratamento com &cido decanoico. Dados estéo sendo apresentados como média + Erro padrdo de Média (=
SEM), e foram analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido por pos-teste de Dunnet. n = 8 animais por grupo.
*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001, ###p<0,001.
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6.7 Acido decanoico promoveu diminuicdo em biomarcadores pro

inflamatorios no cortex em modelo animal de isquémica cerebral

Ap0s verificar os efeitos promissores do AD na memdria dos animais, sugerindo
um efeito neurorreparador, resolveu-se realizar analises mais aprofundadas para
compreender os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos neuroreparadores
observados. Portando, analisamos os biomarcadores pro-inflamatorios, interleucina 1
(IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNFa) (Figura 15) apds 7 dias
de tratamento com acido decanoico. Foi observado que o grupo veiculo (8,98 + 1,42)
demonstrou um aumento significativo (P<0,001) nas concentracdes de IL-1B em
comparagdo com o grupo Sham (2,18 + 0,09). Ja no tratamento com &cido decandico nas
doses de 62,5 mg/kg (4,31 + 0,63), 125 mg/kg (4,12 + 0839) e 250 mg/kg (4,00 + 0,55)
resultou em wuma reducdo significativo (P=0,00119, P=0,0013 e P=0,0010,
respectivamente) nas concentragdes dessas IL-1B, comparado ao grupo veiculo (Figura
15A). Além disso, as concentra¢des de IL-6 também aumentaram no grupo veiculo (2,48
+ 0,14) comparado como Sham (1,80 + 0,15) (P=0,0066) e com os tratamentos nas doses
de 125 mg/kg (1,97 £+ 0,14) e 250 mg/kg (1,77 £ 0,06) houve uma reducdo comparada
com o veiculo (P=0,0582 e P=0,0046, respectivamente) (Figura 15B). O TNFa obteve o
mesmo padrdo de aumento no grupo veiculo (1,76 £+ 0,17) comparado com o Sham (1,76
+ 0,13) (P=0,0066) e uma diluicdo da dose maior de 250 mg/kg (1,23 + 0,10) (P=0,0272)

de &cido decanoico comparado como veiculo (Figura 15C).

Esse fato indica que hd uma reducdo significativa nas concentracfes dessas
citocinas (IL-1p, IL-6 e TNFa) ap0s o tratamento com acido decandico, 0 que sugere que
a esta exercendo um efeito anti-inflamatorio, diminuindo a resposta inflamatdria

associada a isquemia cerebral.
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Figura 16. Quantificaglo da concentracdo de proteinas pro inflamatdrias, ap6s 7 dias de tratamento com acido
decanoico. A. Concentragdes de IL-1p. B. Concentragdes de IL-6. C. ConcentragBes de TNFo. Dados estdo sendo
apresentados como média + Erro padrdo de Média (+ SEM), e foram analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido

por pos-teste de Dunnet. n = 6 animais por grupo.

6.8 Acido decanoico na expressdo de AMPAR no modelo de MCAO

Seguindo a pesquisa, o foco direcionou-se em continuar exploragdo das vias
extracelulares, mas também explorar as vias intracelulares que podem ser moduladas pelo
acido decanoico no cdrtex, por meio da técnica de Western blot. A investigacéo teve
inicio com a avaliacao das vias extracelulares de expressdo das proteinas de subunidades
do receptor AMPA (GluR1, GIuR2 e GIuR3) ap06s 7 dias de tratamento (Figura 16). Os
resultados indicaram que o &cido decanoico, em concentracfes de 62,5, 125 e 250 mg/kg,

ndo provocou alteracdes na composicao das subunidades do receptor AMPA (GIuR1,

GIuR2 e GIuR3).
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Figura 17. Quantificagdo da concentragdo de proteinas envolvidas nas subunidades do receptor AMPA, apoés 7
dias de tratamento com &cido decanoico. A. Expressdo de GluR1. B. Expresséo de GluR2. C. Expressdo do GIuR3.
Dados estdo sendo apresentados como média + Erro padrdo de Média (+ SEM), e foram analisados pelo teste One-
way ANOVA, seguido por pds-teste de Dunnet. n = 6 animais por grupo.
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Ja apds 14 dias de tratamento com &cido decanoico observou-se que houve uma
diferenca significativa no GIluR1 (Figura 17A), no grupo Sham (100,00 + 5,70), foi
observado uma diminuigdo na expressdo de GIuR1, se comparando grupo veiculo
(136,10+ 10,05), (P=0,0193), entretanto com os tratamentos ndo houve diferenca
significativa. Assim como, ndo foram evidenciadas alteracbes nas concentracfes de

GluR2 e GIuR3 em comparagéo com o grupo veiculo (Figura 17B e C).
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Figura 18. Quantificagdo da concentracdo de proteinas envolvidas nas subunidades do receptor AMPA, ap6s 14
dias de tratamento com &cido decanoico. A. Expressdo de GluR1. B. Expressdo de GluR2. C. Expressdo do GIuR3.
Dados estdo sendo apresentados como média + Erro padrdo de Média (+ SEM), e foram analisados pelo teste One-
way ANOVA, seguido por pds-teste de Dunnet. n = 6 animais por grupo. *p<0,05, #p<0,05.

6.9 Acido decanoico na expressdo de proteinas associadas & autofagia no
modelo de MCAO

Posteriormente, o foco foi direcionado a exploracdo das vias intracelulares
relacionadas a autofagia, investigando a possivel modulacdo pelo &cido decanoico no
cortex. Apos um periodo de 7 dias de tratamento, foram observadas alteracdes nas
concentracdes de proteinas envolvidas nas vias de mTOR e autofagia. No entanto, essas
mudancgas parecem ndo estar diretamente relacionadas ao acido decanoico (Figura 18).
N&o se registrou diferenca significativa nas concentracdes totais de mTOR nem na sua

forma fosforilada entre os grupos (Figura 18A-B).

A andlise inicial da via de autofagia, focada na expressdo de ULK1 e sua forma
fosforilada, indicou alteragOes distintas. Observou-se uma diminuicdo na expresséo total
de ULK1 no grupo veiculo (64,58 £ 11,06) em comparacdo ao grupo Sham (105,90 +
8,19), com P=0,0432, sugerindo uma resposta especifica as condi¢des isquémicas. Da

mesma forma, uma reducédo nas doses de 125 mg/kg (64,24 + 9,09) e 250 mg/kg (49,36
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+7,51), com P=0,0410 e P=0,0037, respectivamente, em comparacdo ao Sham, também
resultou em uma diminuicdo na expressdo total de ULK1 (Figura 18C). N&o foram
identificadas diferencgas significativas na forma fosforilada de ULK1 entre os grupos
(Figura 18D).

A avaliacdo subsequente focou na expressdo de Beclinl e Bcl-2. A expressdo de
Beclinl aumentou no grupo Sham (100,00 + 6,22) em relacdo ao grupo veiculo (76,07 £
3,67), com P=0,0133. Um aumento também foi observado no grupo com dose de 62,5
mg/kg (95,04 * 8,22), com P=0,0448, comparado ao veiculo (Figura 18E). Quanto a
proteina Bcl-2, houve um aumento no grupo Sham (100,00 £ 6,79) em comparacdo ao
grupo veiculo (65,73 + 7,09), com P=0,0358 (Figura 18F). No entanto, ndo foram
detectadas diferencas significativas nos grupos tratados em comparacao ao veiculo. Em
relacdo a forma fosforilada de Bcl-2, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os grupos (Figura 18G), indicando que o acido decanoico pode ter um efeito limitado na

regulacdo da expresséo de Beclinl/Bcl-2 durante a isquemia cerebral.

Os resultados obtidos apds 7 dias de tratamento com &cido decanoico revelaram
padrdes especificos nas concentracfes de proteinas relacionadas ao fluxo autofagico.
Notavelmente, a proteina p62 e sua forma fosforilada, p-p62, ndo mostraram alteracfes
significativas em resposta ao tratamento, sugerindo que, nesse periodo, o cido decanoico
ndo afetou a expressdo ou fosforilacdo dessa proteina (Figura 18H-1). No entanto,
observou-se um aumento significativo na concentracdo de LC3I1 na dose de 62,5 mg/kg
(107,70 £ 3,77) em comparacdo ao grupo veiculo (83,73 £ 8,62), com P=0,0270 (Figura
18K). Além disso, a andlise da razdo LC3II/LC3I indicou um aumento significativo na
dose de 250 mg/kg (1,38 + 0,04) em relagdo ao veiculo (1,02 + 0,07), com P=0,0483
(Figura 18L).
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Figura 19. Quantificacdo da concentracdo de proteinas envolvidas na via do mTOR e via da autofagia, apés 7
dias de tratamento com &cido decanoico. A. Expressdo de mTOR. B. Concentracdes de fosforilagdo de mTOR C.
Expressdo do ULK 1. D. Concentragfes de fosforilagdo do ULK 1. E. Expressao de Beclin 1. F. Concentragbes de
fosforilacdo de Blc-2. G. Concentragbes de fosforilagdo de Blc-2. H. Expressdo de p62. |. Concentragbes de
fosforilacdo de p62. J. Expressdo do LC3 I. K. Expressdo do LC3 Il. L. Razdo LC3I/CL3Il Dados estdo sendo
apresentados como média + Erro padrdo de Média (+ SEM), e foram analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido
por pés-teste de Dunnet. n = 6/5 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,005, #p<0,05.

Por outro lado, os resultados da anélise das vias de mTOR e autofagia em animais
tratados por 14 dias com &cido decanoico ndo demonstraram diferengas significativas
entre os grupos (Figura 19A-B). Isso indica que o tratamento por 14 dias ndo impactou
as concentragcfes de ativacdo dessas vias de sinalizagdo. Da mesma forma, as proteinas
ULK1, p-ULK1, Beclinl, Bcl-2 e p-Bcl-2 ndo apresentaram variagdes significativas,
sugerindo que o acido decanoico ndo influenciou a regulacdo da autofagia nesse periodo
(Figura 19C-L). A estabilidade nas concentragdes dessas proteinas apos 14 dias de
tratamento sugere um estado de equilibrio na regulagéo do fluxo autofagico. As alteracoes

observadas em diferentes tempos de tratamento destacam a importancia de entender a
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dindmica temporal e as respostas especificas de cada proteina nas complexas vias de

sinalizagéo celular, especialmente em contextos de reparo de lesdes teciduais.
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Figura 20. Quantificacdo da concentracdo de proteinas envolvidas na via do mTOR e via da autofagia, apés 14
dias de tratamento com &cido decanoico. A. Expressdo de mTOR. B. Concentracdes de fosforilagdo de mTOR C.
Expressdo do ULK 1. D. Concentragfes de fosforilagdo do ULK 1. E. Expressdo de Beclin 1. F. Concentragfes de
fosforilacdo de Blc-2. G. Concentragfes de fosforilagdo de Blc-2. H. Expressdo de p62. |. Concentragbes de
fosforilacdo de p62. J. Expressdo do LC3 I. K. Expressdo do LC3 Il. L. Razdo LC3I/CL3II. Dados estdo sendo
apresentados como média + Erro padrédo de Média (+ SEM), e foram analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido
por pos-teste de Dunnet. n = 6 animais por grupo.



59

7. Discussao

Para investigar o potencial neuroreparador do acido decanoico, realizou-se um
estudo utilizando o modelo de oclusdo distal da artéria cerebral média (MCAO) em
animais, a fim de induzir isquemia cerebral focal. O desenho experimental exigiu a
padronizacdo cuidadosa das doses e dos periodos de tratamento, representando um
desafio caracteristico em pesquisas farmacolégicas. Assim, foram testadas cinco doses
diferentes (62,5, 125, 250, 500, 1000 mg/kg), administradas durante dois intervalos de
tempo, 7 e 14 dias, com 0 objetivo de identificar a dose mais eficaz e o periodo de

tratamento ideal.

Durante este estudo, identificou-se um efeito de hormese, manifestado por uma
relacdo dose-resposta bifasica: doses menores de acido decanoico promoveram um efeito
benéfico, enquanto doses maiores levaram a perda desses efeitos. Esta relacdo foi
ilustrada por meio de uma curva em forma de "U", onde o eixo vertical indica a
intensidade do efeito e o eixo horizontal, a dose administrada. Os resultados revelaram
que, nas doses 6timas (62,5, 125, 250), o acido decanoico proporcionou melhorias
notaveis na funcéo cognitiva e motora dos camundongos submetidos ao modelo MCAO,

além de reduzir significativamente a extensdo do infarto cerebral e a neuroinflamacao.

Nesse estudo demonstrou-se que o tratamento com &cido decanoico durante 7 dias,
especialmente nas doses de 250 e 500 mg/kg, promoveu uma diminuicdo na area da
isquemia, sugerindo assim ter um efeito protetor contra o dano isquémico, pois o animal
modelo de MCAO apresentou uma extensa area de lesdo quando comparado com grupo
Sham. Além disso, houve uma reducdo significativas da area do infarto se comparado
com animais tratados. O acido decanoico se mostrou também como sendo efetivo para
melhorar os défices motores dos animais submetidos a isquemia focal ndo s6 em 7 dias,
mas também em 14 dias de tratamento, sendo possivel observar nos comportamentos do

teste de cilindro e limb clasping.

Estes achados alinham-se com a pesquisa de Sharma e colaboradores (2023), que
documentou os efeitos protetores do acido decanoico contra danos por isquemia e
reperfusdo em ratos. Este estudo revelou uma diminuic¢do significativa na extensdo da
isquemia e uma melhoria notavel na coordenacdo motora dos sujeitos experimentais (57).

Em paralelo, Nakahima e colaboradores (2018) analisaram o potencial neuroreparador do
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perampanel (PER), que, similarmente ao acido decanoico, interfere na atividade dos
receptores excitatorios AMPA. Este trabalho evidenciou que o PER reduziu
significativamente os volumes de infarto e melhorou a fungdo motora em modelos
animais de oclusdo da artéria cerebral média (MCAO) (111). Ademais, investigacdes que
empregaram modelos animais de isquemia cerebral focal e o uso de agentes como
perampanel, aniracetam, talampanel, YM872, EGIS-8332, GYKI53405, e B-cariofileno,
0s quais inibem os receptores AMPA, demonstraram eficacia na atenuacdo de danos
cerebrais resultantes de isquemia (56, 112-116), corroborando assim os resultados desta
pesquisa. Além disso, estudos tém mostrado que os antagonistas dos receptores AMPA
tém o potencial de prevenir danos neuroldgicos e auxiliar na recuperagéo ap0s acidente
vascular cerebral (AVC) em modelos animais. O &cido decanoico, especificamente, que
é um acido graxo de cadeia média, exibe um antagonismo ndo competitivo aos receptores

AMPA, evidenciando seu potencial terapéutico (57).

O 4cido decanoico também é um componente integral da dieta cetogénica (DC),
uma dieta caracterizada pelo alto teor de gorduras benéficas, principalmente acidos
graxos de cadeia média, e baixo consumo de carboidratos. A dieta cetogénica tem sido
associada a diversos beneficios para a saude, incluindo melhorias na funcéo cognitiva e
reducdo do risco de doencas neuroldgicas e cardiovasculares (79). Embora os achados
apresentados ndo sejam diretamente relacionados a DC, eles sugerem que o &cido
decanoico, um AGCM presente na dieta, pode promover efeitos positivos na cognicao,
mobilidade e resposta anti-inflamatoria, quando administrado em doses adequadas. Estes
resultados indicam a influéncia de componentes da dieta cetogénica na recuperacao
motora e reducdo de lesdes neuronais, observada tanto em modelos animais de isquemia
cerebral (94, 95, 117), quanto na doenca de Parkinson (91-93), e em estudos de outros
acidos graxos como neuroprotetores e neurorreparadores em modelos animais de

isquemia cerebral (84-86).

Além da avaliacdo do comprometimento motor, buscamos investigar se a memoria
dos animais submetidos a isquemia foi impactada e se o tratamento com acido decanoico

teria o potencial de reverter os possiveis prejuizos.

Foram conduzidos alguns testes comportamentais, incluindo o teste de campo
aberto, o teste de localizagéo de objeto (OLT) e o teste de reconhecimento de novo objeto
(NORT). Os resultados obtidos no teste de campo aberto ndo demonstraram diferencas
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significativas entre os grupos tratados com acido decanoico por 7 ou 14 dias, indicando
que, neste teste especifico, ndo foram observadas deficiéncias motoras nos animais, o que
é uma vantagem significativa para a conducao das analises de memdria como o OLT e
NORT, pois a diferencas observadas nos testes de memoria sao atribuiveis ao tratamento

com acido decanoico e ndo a possiveis disparidades motoras entre 0s grupos.

Os testes OLT e NORT sugeriram que o tratamento por 7 ou 14 dias com &cido
decanoico pode ter efeitos positivos na memoria espacial e contextual dos animais com
isquemia cerebral. Observou-se uma diferenca significativa nos resultados do
OLT/NORT entre o grupo Sham e o grupo com o modelo de MCAOQ. Além disso, foi
constatada uma diferenca significativa entre o grupo MCAO e 0s grupos tratados com
acido decanoico em diferentes doses. Esses achados indicam que o tratamento com &cido

decanoico pode melhorar a memdria espacial, contextual e a plasticidade neuronal.

A melhora evidenciada na memdria contextual e espacial estdo em concordancia
com estudos anteriores que relataram achados semelhantes em modelos animais de
doencas neurodegenerativas, como o de Nakahima e colaboradores. (2018), que utilizou
0 PER um inibidor dos receptores AMPA, mostrou suprimiu a heurodegeneracao na zona
limitrofe isquémica cortical e melhorou significativamente a memdria de trabalho
espacial em modelo de isquemia focal (111), assim como, o [-cariofileno (BCP)
demonstrou melhorar o comprometimento cognitivo em camundongos com AVC
isquémico agudo (116) . E também trabalhos que investigaram o uso de grupos cetbnicos
da dieta cetogénica como a melhora no desempenho cognitivo e na plasticidade sinaptica
do hipocampo em modelos animais de doenca de Alzheimer (88, 96). Um estudo de Taylo
e colaboradores (2018) relatou que o uso de DC suplementado com triglicerideos de
cadeia média foi viavel em participantes com doenca de Alzheimer leve, e tiveram uma

melhora na escala cognitiva dos pacientes (118).

Fundamentado nos resultados obtidos, também relatamos que o tratamento com
acido decanoico em um modelo de isquemia cerebral focal apresentou efeitos positivos
em doses baixas. Portanto, foram realizadas mais pesquisas para elucidar os mecanismos
subjacentes aos efeitos neuroreparadores do acido decanoico no cérebro. E direcionou-se
para a investigacdo de possiveis vias extracelulares e intracelulares, buscando como o

acido decanoico exerce sua influéncia no cérebro.
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Para entender o mecanismo envolvido na neuroreparacao induzida pelo tratamento
com &cido decanoico no modelo de MCAO, foram analisadas citocinas pro-inflamatérias
através da técnica de ELISA. Na isquemia cerebral, ocorre uma resposta inflamatoria
exacerbada, envolvendo a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, como interleucina 1p
(IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa), que séo capazes de
modular o tamanho do dano isquémico no acidente vascular encefalico, exercendo efeitos
neurotoxicos e a diminuicdo de sua acdo demonstrou reduzir o dano cerebral isquémico
(119-122).

Os resultados revelaram um aumento expressivo nas concentraces de IL-1p, IL-
6 ¢ TNFa no grupo modelo de MCAO em comparag¢do com o grupo Sham, evidenciando
uma resposta inflamatoria exacerbada ap6s a inducéo da isquemia cerebral. No entanto,
com o tratamento com acido decandico apos 7 dias de tratamento, resultou em uma
significativa reducdo na concentracdo dessas citocinas, de forma dependente da dose
administrada. Indicando efeitos anti-inflamatorios e auxiliando uma modulacéo eficaz da
resposta inflamatoria, o que pode contribuir para a protecdo neuronal e a melhoria da
funcdo cerebral apds a isquemia. Esses achados corroboram com estudos anteriores que
relatam o acido decandico de modelo de isquemia e reperfusdo (I/R), exerce efeitos
significativos na modulacao da resposta inflamatoria, inibindo a expressao e liberacéo de
citocinas pré-inflamatorias em condicGes patoldgicas, como a isquemia cerebral (57). Da
mesma forma, o acido octanoico, um TGCM encontrado na DC, demonstrou suprimir a
inflamacédo e potencialmente contribuir para a melhoria adicional da aterosclerose em
camundongos deficientes em apoE (123), assim como, outras pesquisas investigando o
efeito de suplementos de &cido decanoico com triglicerideos de cadeia média também

apontaram para efeitos anti-inflamatoérios (124-126).

Subsequente a isso, foi analisado as proteinas do cortex pela técnica de Western
blot, para buscar entender como o &cido decanoico atuaria em duas linhas de analise
especificas: as vias dos receptores AMPA, devido ao fato do acido decanoico, exibe um
efeito de antagonismo néo competitivo sobre o receptor AMPA e podendo contribuir na
diminuicdo da excitotoxidade causada pela isquemia e a via da autofagia, pois
desempenha um papel na remocdo seletiva de organelas danificadas, proteinas agregadas
e outros componentes celulares disfuncionais, ajudando a mitigar os danos celulares

causados pela isquemia (127, 128).
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Com isso, avaliando as vias de expressdo extracelular das proteinas de
subunidades do receptor AMPA (GIuR1, GIuR2 e GIuR3), com os resultados obtidos apos
um periodo de tratamento de 7 e 14 dias revelaram que a administracdo de &cido
decanoico nas concentracdes de 62,5, 125 e 250 mg/kg ndo promoveu alteracdo na
composicdo de subunidades do receptor AMPA (GluR1, GIuR2 e GIuR3). Da mesma
forma, investigacGes anteriores utilizando moléculas antagonistas do receptor de AMPA
revelaram efeitos neuroreparadores em modelos de isquemia. No entanto, é importante
ressaltar que esses efeitos ndo apresentaram correlacdo direta com a modulacdo e
expressdao dos receptores AMPA. (129-131). Este achado, embora inicialmente
surpreendente, ressalta a complexidade das respostas bioldgicas, enfatizando a
necessidade de considerar diferentes intervalos de tempo para uma compreensao
abrangente dos efeitos do tratamento. Como por exemplo, um estudo conduzido por
Mackowiak e colaboradores (2002) demonstrou que 0 LY451646, um potencializador do
receptor AMPA, pode modular a expressdo do determinadas proteinas de maneira
dependente da dose, tempo de tratamento e da regido do cérebro (132).

Visto que o mecanismo de acdo parece nao estar relacionado a alteracdes na
expressdo de receptores AMPA, decidimos analisar vias intracelulares. Inicialmente,
focamos nossos esforgos em vias relacionadas a autofagia, muito sensivel as
concentragfes de carboidratos e lipidios nas células. A via do mTOR em condi¢es
favoraveis € uma importante cascata de sinalizacdo celular que desempenha um papel
central na regulacdo do crescimento celular, proliferacdo, sobrevivéncia, angiogénese e
metabolismo. O mTOR também é regulado negativamente devido falta de nutrientes, a
via é inibida, pela quinase AMP-activated protein kinase (AMPK) em resposta a
condicdes de baixa energia celular. A ativacdo de AMPK inibe 0 mTOR, suprimindo a
sintese de proteinas e promovendo a autofagia, um processo que ajuda a remover

componentes celulares danificados (133-136).

A autofagia é essencial para a manutencdo da homeostase celular, atuando como
um mecanismo de "limpeza" e reciclagem. Ela permite que as células eliminem
componentes danificados, como organelas envelhecidas e proteinas malformadas,
fornecendo substratos reciclados para fungdes celulares. O equilibrio na atividade
autofagica e crucial, pois a deficiéncia contribui para doencas, enquanto 0 excesso
prejudica a fungéo celular. A regulacdo cuidadosa da autofagia ¢ fundamental para a

salde e sobrevivéncia celular (65, 137). Acredita-se que a autofagia exerga um efeito
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protetor no estresse energético agudo, mas a autofagia de longo prazo pode causar morte
celular, ou seja, apoptose autofégica. A ativacdo da AMPK durante a isquemia pode
inicialmente aumentar a oxidacdo de acidos graxos para gerar ATP, mas a hipdxia
prolongada pode direcionar os astrdcitos a preferirem a glicdlise como fonte de energia.
Isso leva a acumulacdo de &cido latico, que, juntamente com o aumento de célcio

intracelular, pode desencadear excitotoxicidade neuronal, prejudicando sua fungao (138).

Analisamos as proteinas relacionadas a autofagia, o que observamos foi que no
tratamento por 7 dias, revelaram que nao houve diferenca significativa nas concentragdes
totais de mTOR nem em sua forma fosforilada entre os grupos analisados. Isso sugere
que os tratamentos aplicados ndo afetaram diretamente a atividade global da via mTOR.
J4 na expressdo de ULK 1, observamos uma diminuigdo nos grupos tratados em
comparagdo com o grupo de animais sham. Entretanto, ndo foram detectadas diferencas
significativas na forma fosforilada de ULK1 entre os grupos, indicando que a regulagéo
da autofagia mediada por ULK1 pode ndo ter sido afetada pelos tratamentos. Além disso,
avaliamos a expressao de Beclinl e Bcl-2, duas proteinas essenciais na regulacdo da
autofagia. Contrariamente as nossas expectativas, nao observamos diferencas

significativas na expressao dessas proteinas entre 0s grupos.

No que se refere ao fluxo autofagico apds 7 dias de tratamento com o &cido
decanoico, nossos resultados revelaram que ndo houve diferenca significativa na via de
p62, tanto nas concentracBes totais quanto na sua forma fosforilada. 1sso sugere que 0s
tratamentos ndo afetaram a degradacédo seletiva de substratos autofagicos mediada por
p62.

A proteina LC3B também foi utilizada nos nossos ensaios de fluxo autofagico,
sendo detectada como duas bandas, LC3-1 e LC3-Il, ap6s SDS-PAGE e imunoblotting.
A LC3-Il, conjugada com fosfatidiletanolamina (PE), esta presente em membranas de
autofagossomos, sendo correlacionada com o numero dessas estruturas. Durante a
estimulacdo curta da autofagia, a LC3-1 diminui, e a LC3-11 aumenta. Em estimulos mais
prolongados, ambas desaparecem devido a degradacdo intralisossomal da LC3-II.
Estudos mostram que os inibidores de protease lisossémica, como bafilomicina Al,
parcialmente impedem a degradagéo de LC3-11, indicando que sua quantidade néo reflete
o fluxo autofagico total. Diferencas na quantidade de LC3-11 com e sem inibidores s&o
mais precisas para avaliar o fluxo autofagico (139).
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Neste trabalho, tivemos um aumento da expressdo da proteina LC3-1l no grupo
experimental e 62,5mg/kg em relacdo ao grupo MCAO, bem como um aumento na
relagdo LC3-II/LC3-1 na dose de 250mg/kg. Este resultado sugere uma ativagdo ou
intensificacdo do processo de autofagia, onde a célula estd aumentando sua capacidade
de degradar e reciclar componentes danificados ou desnecessarios para manter a
homeostase celular. Esse resultado poderia indicar uma contribuicdo para o processo de
neuroreparo do tecido gerado pelo tratamento com acido decanoico, porém seu efeito foi
limitado apenas a dose de 250 mg/kg. (140, 141).

Adicionalmente, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
nas proteinas relacionadas a mTOR e autofagia apds 14 dias de tratamento. A auséncia
de variacGes significativas nessas proteinas especificas indica que o &cido decanoico
administrado ao longo de 14 dias ndo teve um impacto mensuravel na regulacdo da
autofagia nesse ponto temporal. Esses resultados ressaltam a complexidade das respostas
celulares e a necessidade de uma analise detalhada das diferentes fases temporais e dos
mecanismos envolvidos na modulagdo das vias de sinalizacdo celular. Uma possivel
explicacdo para a falta de efeitos observados apds 14 dias de tratamento pode ser a
adaptacdo das células ao composto ou a compensacdes em outras vias de sinalizacao que
contrabalanceiam os efeitos do acido decanoico na autofagia. Além disso, é importante
considerar que a regulacdo da autofagia e de mTOR é altamente dindmica e dependente

de uma série de fatores intracelulares e extracelulares.
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8. Conclusédo

Com base nos resultados descritos, pode-se concluir que o tratamento durante 7
e 14 dias com o acido decanoico por via oral apresentou uma reducao na area isquémica
e uma melhora nos déficits de memaria espacial, contextual e motora em camundongos
submetidos ao modelo de MCAO, sendo a dose de 250mg/kg mais eficaz. A investigacdo
dos mecanismos subjacentes revelou que o &cido decanoico ao longo de 7 dias de
tratamento exerce efeitos anti-inflamatérios, reduzindo a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-1p, IL-6 ¢ TNFa. Supreendentemente, 0 mecanismo de acdo do
acido decanoico parece ndo estar relacionado a alteracGes na expressdo de receptores

AMPA nem na via de autofagia.

Por fim, os resultados obtidos fornecem evidéncias importantes sobre o potencial
e limitacbes do &cido decanoico como uma abordagem terapéutica para o tratamento de
lesbes isquémicas e para a melhoria da funcdo cognitiva e motora. Essas descobertas
podem contribuir para o avan¢o no campo do neuroreparo e abrir caminho para novas
opcdes de tratamento que visam a recuperacdo funcional e cognitiva em pacientes

afetados por eventos isquémicos.
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