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RESUMO

Os antioxidantes apresentam efeito benéfico sobre a funcdo endotelial e
neuroprotetora em humanos e animais, participando na prevencao e tratamento
de doencas isquémicas cerebrais. A utilizacao da vitamina E e de fendis da casca
do pequi (Caryocar brasiliense) sao promissores na acao antioxidante nestas
doencas. Dessa forma, este trabalho teve o objetivo de verificar o efeito da
suplementacdo com extrato etandlico da casca de pequi (C. brasiliense) na
disfuncao cerebral em ratos apds inducdo de isquemia global transitéria e
reperfusdo. Para tal, foram utilizados 100 ratos distribuidos aleatoriamente em
cinco grupos de 20 individuos, que receberam veiculo oleoso (grupo controle),
extrato etandlico da casca de pequi nas doses 100, 300 e 600 mg/kg de peso
(grupos 2, 3 e 4) e 300mg/kg de vitamina E (grupo 5). Os ratos foram
suplementados por 30 dias anteriores ao procedimento cirargico. Os 20 animais
de cada grupo foram subdivididos em momentos (subgrupos) de isquemia de 5,
20 e 45 minutos por ocluséo bilateral das artérias carétidas comuns e subgrupo
sem isquemia, todos com reperfusdo de duas horas. Foram colhidas amostras de
cérebro para as andlises histolégica e imunoistoquimica, sendo utilizados os
anticorpos anti-caspase-3 clivada, anti-fosfo-ERK1/2 e anti-fosfo-JNK. No grupo
controle, as lesdes histoldgicas, a expressdao de caspase-3 clivada, de fosfo-
ERK1/2 e de fosfo-JNK progrediram de acordo com o aumento do tempo
isquemia. O extrato etandlico da casca de pequi, principalmente nas doses de
300 e 600mg/kg, reduziu o numero de neurbnios isquémicos em cérebros de
ratos submetidos a isquemia transitoria global e reperfusdo. Apesar de nao haver
diferenca significativa entre os grupos, o extrato etandlico da casca de pequi
reduziu a expressdao de caspase-3 clivada e de fosfo-ERK1/2 em relagdo ao
grupo controle e apresentou indicios de aumentar a expressao de fosfo-JNK entre
os grupos. Os suplementos utilizados mostraram-se promissores para reduzir as
lesdes precoces de isquemia e reperfusdo cerebral. Dessa forma, conclui-se que
o extrato etandlico da casca de pequi possui acao neuroprotetora apos lesao de
isquemia global transitéria e reperfusdo em ratos.

Palavras-chaves: compostos fendlicos, estresse oxidativo, MAPK, neuroprotecéo,
vitamina E.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES INICIAIS

Isquemia é a perda do suprimento sanguineo por reducdo do fluxo
arterial de um tecido, em que ha comprometimento da oferta de substratos
metabolicos, incluindo a glicose (COTRAN et al., 2000). Reperfuséo € o termo
utilizado para definir o restabelecimento do fluxo apdés um periodo de isquemia
(EVORA et al.,, 1996). O dano celular induzido apés perfusdo de um érgao
isquémico € denominado lesao de isquemia/reperfusao (I/R).

Diversos mecanismos encontram-se envolvidos na fisiopatogénese da
lesdo secundaria a isquemia e reperfusao. O principal é a formacéo de espécies
reativas do oxigénio (EROs), que podem causar lipoperoxidacdo da membrana
celular, oxidagao de proteinas culminando em sua coagulacdo e em fragmentagéao
de DNA, disfungdo mitocondrial, aumento do calcio intracelular, ativagdo de
células inflamatérias e producéao de citocinas, podendo levar a morte celular. As
EROs causam uma vasta quantidade de condicdes patolégicas, incluindo lesées
de I/R, doencgas neurodegenerativas e envelhecimento (KUROSE et al., 1994;
SILVA Jr. et al., 2002).

O entendimento dos mecanismos envolvidos nos danos da I/R é
essencial para projetar estratégias terapéuticas e minimizar suas consequéncias.
Apés a reoxigenacao, a producao de radicais de oxigénio implica em uma cascata
de respostas celulares deletérias e precedendo a morte celular, inflamacao e, por
ultimo, faléncia do 6rgao (FONDEVILA et al., 2003). Em condigdes fisioldgicas, os
efeitos téxicos das EROs podem ser prevenidos por algumas enzimas
antioxidantes, como superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalases, e também por outros antioxidantes nao-enzimaticos. No entanto,
quando a producgdo se torna excessiva, 0 estresse oxidativo pode ter um efeito
deletério na fungéo e integridade estrutural de tecidos biologicos (SILVA Jr. et al.,
2002).

As lesdes decorrentes de isquemia e reperfusdo tém sido
demonstradas em estudos clinicos e experimentais em uma variedade de
modelos, como intestino (FALEIROS et al.,, 1998), rins (NETTO et al., 2001;
RHODEN et al.,, 2001), musculo esquelético (MORENO et al., 2002), figado
(SILVA Jr. et al.,, 2002; FONDEVILA et al.,, 2003) e cérebro (TARDINI &



YOSHIDA, 2003). Um dos modelos de isquemia/reperfusdo cerebral estudado € a
oclusao temporaria das artérias carotidas comuns (KARPIAK et al., 1989).

1.1 Fisiopatogenia da isquemia e reperfusao cerebral

A lesao decorrente da isquemia cerebral permanente ou transitoria
desenvolve-se a partir de uma série de eventos fisiopatoldégicos que progridem
com o tempo e em regides cerebrais especificas. A redugédo do fluxo sanguineo
cerebral em 20% a 30% abaixo do normal é suficiente para iniciar esses eventos
(OHTAKI et al., 2005). Além disso, as consequéncias da isquemia, em diferentes
tecidos, dependem de sua duracado e das lesdes que se desenvolvem durante o
estagio de reperfusao tecidual (SILVA Jr. et al., 2002).

A interrupcdo do fluxo sanguineo, dependendo do tempo, da
intensidade, da velocidade de instalacédo, da natureza do 6rgéao e da temperatura
a que o tecido esta submetido, podera determinar os mais variados graus de
leséo celular. No periodo agudo, em poucos minutos a horas, ocorre deplecao de
oxigénio (Oy), de reservas energéticas de adenosina trifosfato (ATP) e de glicose,
0 que induz a célula a iniciar respira¢ao do tipo anaerdbia e, assim, a producao de
lactato, desenvolvimento de acidose e ativacao de proteases intracelulares (LIMA,
2004).

De acordo com LIPTON (1999), COTRAN et al. (2000), TARDINI &
YOSHIDA (2003) e OHTAKI et al. (2005), a falta de energia celular causa a
faléncia da bomba de sédio-potassio (Na*/K*), o que resulta em despolarizagao
da membrana plasmatica de neurbnios e de células da glia, rapida perda de
potassio (K*) e influxo acentuado sédio (Na*), agua (H20), célcio (Ca®*) e cloreto
(CI) intracelular, induzindo ao edema citotéxico (degeneracao hidropica). O calcio
citosélico aumenta para aproximadamente 3mM depois de 15 minutos de
isquemia global (COTRAN et al., 2000; MURPHY et al., 2002).

Conforme COTRAN et al. (2000) e WHITE et al. (2000), o célcio livre
no citosol € mantido em concentragbes baixissimas em comparagdo aos niveis
extracelulares (1/10.000). No interior da célula, a maior parte do calcio esta
sequestrado nas mitocéndrias e reticulo endoplasmatico. Durante a isquemia,



inicialmente, ocorre o aumento da concentracao citosélica de calcio devido ao
influxo através da membrana plasmatica e por sua liberacdo das mitocéndrias e
reticulo endoplasmatico.

Nesse periodo, concomitante ao aumento citosélico de Ca®*, neurdnios
glutaminérgicos liberam glutamato, um aminoacido excitatério extracelular
iniciador do processo de excitotoxicidade. Posteriormente, ocorre ativacdo de
receptores ionotropicos extracelulares excitatérios como N-metil-D-aspartato
(NMDA) e a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole (AMPA), além de liberacdo dos
canais de Ca** voltagem-dependentes permitindo mais influxo de Ca?* (OHTAKI
et al., 2005; GILGUN-SHERKI et al., 2002; KUNZ et al. 2010). A excitotoxicidade
pode ser o iniciador dos eventos moleculares que desencadeiam a apoptose ou a
inflamacéao nas areas de penumbra cerebral, ou seja, local onde a necrose nao
ocorre rapidamente (GILGUN-SHERKI et al., 2002; KUNZ et al., 2010). Este
transtorno amplifica-se com o aumento de sua intensidade e o envolvimento de
outros neurénios préximos (HARUKUNI et al., 2006).

A estimulacdo dos receptores NMDA pelo glutamato promove influxo
acentuado de calcio que se liga a calmodulina e ativa éxido nitrico sintetase de
neurdnios (NNOS), que converte L-arginina em O6xido nitrico (ON) e L-citrulina.
Nesta fase, o ON em excesso pode ser neurotoxico, devido a formacdo de
peroxinitrito que causa grave lesdo ao DNA. Essas alteracdes induzem a acao de
enzimas como as Poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), que possuem papel-
chave na reparacao do DNA. PARP-1 é um membro da familia PARP responsavel
por mais de 90% da atividade das proteinas PARPs em células normais. No
sistema nervoso central, a excitotoxicidade ativa PARP-1 massivamente. A
PARP-1, em resposta a agressdes ao DNA, € muito ativada e usa nicotinamida-
adeninadinucleotideo (NAD*) como substrato para gerar PARP. Acredita-se que
um dos principais indutores da morte celular seja a deplecdo de energia
intracelular pelo consumo de NAD* por PARP-1 (MERGENTHALER et al., 2004;
KANG et al., 2010).

A elevacdo de Ca?, ainda, ativa uma série de enzimas, com efeitos
potencialmente deletérios, tais como lipases, fosfolipases, proteases, ATPases e
endonucleases. A ativacdo dessas enzimas altera a funcéo celular, desestabiliza
a estrutura da membrana plasmatica e do citoesqueleto, aumenta a lipélise pelo



metabolismo de &cidos graxos livres, induz a producédo de radicais superoxido
durante a reperfusdo e, por fim, levam a morte celular (Figura 1). Qualquer
intervencdo que atenue o aumento de Ca?* citosélico reduz a disfuncdo e morte
celular (WHITE et al., 2000; GILGUN-SHERKI et al., 2002; OHTAKI et al., 2005).

Durante a reperfusdao, apdés poucas horas da estimulacdo dos
receptores NMDA e influxo de Ca®*, ocorre a liberagdo de mediadores
inflamatérios, como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 beta (IL-
18) e oOxido nitrico sintetase (NOS), os quais atraem e ativam células
imunocompetentes, como microglia, astrocitos e leucocitos. As citocinas e NOS,
direta ou indiretamente, levam a geracdao de EROs e a formacao de grandes
quantidades de radicais livres, como ON, anion superéxido (O.) peroxido de
hidrogénio (H2O.) e peroxinitrito (ONOQO") (OHTAKI et al., 2005).
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FIGURA 1- Mecanismos de lesdo neuronal que podem estar envolvidos no processo de
isquemia cerebral. ON: 6xido nitrico
Fonte: Adaptado de GILGUN-SHERKI et al. (2002)



Com a despolarizacdo da membrana mitocondrial ha influxo macico de
célcio nas mitocondrias, lesionando-as de maneira permanente, levando a
inibicdo das enzimas celulares, desnaturando proteinas e causando as alteragcdes
celulares tipicas de necrose de coagulacao ou ativando a apoptose (EVORA et
al., 1996; COTRAN et al., 2000; PEREIRA, 2009). Além disso, o fluxo sanguineo
restaurado fornece oxigénio adicional, que pode exacerbar as reacgdes
bioquimicas presentes e formar ainda mais EROs (OHTAKI et al.,, 2005). A
gravidade das lesbes durante a reperfusdo depende, principalmente, da
velocidade de retorno do fluxo sanguineo e do periodo em que o tecido
permaneceu em isquemia (SILVA Jr. et al., 2002).

Outro componente que contribui para a lesédo celular é a inflamacao.
Na zona de isquemia, receptores de adesao celular sdo ativados e neutréfilos
migram através da parede dos vasos sanguineos, invadem o parénquima e
liberam mediares inflamatérios citotdéxicos, NOS e EROs (OHTAKI et al., 2005).
Os mediadores inflamatérios mais importantes desses leucécitos sdo as enzimas
lisossémicas, presentes em granulos; os metabdlitos ativos derivados do oxigénio;
e produtos do metabolismo do acido araquidénico, incluindo as prostaglandinas e
leucotrienos. Esses produtos sdo potentes em promover a lesdo endotelial e
tecidual e amplificam os efeitos do estimulo inflamatério inicial (COTRAN et al.,
2000). Além dos neutrdfilos, microgliécitos e astrécitos ativados sdo importantes
produtores de varias citocinas pré-inflamatérias e metabdlitos téxicos. Em
contrapartida, os astrocitos produzem fatores neuroprotetores como eritropoetina,
fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e metalotionina (KUNZ et al.,
2010).

A unidade neurovascular, que compde a barreira hemato-encefalica
(BHE), € constituida de células endoteliais, astrécitos e neurdnios juntamente com
a matriz extracelular. A integridade da BHE é baseada na interacdo entre os
poddcitos de astrécitos e as células endoteliais. No processo de isquemia e
reperfusdo, esta unidade pode ser comprometida, interferindo nas fungdes de
protecdo e permeabilidade seletiva da BHE. Esse resultado tem origem na ruptura
da matriz extracelular ap6és a degradacdo do colageno tipo IV, laminina e
fibronectina por acdo de proteases (catepsinas, ativador de plasminogénio e
metaloproteases). Assim, esse é um dos motivos da I/R permitir a migracdo de



leucécitos, aumentar o risco de hemorragias, edema pds-isquémico e a extensao
da lesdo tecidual (MERGENTHALER et al., 2004; KUNZ et al., 2010). Portanto, a
lesdo cerebral isquémica é multidimensional e oferece uma ampla gama de alvos

para a intervencao neuroprotetora (OHTAKI et al., 2005).

1.2 Estresse oxidativo apds isquemia cerebral

Os efeitos deletérios dos radicais livres tém sido estudados por mais de
50 anos. Essas moléculas podem causar danos celulares e teciduais graves
quando produzidas em excesso ou quando as defesas antioxidantes inatas sédo
suprimidas (ABRAHAO, 2007). O termo radical livre define 4tomos ou moléculas
altamente reativos que possuem em sua camada de valéncia mais externa um ou
mais elétrons desemparelhados, ou seja, apresentam um numero impar de
elétrons naquela orbita. A presenca desse elétron ndo-pareado determina a forte
tendéncia desses atomos e moléculas em realizarem reacbées de reducao (ou
ganho de elétrons), além de oxidacdo (ou perda de elétrons) (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; CAMPOS & YOSHIDA, 2004).

Os radicais livres cujos elétrons encontram-se no atomo de oxigénio e
nitrogénio sdo denominados, respectivamente, de EROs e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) (ABRAHAOQ, 2007). Vale salientar que alguns agentes reativos
patogénicos nao apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima camada,
por esse motivo, o termo radical livre ndo é totalmente adequado (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

As consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos, dependem de
sua duracdo e muitas lesbes ocorrem durante a reperfusdo tecidual devido ao
estresse oxidativo. O excesso de producao de substancias reativas, como EROs,
dificulta ou impede a neutralizacdo por agentes antioxidantes enddégenos, como
glutationa e superéxido dismutase, resultando no estresse oxidativo (FERRARI et
al., 1993; GILGUN-SHERKI et al., 2002; SILVA Jr. et al., 2002). Esse processo
pode culminar na adaptacdo, por aumento da resposta antioxidante, no dano
tecidual por agressao a fosfolipidios, carboidratos, aminoacidos, DNA ou na morte

celular por necrose ou apoptose (KUNZ et al., 2010).



O cérebro € extremamente sensivel ao estresse oxidativo devido a
presenca de grande quantidade de acidos graxos insaturados, grande reserva de
ferro, alta taxa de metabolismo de oxigénio e por apresentar sistema de defesa
vulneravel e ineficiente contra EROs (TARDINI & YOSHIDA, 2003; CHONG et al.,
2004). As principais leses causadas por radicais livres sdo a desestruturagdo do
citoesqueleto celular, peroxidagdo dos acidos graxos das membranas celulares e
alteracao de bombas i6nicas. Essas alteracbes acontecem por uma variedade de
mecanismos, como: inativagdo de enzimas pela oxidagdo de grupos sulfidrila,
alteracdes do DNA inibindo a sintese de ATP e o consumo das reservas de NAD".
Além disso, ocorre inativacdo direta do ON comprometendo o relaxamento
vascular dependente do endotélio e formacao de peroxinitrito, molécula altamente
reativa, pela reacao do ON com anion superéxido e ativacao de citocinas como a
interleucina-1 (IL-1) (EVORA et al., 1996; CHONG et al., 2004; KARAMAN et al.,
2006).

O metabolismo aerdbio nos seres vivos é realizado no interior da
mitocéndria, onde o O, sofre reducdo tetravalente, recebendo quatro elétrons.
Com a agédo da enzima citocromo oxidase formam-se duas moléculas de HO,
além de radicais livres superédxido (Oy), hidroxila (OH’), perdoxido de hidrogénio
(H202) e hidroperoxila (HO,), devido a reacdes de reducdo incompletas
(CAMPOS & YOSHIDA, 2004). Em condicoes fisiologicas, existe um balanco
homeostatico entre a formacao de reacao de oxidacado/EROs e a remocao desses
componentes por antioxidantes enddégenos (VICTOR et al., 2004).

O primeiro ponto de ataque da hipdxia é a respiracéo celular aerébia. A
medida que a tensdo do O, dentro da célula reduz, ha perda da fosforilacao
oxidativa e diminuicdo da geracdo de ATP, exercendo efeitos difusos sobre
muitos sistemas intracelulares (COTRAN et al., 2000). A diminuicdo do aporte de
O, para o tecido acometido leva a inibicdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e
a queda da producdo de adenosina trifosfato. O consumo do estoque de ATP
continua e é degradado ADP e AMP e, posteriormente, a adenosina, inosina e
hipoxantina (SILVA Jr. et al., 2002; TARDINI & YOSHIDA, 2003).

O acumulo de caélcio no citosol provoca a ativagcdo da protease
calpaina, que promove a quebra de uma ponte peptidica da enzima xantina
desidrogenase (XD), levando a formacao da enzima xantina oxidase (OX). A OX



necessita de oxigénio para realizar a conversdo de hipoxantina em xantina. Na
fase de isquemia, portanto, ocorre acumulo dessas duas substancias. Com a
reperfusdo, a hipoxantina é oxidada em xantina e esta em &acido Urico, tendo
como subproduto dessa reagdo a formacao do anion superoxido, peréxido de
hidrogénio e radicais hidroxila (Figura 2) (SILVA Jr. et al., 2002; WARNER et al.,
2004).

QOutra origem das EROs é a producao de radicais superéxidos pela
quebra de elétrons do sistema de transporte de elétrons dentro da mitocéndria ou
pela via da ciclooxigenase do metabolismo do acido araquidénico (WHITE et al.,
2000; KUNZ et al.2010). Por esse ultimo mecanismo, ha a ativacdo de proteases
e fosfolipases inespecificas induzida pelo acimulo de Ca®* intracelular no periodo
de reperfusado, que leva a sintese de mediadores pré-inflamatérios como o fator
ativador plaquetario e os compostos eicosandides (leucotrienos, tromboxanos e
prostaglandinas) (Figura 3) (CAMPOS & YOSHIDA, 2004).
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FIGURA 2 - Mecanismo proposto para geragao de radicais livres de
oxigénio apos periodos de isquemia e reperfusao. SOD:
superéxido dismutase.

Fonte: CAMPOS & YOSHIDA (2004)

Outro radical livre intimamente envolvido com a lesdao de isquemia e

reperfusdo € o gas solluvel ON. Durante o processo de reperfusdo, o ON reage



com o radical superoxido dando origem a um radical altamente reativo e
citotéxico, o peroxinitrito (ONOO-) (CAMPOS & YOSHIDA, 2004; KUNZ et al.,
2010).

Os radicais livres promovem um ciclo vicioso na mitocondria, com a
inibicdo de mecanismos de transporte de elétrons e despolarizagdo da
membrana, levando a producédo excessiva de superoxido. Além disso, 0 aumento
da permeabilidade da membrana mitocondrial leva a tumefacao dessa organela e
a liberacdo de moléculas pro-apoptéticas. O estresse oxidativo esta intimamente
relacionado a excitotoxicidade, perda de energia e desbalanco ibnico, sendo
todos esses eventos promotores de lesdo tecidual neural (KUNZ et al., 2010).
Portanto, estudos que focam o entendimento da acdo de antioxidantes sao de
suma importancia para estabelecer alvos terapéuticos contra a lesdao de isquemia
e reperfusdo cerebral (GILGUN-SHERKI et al., 2002; MERGENTHALER et al.,
2004).

Os radicais livres promovem um ciclo vicioso na mitocondria, com a
inibicdo de mecanismos de transporte de elétrons e despolarizagdo da
membrana, levando a producédo excessiva de superoxido. Além disso, 0 aumento
da permeabilidade da membrana mitocondrial leva a tumefagdo dessa organela e
a liberacdo de moléculas pro-apoptéticas. O estresse oxidativo esta intimamente
relacionado a excitotoxicidade, perda de energia e desbalanco ibnico, sendo
todos esses eventos promotores de lesdo tecidual neural (KUNZ et al., 2010).
Portanto, estudos que buscam o entendimento da acao de antioxidantes sao de
suma importancia para estabelecer alvos terapéuticos contra a lesdo de isquemia
e reperfusao cerebral (GILGUN-SHERKI et al., 2002; MERGENTHALER et al.,
2004).
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FIGURA 3- Formagao de subprodutos de acido aracdénico no periodo
da reperfusao
Fonte: Adaptado de CAMPOS & YOSHIDA (2004)

1.3 Consequéncias da isquemia cerebral global transitoria

Atualmente, as doencas vasculares cerebrais sdo a terceira causa de
mortalidade no pais, em média 49 6bitos em 100.000 habitantes, segundo dados
do Ministério da Saude, sendo ainda responsaveis por consideraveis indices de
morbidade (BRASIL, 2005). Dentre estas, 85% a 90% ocorrem por mecanismo
isquémico, o que pode provocar graus variados de lesdes no sistema nervoso
central (SNC) com repercussdes clinicas severas para os pacientes (DIAS et al.,
2000; MUNIZ et al., 2004). Estes dados, por si, justificam a investigacdo da
fisiopatologia dos mecanismos envolvidos na lesdo neuronal isquémica e de
novos métodos terapéuticos para a prevencao e tratamento das doencas
cerebrovasculares.

A isquemia cerebral é definida como a reducdo do fluxo sanguineo
cerebral a um limite critico que provoca lesdo em todo tecido cerebral (global) ou
em uma regiao localizada (focal). A isquemia cerebral global ocorre comumente
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em pacientes que apresentam uma variedade de condi¢cbes clinicas como
diminuicdo da luz carotidea, parada cardiaca, hipotensao, choque, asfixia e
cirurgias cardiacas ou carotideas complexas (HARUKUNI et al., 2006).

O processo de isquemia cerebral global resulta em um padrao
histoldgico previsivel, no qual populacdes especificas de neurdnios sao afetadas
(necrose isquémica seletiva) (HARUKUNI et al., 2006). Essa selecdo acontece
devido ao fendbmeno conhecido como vulnerabilidade seletiva neuronal. Andlises
morfoldgicas indicam que os neurdnios da regiao do hilo do giro denteado (HGD),
neurdnios piramidais do corno de Amon 1 (CA1) (Figura 4) e os das camadas 3 e
5 do cértex cerebral (Figura 5) sado as células que apresentam maior
vulnerabilidade seletiva. As alteragdes morfolégicas de lesdo isquémica nessas
células sdo mais evidentes apds seis horas de reperfusdao. Porém, nos primeiros
15 minutos de reperfusdo observa-se microvacuolizagcdes, que desaparecem
quase totalmente apés uma hora do retorno do fluxo sanguineo (WHITE et al.
2000).

FIGURA 4- Fotomicrografia do Hipocampo. GD: Giro denteado formado por

neurénios granulares; HGD: Hilo do giro denteado; CA1 e 3: Corno de

Amon 1 e 3 formado por neurbnios piramidais

Fonte: Adaptado de http://www.deltagen.com/target/histologyatlas/
atlas_files/ nervous/cerebrum_hippo_10x.htm
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FIGURA

Em adicdo, a isquemia cerebral causa ruptura da barreira
hematoencefélica, o que aumenta a infiltragdo de fluidos dos vasos para o tecido
nervoso resultando em edema vasogénico. O edema cerebral subsequente pode
afetar negativamente a perfusdo, promovendo um efeito isquémico tardio por
aumento da pressao intracraniana e compressao vascular, além de causar
herniacao cerebelar (OHTAKI et al., 2005). Estudos quantitativos mostram que a
hipoperfusdo pés-isquémica é de aproximadamente 70% em capilares do cértex
cerebral que permanece por até 90 minutos apds uma isquemia global de 10 a 20
minutos (WHITE et al., 2000). Embora a reperfusdo retorne o fluxo sanguineo
cerebral, pode levar a leséo cerebral secundaria devido ao influxo de neutréfilos e
ao aumento de EROs, edema cerebral e hemorragia. Elevados niveis de EROs
podem levar a alteracdo de proteinas intracelulares e lesdo ao DNA por oxidacao
e por ativagao de varias vias que levam a morte celular (HARUKUNI et al., 2006).
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Enquanto a isquemia global em seres humanos é principalmente
causada por parada cardiaca, poucos estudos em animais utilizam esse processo
para provocar a isquemia cerebral global. O modelo que utiliza a oclusdo de dois
vasos produz isquemia global acentuada, quando se associa hipotensao
sistémica e oclusdo de artérias carétidas comuns em ratos (COLBOURNE &
AUER, 2010). Essa técnica tem como principais vantagens a facilidade de
execucao e o baixo indice de falha experimental. Além disso, promove indugao de
isquemia global direta e de alto grau e o procedimento cirargico acontece em um
unico tempo. Em adig&o, a abordagem cirdrgica extracranial elimina a invasdo ao
compartimento que contém liquido cerebroespinhal, o dano cirdrgico ao tecido do
sistema nervoso e a ruptura mecénica da barreira hematoencefalica (KARPIAK et
al., 1989; PENASSO, 2005).

1.3.1 Morte celular neuronal apés isquemia

A falha na remogdo de aminoé&cidos excitatérios causa constante
ativacdo de seus receptores, continua despolarizacdo neuronal e aumento de
Ca®* intracelular. Nas regides isquémicas, a excitotoxicidade e o exacerbado
influxo de Ca®* podem desencadear resposta inflamatéria e morte celular,
dependendo da intensidade da agressao. A morte celular por necrose isquémica é
observada principalmente em regides criticamente afetadas e estd associada a
perda da homeostase de célcio e glutamato. A inducdo de apoptose pela
excitotoxicidade estd associada a eventos isquémicos moderados e gradativos e
depende da ativacdo de uma sequéncia de genes (GILGUN-SHERKI et al., 2002;
MERGENTHALER et al., 2004; BANO & NICOTERA, 2007). Estas duas formas
de morte celular podem coexistir (DEVARAJAN, 2006)

A isquemia cerebral e o estado epilético culminam com o aparecimento
de alteragdes neuronais microscopicas semelhantes, conhecidas por “neurdnios
isquémicos” ou “degeneracdo de neurdnios vermelhos” (Figura 6C). A
microscopia, neurdnios basofilicos podem ser artefatos induzidos pela remocao
cerebral imediatamente ap6s adequada fixacdo por perfusao ou quando a retirada
do cérebro acontece tardiamente, mas a fixacdo por perfusdo ndao é adequada.

Por esse motivo, a avaliagdo em microscopia de luz deve ser cautelosa e, alguns
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autores, sugerem que somente neurbnios acidofilicos caracterizam a lesao
neuronal irreversivel (FUJIKAWA, 1996; FUGIKAWA et al., 2000).

Ultraestruturalmente, esses neurbnios apresentam retragdo celular,
picnose nuclear com cromatina irregular e condensada e tumefagéo de organelas
citoplasmaticas, especialmente, mitocéndria e reticulo endoplasmatico. Essas
evidéncias sao caracteristicas de necrose neuronal in vivo (FUJIKAWA et al.,
2000; COLBOURNE & AUER, 2010).

FIGURA 6 — Fotomicrografia de neur6nios corticais de ratos. A — morfologia normal,
neurénios apresentando nucleo e nucléolo arredondados e citoplasma bem
delimitado. B — apoptose, neurbnios com fragmentagdo do nucleo e
formacao de corpos apoptoticos (setas). C- necrose, neurénios com nucleo
picnaético, citoplasma eosinofilico e contraido (setas)
Fonte: A e C- FUJIKAWA et al. (2010) e B- FUJIKAWA et al. (2000)

A apoptose é um processo ativo, ATP-dependente, caracterizado por
condensacao citoplasmatica e nuclear, fragmentagcdo nuclear e do DNA e
formacao de corpos apoptoticos, que serao facilmente eliminados por fagocitose
(Figura 6B) (DEVARAJAN, 2006). Este tipo de morte celular pode ser
desencadeado por diferentes vias, dentre elas a ativagdo direta de caspases,
alteragbes mitocondriais com subsequente ativacdo de caspases ou por
interferéncia com proteinas citosdlicas reguladoras de apoptose (PEREIRA,
2009). Principalmente, em modelos animais, a morte neuronal apds isquemia é
mediada por ativagao direta de caspases (LOVE, 2003).

As caspases sao proteases que possuem cisteina em seu sitio ativo,
clivam proteinas em sitios com residuos de &cido aspartico, sdo constitutivamente
expressas no cérebro e podem ser ativadas por estimulos intrinsecos e

extrinsecos (KUNZ et al.,, 2010). Essas enzimas sao produzidas como pro-
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caspases e ativadas, principalmente, apos clivagem proteolitica. As caspases sdo
separadas em ativadoras (8, 9 e 10), que promovem a protedlise, e efetuadoras
(3, 6 e 7), as quais ativam outras proteases que degradam diferentes substratos
da célula, inclusive o DNA (PEREIRA, 2009). A enzima executora mais importante
no cérebro é a caspase-3, a qual é ativada precocemente ap6s a isquemia,
particularmente em regides proximas ao infarto (KUNZ et al., 2010). Além dessa,
as caspases 1, 8 e 9 estdo envolvidas na isquemia cerebral (MERGENTHALER et
al., 2004).

No processo de isquemia e reperfusao cerebral, a apoptose € induzida,
principalmente, pela ativacdo de receptores da familia TNF ou Fas (First
apoptosis signal), os quais expéem uma proteina de dominio da morte (p. ex.
FADD) que se liga a pré-caspase-8. Uma das vias subsequentes, € a clivagem de
caspase-3 que ativa proteases que causam lesdao ao DNA (p. ex. CAD) e morte
celular. A caspase-8 também é capaz de clivar e ativar uma das proteinas da
familia Bcl-2, a Bid, que aumenta a permeabilidade mitocondrial e a liberacao de
citocromo ¢, iniciando a via mitocondrial de apoptose (Figura 7). A citocromo ¢ é
uma proteina que participa da cadeia respiratéria mitocondrial, porém quando
presente no citosol interage com proteinas ativadoras de proteases apoptéticas
(p. ex. Apaf). Esta interacao forma um apoptossomo que ativa a caspase-9, a qual
cliva caspase-3 seguindo a apoptose (SUGAWARA et al., 2004; PEREIRA, 2009;
KUNZ et al., 2010).

Tanto na apoptose dependente de caspases como na independente, 0s
fatores sinalizadores podem ser liberados pela mitocéndria. Na primeira, proteinas
da familia Bcl e a ativacdo de caspases sao necessarias para a execucao da
apoptose. Ja apoptose independente de caspases, o mediador do processo € o
fator indutor de apoptose (AIF). A liberacdo de AIF pela mitocondria € induzida
pela ativacdo de PARP-1, que é estimulada por diferentes mecanismos de
sinalizacao celular ainda nao é totalmente esclarecido (KANG et al., 2010).

Vale ressaltar que muitos estimulos que iniciam apoptose interpéem
seus efeitos com a ativacdo ou inibicdo da cascata de ativacdo de proteinas da
familia quinase ativada por mitogeno (MAPK) (SANNA et al. 1998).
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FIGURA 7- Principais vias de ativacao de caspases na isquemia e reperfusao cerebral.
Via de ativacdo direta de caspase 3 (seta azul) e via mitocondrial (seta
preta). RDD: receptor com dominios de morte, Apaf: fator ativador de
proteases apoptoticas
Fonte: Adaptado de SUGAWARA et al. (2004)
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1.3.2 Participacado das Map-quinases na lesao isquémica

A isquemia cerebral desencadeia a ativacdo de diferentes vias
intracelulares, dentre elas a das proteinas quinase ativadas por mitdgeno
(mitogen activated protein kinases - MAPK). Essas proteinas regulam os
processos de diferenciacao, proliferacao e sobrevivéncia celular (GARRINGTON
& JOHNSON, 1999; LENNMYR et al., 2002) ou apoptose (PEREIRA, 2009). Os
trés maiores subgrupos de MAPKs sdo: quinase regulada por sinal extracelular
(ERK), quinase c-jun-NHz-terminal (JNK) e p38 (LENNMYR et al., 2002).

A ativagcdo das proteinas quinases ocorre por fosforilacdo (MORRISON
& DAVIS, 2003) em uma cascata de ativagdo sequencial, iniciada por MAPKKK
seguida de ativacdo das MAPKK em residuos de serina e treonina. As MAPKK,
por sua vez, reconhecem e catalisam a fosforilagdo num motivo treonina-X-

tirosina (Thr-X-Tyr) na algca de ativacdo das MAPK, onde X corresponde a
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diferentes aminoacidos entre os sitios da dupla fosforilagdo (GARTNER et al.,
1992; SIOW et al., 1997). A ativacdo de MAPK em resposta a isquemia cerebral
ainda nao esta completamente entendida (LENNMYR et al., 2002).

A via de transducdo de sinal da proteina quinase ERK (extracellular
signal-regulated kinase) € a mais bem descrita em células de mamiferos. Existem
cinco tipos de ERK conhecidas: ERK1, ERK2, ERK3, ERK4 e ERK5 (SEGER &
KREBS, 1995; CHENG et al.,, 1996). As ERK 1 e 2 caracterizam-se por
apresentarem peso molecular de 44kD e 42kD, sendo referidas coletivamente
como ERK1/2. Essas proteinas possuem varios substratos, entre eles a p90, MSK
e o fator de crescimento ATF-1, importante na ativagdo de genes antioxidantes e
anti-apoptéticos. No tecido nervoso, apresentam expressdo constitutiva
(CASILLAS et al., 1993, SUGAWARA et al., 2004, PEREIRA 2009).

A ERK 1/2 é ativada em resposta a fatores de crescimento, estresse
oxidativo e influxo de calcio intracelular (OTANI et al., 2002). Acredita-se que
estejam envolvidas em vias de sinalizacdo de sobrevivéncia celular apds isquemia
cerebral por inibir a acdo de Bad, uma proteina pro-apoptética da familia Bcl-2
(SUGAWARA et al., 2004). Em contraste, alguns estudos recentes mostram que
ERK pode estar envolvida em mecanismos de ativacdo de degeneracao e morte
celular. BHAT & ZHANG (1999) mostraram que a inativacdo de ERK1/2 diminui a
morte celular in vitro de oligodendrécitos quando expostos a H.O,. Para
SUBRAMANIAM & UNSICKER (2006), ERK1/2 é o indutor predominante de
morte neuronal ndo-apoptotica.

JNK e p38 (ERK 3/4) sédo ativadas por estresse oxidativo, uma vez que
o estimulo ativador inclui a inflamacdo aguda e a liberagdo de citocinas,
toxicidade ao glutamato e hiperosmolaridade. Ambas as proteinas fosforiladas
causam ativacao de fatores de transcricdo pro-apoptéticos que culminam com
apoptose (Figura 8) (MAHERA & SCHUBERTB, 2000; LENNMYR et al., 2002;
OTANI et al., 2002). No entanto, a participacdo de JNK na cascata de apoptose
ainda é incerto, haja vista que a familia JNK é codificada por trés diferentes genes
(JNK1, JNK2, UJNKB3), o que pode gerar isoformas com diferentes agbes. Estudo
realizado por SANNA et al. (1998), mostrou que JNK1 teve maior expressdo em

células que expressavam genes inibidores de apoptose quando comparada a
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outras JNKs, conferindo a esta proteina o papel de protecado celular contra
apoptose.
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FIGURA 8 — Vias de ativacdo de MAPK no estresse oxidativo (estrela). R-TNF: Receptor
de necrose tumoral; R-FC: Receptor de fator de crescimento; R-TGF-B:
Receptor de fator de crescimento transformante 3
Fonte: Adaptado PEREIRA (2009)

1.4 Mecanismos antioxidantes

Em sistemas aerdbios, é essencial o equilibrio entre agentes o6xido-
redutores e o sistema de defesa antioxidante (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
Dentre os antioxidantes preventivos ou detoxificadores, que atuam antes do
estabelecimento da lesdo, temos a glutationa reduzida (GSH), SOD, catalase,
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. Os antioxidantes reparadores, que
reparam a lesdo ocorrida, sdo: acido ascérbico, glutationa-redutase (GSH-Rd) e
pela GSH-Px (CAMPOS & YOSHIDA, 2004). Com excecao da vitamina E, que é
um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes
esta no meio intracelular (EVORA et al. 1996; FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
TARDINI & YOSHIDA, 20083).
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Além do sistema antioxidante enzimatico, também s&o considerados
antioxidantes todas as substancias que doam ou recebem um elétron de um
radical livre, inativando-o. Sdo exemplos o acido ascorbico (vitamina C), B-
caroteno, acido Urico, a-tocoferol (vitamina E), albumina, transferrina e manitol. Ha
ainda os que possuem efeito antioxidante indireto, como o alopurinol (inibidor da
xantina oxidase), o selénio (presente na glutationa peroxidase), a deferoxamina
(quelante do ferro), entre outros (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; CAMPOS &
YOSHIDA, 2004).

1.4.1 Antioxidantes como agentes neuroprotetores

A lesdo isquémica cerebral € associada a alta morbidade e
mortalidade, entdo estratégias para aumentar a capacidade protetora deste érgao
tem implicacdes clinicas importantes (VIANNA, 2006). A neuroprotecao € um dos
meios que visa interromper ou reverter este processo de lesdao (PERICO et al.,
2005). O termo “neuroprotegcao” € definido como mecanismos homeostaticos no
sistema nervoso central que protegem os neurdnios da apoptose ou degeneragao
em consequéncia de lesdo cerebral aguda ou em doencgas neurodegenerativas
crénicas (KIM, 2010).

E importante lembrar que os mecanismos de protecdo podem ser
esgotados quando a lesao celular € muito grave em intensidade ou extensao, por
exemplo, nos casos em que o tempo de isquemia € maior do que aquela
suportavel pelo tecido, impedindo qualquer resposta adaptativa uma vez que até
0s mecanismos de sobrevivéncia ja foram superados (LIMA, 2008).

Uma quantidade consideravel de estudos em seres humanos e animais
mostra os efeitos benéficos da agdo dos antioxidantes na funcdo endotelial e
neuroprotetora, o que é particularmente importante na prevencao e tratamento de
doencas isquémicas e nas desordens neurodegenerativas progressivas (SATO &
HALL, 1992; STVOLINSKY et al., 1999; HONG et al., 2001; ZHANG et al., 2004).

Agentes antioxidantes, assim como outros neuroprotetores, para
apresentarem alta eficacia devem ser capazes de atravessar a BHE e devem ser
oferecidos o mais rapido possivel, em um intervalo de tempo que possam reduzir

ou prevenir significativamente a lesdo cerebral isquémica, intervalo conhecido
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como “janela de neuroprotecao”. A janela terapéutica capaz de atenuar a area de
infarto cerebral em ratos é de trés a quatro horas, que corresponde ao periodo
entre o evento vascular e a perda neuronal irreversivel (GILGUN-SHERKI et al.,
2002).

A vitamina E é um dos antioxidantes cuja funcao protetora ao endotélio
e de isquemia cerebral é bem estabelecida (BIANCHI & ANTUNES, 1999; ZHANG
et al., 2004). Em estudo realizado por ZHANG et al. (2004), ratos que sofreram
oclusédo da artéria cerebral média e foram tratados com vitamina E apresentaram
area de infarto cerebral significativamente menor que nao tratados. Em um estudo
in vitro, os mesmos autores, observaram diminuicdo da agressdao por ON e
aumento da expressdo de VEGF em cultura de células neuronais tratadas com
vitamina E. Esses resultados sugerem que cérebros isquémicos aumentam a
permeabilidade de vitamina E através da BHE e que esta vitamina possui efeito
neuroprotetor e diminui os efeitos do processo de isquemia. SATO & HALL
(1992), em estudo da acao neuroprotetora das vitaminas E e C em modelo
experimental de isquemia e reperfusao, por oclusdo unilateral da artéria carétida
de ratos e reperfusdo de duas e 24 horas, observaram que a Vitamina E
associada ao mesilato de tirizalade (molécula derivada de glicocorticoides)
apresentava funcao neuroprotetora ap6s 24 horas de reperfuséo.

Outros agentes antioxidantes tem sido utilizados como agentes
neuroprotetores. Em estudo realizado por STVOLINSKY et al. (1999), foi
demonstrado que apo6s 45 minutos de isquemia por oclusdo das artérias carétidas
comuns de ratos tratados com antioxidante carnosina, estes apresentaram niveis
menores de lactato comparados aos animais controle. Este achado sugere a
efetiva acdo protetora deste antioxidante no metabolismo do cérebro e na
sobrevivéncia dos animais. HONG et al. (2001) avaliaram experimentalmente o
efeito protetor do cha verde em processos de isquemia e reperfusao de cérebro
em ratos, por oclusdo das artérias carétidas por cinco minutos. Estes autores
verificaram ainda que animais tratados com o antioxidante apresentaram menor
area de infarto, niveis menores de peréxido de hidrogénio e de lipoperoxidagao e
menor quantidade de células apoptéticas. Isto sugere que o cha verde pode ser
um agente antioxidante eficiente na protecao de lesdes de isquemia e reperfusao.

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e
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frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como o0s
flavondides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a
sua capacidade de inibir a lipoperoxidacdo por atuar contra a acao de radicas
livres (BIANCHI & ANTUNES, 1999; MOURE et al., 2001).

1.4.2 Casca de pequi (Caryocar brasiliense) e compostos fendlicos

Os compostos polifendlicos das plantas sdo componentes da dieta que
possuem uma ampla variedade de efeitos bioquimicos e farmacolégicos, como,
acao antioxidante, anti-inflamatéria e atividades antiproliferativa (SIMONYI et al.,
2005; LEOPOLDINI et al., 2011). Nas ultimas décadas, os polifenéis tem recebido
especial atencao apds o estudo epidemiolégico chamado de “Paradoxo Francés”,
que revelou a baixa incidéncia de doencga cardiaca coronariana na Franga, apesar
da dieta rica em gorduras, em consequéncia do consumo regular de vinho tinto,
que possui altos niveis de resveratrol (LANGE, 2007; LEOPOLDINI et al., 2011;
QUIDEAU et al., 2011). Como o estresse oxidativo possui papel fundamental na
lesdo de isquemia e reperfusdo cerebral, 0 uso de compostos fendlicos como
agentes neuroprotetores constitui uma ferramenta para prevengdo e/ou
tratamento dessas doencgas (SIMONY!I et al., 2005; KIM, 2010).

O Caryocar brasiliense, conhecido popularmente por “pequi”, € um fruto
tipico do cerrado brasileiro conhecido por sua grande importancia na culinaria
regional. Além disso, o 6leo da polpa de pequi é amplamente usado na medicina
popular como agente tbnico contra asma, gripe, resfriado e doencas
broncopulmonares (ROESLER et al., 2007).

Existem poucos estudos que elucidam a atividade biolégica deste fruto
e a viabilidade de seu uso na medicina. PASSOS et al. (2002) e PASSOS et al.
(2003) verificaram em estudo in vitro a agao antifungica da folha, da cera e de
partes do fruto contra Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis.
PAULA-JUNIOR et al. (2006) observaram que o extrato hidroalcodlico da folha do
pequizeiro inibiu a proliferacdo das formas promastigotas de Leishmania
amazonensis e 0 crescimento de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus e outras bactérias gram positivas e negativas.
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A poupa e o endocarpo constituem 25% da fruta e possuem em sua
composicao quimica, aproximadamente, 10% a 27% de lipideos, 1% a 3% de
proteinas, 11% de fibras e de 7% a 11% de carboidratos, além de conter
diferentes componentes antioxidantes como carotendides, vitamina C e
compostos fendlicos (ROESLER et al., 2007; MIRANDA-VILELA et al., 2009).
Estudos recentes mostram que o C. brasiliense possui alta concentracao de
fendis, como flavondide, quercetina e quercetina 3-O-arabinose e componentes
acidos, como acido galico e acido quinico no fruto e na casca, principalmente,
quando a extragdo é etandlica (KHOURI et al.,, 2007; ROESLER et al., 2007;
MIRANDA-VILELA et al., 2009). Esses compostos sdo antioxidantes naturais que
possuem capacidade de reduzir e/ou prevenir o estresse oxidativo presente em
doencas cronicas e associadas a idade, como doencas cardiovasculares,
carcinogénese e neurodegeneracao (LEOPOLDINI et al., 2011; QUIDEAU et al.,
2011).

1.5 Justificativa e objetivos gerais

Diante do exposto, ha necessidade de ensaio experimental para avaliar
a utilizacao do extrato etanodlico da casca de pequi como alternativa viavel e de
baixo custo para a prevencao de doencas cerebrovasculares isquémicas. Assim,
a utilizacao deste extrato podera constituir-se em alternativa viavel de terapia
antioxidante, com possiveis efeitos benéficos ao endotélio e neurdnios,
contribuindo para a saude publica e a exploracdo econémica sustentavel do
cerrado.

Na literatura ndo existem informacdes sobre a acao neuroprotetora em
lesbes de isquemia e reperfusdo do extrato bruto de diferentes partes de Caryocar
brasiliense. Portanto, no presente estudo, propds-se a descrever a acao do
extrato etandlico da casca de pequi em diferentes doses em cérebros de ratos
submetidos a isquemia global transitéria e reperfusdo por meio de avaliacbes
microscépica e da expressao de caspase-3 clivada e das formas fosforiladas de
ERK1/2 e JNK.
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CAPITULO 2 - Extrato etanélico da casca de pequi (Caryocar brasiliense)
apresenta acao neuroprotetora em ratos submetidos a isquemia e
reperfusao
Pequi (Caryocar brasiliense) shell etanolic extract increase neuroprotection
in rats subjected to ischemia and reperfusion

RESUMO

O estresse oxidativo gerado na isquemia e reperfusédo (I/R) é responsavel pela
morte celular por necrose ou apoptose. A casca do pequi (Caryocar brasiliense),
fruto do cerrado brasileiro, possui fen6is que apresentam efeito antioxidante in
vitro. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito neuroprotetor do extrato
etanodlico da casca de pequi ap6s I/R cerebral. Para tal, foram utilizados 100 ratos
Wistar, divididos em cinco grupos que receberam veiculo oleoso (G1), extrato
etanodlico da casca de pequi nas doses 100, 300 e 600mg/kg de peso (G2, 3 e 4)
e 300mg/kg de vitamina E (G5). Foram estabelecidos tempos de isquemia de
5%, 2007 e 45(*) minutos e sem isquemia (I°. Os animais foram
suplementados por 30 dias e submetidos a isquemia apds oclusdo bilateral das
artérias carétidas comuns e duas horas de reperfusdao. Amostras de cérebro
foram submetidas as avaliagdes histoldgica e imunoistoquimica, sendo utilizado
anticorpo caspase-3 clivada no cértex frontal, parietal, occipital e hipocampo. As
lesbes histologicas progrediram de acordo com o tempo de isquemia. O extrato
etanodlico da casca de pequi nas doses de 300 e 600mg/kg reduziu neurdnios
isquémicos em cérebros de ratos submetidos a I/R. Apesar de nao haver
diferenca significativa entre os grupos, observou-se reducdo da expressdao de
caspase-3 clivada nas regides analisadas dos grupos tratados com antioxidantes.
O extrato de pequi é promissor na reducao de lesées precoces de I/R cerebral.
Palavras-chave: Antioxidantes, apoptose, caspase-3, neurbnios, neuroprotecao.

ABSTRACT

Ischemia and reperfusion (I/R) injury generate oxidative stress associated to
necrosis or apoptosis. The shell of pequi (Caryocar brasiliense), a fruit native to
brazilian cerrado, has phenol compounds with in vitro antioxidant properties. Thus,
the purpose of this study was to evaluate the neuroprotective effect of pequi shell
etanolic extract after I/R cerebral injury. One hundred Wistar rats were divided into
five groups that received oleous vehicle (G1), pequi shell etanolic extract
treatment with 100, 300 e 600mg/kg (G2, 3 and 4), respectively and vitamin E
treatment (G5). Ischemia time points were established at 5(I°), 20(1*°) and 45(1*°)
minutes and no ischemia (I°). The rats were supplemented for 30 days and were
submitted to bilateral occlusion of common carotid arteries and 2-hour reperfusion.
Samples of brain were submitted to histological analysis and anti-caspase 3-
cleaved immunohystochemistry in the frontal, parietal, occipital lobes and
hippocampus. The histologic lesions increased with isquemic period. The 300 and
600mg/kg of pequi shell etanolic extract decrease isquemic neurons in brain of
rats submitted to I/R injury. Although difference was not detected, decreased
caspase 3-cleaved expression was observed in all cerebral regions of the treated
groups. Pequi extract is potentially employable to reduce cerebral I/R early injury.
Keywords: antioxidants, apoptosis, caspase-3, neurones, neuroprotection.
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INTRODUCAO

Segundo dados do Ministério da Saude, as doencas vasculares
cerebrais representam importantes causas de mortalidade no Brasil e séo
responsaveis por consideraveis indices de morbidade (BRASIL, 2005). Dentre
estas doencas, 85% a 90% ocorrem por mecanismo isquémico e determinam
lesbes cerebrais de graus variados (DIAS et al., 2000; MUNIZ et al., 2004). A
isquemia, isoladamente, é bastante lesiva, mas a reperfusdo do tecido isquémico
pode levar a uma série de complicacbes, que podem exacerbar as lesdes
teciduais (CALVERT et al., 2003). Dessa forma, a compreensdo dos mecanismos
envolvidos na isquemia e reperfusdo (I/R) cerebral é essencial para definir
estratégias terapéuticas e minimizar suas consequéncias (FONDEVILA et al.,
2003).

A alteracdo neuronal no estresse oxidativo deve-se, principalmente, ao
fenbmeno de excitotoxicidade gerado pela liberacao de altos niveis de glutamato,
0 que promove o incremento do desbalanco ibnico neuronal. A perda dos
mecanismos regulatérios e protetores da célula fazem com que o neurdnio evolua
para um processo de morte celular (BANO & NICOTERA, 2007).

Em agressbes acentuadas e prolongadas, que culminam com reducao
abrupta de ATP celular, o tipo de morte celular mais comum é a necrose. Isso
acontece devido & alta producdo de acido latico e influxo de Ca?* citoplasmatico,
que ativam proteases que degradam a célula (PEREIRA, 2009). Porém, em
processos que permitem a célula produzir o minimo de ATP, pode haver ativacao
de cascatas que envolvem proteinas indutoras de apoptose, como as caspases.
Essas proteinas tornam-se ativadas apds clivagem proteolitica, e ao final da
cascata de ativagdo ocorre a quebra de caspase-3, executora de apoptose. Esta
enzima € a mais importante no cérebro, sendo ativada precocemente apds a
isquemia, particularmente em regides proximas ao infarto (KUNZ et al., 2010).

O hipocampo, principal sede da memoéria, é a regiao do cérebro mais
utilizada para o estudo das alteragdes morfofisiolégicas decorrentes da isquemia
global transitéria, pois suas células sao altamente vulneraveis a acao de espécies
reativas de oxigénio (SHI et al., 2007). A area do hipocampo considerada mais
sensivel a isquemia € o corno de Amon 1 (CA1), e a area mais estudada na I/R
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cerebral global (PAGNUSSAT, 2005). Adicionalmente, outras areas séao
acometidas apo6s isquemia prolongada, como, hilo do giro denteado, CAS3,
striatum, talamo, neurbnios piramidais das camadas 3 e 5 do cértex frontal
(WHITE et al. 2000; COLBOURNE & AUER, 2010) e oligodendrécitos (PETITO et
al., 1998). Porém, sdo escassas as avaliagdes de neuroprotecdo e de
mecanismos fisiopatolégicos da isquemia e reperfusao nestas regides.

O numero de casos e a importancia clinica dos acidentes cerebrais
isquémicos incentivaram a realizacao de pesquisas para descobertas de métodos
preventivos e terapéuticos eficazes para reducdo da morbi-mortalidade desse
quadro. Estudos realizados tanto em animais quanto em seres humanos
demonstraram que agentes antioxidantes, como a vitamina E, possuem
importante efeito neuroprotetor (BIANCHI & ANTUNES, 1999; TAGAMI et al.,
1998; ZHANG et al., 2004). Nos ultimos anos, foi comprovado que o pequi
(Caryocar brasiliense), fruto do cerrado que possui grande importancia na
culinaria regional, possui alta concentracao de fendéis (KHOURI et al., 2007;
ROESLER et al., 2007), antioxidantes vegetais que possuem propriedades
benéficas por inibirem a lipoperoxidagéo, atuando contra a acao de radicais livres
(BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Na literatura ndo existem informagdes sobre a acdo neuroprotetora do
extrato de diferentes partes de Caryocar brasiliense em lesdes de isquemia e
reperfusdo. Assim, objetivou-se avaliar a acao neuroprotetora do extrato etandlico
da casca de pequi em cérebros de ratos submetidos a isquemia global transitéria
e reperfusdo. O presente estudo demonstrou que a acao antioxidante do extrato
etanodlico da casca de pequi pode reduzir as lesdes de isquemia e reperfusdo em
cerebros de ratos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido de acordo com os principios éticos de
pesquisa em animais, apds avaliacdo e aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Goias, protocolo 053/2009 (Anexo 1).
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Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 100 ratos (Rattus novergicus albinus), da linhagem
Wistar, fémeas, com peso corpéreo entre 250 e 300g, obtidos e mantidos no
Biotério Central de Criacdo da Universidade Federal de Goias (UFG), Goiania,
Goias. Os animais foram alojados em gaiolas para ratos em polipropileno
(41x34x16cm), forradas com maravalha e aclimatados por periodo de 15 dias
anteriores ao inicio do experimento. As gaiolas foram mantidas em ambiente com
umidade e circulacdo de ar apropriada, evitando situacdes de estresse e risco
sanitario. Agua e ragdo balanceada apropriada para a espécie foram oferecidas
ad libitum e a temperatura da sala de experimentacao mantida em 22°C.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de 20
animais, de acordo com o tipo e a dose de antioxidante suplementado, a saber:

e Grupo 1 (G1) (Controle) — Veiculo oleoso;

e Grupo 2 (G2) — Suplementagdo de 100mg/kg/PV de extrato etandlico da
casca de pequi (C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 3 (G3) — Suplementagdo de 300mg/kg/PV de extrato etandlico da
casca de pequi (C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 4 (G4) — Suplementacdo de 600mg/kg/PV de extrato etandlico da
casca de pequi (C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 5 (G5) (controle positivo) — Suplementagcdo de 300mg/kg/PV de
vitamina E (TAGAMI et al., 1998) diluido em veiculo oleoso.

Cada grupo foi subdividido em quatro momentos (subgrupos) de cinco
animais, de acordo com os tempos de isquemia de cinco minutos (I°), 20 minutos
(I®°) e 45 minutos (I*°) e sem isquemia (I°). Nesse subgrupo, as artérias foram
expostas, mas ndo ocluidas. Os animais foram pesados para o calculo da dose do
suplemento. Este foi administrado por gavagem, diariamente, durante 30 dias

consecutivos, antes da intervencgao cirdrgica.
Producao do extrato etandlico da casca de pequi

O extrato da casca de pequi foi obtido de acordo com a técnica descrita
por PASSOS et al. (2002) e LIMA (2008). Os frutos foram obtidos de propriedades
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localizadas no Estado de Goias no periodo de novembro de 2008. A casca e 0
mesocarpo externo foram separados manualmente do mesocarpo interno (polpa),
picados e levados a estufa com ventilacdo forcada (60°C), por 72 horas. Apos a
secagem, o conteudo foi triturado em moinho analitico, padronizado em
granulometria de 60 mesch (0,25mm) e armazenado a -20°C.

No Laboratério da Faculdade de Quimica da UFG foi obtido o extrato
etandlico a partir da adicao de 1000g do farelo da casca de pequi a 1000 ml de
etanol a 95%. Ap6s a percolacao a frio em etanol ao abrigo da luz e sob agitacéo,
o sobrenadante foi filtrado e o solvente evaporado a pressdo reduzida. Este
procedimento conduziu ao extrato bruto etanédlico da casca, que foi liofilizado e
armazenado a -4°C. O extrato liofilizado foi diluido em veiculo oleoso de acordo
com as doses propostas para os diferentes grupos.

O veiculo oleoso e a vitamina E foram produzidos pela Pharmacia de
Manipulagdo Therapeutica. O veiculo era composto de 0,2% de acido citrico,
0,5% de BHT, 1% de tween 80, 2% de 6leo de gergelim, 0,1g de nipagin,
sacarose gsp e agua gsp. O mesmo veiculo continha 60mg de vitamina E para
tratamento do G5.

Procedimento cirurgico e obtencao de amostras

A técnica para a inducao de isquemia foi adaptada de DIAS et al.
(2000) e STVOLINSKY et al. (2000), sendo os procedimentos realizados no
Laboratério de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental da Escola de Veterinaria
e Zootecnia da UFG.

Ap6s 30 dias do inicio do consumo das dietas, os animais foram
submetidos a cirurgia para a oclusao das artérias carétidas comuns (MUNIZ et al.,
2004). Os animais foram anestesiados com uma associagdo de 8mg/kg de
cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener Unido, Sdo Paulo/SP) e 75mg/kg de
cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Unido, Sdo Paulo/SP), por via
intraperitonial, para garantir hipotensao (FLECKNELL et al., 2007). As ratas foram
mantidas aquecidas a 37-38°C e sob oxigenoterapia durante o procedimento.

O procedimento cirurgico iniciou-se por incisao longitudinal mediana da
pele na regido cervical ventral com individualizagdo e reparo bilateral das artérias
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carétidas comuns (ACCs), cranialmente a sua bifurcacdo em artérias carotidas
externa (ACE) e interna (ACI) (ponto de ocluséo). Procedeu-se a ocluséo bilateral
e concomitante das ACCs, utilizando fio de nailon 4-0 com um tubo plastico a fim
de interromper o fluxo sanguineo para o encéfalo. Uma checagem visual foi
realizada para assegurar que o fluxo sanguineo foi interrompido. Para os animais
do tempo 0 (1%, a cirurgia foi realizada sem oclusdo das artérias carétidas.
Independente do tempo de isquemia (cinco, 20 ou 45 minutos), apds duas horas
de reperfusdo, realizou-se anestesia prévia ao deslocamento cervical para
eutanasia, e posterior retirada dos encéfalos.

Imediatamente ap6s a eutanasia, amostras do hemisfério esquerdo do
encéfalo foram colhidas para analise histolégica e imunoistoquimica. As amostras
foram fixadas em formalina tamponada a 10%, por 24 horas, e conservadas em
etanol a 70%. As amostras foram clivadas em sentido sagital e passaram por
desidratacdo em concentracbes crescentes de etanol, diafanizagdo em xilol,
impregnagao e inclusdo em parafina e, entdo, foram feitos cortes de 5um de
espessura. Para a realizacdo da imunoistoquimica, os cortes foram aderidos em

laminas silanizadas.
Avaliacao histologica

Os cortes foram desparafinados, reidratados e corados com
hematoxilina e eosina (HE), de acordo com LUNA (1968). As laminas foram
analisadas as cegas, por um observador, em microscépio éptico de campo claro.
Foi realizada uma andlise descritiva das regides do cortex frontal, parietal,
occipital e hipocampo (corno de Amon 1 e 3), em aumento de 200X e confirmacéao
em 400X, verificando a possivel presenca de edema (vacuolizagdo de neuropilo),
malacia, infiltrado inflamatério, neurdnios isquémicos e vacuolizados, lesao
endotelial, congestao e aumento do espaco perivascular.

A contagem de neurbnios com alteracdes isquémicas foi realizada em
5 campos aleatérios de cada regido, sem sobreposicao, em aumento de 400X, de
acordo com critérios de FUJIKAWA et al. (2000), CONROY et al. (2001) e
PENASSO (2005). Foi calculada a média dos campos por animal e a média por

grupo de cada regido. Somente foram contados neurdnios que apresentavam-se
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morfologicamente em formato piramidal e espaco perineuronal aumentado, com
citoplasma acidofilico, retraido e com perda de definicdo da substancia de Nissl,
nucleo contraido ou picnoético com auséncia de nucléolo, achados caracteristicos
de necrose neuronal isquémica (FUJIKAWA, 1996; FUJIKAWA et al., 2000;
CONROQY et al., 2001).

Para analise estatistica, apds teste de normalidade, foram aplicados
teste de Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney, de acordo com SAMPAIO
(2007). Considerou-se o nivel de significancia de 5% (p<0,05). A analise
estatistica foi realizada com o software XLSTAT 2011.

Imunoistoquimica

Cortes histologicos de 5um de cérebro foram submetidos a
imunoistoquimica para avaliacdo da expressdo de anti-caspase-3 clivada. Apés
desparafinizacdo e desidratacdo, os cortes foram incubados por 20 minutos em
30ml de peroxido de hidrogénio em 70ml de metanol e 200ul de Triton-X para
bloqueio de peroxidase enddgena. Para a recuperacao antigénica foi empregada
a solucao de citrato de sédio (pH 6,0) em panela de pressao durante trés minutos.
Para o bloqueio de reacdes inespecificas, os cortes foram incubados por uma
hora e meia a temperatura ambiente, com soro albumina bovina (BSA) diluido a
3% em solucdo tampao de fosfatos (PBS). Em seguida, os tecidos foram
incubados durante 18 horas (overnight), em camara Umida e a 4°C, com anti-
caspase-3 clivada (D175 — catalogo #9661, Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA), na diluicao de 1:500, em BSA 1,5%. Para amplificacao das reacoes, 0s
cortes foram lavados e incubados, a temperatura ambiente, em anticorpo
secundario e complexo streptoavidina biotina (Universal LSAB™+ kit/HRP,
rabbit/mouse/goat, Dako, Califérnia, USA). A reacao foi revelada com solucéo de
diaminobenzidina-peroxidase (Liquid DAB Substrate Chromogen System®, Dako,
Califérnia, USA) por um minuto. Solugdo tampéo de PBS (pH 7,4) foi utilizada
para as lavagens entre as etapas. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Mayer, por 30 segundos, e montadas com Entellan (Merck, Sao
Paulo, SP). O controle negativo foi realizado para identificar coloracao
inespecifica, instilando apenas BSA a 1,5% no momento correspondente ao

anticorpo primario.
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As laminas foram analisadas em microscopia de luz e a marcacao
mensurada por avaliacdo quantitativa, realizando-se a contagem de neurénios
imunoreativos para caspase-3 clivada em aumento de 400X, conforme critérios de
Ql et al. (2004). Para a contagem foram escolhidos, aleatoriamente e sem
sobreposicao, 10 campos das regides de cortex frontal, parietal/occipital € no
hipocampo, analisaram-se, aleatoriamente, as regides CA1 e CA3. Todos os
neurénios marcados em cada campo foram contados e o numero médio de
células por campo foi calculado, sendo obtidos a média e desvio padrdo (xDP)
das células marcadas por area por grupo.

Ainda, as células gliais marcadas foram avaliadas, de forma
semiquantitativa, quanto a intensidade de coloragdo, atribuindo os seguintes
escores de tonalidade de coloracdo: 0= ausente, 1= discreta, 2= moderada e 3=
acentuada (Quadro 1), adaptado de FUJIKAWA et al. (2000).

QUADRO 1 — Escores aplicados na analise da intensidade de marcagao do anticorpo anti-
caspase-3 clivada em células gliais de cérebros de ratos submetidos a
isquemia e reperfusao

Escore

0 (Auséncia de marcacgio) 1{Marcagio discreta) 2 (Marcagio moderada) 3 (Marcagio acentuada)

i #

" 5 B ‘

C, o o -

Tonalidade F -
de 4 M

marcagio . 3 %

* - s

Para analise estatistica, como as variaveis nao apresentaram
normalidade, foi aplicado teste de Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney para
verificar diferenga entre dois grupos. Considerou-se o nivel de significAncia de 5%

(p<0,05). A analise estatistica foi realizada com o software XLSTAT 2011.

RESULTADOS
Avaliacao histologica

Nao foram observadas alteracdes relacionadas ao processo de

isquemia nos encéfalos dos animais do subgrupo falso operado (I°- Sham). Neste
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grupo foram encontrados neur6nios apresentando citoplasma eosinofilico e
retraido, porém raras células apresentaram o nucleo picnético e auséncia de
nucléolo. Nao foram observados maléacia e infiltrado inflamatério nos encéfalos de
ratos de nenhum grupo. Nos tempos I°, I?° e I*° ndo houve diferenca entre os
grupos, observando-se vacuolizacdo de neurépilo (status spongiosus) na
substancia branca e na regido cortical, além de congestdo e aumento do espaco
perivascular (espaco de Virchow-Robin). Além disso, observaram-se raros focos
de hemorragia e microvacuolos perineuronais, células endoteliais picnoéticas e
discreta satelitose.

Em todos os grupos e tempos de isquemia, a alteracdo morfolégica
comumente encontrada foi acidofilia neuronal associada ou ndao a retracdo e
aumento da basofilia nuclear neuronal (neurdnios isquémicos). Estas células
localizavam-se principalmente na regido cortical frontal da maioria dos animais de
todos os grupos. Na Tabela 1 encontra-se a contagem de neurdnios isquémicos,
por regido cerebral analisada, considerando os diferentes tempos de isquemia e
os diferentes grupos tratados.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos nos tempos 1°, I°, 1?°

no cortex frontal. J&4 em 1*

houve diminuicao significativa de células isquémicas
em G3 e G4 quando comparados a G1, G2 e G5 (Figura 1A e 1B). Porém, néao
houve diferenga estatistica entre G2 e G3. Este achado mostra que extrato
etandlico da casca de pequi na dose de 600mg/kg/PV reduz a lesao neuronal
isquémica na regiao frontal em comparacdo ao grupo nao tratado e ao grupo
suplementado com vitamina E.

Nas regides do cértex parietal, occipital e hipocampo ndo houve
diferenca significativa entre os grupos em quase todos os momentos de isquemia.
No hipocampo, somente G2 apresentou diferenca estatistica entre os tempos de
isquemia e I°. Nesta regido, em todos os tempos de isquemia dos grupos tratados
com extrato etandlico da casca de pequi ha indicios de maior quantidade de
neurdnios isquémicos na regidao do CA1 e CA3 (regiao do hipocampo), quando

comparados a G1 e G5 (Figura 1C e 1D).
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Tabela 1 - Valores médios, desvio-padrao (s) e avaliacao estatistica da contagem de
neurdnios isquémicos em cérebros de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo, Goiania, 2010.

Area Tempo de isquemia (minutos)
cerebral Grupos 0 1° |20 15
Frontal G1 0,4+0,3" 3,2+0,6° 6,0+2,3° 5,6+2,6°
G2 0,6+0,6" 3,2+2,7° 3,5+1,2° 5,4+2 5%
G3 1,5+1,6 2,3+1.8 2,9+1,7 2,4+1,4%
G4 0,1+0,2" 3,6+0,9° 3,5+1,6° 1,4+0,8°°
G5 0,6+0,8" 1,2+0,7 2,5+1,6" 5,5+0,8%
Parietal G1 0,4+0,3" 3,4+1,5° 3,1+1,1¢ 3,0+2,0°
G2 0,6+0,5" 2,2+2,18 2,1+1,7° 2,7+1,8°
G3 0,5+0,5" 3,1+53" 1,2+1,4" 2,8+1,4"
G4 0,1+0,2" 4,0+3,8° 2,8+3,1° 1,1+0,6°
G5 0,3+0,2" 1,7+0,6" 1,7+1,4" 4,1+1,9°
Occipital G1 0,3+0,2" 2,3+1,2° 2,1+1,4° 1,6+1,1°
G2 0,4+0,4" 1,0+0,8*° 1,9+0,3%¢ 3,9+24°
G3 0,3+0,3" 1,6+1,0"° 1,8+0,8° 2,2+13°
G4 0,1+0,3" 2,4+1,0° 1,4+1,0%° 1,0+0,6°
G5 0,2+0,1" 1,1+0,4° 2,1+1,3° 1,9+1,3%
Hipocampo G1 0,04+0,1 0,5+0,5 1,0+0,7 0,9+1,4
G2 0,1+0,2" 2,7+1,8° 1,6+2,3° 1,3+1,3°
G3 0,1+0,2 4,4+82 2,5+2.2 1,0+1,1
G4 0,1+0,3 3,9+3,6 1,4+3,2 2,3+3,1
G5 0,1+0,2 0,2+0,2 1,0£1,5 0,1+0,2

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os
grupos (p<0,05). Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre subgrupos (tempos) (p<0,05).
Onde: G1: controle; G2, G3 e G4: ratos tratados com extrato etandlico da casca de pequi a
100mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente e G5: vitamina E. Tempos de isquemia: cinco

minutos (I°), 20 minutos (I*°), 45 minutos (1*°) e sem isquemia (I°).
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FIGURA 1 — Fotomicrografias de cérebro de ratos submetidos a isquemia e reperfuséao.
Nas imagens evidenciam-se neurdnios isquémicos (cabegca de seta),
aumento do espaco de Virchow-Robin (seta pontilhada) e vacuolizacdo de
neurépilo (seta). Em A, coértex frontal do grupo tratado com 600 mg/kg
extrato etandlico da casca de pequi (G4) subgrupo 20 minutos de isquemia
(I®°), apresentando lesées discretas. Em B, cértex frontal do grupo controle
(G1) subgrupo 20 minutos de isquemia (I?°), apresentando lesdo acentuada.
Em C, hipocampo (CA1) do grupo controle (G1) subgrupo Sham (I°), com
auséncia de lesées. Em D, hipocampo (CA1) do grupo tratado com
600mg/kg de extrato etandlico da casca de pequi (G4) subgrupo 45 minutos
de isquemia (I*°), com numero acentuado de neurdnios isquémicos.
Hematoxilina e eosina, 100X. Fotomicrografias em destaque em C e D:
400X.

Caspase-3 clivada

A marcacao de caspase-3 clivada foi verificada na maioria das vezes
em corpo celular de neurdnios, mas também em dendritos e axénio dessas
células de todos os cortes estudados, apresentando-se predominantemente em

intensidade discreta e, por vezes, com um padrdo de marcacdao granular no
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citoplasma dos neurdnios. Observaram-se neurbnios marcados principalmente na
regiao de cértex frontal.

Acentuado numero de células gliais apresentou marcacao de caspase-
3 clivada em citoplasma e prolongamentos citoplasmaticos, com intensidade
variando de discreta a acentuada. Os oligodendrocitos foram o tipo celular
principalmente marcado pelo anticorpo, caracterizando a maior sensibilidade e
precocidade do aparecimento de lesdo isquémica nessas células. Também houve
marcagao, em menor numero, de astrécitos e microgliocitos.

Nos animais de 1° havia raros neurdnios marcados. Ha indicios que a
expressdao da proteina aumentou com a progressdo dos tempos de isquemia,
porém, no cortex frontal, 1*° apresentou diminuicdo da expressdo de caspase-3
clivada. Esse achado indica que quanto maior o tempo de isquemia cerebral
global maior é a ativacdo de proteinas envolvidas na execucdo de apoptose.
Porém, na regido cortical frontal sugerem-se duas situagdes, ou tempos maiores
de isquemia induzem a morte celular por necrose da maioria dos neurdnios ou
esta regido adapta-se a agressao isquémica por ativacdo de mecanismos de
sobrevivéncia capazes de reduzir a ativacao de apoptose.

Os grupos suplementados nao apresentaram expressao de caspase-3
clivada significativamente diferente do grupo controle (p>0,05) (Tabela 2). No
entanto, ha indicios de que o nimero de neurbnios marcados nos grupos que
receberam suplementagdo antioxidante foi menor comparado ao controle,
principalmente no cértex frontal em I° e 1?°, caracterizando a agéo neuroprotetora
dos antioxidantes por neutralizacdo de radicais livres, reduzindo a ativagdo de
caspase-3 em lesbes de isquemia e reperfusdo cerebral.

Nas regides parietal/occipital, o numero de neurbnios marcados
aumentou de acordo com os tempos de isquemia, exceto no G2. No hipocampo, o
namero de células marcadas nao houve diferenca estatistica entre os tempos de
isquemia, principalmente, em G1, G2 e G3 (Figuras 1A a D), sugerindo que a
expressdao de caspase-3 clivada nesta regido, apo6s lesdao de isquemia e

reperfusdo, acontece tardiamente.
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Tabela 2 - Valores médios, desvio-padrdo(s) e avaliacdo estatistica da contagem de
neurénios marcados com anticorpo caspase-3 clivada nas regides de cortex
frontal, parietal/occipital e hipocampo de cérebros de ratos submetidos a
isquemia e reperfusdo tratados com extrato etandlico da casca de pequi,

] Goiania, 2010.
Area Tempo de isquemia (minutos)
cerebral Grupos 1° N |2 1>
Frontal G1 1,2+0,8 9,8+10,6 8,8+5,6 3,2+29
G2 1,4+1,7 4,0+3,7 3,6+3,8 2,2+1,8
G3 1,8+1,3 2,8+22 3,8+4,2 2,6+1,7
G4 1,0+1,0 5,6+2,9 5,0+3,5 3,6+4,2
G5 2,0+1,9 3,6+3,2 3,6+1,1 4,0+2,9
Parietal e G1 0,2+0,4 2,4+2.3 3,2+3,0 3,0+2,8
Occipital G2 0,4+0,9 0,4+0,5 0,4+0,5 0,4+0,9
G3 0,0+0,0 1,04£1,0 0,8+0,8 2,2+0,8
G4 0,0+0,0 0,4+0,9 2,611,9 2,0£34
G5 0,0+0,0 0,2+0,4 0,8+0,8 1,8+2,0
Hipocampo G1 1,0+1,2 1,6+2,1 1,4+1,0 1,5+2,7
G2 1,041,2 1,0+1,0 0,8+0,8 0,6+0,9
G3 1,0£1,2 0,8+1,3 0,6+0,9 0,6+0,7
G4 0,0+0,0 0,4+0,5 2,0+3,5 4,0+3,7
G5 0,4+0,9 0,2+0,4 2,2+3,9 1,4+1,7

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).
Onde: G1: controle; G2, G3 e G4: ratos tratados com extrato etandlico da casca de pequi a

100mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente e G5: vitamina E. Tempos de isquemia: cinco
minutos (I°), 20 minutos (I*°), 45 minutos (1*°) e sem isquemia (I°).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica na marcacao de células gliais
entre 0s grupos e os tempos de isquemia, observou-se que a frequéncia de

intensidade de marcacdo no momento [*°

apresentou-se predominantemente
discreta em G3, G4 e de ausente a discreta em G5 em comparacao ao G1, que
apresentou 100% das amostras com intensidade moderada. Este achado mostra
que o extrato etandlico da casca de pequi e a vitamina E reduzem a ativacao de
apoptose via caspases em periodos de isquemia prolongados. Os grupos tratados

nos momentos 1°, I° e 1%

nao apresentam diferencas de intensidade de marcacao
em relacdo a G1. Além disso, a frequéncia de intensidade de coloracdo dessas

células em todos os grupos, ndo segue um padrao de marcacgao (Tabela 3).
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FIGURA 2 — Fotomicrografias de cérebro de ratos submetidos a isquemia e reperfusao.
Nas imagens evidenciam-se neurénios marcados com anti-caspase-3
clivada (seta) e células gliais (cabeca de seta). Em A, hipocampo do grupo
tratado com 600mg/kg de extrato etandlico da casca de pequi (G5) subgrupo
45 minutos de isquemia (1*°), evidenciado varios neurdnios com expressio
de caspase-3 clivada. Em B, cértex frontal do grupo tratado com 100mg/kg
de extrato etandlico da casca de pequi (G2) subgrupo 20 minutos de
isquemia (I%°), com marcacéo de corpo celular dendritos e axénio neuronal.
Em C, hipocampo do grupo vitamina E (G5) subgrupo 20 minutos de
isquemia (I*°). Em D, cértex frontal do grupo tratado com 300mg/kg de
extrato etandlico da casca de pequi (G3) subgrupo 20 minutos de isquemia
(1), com auséncia de marcagdo neuronal. Imunomarcagdo com anti-
caspase-3 clivada, 400X.

Entre os tempos de isquemia, o G1 apresentou marcagao

predominantemente discreta nos tempos 1°, I° e I** e moderada em 100% das

1. No G2, a intensidade de marcacdo nos tempos [°, I° e I?° variou

|45

amostras de

de moderada a acentuada. Em G3, os tempos °,
|20

de discreta a moderada e em

I° apresentaram marcacdo predominantemente acentuada, de moderada a

acentuada e em I*°, 60% das amostras foram discretas. G4 apresentou marcagao

15 12° e discreta

moderada a acentuada em 1%, I°, discreta em 60% dos cérebros de
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em 80% de 1*°. No G5 a intensidade discreta foi predominante em 1°, I°, 12 e 1*°,
sendo que neste ultimo tempo, 40% das amostras tiveram auséncia de marcacao.
Esses achados mostram que ao longo dos tempos de isquemia nos grupos
tratados com 300 e 600mg/kg de extrato etandlico da casca de pequi,

principalmente, a vitamina E reduzem a ativagédo de caspase-3 clivada.

Tabela 3 — Frequéncia (%) da intensidade de marcacao de células gliais (glia) positivos
para Caspase-3 clivada em cérebro de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo, tratados com extrato etanélico da casca de pequi, Goiania, 2010.

Grupo 1 (%)

Momentos 1° I° 1 1*

Escores o 1 2 3 0 1 2 3 01 2 3 o0 1 2 3

Glia 20 40 20 20 0O 60 20 20 O 60 20 20 O O 100 O
Grupo 2 (%)

Escores o 1 2 3 0 1 2 3 01 2 3 0 1 2 3
Glia 0O 40 40 20 20 20 40 20 O 40 40 20 0O 20 40 40
Grupo 3 (%)

Escores o 1 2 3 0 1 2 3 01 2 3 0 1 2 3
Glia O 40 0 60 20 20 0O 60 O 20 40 40 0O 60 40 O
Grupo 4 (%)

Escores o 1 2 3 0 1 2 3 01 2 3 0 1 2 3
Glia 0O 20 40 40 O 20 40 40 O 60 40 0O 0O 80 0 20
Grupo 5 (%)

Escores o 1 2 3 0 1 2 3 01 2 3 0 1 2 3
Glia 0O 60 20 20 O 40 40 20 O 60 20 20 40 40 O 20

Onde: Escores: 0-auséncia de marcacdo; 1-marcacao discreta; 2-marcacdo moderada e 3-
marcacao acentuada.Grupos - G1: controle; G2, G3 e G4: ratos tratados com extrato etandélico da
casca de pequi a 100mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente e G5: vitamina E. Tempos
de isquemia - I°: sem isquemia, I°: cinco minutos; I°°: 20 minutos e 1*°: 45 minutos;

DISCUSSAO

Este estudo é pioneiro em descrever a acdo do extrato etandlico de
pequi em lesbes de isquemia e reperfusdo cerebral em ratos. Estudos anteriores
mostraram a atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico de diferentes
partes deste fruto e verificaram a presenca de fendis em diferentes quantidades
na casca, polpa e semente (KHOURI et al., 2007; ROESLER et al., 2007; LIMA,
2008). ROESLER et al. (2007) afirmaram que a casca do pequi possui altos niveis
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de compostos fendlicos e possui excelente atividade antioxidante, inibindo a
lipoperoxidacao.

No presente estudo, a alteragdo mais comumente observada foi a
presenca de neurdnios isquémicos, caracterizados por eosinofilia e retracédo
citoplasmatica e picnose nuclear. Em estudo similar, TARDINI et al. (2003)
observaram a mesma alteragéo, utilizando 30 minutos de isquemia e 60 e 120
minutos de reperfusdo apds oclusdo bilateral de artérias cardtidas em ratos
Wistar. Também, FUJIKAWA (1996) encontrou neur6nios acidofilicos com nucleo
picnético em varias regides cerebrais ao final da sindrome epilética de 40
minutos, 60 minutos e trés horas e sugere que a necrose neuronal pode ser
encontrada em estagios precoces pela coloracdo de hematoxilina e eosina e nao
somente apos varias horas da agressao.

Neste estudo, as regides anatdbmicas do cérebro que apresentaram
maior quantidade de lesdes foram a cortical frontal e parietal. Achado similar foi
encontrado por PENASSO (2005), que encontrou lesbes mais graves no cortex
frontal, parietal, temporal e hipocampo de Gerbillus nédo tratados com
dimetilsulféxido (DMSQO), ap6s oclusdo permanente da artéria carétida esquerda
por sete dias. Observou-se, no presente estudo, aumento do numero de
neurénios isquémicos nos maiores tempos de isquemia, principalmente no cortex
frontal dos animais do grupo controle. DIJKHUIZEN et al. (1998) relataram que a
lesdo isquémica é agravada a medida que o periodo de hip6xia prolonga-se e
HARUKUNI et al., (2006) afirmaram que apesar da reperfusao ser essencial para
prevenir a irreversibilidade da lesdo celular, nesta fase sdo produzidas
substancias altamente reativas aos componentes celulares, principalmente apoés
periodos longos de isquemia. Além disso, as lesdes foram encontradas,
precocemente, no cértex cerebral. DIUKHUIZEN et al. (1998) explicaram que a
isquemia cerebral global normalmente ndo manifesta lesdo difusa; ao contrario,
sao acometidas regioes especificas que apresentam maior vulnerabilidade.

Discreta presenca de neurbnios isquémicos nos cérebros do subgrupo
Sham (I° no presente estudo podem ter sido induzidas pelo método anestésico
utilizado. RODRIGUES et al. (2006) afirmaram que apesar da associagao xilazina-
quetamina promover excelente quadro de analgesia e poucas complicacdes
sistémicas em ratos Wistar com peso entre 250 a 350g, gera hipotensao
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prolongada (acima de 60 minutos) reduzindo pressao sistdlica e diastélica em
24% e 38%, respectivamente. Esse protocolo anestésico foi escolhido visando
promover reducao do fluxo sanguineo cerebral mais pronunciada, haja vista que
ABRAHAM & LAZAR (2000) e OUYANG et al. (2007) relataram que a oclusdo
bilateral das artérias carétidas comuns, em ratos Wistar, reduz o fluxo cerebral em
até 50%, sendo necessdaria a associacdo com hipotensdo ou outros métodos
auxiliares para garantir a isquemia.

Vacuolizacao do neurdpilo, alteracao microscopica indicativa de edema
cerebral, e raros focos de hemorragia foram encontrados no tecido submetido a
I/R. De acordo com KUNZ et al. (2010), a barreira hematoencefdlica é
comprometida no processo de isquemia e reperfusdo devido a ruptura da matriz
extracelular apés a degradacdao do colageno tipo IV, laminina, fibronectina e
integrinas estruturais de astrécitos e células endoteliais por acdo de proteases
(catepsinas, ativador de plasminogénio e metaloproteases), sendo um dos
motivos do aparecimento de edema poés-isquémico e de hemorragias.
MERGENTHALER et al. (2004) afirmaram que a producdo de metaloproteases
(MMP2 e MMP9) ¢ induzida uma a trés horas apds a isquemia cerebral.

No presente estudo, foi possivel verificar significativa diminuigdo de
neurdnios isquémicos no cértex frontal nos grupos que receberam extrato
etanodlico da casca de pequi a 300 e 600 mg/kg, tanto entre os grupos quanto em
relacdo aos tempos de cinco e 20 minutos de isquemia. Mesmo ndo havendo
diferenca estatistica entre os outros grupos tratados e o grupo controle, nota-se
que a quantidade de neurdnios acometidos foi menor. Estes achados indicam que
o extrato etandlico da casca de pequi e a vitamina E reduzem as lesbes
isquémicas no cortex frontal, sendo o primeiro, em doses maiores, mais efetivo
que a vitamina. De acordo com KIM (2010), os compostos fendlicos possuem
potente atividade neuroprotetora devido a capacidade de modular varias
respostas celulares, especialmente a redugcéao de estresse oxidativo.

No presente estudo, os animais tratados com vitamina E apresentaram
maior quantidade de células isquémicas no cértex frontal, parietal/occipital e
hipocampo aos 45 minutos de isquemia, sendo semelhante ao grupo controle.
ANDERSON & SIMS (2002) afirmaram que, na fase aguda do processo de

isquemia e reperfusdo, os antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos estao
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reduzidos e que seus niveis comegcam a aumentar dias depois da lesdo. Estudo
realizado por YOSHIDA et al. (1998) mostrou que, apds periodo de isquemia de
30 minutos e reperfusdo de 15 e 30 minutos, a vitamina E estava diminuida em
7% logo apés a isquemia, e no periodo de reperfusdo, apresentava niveis ainda
menores. Entdo, neste estudo, possivelmente a quantidade de vitamina E
presente no tecido apds 45 minutos de isquemia nao foi suficiente para evitar as
lesdes de I/R.

O hipocampo, apesar de ser uma regido vulneravel as lesdes
isquémicas, neste estudo, ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
e tempos de isquemia no que diz respeito aos neurénios isquémicos. SUGINO et
al. (2000) e COLBOURNE & AUER (2010) mostraram, em estudos realizados
com roedores, que a tipica morte celular acentuada em neurdnios piramidais do
hipocampo é tardia, ocorrendo entre 24 a 96h apds curto evento isquémico. Ql et
al. (2004), ao analisarem o hipocampo de pacientes humanos ap6s evento
isquémico, observaram o aparecimento de poucos neurbnios piramidais com
alteracoes discretas de isquemia entre quatro a 16 horas apds a isquemia.
Entretanto, lesdes acentuadas nesta regiao foram verificadas a partir de 24 horas,
com agravamento apds 72 horas da isquemia. LI et al. (2010) observaram perda
discreta de neurénios piramidais de CA1 seis ou 12 horas apds isquemia de 10
minutos e lesdo acentuada 24 horas ap6és, por meio da oclusdo bilateral das
artérias carétidas comuns de ratos Wistar.

Somente nos animais tratados com 100, 300 e 600mg/kg de extrato
etandlico da casca de pequi, foi possivel verificar indicios de que em todos os
tempos de isquemia, apresentavam mais células com caracteristica isquémica em
CA1 e CA3. Ainda, observou-se no grupo tratado com 600mg/kg do extrato maior
namero de neurdnios do hipocampo marcados com caspase-3 clivada apo6s 20 e
45 minutos de isquemia. ALMEIDA et al. (2010), utilizaram, por via intraperitoneal,
o extrato hidroalcodlico da casca de pequi em camundongos e verificaram
toxicidade aguda do produto. Clinicamente, 0s animais manifestaram
excitabilidade seguida de depressao, cianose e morte, mesmo com a fracdo muito
diluida do extrato. Diante disso, sugere-se que o extrato pode possuir substancias
que induzem a degeneracdo ou até mesmo a morte celular, por necrose e/ou

apoptose, de neurénios piramidais de CA1 e CA3 do hipocampo. Portanto, sdo
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necessarios estudos direcionados ao efeito toxico do extrato etandlico da casca
de pequi, utilizando diferentes vias de aplicacdo ou modelos de cultivo celular,
comparando os resultados com analises anatomopatolégicas e clinicas, além de
analisar a composi¢ao quimica do mesmo para assegurar o uso desse extrato na
saude humana e animal.

No presente estudo, observou-se marcacao de caspase-3 clivada em
pequeno numero de neurbnios e, em maior quantidade de células gliais. PETITO
et al. (1998) afirmaram que o tecido nervoso exposto ao estresse oxidativo,
inicialmente apresenta alteracdes celulares em neur6nios e oligodendrocitos.
EVORA et al. (1996), ROSENBLUM (1997), OHTAKI et al. (2005) e KUNZ et al.
(2010) concordaram que o estresse oxidativo no tecido nervoso induz lesbes de
excitotoxicidade, por estimular a liberacdo de grande quantidade de glutamato,
além de provocar lipoperoxidacdo de membrana e oxidacdo de proteinas.
Adicionalmente, afirmaram que esses fatores conjuntamente e associados ao
tempo e gravidade da isquemia sao responsaveis por causar necrose e/ou
apoptose, principalmente, por ativacao de caspases.

O numero de neurbnios marcados por caspase-3 clivada foi baixo e a
intensidade de coloragéo variava de discreta a moderada, em todos os grupos e
tempos de isquemia. VELIER et al. (1999), MASSIEU et al. (2004), QI et al. (2004)
e LI et al. (2010), em estudo utilizando modelo de isquemia e reperfusédo cerebral,
mostraram que a marcacao imunoistoquimica de caspase-3 clivada comecga a
aumentar a partir de seis horas apds o inicio do periodo de reperfusdo. Diante
disso, sugere-se que o tempo de reperfusdo de duas horas pode nao ter sido
suficiente para permitir a expressdo de um maior nimero de células e a
intensidade de coloracdo acentuada. Entretanto, NAMURA et al. (1998), por meio
de immunoblot, detectou caspase-3 ativada entre uma a 12 horas de reperfuséo,
indicando que a ativagdo dessa enzima acontece desde as primeiras horas de
reperfusao.

A contagem de células marcadas nas diferentes regides cerebrais ndo
apresentou diferenga significativa entre os grupos e entre os tempos de isquemia.
Porém, ha indicios de que o numero de células diminuiu nos grupos tratados em
relacdo ao controle, principalmente, no cortex frontal. Para KIM (2010), os

compostos fendlicos, e para MASSIEU et al. (2004), a vitamina E, séao
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neuroprotetores com atividade antioxidantes que podem diminuir apoptose
mediada por estresse oxidativo, por inibirem a ativacdo de caspase-3 e outras
proteinas envolvidas neste processo. Desta forma, os produtos utilizados no
presente estudo parecem estar envolvidos na diminuicAo da expressdao de

caspase-3 clivada.

A expressdo de caspase-3 clivada foi maior em células gliais,
principalmente oligodendrécitos, em todos os grupos e em todos os tempos
estudados. De acordo com PETITO et al. (1998), os oligodendrécitos entram
rapidamente em morte celular apdés periodos curtos de isquemia global, sendo
considerados mais sensiveis que neurGnios em certas regides cerebrais. Neste
estudo, observamos indicios de que o extrato etandlico da casca de pequi a 300 e
600 mg/kg e mais efetivamente a vitamina E, diminuem a ativagcao de caspase-3
clivada nestas células em periodos de isquemia de 45 minutos e duas horas de
reperfusao.

Os suplementos utilizados sdo promissores para reduzir as lesdes

precoces de isquemia e reperfuséo cerebral.

CONCLUSAO

O extrato etandlico da casca de pequi pode possuir atividade
neuroprotetora nas dosagens de 300 e 600mg/kg, no tempo de 45 minutos de
isquemia, por reduzir o numero de neurbnios isquémicos, principalmente na

regiao do cértex frontal.
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CAPITULO 3 - Extrato etanélico da casca de pequi (Caryocar brasiliense)
reduz a ativacao de ERK1/2 em cérebros de ratos submetidos a isquemia e
reperfusao
Pequi (Caryocar brasiliense) shell etanolic extract decreases activation of
ERK1/2 in rat brains subjected to ischemia and reperfusion

RESUMO

A isquemia cerebral desencadeia a ativagdo de diferentes vias
intracelulares, dentre elas a das proteinas quinase ativadas por mitdégeno
(mitogen activated protein kinases - MAPK). A casca do pequi (Caryocar
brasiliense), fruto do cerrado brasileiro, possui fendis que apresentam efeito
antioxidante in vitro. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a acdo do extrato
etanodlico da casca de pequi em cérebros de ratos submetidos a I/R por meio da
avaliacao da expressao das formas fosforiladas (ativas) das quinases ERK 1/2 e
JNK. Para tal, foram utilizados 100 ratos Wistar, divididos em cinco grupos que
receberam veiculo oleoso (G1), extrato etandlico da casca de pequi nas doses
100, 300 e 600mg/kg de peso (G2, 3 e 4) e 300mg/kg de vitamina E (G5). Foram
estabelecidos tempos de isquemia de 5(I°), 20(1°) e 45(I*) minutos e sem
isquemia (1°. Os animais foram suplementados por 30 dias e submetidos a
oclusdo bilateral das artérias car6tidas comuns e duas horas de reperfuséo.
Amostras de cérebro foram submetidas a avaliacdo imunoistoquimica, sendo
utilizados os anticorpos p-ERK1/2 e p-JNK. Em G1, a fosforilagdo de ERK1/2 no
coértex cerebral e hipocampo aumentou de acordo com os tempos de isquemia e
foi menor nos grupos tratados com extrato etandlico da casca de pequi e vitamina
E. A marcagédo de p-JNK foi observada em células gliais e neurdnios de CA3 e
mostrou-se mais discreta nos tempos de isquemia dos grupos tratados com
antioxidantes. O extrato etandlico da casca do pequi reduziu a ativacdo de
ERK1/2, demonstrando um efeito protetor. O presente estudo demonstrou que a
acao antioxidante dessas substancias pode alterar a expressao de MAPKs em
cérebros de ratos submetidos a I/R.

Palavras-chave: apoptose, estresse oxidativo, imunoistoquimica, JNK, MAPK.

ABSTRACT

Cerebral ischemia elicits activation of different signal transduction pathways in the
cell, including mitogen activated protein kinases (MAPK). The shell of pequi
(Caryocar brasiliense), a fruit native to brazilian cerrado, has phenol compounds
with in vitro antioxidant properties. Therefore, the purpose of the study was to
evaluate the effect of pequi (Caryocar brasiliense) shell etanolic extract in brain of
rats after I/R injury trough evaluation of the expression of phosphorilated (active)
forms of ERK 1/2 e JNK. One hundred Wistar rats were sorted into five groups
that received oleous vehicle (G1), pequi shell etanolic extract treatment with 100,
300 e 600mg/kg (G2, G3 and G4), respectively and vitamin E treatment (G5).
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Ischemia time points were established at 5(I°), 20(1*°) and 45(1*°) minutes and no

ischemia (1°). The rats were supplemented with antioxidants for 30 days and were
submitted to bilateral occlusion of the common carotids arteries and 2 hours of
reperfusion. Brain samples were submitted to anti-p-ERK1/2 e p-JNK
immunohystochemistry. ERK1/2 phosphorylation in G1 increased according to
ischemia time in the cerebral cortex and hippocampus. Glial cells and CA3
neurons showed p-JNK immunoreactivity and were discrete in the antioxidant treat
groups. Pequi shell etanolic extract decrease ERK1/2 activation after ischemia and
reperfusion in rat brains, revealing a protective effect. The present study
demonstrated that antioxidant effect of the supplements altered the MAPKs
expression in brain of rats after I/R injury.

Keywords: apoptosis, immunohistochemistry, JNK, MAPK, oxidative stress.

INTRODUCAO

A isquemia e reperfusédo (I/R) cerebral desencadeiam a ativacdo de
diferentes vias intracelulares, dentre elas a das proteinas quinase ativadas por
mitdégeno (mitogen activated protein kinases - MAPK). Os trés maiores subgrupos
de MAPKSs sédo: proteina quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), quinase
c-Jun-NHz-terminal (JNK) e p-38 (LENNMYR et al., 2002).

A ERK ¢é ativada por fosforilacdo em resposta a fatores de crescimento,
estresse oxidativo e influxo de célcio intracelular (OTANI et al., 2002). A ativagao
desta proteina esta relacionada a sobrevivéncia, proliferacao e diferenciacdo de
varias células (LENNMYR et al., 2002). No sistema nervoso central, ha evidencias
que a ERK participa da sinalizacao de vias de sobrevivéncia (SUGAWARA et al.,
2004). Porém, para SUBRAMANIAM & UNSICKER (2006), ERK1/2 é o indutor
predominante de morte neuronal ndo-apoptética.

JNK ¢é ativada em resposta a presenca de citocinas inflamatérias,
excitotoxicidade por glutamato e hiperosmolaridade. A fosforilacdo de JNK pode
causar alteragcdes em fatores de transcricdo que induzem apoptose neuronal
(MAHERA & SCHUBERTB, 2000; LENNMYR et al., 2002; OTANI et al., 2002).
Porém, estudo realizado por SANNA et al. (1998), mostrou que JNK1 teve maior
expressdao em células que expressavam genes inibidores de apoptose quando
comparada a outras JNKs, conferindo a esta proteina o papel de protecao celular
contra apoptose.

O numero de casos e a importancia clinica dos acidentes cerebrais

isquémicos incentivaram a realizacao de pesquisas para descobertas de métodos
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preventivos e terapéuticos eficazes para reducdo da morbi-mortalidade desse
quadro. Estudos realizados tanto em animais quanto em seres humanos
demonstraram que agentes antioxidantes, como a vitamina E, possuem
importante efeito neuroprotetor (BIANCHI & ANTUNES, 1999; TAGAMI et al.,
1998; ZHANG et al.,, 2004). Nos ultimos anos, foi comprovado que o pequi
(Caryocar brasiliense), fruto do cerrado que possui grande importancia na
culinaria regional, possui alta concentracao de fendéis (KHOURI et al., 2007;
ROESLER et al., 2007), antioxidantes vegetais que possuem propriedades
benéficas por inibirem a lipoperoxidagéo, atuando contra a acao de radicais livres
(BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Na literatura ndo existem informacdes sobre a agdo neuroprotetora do
extrato de diferentes partes de Caryocar brasiliense em lesdes de isquemia e
reperfusdo. Assim, objetivou-se descrever a acdo neuroprotetora do extrato
etandlico da casca de pequi em cérebros de ratos submetidos a isquemia
transitéria global e reperfusdo por meio da avaliacdo da expressdo de fosfo-
ERK1/2 e fosfo-JNK. O presente estudo demonstrou que a agado antioxidante
dessas substancias pode alterar a expressao de MAPKs em cérebros de ratos

submetidos a isquemia e reperfuséo.
MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido de acordo com os principios éticos de
pesquisa em animais, apds avaliacdo e aprovacdo pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal de Goias, protocolo 053/2009 (Anexo 1).
Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 100 ratos (Rattus novergicus albinus), da linhagem
Wistar, fémeas, com peso corpéreo entre 250-300g, obtidos e mantidos no
Biotério Central de Criacdo da Universidade Federal de Goias (UFG), Goiania,
Goids. Os animais foram alojados em gaiolas para ratos em polipropileno
(41x34x16cm), forradas com maravalha e aclimatados por periodo de 15 dias

anteriores ao inicio do experimento. As gaiolas foram mantidas em ambiente com
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umidade e circulacdo de ar apropriada, evitando situacdes de estresse e risco
sanitario. Agua e ragdo balanceada apropriada para a espécie foram oferecidas
ad libitum e a temperatura da sala de experimentacao mantida em 22°C.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de 20
animais, de acordo com o tipo e a dose de antioxidante suplementado, a saber:

e Grupo 1 (G1)(Controle) — Veiculo oleoso;

e Grupo 2 (G2) — Suplementagdo de 100mg/kg/PV de extrato etandlico da
casca de pequi (C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 3 (G3) — Suplementagdo de 300mg/kg/PV de extrato etandlico da
casca de pequi (C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 4 (G4) - Suplementagéao de 600mg/kg/PV de extrato etandlico da casca
de pequi (C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 5 (G5) (controle positivo) — Suplementagcdo de 300mg/kg/PV de
vitamina E (TAGAMI et al., 1998) diluido em veiculo oleoso.

Cada grupo foi subdividido em quatro momentos (subgrupos) de cinco
animais, de acordo com os tempos de isquemia de cinco minutos (I°), 20 minutos
(I®°) e 45 minutos (I*°) e sem isquemia (I°). Nesse subgrupo, as artérias foram
expostas, mas ndo ocluidas. Os animais foram pesados para o calculo da dose do
suplemento. Este foi administrado por gavagem, diariamente, durante 30 dias

consecutivos, antes da intervencgao cirdrgica.
Producao do extrato etandlico da casca de pequi

O extrato da casca de pequi foi obtido de acordo com a técnica descrita
por PASSOS et al. (2002) e LIMA (2008). Os frutos foram obtidos de propriedades
localizadas no Estado de Goias no periodo de novembro de 2008. A casca e 0
mesocarpo externo foram separados manualmente do mesocarpo interno (polpa),
picados e levados a estufa com ventilacdo forcada (60°C), por 72 horas. Apos a
secagem, o conteudo foi triturado em moinho analitico, padronizado em
granulometria de 60 mesch (0,25mm) e armazenado a -20°C.

No Laboratério da Faculdade de Quimica da UFG foi obtido o extrato
etandlico a partir da adicao de 1000g do farelo da casca de pequi a 1000 ml de

etanol a 95%. Ap6s a percolacao a frio em etanol ao abrigo da luz e sob agitacao,
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o sobrenadante foi filtrado e o solvente evaporado a pressdo reduzida. Este
procedimento conduziu ao extrato bruto etandlico da casca, que foi liofilizado e
armazenado a -4°C. O extrato liofilizado foi diluido em veiculo oleoso de acordo
com as doses propostas para os diferentes grupos.

O veiculo oleoso e a vitamina E foram produzidos pela Pharmacia de
Manipulagdo Therapeutica. O veiculo era composto de 0,2% de acido citrico,
0,5% de BHT, 1% de tween 80, 2% de 6leo de gergelim, 0,1g de nipagin,
sacarose gsp e agua gsp. O mesmo veiculo continha 60mg de vitamina E para
tratamento do G5.

Procedimento cirurgico e obtencao de amostras

A técnica para a inducdo de isquemia foi igual nos trés grupos,
adaptada de DIAS et al. (2000) e STVOLINSKY et al. (2000), tendo os
procedimentos sido realizados no Laboratorio de Técnica Cirdrgica e Cirurgia
Experimental da Escola de Veterinaria da UFG.

Apéds 30 dias do inicio do consumo das dietas, os animais foram
submetidos a cirurgia para a oclusao das artérias carétidas comuns (MUNIZ et al.,
2004). Os animais foram anestesiados com uma associagdo de 8mg/kg de
cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener Unido, Sdo Paulo/SP) e 75mg/kg de
cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Unido, Sdo Paulo/SP), por via
intraperitonial, para garantir a hipotensdao (FLECKNELL et al., 2007). As ratas
foram mantidas aquecidas a 37-38°C e sob oxigenoterapia durante o
procedimento.

O procedimento cirargico iniciou-se por incisao longitudinal mediana da
pele na regido cervical ventral com individualiza¢do e reparo bilateral das artérias
carotidas comuns (ACCs), cranialmente a sua bifurcacdo em artérias carotidas
externa (ACE) e interna (ACI) (ponto de oclusao). Procedeu-se a oclusao bilateral
e concomitante das ACCs, utilizando fio de nailon 4-0 com um tubo plastico a fim
de interromper o fluxo sanguineo para o encéfalo. Uma checagem visual foi
realizada para assegurar que o fluxo sanguineo foi interrompido. Para os animais
do tempo 0 (1%, a cirurgia foi realizada sem oclusdo das artérias carétidas.
Independente do tempo de isquemia (cinco, 20 ou 45 minutos), apds duas horas
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de reperfusdo, realizou-se anestesia prévia ao deslocamento cervical para
eutanasia, e posterior retirada dos encéfalos.

Imediatamente ap6s a eutanasia, amostras do hemisfério esquerdo do
encéfalo foram colhidas para analise histolégica e imunoistoquimica. As amostras
foram fixadas em formalina tamponada a 10%, por 24 horas, e conservadas em
etanol a 70%. As amostras foram clivadas em sentido sagital e passaram por
desidratacdo em concentracdes crescentes de etanol, diafanizagdo em xilol,
impregnagao e inclusdo em parafina e, entdo, foram feitos cortes de 5um de

espessura e aderidos a laminas silanizadas para realizagdo de imunoistoquimica.

Imunoistoquimica

Apébs desparafinizacao e desidratacdo, os cortes foram incubados por
20 minutos com 30ml de peréxido de hidrogénio, 70ml de metanol e 200ul de
Triton- X para bloqueio da atividade da peroxidase endégena. Para a recuperagao
antigénica foi empregada a solucdo de citrato de sédio (pH 6,0) em panela de
pressao durante trés minutos. Para o bloqueio de reacdes inespecificas, os cortes
foram incubados por uma hora e meia a temperatura ambiente, com soro
albumina bovina (BSA) diluido a 3% em solucao tampao de fosfatos (PBS). Em
seqguida, os tecidos foram incubados durante 18 horas (overnight), em camara
umida e a 4°C, com os anticorpos anti-fosfo-ERK 1/2 (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA) na diluigdo de 1:200 e anti-fosfo-JNK (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) na diluicdo de 1:300 em BSA 1,5%. Para amplificacdo das
reacdes, os cortes foram lavados incubados, a temperatura ambiente, em
anticorpo secundario e complexo streptoavidina biotina (Universal LSAB™+
kittHRP, rabbit/mouse/goat, Dako, Califérnia, USA). A reacado foi revelada com
solucdo de diaminobenzidina-peroxidase (Liquid DAB Substrate Chromogen
System®, Dako, Califérnia, USA) por um minuto. Solugdo tamp&o de PBS (pH 7,4)
foi utilizado para as lavagens entre as etapas. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Mayer, por 30 segundos, e montadas com Entellan (Merck, Sao
Paulo, SP). O controle negativo foi realizado para identificar coloragao
inespecifica, instilando apenas BSA a 1,5% no momento correspondente ao

anticorpo primario.
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As laminas foram analisadas quanto a localizacdo e tonalidade de
marcag¢ao, por microscopia de luz e a marcacdo mensurada por avaliacao
semiquantitativa, atribuindo-se 0s escores de intensidade de coloragao
relacionados no Quadro 1, adaptados do estudo de FUJIKAWA et al. (2000).
Foram observadas a regido do cértex cerebral e hipocampo nas laminas
marcadas com p-ERK 1/2 e neurépilo e oligodendrécitos tratados com p-JNK em
aumento de 100X, sendo confirmadas em aumento de 400X. A intensidade de
marcacao foi determinada apds avaliagdo de todas as laminas tratadas e,
posterior definicdo de tonalidades em escores de gradacao de cor.

Para analise estatistica, apds teste de normalidade, foram aplicados
teste de Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney, de acordo com SAMPAIO
(2007). Considerou-se o nivel de significancia de 5% (p<0,05). A andlise
estatistica foi realizada com o software XLSTAT 2011.

QUADRO 1 - Escores de intensidade de coloragao aplicados a analise da marcagao dos
anticorpos p-pERK1/2 e p-JNK em corpo celular de neurbnios e células
gliais de cérebros de ratos submetidos a isquemia e reperfusao

Escore Neurénios: p-ERK1.2 Neurdnios: p-JNK Células gliais: p-JNK

0 (Ausente)

1 (Discreta)

2 (Moderada)

3 (Acentuada)
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RESULTADOS
Analise imunoistoquimica com anticorpo p-ERK 1/2

Poucos neur6nios apresentaram expressdo de p-ERK, em todos os
grupos e tempos de isquemia. A marcacao do anticorpo p-ERK 1/2 ocorreu em
neurdnios corticais, neurénios da regidao do hipocampo, principalmente, na area
do hilo do giro denteado, em vasos sanguineos e células da glia, nos cinco
grupos. O citoplasma de neurbnios e ndcleo de algumas células foram
difusamente marcados, assim como células gliais com evidenciacao de seus
prolongamentos citoplasmaticos. Em vasos sanguineos verificou-se marcagao de
citoplasma e nucleo das células musculares lisas, todavia, raras células
endoteliais isoladas apresentaram-se marcadas, principalmente em 1*°. Os
animais submetidos a isquemia apresentaram marcacao de células satélites e
pericitos, variavel entre os grupos.

Houve variacdo de intensidade na marcacdo da forma ativa dessa
proteina nos diferentes grupos e em todos os subgrupos. A auséncia de
marcagdo nos capilares foi observada em 100% das amostras. No tempo [° e I°,
em todos os grupos, entre 70% a 95% dos animais ndo apresentaram marcagao
em neurbnios corticais e do hipocampo (Tabela 1). Nesses dois tempos nao
houve diferenca significativa entre os grupos quanto a marcacao de neurdnios
(Figura 2 e 3).

Em 1?°, G1, G2 e G5 apresentaram marcacao variando entre ausente a
acentuada, em neur6nios corticais, sendo significativamente superior aos grupos
G3 e G4, em que a marcacao variou de ausente a moderada € 70% a 95% das
amostras apresentaram auséncia de marcagdo (Figura 2 e Tabela 1). Nessa

regido, em |*°

, a expressao de p-ERK1/2 foi significativamente maior em G1 e G5,
quando comparados a G2, G3 e G4, em que marcacao ausente foi observada em
90% das amostras (Tabela 1).

No hipocampo, em %

, G1 e G5 apresentaram marcacdo ausente a
moderada (Tabela 1). Em G2, variou de ausente a acentuada, sendo
significativamente maior que G1, G3 e G4 (Figura 3). A marcacao em G3 e G4 foi

de ausente a discreta, sendo que 85% a 95% néo expressaram p-ERK1/2. No
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tempo 1*° a marcagdo apresentou-se mais intensa em G1, G2 e G3 (Tabela 1).
Neste tempo, G1 foi significativamente diferente de G3, G4 e G5 (Figura 3). Em
G5 a marcacao variou de ausente a moderada e nos outros grupos de ausente a
acentuada (Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia da marcagcdo com anticorpo anti-p-ERK1/2 em neurbnios corticais
(NC) e neurbnios do hipocampo (NH) de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo, Goiania, 2010.

Grupo 1 (%)

Momentos I° P 1 [

Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

NC 90 10 O O 75 20 5 0 55 25 10 10 10 45 30 15

NH 75 25 0 0 9% 5 0 0 8 15 5 0 30 25 10 25
Grupo 2 (%)

Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

NC 90 10 O O 80 35 5 0 50 30 15 5 90 0 0 10

NH 85 15 0 0 90 10 0O 0 50 25 20 5 65 5 10 20
Grupo 3 (%)

Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

NC 8 15 0 0 75 20 5 0 9 10 O O 90 0 o0 10

NH 95 5 0O 0 80 20 0O 0 9 5 0 0 60 10 10 20
Grupo 4 (%)

Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

NC 95 5 0O 0 70 25 5 0 70 10 15 0 90 10 O O

NH 95 5 0O 075 15 10 0 85 15 0 O 75 5 10 10
Grupo 5 (%)

Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

NC 70 10 20 0 70 30 O O 35 30 20 10 45 20 35 O

NH 8 15 0 0 9 5 0 0 65 15 20 0O 55 40 5 O

Onde: Escores: 0-auséncia de marcacgdo; 1-marcacdo discreta; 2-marcagdo moderada e 3-
marcagao acentuada.Grupos - G1: controle; G2, G3 e G4: ratos tratados com extrato etandlico da
casca de pequi a 100mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente e G5: vitamina E. Tempos
de isquemia - I°: sem isquemia, I°: cinco minutos; I?°: 20 minutos e 1*°: 45 minutos;

A expressao de ERK1/2 fosforilada sem a acdo dos antioxidantes, no

cortex cerebral, tem indicios de aumentar de 1° para I

|20

. Na regido do hipocampo,
a expressdo reduziu em I°, elevou-se em I*° e, mais intensamente, em 1** (Figura
4A e B). Nos grupos tratados, especialmente com extrato da casca de pequi,
observou-se diminuicdo da expressdo de p-ERK 1/2, principalmente em 1*°, em

neurénios corticais e hipocampais (Figura 4C e D).
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FIGURA 2 — Expressdao de p-ERK 1/2 em neurbnios do cértex cerebral de ratos
submetidos a isquemia e reperfusao apés tratamento com extrato etandlico
da casca de pequi a 100 (G2), 300 (G3) e 600 (G4) mg/kg, vitamina E (G5)
e nao tratados (G1). abc- momentos com letras diferentes diferem
estatisticamente (p<0,05) entre grupos e momentos sem letras nao diferem
significativamente (p>0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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FIGURA 3 — Expressao de p-ERK 1/2 em neurénios do hipocampo de ratos submetidos a
isquemia e reperfusdo apos tratamento com extrato etandlico da casca de
pequi a 100 (G2), 300 (G3) e 600 (G4)mg/kg, vitamina E (G5) e nao tratados
(G1). ab- momentos com letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)
entre grupos e momentos sem letras nao diferem significativamente (p>0,05)
pelo teste de Kruskal-Wallis.
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FIGURA 4 — Fotomicrografias do hipocampo de cérebro de ratos submetidos a isquemia
e reperfusdo. Nas imagens evidenciam-se neurénios com o anticorpo anti-p-
ERK1/2 (seta). Em A, hilo do giro denteado do Grupo controle (G1)
subgrupo 45 minutos de isquemia (I*°). Em B, regido CA1 do Grupo controle
(G1) subgrupo 45 minutos de isquemia (1*°). Em C, regido CA1 do Grupo
tratado com 600mg/kg de extrato etandlico da casca de pequi (G4) subgrupo
20 minutos de isquemia (I°°). Em D, regido CA3 do Grupo tratado com
100mg/kg de extrato etandlico da casca de pequi (G2) subgrupo 20 minutos
de isquemia (I*°). Imunomarcagéo com anti-phospho-ERK1/2. A: 100X e B,
C e D: 400X.

Analise imunoistoquimica com anticorpo p-JNK

Em todos os grupos, células da glia (astrécitos e oligodendrécitos), da
regidao cortical e da substancia branca apresentaram marcagdo nuclear e
citoplasmatica pelo anticorpo p-JNK, em todos os tempos estudados (Figura 5B).
As células gliais apresentaram diferencas de expressado entre os tempos de
isquemia. A marcagdo neuronal foi observada somente no citoplasma,
principalmente em neurénios piramidais de CA3 do hipocampo (Figura 5A), ndo
havendo em nenhum tempo de isquemia marcacdo nuclear de neurdnios em

nenhuma das regides estudadas (Figura 5A e B).
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FIGURA 5 — Fotomicrografias do cérebro de ratos submetidos a isquemia e reperfusao.
Nas imagens evidenciam-se neurdnios (seta) e células gliais (cabega de
seta) marcados com o anticorpo anti-p-JNK. Em A, citoplasma de neur6nios
CA3 do Grupo tratado com 300mg/kg de vitamina E (G5) subgrupo cinco
minutos de isquemia (I°). Em B, células gliais no cértex cerebral do Grupo
tratado com 600mg/kg de extrato etandlico da casca de pequi (G4) subgrupo
cinco minutos de isquemia (I°). Imunomarcagdo com anti-phospho-JNK,
400X.

A expressao de p-JNK em neurdnios piramidais de CA3 néo
apresentou diferenca significativa entre os grupos (Tabela 2). No tempo I° de
todos os grupos, 60% a 80% dos neurbnios apresentaram auséncia de marcacgao.
Em I°, 40% a 80% das células apresentaram auséncia de marcagdo em todos os
grupos e em |°° essa mesma porcentagem de neurénios estavam moderadamente
marcados. A marcagao da maioria das células variou de ausente a moderada em
13,

No G1, 60% das células da glia apresentaram marcacao acentuada em
I° e I° e moderada em I° e I?°. G2 apresentou, em 1°, 80% dessas células com
marcagdo discreta e, em I°, I’ e I*°, 60% das amostras foram de intensidade
moderada. Observou-se em G3, 80% das amostras de intensidade acentuada em
I°, 40% das células com marcagdo acentuada e 40% discreta em I° e I*° e de

1?°. Em G4, nos tempos I° e I°

|20

moderada a acentuada em a marcagao foi

predominantemente moderada e, em e I*°, 80% das células apresentaram
marcacao acentuada. Em G5, observou-se marcagcdo predominantemente
discreta em I° e 1*°, ja em I° e 1’ variou de moderada a acentuada (Tabela 2). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos em nenhum dos tempos.
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A expressdo de JNK fosforilada sem a acdo dos antioxidantes, em
neurdnios piramidais de CAS3, tem indicios de aumentar a intensidade de
marcacdo de 1° para I*°. No grupo tratado com vitamina E, observou-se uma
discreta reducao da intensidade de marcacao em neurdnios de CA3 nos tempos
I°, 1?° e I** em relagdo ao grupo controle. Nos grupos tratados com extrato da
casca de pequi, a marcacdao de neurbnios de CA3 foi semelhante ao grupo
controle. Em células gliais, a marcagcdo manteve-se intensa em todos os
subgrupos do grupo controle. Nos grupos tratados com antioxidantes, a
expressao de p-JNK nessas células diminui, principalmente, com uso de 100 e

300mg/kg de peso de extrato etandlico da casca de pequi e com vitamina E.

Tabela 2 - Frequéncia da marcagdo com anticorpo anti-p-JNK em neurdnios piramidais
CAS8 e células gliais (glia) de cérebro de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo, Goiania, 2010.

Grupo 1 (%)

Momentos I° I° 12 14

Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 1 2 3 0 1 2 3

CA3 80 20 0 O 60 0 40 O 40 40 20 40 20 40 O
Glia 0O O 40 60 0O O 60 40 0O O 60 40 0O O 40 60
Grupo 2 (%)

Escore s 0 1 2 3 o0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

CA3 60 40 0 O 60 O 40 O 40 O 40 20 80 O 20 O
Glia 0 80 0 20 0 20 60 20 O 20 60 20 O 20 80 O

Grupo 3 (%)

Escores o 1 2 3 0 1 2 3 01 2 3 0 1 2 3
CA3 60 40 O 0O 60 0O 40 0O 20 20 60 0 60 20 20 O
Glia 0O 20 0O 80 0O 40 20 40 0O 20 40 40 O 40 20 40

Grupo 4 (%)

Escore s 0 1 2 3 o0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

CA3 80 20 O 80 0 20 0 O 40 40 20 20 20 40 20
Glia 0O 0O 100 0O O 40 40 20 O O 20 80 O O 20 80

o

Grupo 5 (%)

Escore s 0 1 2 3 o0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

CA3 80 20 O O 40 40 20 0 20 O 8 O 60 O 40 O
Glia 0 60 40 O O 40 60 O O 20 40 40 O 60 20 20

Nao houve diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

Onde: Escores: 0-auséncia de marcacao; 1-marcacdo discreta; 2-marcagcdo moderada e 3-
marcacao acentuada.Grupos - G1: controle; G2, G3 e G4: ratos tratados com extrato etandlico da
casca de pequi a 100mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente e G5: vitamina E. Tempos
de isquemia - I°: sem isquemia, I°: cinco minutos; I?°: 20 minutos e 1*°: 45 minutos.
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DISCUSSAO

Este estudo é pioneiro em descrever informacdes relativas a
localizacao e expressao de p-ERK1/2 e p-JNK em cérebro de ratos submetidos a
I/R ap6s uso de extrato etandlico da casca de pequi. CHU et al. (2004) mostraram
que p-ERK esta presente no tecido nervoso e é ativada por inumeros estimulos
extracelulares, sendo na I/R principalmente por ativagcdo dos receptores de
glutamato, devido ao estresse oxidativo. De acordo com SUGINO et al. (2000), a
isquemia global transitéria promove ativacao de ERK1/2, p38 e JNK. Nesse
contexto, o presente estudo verificou a diferenca de fosforilagcado de ERK1/2 e JNK
nos grupos tratados que receberam vitamina E e extrato etandlico da casca de
pequi.

No presente estudo, verificou-se que, no cortex cerebral e hipocampo
do grupo controle, a expressao de ERK1/2 fosforilada aumentou a medida que se
prolongava os tempos de isquemia, apresentando maior quantidade de amostras
com intensidade acentuada, utilizando o tempo de 45 minutos de isquemia apés
duas horas de reperfusdo. Esses achados corroboram o estudo realizado por
NAMURA et al. (2001), que observaram ap0s isquemia cerebral global aumento
de p-ERK1/2 persistente até uma hora apds a reperfusdo. Achados semelhantes
foram encontrados por FERRER et al. (2003), que observaram aumento da
expressao de p-ERK1/2 nas primeiras horas de reperfusdo (uma a quatro horas)
em neurbnios da regido acometida por uma hora de isquemia focal.

No presente estudo, os grupos tratados com antioxidantes,
apresentaram diminuicdo da expressao da proteina em comparacao ao grupo
controle, com variacdes entre os tempos e de acordo com o suplemento utilizado.
Em estudo realizado por GAO et al. (2008) em ratos, foi observado que o pré-
condicionamento isquémico inibe a expressao de p-JNK e p-ERK1/2, sendo que
essa encontra-se aumentada de uma a 24 horas apés o evento isquémico sem o
tratamento. HICKS et al. (2000) ao avaliar o efeito da hipotermia na ativacao de p-
ERK apds I/R cerebral global, verificou, no hipocampo, aumento da expressao da
proteina durante a reperfusdo. Todos estes trabalhos associaram a inibicao de p-
ERK com a sobrevivéncia celular. Portanto, diante dos achados do presente
estudo, sugere-se que a inibicdo da atividade de ERK1/2 pode contribuir para um
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efeito protetor apés administracdo de antioxidantes, ja que observamos maior
expressdao no grupo controle apdés duas horas de reperfusdo em relagdo aos
tratados.

Os grupos tratados com extrato etandlico da casca de pequi,
principalmente o grupo que recebeu 600mg/kg, apresentaram menor expressao
de p-ERK1/2 quando comparados ao grupo tratado com vitamina E. Dessa forma,
pode-se inferir que as acdes antioxidante e neuroprotetora do extrato utilizado
nesta investigacao podem estar envolvidas em inibicao precoce da fosforilagao de
ERK1/2, possivelmente por reducdo do estresse oxidativo e da ativacdo dos
receptores de glutamato, conforme citado por STANCIU et al. (2000), LI et al.
(2008) e SZYDLOWSKA et al. (2010).

Neste trabalho, notou-se expressdo de p-ERK em células musculares
lisas de pequenos vasos. De acordo com MADDAHI & EDVINSSON (2008), a
fosforilagdo de ERK1/2 em células musculares lisas de vasos sanguineos esta
relacionada ao aumento do numero de receptores de contratilidade da
microvasculatura da regidao isquémica. Estes autores verificaram que a inibicao de
MEK1 (precursor de ERK1/2) até seis horas apds a isquemia cerebral reduz a
ativacdo de ERK1/2, de receptores vasculares (endotelina, serotonina e
angiotensina) e, consequentemente, atenuam o infarto cerebral. Em estudo
similar, MADDAHI et al. (2009) verificaram que inibicdo de fosforilacdo ERK1/2
reduz a expressdo de metaloproteases (MMP-9) e inibidores teciduais de
metaloproteases (TIMP-1), diminuindo alteragdes na barreira hematoencefdlica,
edema e a area de infarto cerebral.

No presente estudo nédo se observou expressdo de p-JNK em
neurdnios da regido cortical. A fosforilacao de JNK foi observada, principalmente,
em células da glia, em todos os grupos estudados, tanto na regiao cortical quanto
na substancia branca. O mesmo foi observado por LENNMYR et al. (2002), que
apos seis horas da isquemia cerebral focal ndo encontrou marcacao neuronal e
observaram que células da glia da regido cortical apresentavam marcagao
intensa.

No hipocampo, marcacdo do citoplasma de neurbnios piramidais da
regiao CAS foi vista em todas as amostras. Achado semelhante foi observado por
HICKS et al. (2000) em estudo para avaliacao de neuroprotecao por hipotermia,
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em que encontrou expressao mais abundante de p-JNK, apos reperfusdo, no giro
denteado e em CAB; adicionalmente, a localizagdo de ativagdo de JNK e ERK1/2
aconteceu em regides diferentes. Em contraste a esse relato, no presente
trabalho a maioria das células ndo foram marcadas pelo anticorpo, o que
possivelmente esta associado ao tempo de reperfusao de duas horas nao ter sido
suficiente para a ativacao de JNK. De acordo com REPICI et al. (2007), a ativacéo
de p-JNK na regiao acometida pela isquemia acontece a partir de 3 horas apds o
evento e tem seu pico seis horas ap6s. No entanto, observou-se marcacao de
neurénios em CA3 em todos os tempos sem diferenga significativa entre os
grupos, sendo mais pronunciada aos 20 e 45 minutos de isquemia ap6s duas
horas de reperfusdo. SUGINO et al. (2000) relataram imunoreatividade de p-JNK
em CA3 30 minutos apds cinco minutos de isquemia global transitéria que
continuou até 72 horas ap6s o inicio da reperfusao.

As proteinas p-ERK1/2 e p-JNK foram expressas em cérebros de ratos
apos I/R, sendo que, no grupo controle, a ERK1/2 fosforilada apresentou aumento
durante os tempos de isquemia. Esta proteina apresentou menor expressao em
neurbnios de cérebros de ratos tratados com doses mais altas de extrato
etandlico da casca de pequi. Este achado demonstra que o extrato promove
reducao da expressao de ERK1/2 ativada, podendo ser esse um dos mecanismos

moleculares envolvidas na neuroprotecao conferida pelo extrato.

CONCLUSAO

O extrato etandlico da casca de pequi pode reduzir a expressao de
fosfo-ERK1/2 em neurbnios de cérebros de ratos submetidos a isquemia
transitéria global e reperfusdo de duas horas. Nao houve diferenca de expressao
de p-JNK entre os diferentes grupos e tempos de isquemia.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado investigou a acado do extrato etandlico da casca de
pequi por meio da avaliacdo histomorfolégica e da expressao de proteinas
envolvidas no processo de apoptose e sobrevivéncia celular, em um modelo
experimental de isquemia e reperfusdo cerebral global transitéria e reperfusao de
duas horas com ratos Wistar. Este estudo foi o pioneiro em utilizar o extrato
etandlico bruto da casca de pequi como método preventivo de lesdes de isquemia
e reperfusao cerebral “in vivo’.

Diante dos achados, este modelo mostrou-se eficiente para promover
lesbes de isquemia e reperfusdo, quando associada a oclusao de dois vasos com
método anestésico que gera hipotensao. Verificou-se, também, que a coloracao
de rotina de hematoxilina e eosina permite a identificacdo de neurbnios com
morfologia isquémica.

A interrupcao da oxigenacgao cerebral é capaz de desencadear diversas
respostas locais e varias condicdes clinicas e cirdrgicas, como estado de choque
e hipotensdao acentuada, parada cardiaca, tromboembolias podem ser
responsaveis por desencadear o processo isquémico. A isquemia isoladamente é
responsavel por causar lesdes no tecido nervoso e quanto antes houver o retorno
do fluxo sanguineo menores serdo as alteracdes teciduais. Porém, apesar da
fundamental importancia da reperfusdo para o reestabelecimento das funcdes
normais do tecido em anoxia, o retorno do sangue rico em oxigénio resulta em
uma cascata de eventos, que exacerbam o dano tecidual, resultando em perda da
funcéo celular e faléncia do érgao.

Sabendo da fundamental importancia da lesdo de isquemia e
reperfusao apos submeter qualquer tecido a este processo, torna-se relevante um
entendimento de sua fisiopatologia, além da criagdo de modelos experimentais de
isquemia e reperfusdo que sejam simples, reprodutiveis e consistentes, com
intuito de testar tratamentos que possam atenuar as lesdes decorrentes desse
tipo de intervengéo.

Entédo, a realizacdo deste trabalho considerou a possibilidade de que
as lesdes de isquemia e reperfusdo pudessem ser minimizadas com o uso prévio

de antioxidantes naturais, podendo assim haver diminuicdo de morte celular.
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Assim, diante de tal perspectiva, consideraram-se, a presenca de células
morfologicamente em necrose e a avaliacdo de proteinas envolvidas no processo
de apoptose e sobrevivéncia celular como parametros para avaliar a eficacia do
extrato etanodlico da casca de pequi na prevencao de lesbes de isquemia e
reperfusdo, apds periodos de isquemia de 5, 20 e 45 minutos e 2 horas de
reperfusdo. O extrato etandlico bruto da casca de pequi mostrou acao
neuroprotetora por minimizar as lesGes celulares, reduzir expressao de proteinas
ativadoras de apoptose, como caspase-3 clivada, e proteinas envolvidas com a
protecao e sobrevivéncia celular, como a p-ERK1/2.

Para a identificacdo das substancias presentes na casca de pequi que
sdo capazes de promover a neuroprotecdo faz-se necessario testes quimicos
para separacao e identificacdo dos compostos presentes nesta parte do vegetal,
até mesmo para garantir que ndo existem substancias nocivas ao homem e
animais.

As expectativas de estudos futuros poderia ser proposta empregando-
se outras técnicas, como microscopia eletrénica, que possibilitaria uma avaliacéo
qualitativa das alteracdes celulares e confirmacdo da necrose celular; Western
Blot e o teste de TUNEL, que permitiiam analise quantitativa das proteinas e a
identificacdo de células apoptoticas, podendo dar maior suporte para discussdes
de sua associacdo nos mecanismos fisiopatogénicos que culminam com a
sindrome da isquemia cerebral. Além disso, a quantificacao de proteinas oxidadas
e de compostos de lipoperoxidacdo no tecido cerebral isquémico traria maiores
informacdes quanto ao efeito antioxidante dos suplementos utilizados.

Outra possibilidade de estudo é a utilizacao de modelos de isquemia e
reperfusdo in vitro, que possuem importancia relevante para o maior
entendimento dos mecanismos de agdo do extrato etandlico da casca de pequi
como agente antioxidante e neuroprotetor. A cultura de células permite a
reprodutibilidade do modelo in vivo, garantindo a reducdo do numero de animais.
Além disso, permite a avaliacdo da resposta celular a suplementacéo,
isoladamente da acéo de outras células e componentes endégenos do tecido que
possam interferir na acao do produto.

Os suplementos utilizados sdo promissores para reduzir as lesdes
precoces de isquemia e reperfusdo cerebral. No entanto, para assegurar o uso do
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extrato etandlico da casca de pequi na saude humana e animal, torna-se
imprescindivel a realizacdo de testes direcionados ao efeito tdxico do extrato
etandlico da casca de pequi e analise da composicao quimica do vegetal. Sugere-
se a utilizacdo de estudos que utilizem modelos de cultivo celular ou diferentes
vias de aplicacdo em espécies animais diversas, usando esse extrato em
diferentes dosagens e, principalmente, superiores as utilizadas neste estudo. Os
modelos in vivo devem associar € comparar os achados de indice de mortalidade,
analises comportamental, clinicas e anatomopatol6gicas aos resultados dos
testes bioquimicos, moleculares e dos estudos in vitro.

O pequi € um fruto do cerrado que possui grande importancia na
culinaria regional e tem conquistado paladares de diversas regides do Brasil.
Além disso, pesquisas mostram que este vegetal possui propriedades benéficas
para a saude humana, seja para tratamento como para prevencao de doencas.
Ainda, testes in vitro revelaram que as diferentes partes do pequi possuem
agentes antioxidantes potentes para a neutralizacdo de radicais livres. Assim, a
utilizacdo da casca deste fruto, parte que é descartada, podera ser empregado
como método terapéutico ou preventivo de lesdes de isquemia e reperfusdo, além
de promover um impacto na conscientizacdo ambiental.

Nos ultimos tempos a exploracdo do cerrado e o crescimento da
agropecuaria tem devastado areas imensas deste tipo de vegetacao. Assim, esta
descoberta podera servir como aviso de que o0 exterminio do cerrado também
colocara fim em importantes possibilidades terapéuticas, a partir do uso de
componentes da flora ainda ndo descobertos ou estudados para essa finalidade.
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