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RESUMO
PRE-CONDICIONAMENTO COM NITROSIL RUTENIO PROMOVE

NEUROPROTECAO CEREBRAL ENVOLVENDO PROTEINA

QUINASE EM RATOS IN VIVO. MARCIO WILKER SOARES CAMPELO.
Pos-Graduacéao Stricto Sensu do Departamento de Cirurgia, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de Doutor em Ciéncias
Medico-Cirargicas). Junho, 2015. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo
de Vasconcelos.

Introducédo e objetivo: Doadores de NO (6xido nitrico) podem diminuir a lesédo
neuronal durante a isquemia/reperfusdo (I/R) cerebral experimental por aumento
do fluxo sanguineo cerebral. O objetivo deste estudo foi avaliar se um novo
doador de NO complexo nitrosil ruténio (Ru-bpy) apresenta algum efeito durante
I/R e se envolve proteinas quinases.

Método: Foram utilizados 180 ratos machos, da linhagem Wistar, com peso
médio de 290.27 g, distribuidos 6 grupos: Sham 1h, solugdo salina +
isquemia/reperfusdo 1h, Ru-bpy + isquemia/reperfusdo 1h, Sham 24h, solugéo
salina + isquemia/reperfusao 24h, Ru-bpy + isquemia/reperfusao 24h. Utilizado o
modelo de isquemia cerebral global incompleta, com ocluséo da artéria carétida
comum bilateral e administracdo do SF ou Rut-bpy em seus respectivos grupos
via intraperitoneal 30 minutos antes do inicio do pingamento das carétidas
comuns. Apo6s 30 minutos de isquemia. No final do experimento os animais
foram decapitados e o cérebro retirado para ser avaliado a area de lesdo por
histologia com H&E, imunohistoquimica, quantificacdo de edema cerebral, nitrito,
imunoensaio para quinases. Durante o experimento (fase de isquemia e primeira
hora de reperfusdo) a pressao artérial média (PAM) dos animais foi
monitorizada.

Resultados: Diminuicdo do numero de neurdnios eosinofilicos e do edema no
tecido cerebral nos animais pré-condicionados com nitrosil ruténio. A variacdo da
PAM foi menor nos animais tratados com Ru-bpy ao final da isquemia e inicio
da reperfusdo. Inibicdo do NF-kB. Ativagdo das proteinas quinase AKT, P70S6,
ERK 1/2 e CREB, com inibigdo da proteina JNK.

Conclusao: O Rut-bpy tem efeito protetor neuronal durante evento de I/R
sustentado por 24h mantendo a PAM mais estavel durante o inicio da
reperfusdo. Envolvendo a via das proteinas quinases.

Descritores: Isquemia Encefalica. Oxido Nitrico. Compostos de Ruténio.
Proteina quinase.
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ABSTRACT

PRECONDITIONING WITH NITROSYL RUTHENIUM
PROMOTES NEUROPROTECTION INVOLVING PROTEIN

KINASE IN RAT BRAIN IN VIVO.Department of Surgery, Medicine
School, Federal University of Ceara (Doctor Degree of Medical-Surgical
Science). May, 2015. Advisor: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de
Vasconcelos.

Background and purpose - The NO donors can decrease neuronal injury
during cerebral ischemia and reperfusion (I/R) by increasing the blood flow to the
brain. The objective of this study is to study whether a new nitrosyl ruthenium
complex makes some effect during I/R and if involves protein kinases.

Methods - Used 180 male rats, Wistar rats, with an average weight of 290.27 g,
distributed 6 groups: Sham 1h, saline + ischemia/reperfusion 1h, Ru-bpy
ischemia/reperfusion 1h, Sham 24h, saline + ischemia/reperfusion 24h, Ru-bpy
ischemia/reperfusion 24h. Used global cerebral ischemia model incomplete, with
occlusion of bilateral common carotid artery and administration of SF or Rut-bpy
in their respective groups by intraperitoneal way. At the end of the experiment,
the animals were decapitated and the brain removed to be evaluated to the area
of injury by histology with H&E, immunohistochemistry, quantification of brain
swelling, nitrite, immunoassay for kinases. During the experiment (phase of
ischemia and first hour of reperfusion) PAM of animals was monitored.

Results: Decreased number of neurons reds and edema in brain tissue in
animals preconditioned with nitrosyl ruthenium. PAM variation was lower in
animals treated with Ru-bpy the end of ischemia and early reperfusion. Inhibition
of NF-kB. Activates the kinase protein Akt, Erk 1/2, p70S6 and CREB, with
inhibition of JNK protein.

Conclusion: The Rut-bpy has protective effect during neuronal event of I/R
supported by 24h and keeping PAM more stable during the beginning of
reperfusion. Involving the protein kinase.

Keywords: Brain ischemic. Nitric oxide. Ruthenium Complex
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1 INTRODUCAO

A isquemia cerebral, considerada uma das principais causas de
morbidade e mortalidade humana, caracteriza-se pela deficiéncia transitoria ou
permanente do fluxo sanguineo cerebral (FSC) com intensidade suficiente para
iniciar alteragées metabdlicas e lesbes encefalicas, reversiveis ou irreversiveis,

com mudancgas na integridade estrutural neuronal.

O acidente vascular cerebral (AVC), que pode ser resultado da lesdo de
isquemia e reperfusdo cerebral, € a segunda causa de morte no mundo e a
primeira causa de morte nos paises desenvolvidos com 6,7 milhdes de pessoas
mortas por ano (NAGHAVI et al., 2015). Conforme a Organizacdo Mundial de
Saude, no Brasil séo registradas cerca de 68 mil mortes por AVC anualmente. A
doenca representa a terceira causa de morte e incapacidade no pais, o que gera
grande impacto econdmico e social, levando a maiores gastos ao sistema
publico de saude com altas taxas de mortalidade e morbidade (NAGHAVI et al.,

2015).

Em 1856, Savory descreveu a oclusdo da artéria carétida extracraniana
em uma mulher com hemiplegia e disartria — a primeira descricdo do elo entre

AVC e lesao da artéria carétida extracraniana.
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1.1 FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA E REPERFUSAO CEREBRAL

1.1.1 Fase de isquemia

A isquemia cerebral pode ser resultante de varias doencas que acometem
o leito vascular cerebral - a maioria envolvendo as artérias carétidas e ou as
artérias do poligono de Willis, por meio da obstrucdo (GAGLIARDI, 2006) ou
decorrente de procedimento cirargico ou trauma onde possa ocorrer a
diminuicdo do fluxo sanguineo da regido acometida, comprometendo o acesso
de nutrientes, assim como de oxigénio, e que pode ou nao ser agravado durante
a reperfusé@o (retorno do fluxo sanguineo normal), dependendo do tempo de

isquemia (CRONENWETT e JOHNSTON, 2010).

A expressao genérica “acidente vascular cerebral” refere-se ao subito
comprometimento da fungcdo cerebral, provocado por uma variedade de
alteracdes histopaldgicas, envolvendo um (focal) ou varios (multifocal) vasos
sanguineos intra ou extracranianos, levando a reducdo do suprimento
sanguineo, resultando no decréscimo da tensdo de oxigénio (hipdxia) e

metabdlitos de alta energia em tecido cerebral (ATP e glicose principalmente).

Quando o fluxo sanguineo para o cérebro € reduzido, a sobrevida do
tecido em risco depende de varios fatores modificadores: da disponibilidade de

circulacao colateral, da duracdo da isquemia e da magnitude e rapidez da
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reducdo do fluxo (MIYASAKA et al., 2000; SCHALLER e GRAF, 2004). Tais
fatores determinam, por sua vez, o local anatdmico e o tamanho da lesao

(DAHR e DIRNGER, 2015).

As repercussfes da isquemia estdo associadas as alteracbes
morfologicas e funcionais resultantes da necrose tecidual. As alteracdes
provocadas pela falta de aporte sanguineo desencadeiam processos
metabdlicos celulares como: acidose celular, alteracdo no potencial de
membrana, alteracdo na distribuicdo de ions, edema celular, diminuicdo da ATP,
da fosfocreatina e da glutationa que induzem a célula a autodestruicao
(BLAISDELL, 2002; ELTZSCHING e COLLARD, 2004; BAYRAK et al., 2014;

OROBEI e KULIKOV, 2014).

Quatro componentes estruturais e funcionais sao particularmente
sensiveis a hipdxia decorrente da isquemia: a membrana celular - principal
responsavel pelo equilibrio ibnico e osmdético; a respiracdo aerdbica; a sintese
de proteinas estruturais e enziméaticas; e a sintese do aparelho de reparo do

cédigo genético (COTRAN; KUMAR; ROBBIN, 2010).

Durante a fase de isquemia, devido a diminuicdo da concentracdo de
oxigénio para o tecido cerebral, ocorre inibicdo da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial e a queda da producéo de adenosina trifosfato (ATP) (BERNARDI,

1996; MUNIZ et al., 2004).

O metabolismo anaerobico supre, na situacdo acima, o ATP por curto
periodo de tempo, levando a acidose tecidual. No entanto, o consumo do

estoque de ATP continuard ocorrendo, até ser degradado todo o estoque em
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adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP) (YOSHIDA et al.,

2002; MONSIENKO et al., 2015).

Essa falta de energia celular causa a faléncia da bomba de sddio-
potassio (Na'/K") e, devido a faléncia da bomba, passa haver maior actimulo de
Na® intracelular, perda de potassio (K*), perda da permeabilidade seletiva das
membranas celulares, edema da célula e das organelas. Simultaneamente,
ocorre aumento do influxo de célcio (Ca®) e de cloreto para o meio intracelular
(BRALET et al.,, TRYSTMAN et al.,, 1991; 1987; LIPTON, 1999; SONG et al.,

2014; HERTZ et al., 2015).

A perda da permeabilidade seletiva da membrana celular e o desequilibrio
ibnico podem afetar a mitocéndria, que € alvo importante durante a isquemia e

reperfusao.

A mitocondria pode ser danificada por elevacao do calcio citosolico, pelo
estresse oxidativo e pela degradacéo de fosfolipidios, pela via da fosfolipase A2
e outros. A lesdo é comumente expressa pela formacdo de um canal de alta
condutancia, conhecido como transicdo da permeabilidade mitocondrial, na
membrana mitocondrial interna (BERNARDI, 1996; SANDERSON et al., 2013;

TANO e GOLLASCH, 2014, CHEN et al., 2015).

1.1.2 Fase de Reperfusao

Caracteriza pelo retorno do fluxo de sangue oxigenado aos tecidos

previamente desprovidos de oxigénio (denominado reperfusédo) € fundamental
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para o reinicio do metabolismo aerdbico (HALLIWELL, 1992). Entretanto, em
certas circunstancias, quando o fluxo sanguineo é restaurado para as células
isquémicas, mas que ainda estavam viaveis, com frequéncia, a lesdo pode se
tornar paradoxalmente maior, e prosseguir em velocidade acelerada. Isso é
chamado de leséo de isquemia/reperfusdo, que varia de acordo com a

intensidade e com a duracédo do tempo de isquemia (MIYASAKA et al., 2000;

TANO e GOLLASCH, 2014).

Essa restauracao caética do fluxo tissular é conhecida como fenémeno do
“ndo refluxo”, no qual interagem multiplos fatores, tais como um ciclo vicioso de
disfuncéo endotelial vascular, reducéo da perfuséo local e acentuagéo do edema

(EVORA et al., 1996).

Durante a reperfusdo, ocorre reoxigenacédo dos tecidos que pode gerar
um aumento de radicais livres nas células neuronais, endoteliais e da glia
(LEFER; LEFFER, 1993; THIAGARAJAN; WINN; HARLAN, 1997; SONG et al.,

2014).

Os radicais livres ou espécies reativas (RLs) sdo espécies independentes
gue contém um ou mais elétrons ndo emparelhados no atomo ou molécula,
aumentando assim a reatividade quimica, conferindo-lhes grande instabilidade.
O mais simples é representado por um atomo de hidrogénio com um proton e
um anico elétron. Além destes, sdo também RLs, 0 superoxido, os radicais

hidroxila, os formados pela via do 6xido nitrico.

Em torno de 95% do oxigénio consumido durante o metabolismo aerdbico

€ utilizado pelas mitocondrias para producéo de energia. O restante, que ndo €&
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completamente oxidado em &gua, € utilizado para a producdo de RLs toxicos
(GRIMBLE, 2001, POPA-WAGNER et al., 2013). Entretanto as células criam
multiplos mecanismos para remover os radicais livres e, desse modo, diminuir a
lesdo (ZIMMERMANN et al., 2004; PISOSCHI et al.,, 2015). A atividade
enzimética antioxidante do tecido afetado pela isquemia/reperfusdo €
particularmente importante como defesa endogena primaria contra as espécies
pré-oxidantes que induzem a injuria (HOMI et al., 2002; PISOSCHI et al., 2015).
Assim, a capacidade antioxidante plasmatica pode ser importante fator que
fornece protecdo contra o dano neuroldgico causado pelas RLs associado ao

evento vascular isquémico (LEINONEN et al., 2000; RADAK et al., 2014).

Porém, quando ha um desequilibrio entre a producéo de radicais livres e
a capacidade de defesa do organismo contra essas espécies, a célula entra em

estado de estresse oxidativo (TARDINI et al., 2003; LEHOTSKY et al., 2004).

A oclusédo experimental de vasos cerebrais causa aumento da formagéo
de RL oxigenado e/ou nitrogenado afetando determinadas regibes cerebrais,
como a regido do estriado e hipocampo (ALEXANDROVA; BOCHEYV, 2005; Ji et

al., 2014).

O papel do estresse oxidativo € muito mais evidente onde o fluxo cerebral
€ restaurado (OLIVER,1990; DIRNAGLS; LADECOLA; MOSKOWITZ, 1999) por
gue o refluxo da area cerebral, previamente isquémica, resulta em aumento do
nivel de oxigénio. Entretanto o periodo de reperfusdo € necessario para salvar o

tecido comprometido pela isquemia (LEHOTSKY et al., 2004).
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Dentre os efeitos lesivos das RLs, tém maior importancia as lesdes do
DNA que ocorrem a partir de reagdes com a timina no DNA nuclear e
mitocondrial, a modifica¢do oxidativa das proteinas, que acentua a degradacéo
multicatalitica causando dano em toda a célula; e a peroxidagao lipidica dentro
das membranas plasmaticas e organelares, que € desencadeada quando as
ligagBes duplas entre os acidos graxos insaturados dos lipidios das membranas
sdo atacados por radicais livres derivados principalmente do oxigénio,
particularmente pelo radical hidroxila (OH") (FABER,1990), acentuando assim a
perda da permeabilidade seletiva das membranas celulares e com isso gerando

desordem na homeostase celular.

Durante a isquemia e reperfusdo em cérebro de ratos, observa-se a
presenca de fatores com propriedades neurotropicas, neuroprotetoras, ou
mediadores neuroinflamatérios (WAINWRIGHT et al., 2007). Sabe-se, ainda,
gue os astrocitos podem atuar de forma protetora ao desequilibrio homeostatico
causada pela isquemia e reperfusdo, removendo o0 excesso de
neurotransmissores excitatorios que podem ativar receptores NMDA, levando a
um aumento de influxo de Ca?* (BRALET et al., 1987; BUISSON; PLOTIKINE;
TRAYSTRAM; KIRSCH; KOEHLER, 1991; BOULU, 1992; LIPTON,1999;

MODERSCHEIM et al., 2007).

Por sua vez, o célcio elevado ativa uma série de enzimas, com efeitos
celulares potencialmente deletérios. Entre as enzimas conhecidas, incluem-se
as fosfolipases, proteases, ATPases e endonucleases (LI et al., 2007; KRISTIAN

e SIEJO, 2009).
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O aumento do calcio citosdlico leva também a ativacdo de isoformas da
NO sintase, via calmodulina, produzindo NO que interage com ROS, culminando
com a producdo de radicais livres nitrogenados (p. ex. peroxinitritos) e
aumentando, assim, a area de lesdo (BUISSON; PLOTIKINE; BOULU, 1992;

GOTO et al., 2002; MODERSCHEIM et al., 2007; OLMEZ et al., 2012).

1.1.3 - A Influéncia do NO na leséao de isquemia e reperfuséo

O Oxido nitrico (NO) - um mediador pleotrofico da inflamacdo - foi
descoberto primeiro como um fator liberado de células endoteliais que causava
vasodilatacdo, ao relaxar o muasculo liso vascular (IGNARRO et al.,1987;
PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). O NO € um gas soluvel produzido ndo
apenas por células endoteliais, mas também por macréfagos e neurdnios
nitrégicos no cérebro (DAWSON; DAWSON, 1995; DALKARA e MOSLOWITZ,

1997; SAMDANI; DAWSON; DAWSON, 1997; GAMBARYAN e TSIKAS, 2015).

A sintese de NO da-se a partir da L-arginina, oxigénio molecular,
nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NADPH) e outros cofatores incluindo heme,
dinucleotideo de flavina-adenina (FAD), mononucleotideo de flavina (FMN) e
calmodulina, pela atividade da enzima Oxido nitrico sintetase (ALDERTON;

COOPER. KNOWLES, 2001).

Existem trés isoformas de (Oxido nitrico sintase) NOS a saber: NOS

endotelial (NOS¢), NOS neuronal ou cerebral (NOS,) e NOS induzida ou


http://pt.wikipedia.org/wiki/Flavina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Flavina
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imunologica (NOS;) (DALKARA e MOSLOWITZ, 1997; SAMDANI; DAWSON;

DAWSON, 1997).

Os efeitos do NO na isquemia cerebral sdo complexos variando desde
uma potente vasodilatacdo e preservacdo do fluxo sanguineo cerebral induzida
pelo NO produzido pela NOSe (DAWSON; DAWSON, 1995; WILLMOT et al.,
2005; JIANG et al., 2015) a efeitos citotoxicos diretos e/ou indiretos devido ao

NO produzido pela NOS, e NOS; (GOTO et al., 2002; ARRICK et al., 2014).

Tendo o NO papel complexo nas lesbes mediadas por radicais livres
durante a reperfusdo (WILLMOT et. al., 2005) e com alguns artigos divergentes
entre efeitos benéficos e outros neurotdxicos por induzir a formacdo de
peroxidonitrito causando peroxidacdo lipidica e dano no DNA (ZHANG et al.,
2001). ApoOs isquemia e reperfusdo ha um aumento significativo de RLs que
podem ser mensurados, indiretamente, por causar peroxidacao lipidica, cujas
lesbes podem ser prevenidas tanto pela inibicdo da NOS seletiva da NOSn e
NOSIi, como pela administracdo de doadores da NO (WAINWRIGHT et al, 2007).
Isso foi confirmado em outros trabalhos em modelos animais de isquemia
cerebral (PLUTA et al., 2001; ZHANG et. al., 2001) e faz-se necessario observar
gue a atividade da NO sintetase endotelial € essencial para manter o fluxo
sanguineo cerebral durante as fases de isquemia e reperfusdo cerebral, com
efeitos benéficos induzindo a expressdo do VEGF promovendo angiogenese

(HARUKUNI e BHARDWAJ, 2006; JIANG et al., 2015).

O NO sintetizado a nivel intracelular € capaz de ativar varias moléculas

como os radicais livres (SANG et al. 2006), canais de potassio ATP dependentes
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(XIOoNG et al. 2003) e proteina quinase (LI et al. 2008; ZHANG et al. 2011; DAVIES
AND TOURNIER 2012; YASUDA et al. 2014; CHEN et al. 2015) que estdo envolvidos
na fisiopatologia da isquemia/reperfusdo, assim como nos mecanismo de
neuroprotecdo em modelos que utilizam pré-condicionamento (CODACCIONI et al.

2009; BEDIRLI et al. 2012).

1.2 O USO DO DOADOR DE OXIDO NITRICO

Wainwright et al (2007) mostraram que a administracdo de doador de NO
(DETONONOate—(2)-1-[N-2aminoethyl)-N-(2-ammonio-ethyl)amino]diazen-1-
ium-1,2-diolate) reduz lesdo neuroldgica, isquemia e reperfusdo e que esta
protecdo €, em ultima analise, devido a0 aumento e a preservacdo do fluxo
sanguineo cerebral. Outros pesquisadores também recentemente demonstraram
os beneficios da utilizacdo de outros doadores de NO na isquemia/reperfusao
cerebral (MUNOZ et al., 2012; GODINEZ-RUBI et al., 2013; QI et al., 2014;

ARANDARCIKAITE et al., 2015).

Doadores de NO, quando aplicados em sistemas biologicos liberam NO e
séo capazes de mimetizar a resposta enddgena de liberacdo de NO ou substituir
uma deficiéncia endégena de NO (IGNARRO et. al., 1999; IGNARRO; NAPOLI;

LOSCALZO, 2002).

Recentemente, varios compostos metalicos foram estudados como
doadores de NO ou como “varredores” de NO, incluindo compostos do complexo

nitrosil ruténio (LUNARDI; SILVA; BENDHACK, 2009).
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As caracteristicas do complexo nitrosil ruténio tém sido bastante
estudadas nos ultimos anos, devido ao importante papel no processo biolégico
de liberacdo de NO envolvendo metal de transicdo, tendo também a
possibilidade de producdo termicamente estavel (FORD; WINK; STANBURDY,
1993; WINK et al.,, 1993; WINK et. al.,, 1996) e ser capaz de liberar NO sob
estimulo externo, além da vantagem do NO ser liberado em sistema biolégico

alvo (LUNARDI; SILVA; BENDHACK, 2009).

Grupos de doadores de NO, que tém como metal o ruténio, e que sao
solaveis em &gua e liberam NO principalmente sob a acdo de agente redutores,
foram utilizados para avaliar o potencial de relaxamento na musculatura lisa
vascular (PEI et. al, 2008; GAITANI et al., 2009). Estudos indicam que o
complexo nitrosil ruténio mostrou-se capaz de causar relaxamento de anéis da
artéria aorta in vitro com os mesmos efeitos induzidos pelo nitroprussiato de

sodio (BONAVENTURA et al. , 2007; CERQUEIRA et al.,2008).

Estudos iniciais realizados em hipocampo de ratos, por Weiraszkoa et al.
(2001), avaliaram a geracao de potenciais de acéo provocados por doadores de
NO do complexo nitrosil ruténio. Os autores demonstraram que a acdo dessas
substancias depende da liberacdo de Oxido nitrico pela acdo de um agente
redutor, e que a incubacédo do tecido com oxi-hemoglobina, um removedor de

NO, elimina os efeitos neurofisiologicos.

Isso chama a atencao para a necessidade de se explorar novos doadores

de NO, através de metalofarmacos em sistemas biologicos sob estresse
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induzido pela isquemia e reperfusdo, que tenham menor toxicidade do que o
nitroprussiato de sodio.

Novas substancias do complexo nitrosil ruténio, sintetizadas no
laboratério do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica, da
Universidade Federal do Ceara (Cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PFs, Ru-Bpy) (Figura
1), conforme técnica descrita por Lopes, Wieraszko, El-Sherif e Clark (2001), séo
solaveis em agua, e permanecem estaveis quando expostas ao meio-ambiente.
Esse metalofarmaco é capaz de liberar NO in vitro (WEIRASZKOA et al., 2001;

CERQUEIRA et al., 2008).

Figura 1: Formula estrutural do complexo de nitrosil ruténio (Cis-[Ru(bpy).(SO3)(NO)]PFe).

Abreviatura: bpy = 2,2’-bipiridina.

1.3 SINALIZADORES INTRACELULARES (PROTEINAS QUINASES)
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A adaptacao celular a lesédo de isquemia e reperfusdo € determinada néo
somente pelos tipos proteicos presentes in situ, mas também pela concentragéo,
forma e distribuicAo dessas proteinas. Sua sintese, movimentagdo e
biotransformacdo dependendo principalmente da atividade das proteinas
quinases, que catalisam reacfes de fosforilacdo ou desfosforilagdo de varias

proteinas podendo, portanto, ativa-las ou desativa-las.

Tais reacOes podem ser reguladas por sistemas de segundo mensageiros
ou por ligantes extracelulares, além de poderem ser potencializadas depois de
determinados estimulos (por exemplo, lesdo de isquemia ou mesmo uma
associacdo de isquemia e reperfusdo). Acredita-se que 0S processos de
fosforilacado/desfosforilacdo possibilitam o aparecimento de uma “memoria”
molecular dentro da célula e que por sua vez, participaria ativamente nos
processos de sobrevivéncia e plasticidade neuronal (ZIGMOND MS 1999;

WWINBERG et al., 2015; ENGSTROM et al., 2015).

A atividade das quinases pode ser reguladas tanto pelo sistema de
segundo mensageiro como também por estimulo extracelular. Em geral, as
guinases reguladas por segundo mensageiro adicionam o radical fosfato em
residuos de serina (Ser) e/ou treonina (Thr) enquanto que as quinases ligadas a
receptores atuam atraves da fosforilacdo de residuos de tirosina (Tyr)
(NESTLER AND GREENGARD, 1989; VOET AND VOET, 1995; SCHULMAN
AND HYMAN, 1999; SIEGELBAUM, SCHWATZ AND KANDEL, 2000; JABS et

al., 2015; NGUYEN et al., 2015).
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O papel das proteina tirosina quinases (PTKs) na transducdo de sinal é
central, pois elas atuam como um ponto de apoio na rede de moléculas
sinalizadores (cascata de transducéo de sinal transmitida da membrana celular
para o citoplasma e muitas vezes para o nucleo) cuja funcéo é a regulagédo da
expressdo génica. As PTKs estdo relacionadas a diversos processos
fundamentais, como a proliferacao, diferenciagéo, sobrevivéncia e morte celular

(RADHA et al. 1996; HuBBARD et al. 1998).

As PTKs podem ser divididas em duas familias: as proteinas quinases
receptoras (RTKs), como por exemplo o receptor de fator de crescimento (GFR)
e as proteinas quinases ndo-receptoras (NRTK), como as proteinas da
superfamilia das MAPKs (JNK, p38, ERK) ( YANG et al. 2003; Roux AND BLENIS
2004; SHEN et al. 2004; MeLANI et al. 2006; PIGNATARO et al. 2009; AVILA E
ROMERO, 2010; LEE et al. 2010; Lu et al. 2011). As proteinas da via AKT, as
STAT e as envolvidas no metabolismo energético P70S6 podem ser ativadas
por diversos mecanismos, porém podem apresentar interacfes entre elas

(Figura 2).
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Figura 2. Desenho esquemético da ligacdo entre as principais proteinas quinases. A proteina
quinase AKT ativa a mTOR, com aumento de mTOR esta realiza feedback negativo com a AKT.
A mTOR ativa a P70S6 que também pode ser ativada pela ERK 1/2. A ERK 1/2 pode ativar a

STAT 3 e a Msk1 que ativa a CREB.

1.3.1 Familia das proteinas quinases ativadas por mitégenos

(MAPK)

A familia das MAPK é constituida por trés familias de proteinas quinases:
as ERKs (proteinas quinases reguladas por sinais extracelulares); as JNKs
(quinases de c-Jun NH,-terminal) e a familia de quinases p38/MAPK (CowaAN

AND STOREY 2003; KOVALSKA et al. 2012).
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A MAPK, uma serina/treonina (Ser/Thr) quinase, € ativada por uma MAPK
quinase (MAPKK ou MEK), que é uma quinase que fosforila sitios Ser/Thr e
tirosina (Tyr). MAPKK é ativada por uma MAPKK quinase (MAPKKK) que recebe
sinais de receptores de superficie ativados ou proteinas ligadas a guanosina
trifosfato (GTP) e/ou outras quinases. No final dessa cascata de sinalizacdo, a
MAPK ira fosforilar, na maioria, proteinas nucleares como fatores de transcricdo
regulando, portanto, a expressao de uma série de genes (CoBB AND GOLDSMITH
1995; IRVING et al. 2000; Roux AND BLENIS 2004; SHEN et al. 2004; LEE et al.

2010; Lu et al. 2011) (Figura 3).

Estresse oxidativo

Fator de crescimento Citocinas
Fatores mitogénicos Isquemia/Reperfusao
:"Eék{é‘#édu?é"': """""""" ONKp38 module A |
KKA/ !
MAP3K (/B/C-R) ¢ ,2} 6LK1/2) |
MAP2K @KKH?) (AKKS/S) (MKK4) (MKK7)

LYY
w @D €DED

Proliferacao, Apoptose

divisao e Inflamacgao
diferénciacao Morte celular
celular

Figura 3. Esquema simplificado da cascada de ativacdo das MAPK (ERK, p38 e JNK) e seus

efeitos.
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1.3.1.1 Proteina quinase reguladora de sinal extracelular (ERK)

A familia ERK é uma cadeia de proteinas no interior da célula que envia
um sinal a partir de um receptor na superficie da membrana celular para 0 DNA

no nucleo celular e responde, primariamente, a fatores mitogénicos.

Atualmente sabe-se que regula mdultiplas func¢des celulares incluindo
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (Suzuki et al. 1995; SHEN et
al. 2004; MELANI et al. 2006; LEE et al. 2010). Essa via € ativada por fator de
crescimento, estresse oxidativo, aumento do calcio intracelular, estimulacéo de
receptores de glutamato e por fatores desconhecidos ativados pela isquemia e
reperfusdo (CARLETTI et al. 1995; Roux AND BLENIS 2004). O RNAm para ERK
1/2 pode ser detectado no cérebro de ratos, especialmente no hipocampo e
ndcleo acumbeus em altas concentracfes apés isquemia e reperfusdo cerebral

(IRVING et al. 2000; MELANI et al. 2006; LEE et al. 2010).

ERK1 e ERK2 s&o ativadas por MED1 e MEK2 que fosforilam sitios Thr-
Glu-Tyr nas ERKs. As MEKs ndo podem ser ativadas por c-Raf, uma MAPKKK,
gue por sua vez é regulada pela proteina Ras ativada por fatores de crescimento
e receptores tirosina quinase. Apos translocacdo para o nucleo, as ERKs séo
responsaveis pela fosforilagcéo de ativadores de transcricdo como p90™*, fatores
de transcricio como Elk-1 e Ets-1, proteinas adaptadoras como Sos e

receptores de fatores de crescimento (DENHARDT,1996).
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Em células de mamiferos, ERK 1/2 pode ser ativada por varios estimulos,
sendo a ERK ativada capaz de fosforilar varios substratos como c-Raf-1, MEK,
ELK-1, e c-Fos (SATOH et al. 2000). Esses substratos regulam varios outros
genes e proteinas envolvidas na apoptose neuronal, por exemplo Bcl-2 e
caspase 3, que podem regular a sobrevivéncia ou morte neuronal,
respectivamente (IRVING et al. 2000; SATOH et al. 2000; JiN et al. 2002; CHu et al.

2004; BEDIRLI et al. 2012; ZHAO et al. 2014).

1.3.1.2 Proteina quinase c-Jun N-terminal (JNK)

A familia JNK, também referida como via de sinalizacdo induzida pelo
estresse), € uma MAPK mais envolvida na resposta celular as citocinas pro-
inflamatdrias, genotoxicidade e estresse ambiental. Entretanto a JNK ativada é
também associada com a regulacdo da proliferacdo, sobrevivéncia e

diferenciacao celular (DAvis 2000).

A JNK é constituida de trés tipos de proteinas JNK1 e JNK2, amplamente
expressas em varios tecidos e JNK3, especifica do tecido cerebral, coracéo e
testiculos (GupPTA et al. 1996; DAVIES AND TOURNIER 2012). Essas proteinas
respondem a varios estimulos de estresse como choque de temperatura,
osmotico, isquemia e ainda as citocinas (BENDINELLI et al. 1996; CHAN et al.

1997; DAvis 2000; Li AND JACKSON 2002; LI et al. 2012).

As JNKs sao ativadas por fosforilacdo dupla do sitio Thr-Pro-Tyr pelas

JNKK1 e JNNK2, conhecidas como MAPK quinase 4 e 7 (MKK4/7). As MKK 4/7
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séo fosforiladas por KK1-4, ASK e MLK que por sua vez sdo ativadas por
proteina G da familia Rho (Rac, Rho e Cdc42). Dimeros de JNKs ativas passam
pelo envoltério nuclear e sdo as responsaveis por fosforilar a proteina c-Jun,
levando ao aumento da atividade do fator de transcricdo AP-1, além da ativagao
de outros fatores de transcricdo como ATF-2, Elk-1, Myc, Smad3 e o supressor
de tumor p53. A ativacdo prolongada da cascata de JNK parece regular o
processo de apoptose (LIN et al. 2013), no entanto sob certas condi¢des, com
ativacao transiente, podem promover a sobrevivéncia celular (DOUGHERTY et

al., 2002; DAVIES AND TOURNIER 2012).

1.3.1.3 Proteina quinase ativada por mitégeno (p38/MAPK)

As proteinas p38/MAPK séo fosforiladas nos sitios com motivos Thr-Gly-
Tyr e sdo ativadas por estresse ambiental, radiacdo ionizantes, citocinas e fator
de necrose tumoral (TNF). S&o as MKKs 3 e 6 que fosforilam diferentes
isoformas de p38/MAPK (p38alfa, p38 beta, p38 gama, p38 ipsilon, p38-2), que
por sua vez, sdo ativadas por MEKK, MLK e ASK1, GTPases que incluem a
familia Rho. Cada isoforma de p38/MAPK ativa um substrato especifico, por
exemplo, alfa e beta ativam proteinas de choque térmico (HSP) enquanto gama
e ipsilon ativam ATF-2. Outros fatores de transcricdo como STAT 1, complexo
Max/Myc, Elk-1 e CREB também sé&o afetados pela familia das p38/MAPK e
podem estar envolvidas nos fenbmenos de motilidade celular, transcricdo e

remodelagem de cromatina (COWAN AND STOREY 2003; Walker et al., 2013).
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A fosforilagdo da p38/MAPK durante o periodo de isquemia tem sido
observada em tecidos de ratos, cachorros e porcos (HEIDBREDER et al. 2008;
PIGNATARO et al. 2009). Estudos mostram que a inibicdo da p38 pode diminuir o
déficit neuroldgico e a expressdo de citocinas inflamatérias em modelos de
isquemia focal (IRVING et al. 2000; BARONE et al. 2001; MELANI et al. 2006; PiAo
et al. 2003), estando portanto envolvidas na neuroinflamacdo (Gurclis et al.

2014).

1.3.2 Proteina de ligacdo ao elemento de resposta AMPc (CREB)

Desde a década de 90, o fator de transcricdo nuclear CREB fosforilada
(proteina ligante ao elemento de resposta ao AMPc) tem sido extensamente
estudada em varios modelos de isquemia (Hu et al. 1999; TANAKA et al. 1999),
estando envolvida no desenvolvimento neuronal, plasticidade neural, memoria,
regeneracao e sobrevivéncia neuronal em resposta a varios estimulos incluindo

a isquemia (FINKBEINER 2000; WALTON AND DRAGUNOW 2000; MAYR et al. 2001).

A CREB tem como alvo a expressao de varias proteinas neuroprotetoras
incluindo proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2) e fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) capaz de promover a sobrevivéncia neuronal apos isquemia
(MARTINOU et al. 1994; HAN et al. 2000; CLARKSON et al., 2015; HUANG et al.,

2015; OKAYAMA et al., 2015).
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A fosforilacdo da CREB e ativagdo de ambas as vias MAPK e PI3K/AKT
pode ocorrer por exposicdo dos neurdnios ao BDNF. Entretanto a CREB é
capaz de regular a transcricdo do gene BDNF diretamente, sugerindo que este
feedback positivo possa ser neuroprotetor (ALMEIDA et al. 2005; HUANG et al.,

2015; ZHAO et al., 2015).

1.3.3 Proteina quinase B (AKT)

A AKT é uma serinal/treonina quinase ou proteina quinase B, essencial
efetora da via PI3K (fosfoinositol-3-quinase), com papel principal na via
reguladora de morte/sobrevivéncia celular (DUDEK et al. 1997; YANO et al. 2001).
Quando as células sdo submetidas a isquemia, a fosforilacdo do AKT tem papel
na neuroprotecdo (NOSHITA et al. 2001; YANO et al. 2001; Liu et al. 2012)
regulando o equilibrio entre apoptose e sobrevivéncia celular (FRANKE et al.

2003).

A AKT ativada pode fosforilar varias moléculas regulando a proliferacao e
sobrevivéncia celular, incluindo a Bcl-2, caspase-9, oxido nitrico sintase
endotelial (NOS,) e CREB (Du AND MONTMINY 1998; FRANKE et al. 2003; HANADA
et al. 2004; Liu et al. 2012; PEN et al., 2012; CHEN et al., 2014; ZHAO et al.,
2014). Outras proteinas sinalizadoras podem ser ativadas apos estimulacdo da

fosforilacdo da AKT.

AKT pode ser ativada por PI3K, por fosforilagdo no sitio Thr-308 e Ser-

473, ap06s estimulos com insulina e varios fatores de crescimento como FGF2 e
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PDGF (MAIRA et al. 2001; CHEN et al. 2015). Os fatores de sobrevivéncia podem
suprimir a apoptose de uma maneira independente de transcricdo ativando AKT,
que entdo, fosforila e inativa componentes da maquinaria apoptotica incluindo
Bas, fatores de transcricdo Forkhead e Caspase-9 (BRUNET et al. 1999). O
desacoplamento entre sobrevivéncia e mitogénese pode ser explicado pelas
diferentes habilidades dos agentes mitogénicos em induzir eficientemente as
vias de sinalizagcdo PI3K/PKB/AKT (BURGERING AND COFFER 1995; ANDJELKOVIC

et al. 1997; KENNEDY et al. 1997; CARLONI et al. 2009) .

A via PI3K/PKB/AKT também é capaz de ativar a via mTOR (mammalian
target of rapamycin), noqual fosforila a quinase P70S6 em resposta a fatores de
crescimento, que por sua vez induz a fosforilacdo da proteina 40S no sitio
ribossomal S6 (S6) (PrRoubD 1992; PULLEN AND THOMAS 1997; GINGRAS et al.
2001; VoGT 2001; KoH 2010). A fosforilacdo da S6 tem papel na regulacdo da
translacdo do RNAm e envolve a progressao do ciclo celular e sintese proteica
(PULLEN AND THOMAS 1997; DUFNER AND THOMAS 1999; GINGRAS et al. 2001; Kis

et al. 2003).

1.3.4 Proteina quinase P70S6

A mTOR/p70S6 quinase/S6 é um fator importante envolvido na sintese
proteica. Koh et al. (2008) e Koh (2010) administrando acido ferulico e EGB 761
(substancia extraida do Gingko biloba), repectivamente, comprovaram que
reduzia o niamero de neurbnios TUNEL-positivos no cortex cerebral de ratos

apos a leséo de isquemia/reperfusao por oclusao da artéria cerebral média, com
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aumento da expressado da quinase P70S6 e fosorilacdo da S6, sendo este

aumento, tendo efeito neuroprotetor.

Outros pesquisadores, também, demonstraram que a ativagdo da P70S6
quinase é essencial para o pré-condicionamento neuronal para conferir protecao

durante a isquemia (HAUSENLOY et al. 2005; Hu et al. 2010).

A ativacdo da P70S6 inicia-se com a ativacdo da mTOR pela via AKT
fosoforilada nos sitios serina/treonina (DATTA et al. 1999; GINGRAS et al. 2001,
VoGT 2001). A mTOR ativada fosforila a P70S6, que estd envolvida no
crescimento celular, progressao do ciclo celular e sobrevivéncia celular (FRANKE
et al. 1997; PULLEN AND THOMAS 1997; DUFNER AND THOMAS 1999; GINGRAS et al.

2001; HAJDUCH et al. 2001; VIVANCO AND SAWYERS 2002; KoH 2013).

A diminuicdo da expressdo do P70S6 quinase, que ocorre durante a
isquemia cerebral, inibe 0s passos iniciais da sintese proteica e crescimento
celular resultando em morte neuronal (JANELIDZE et al. 2001; MENGESDORF et al.
2002). A proteina ribossomal S6, que é o maior alvo da P70S6, é um regulador
critico para a sintese proteica (BERVEN AND CROUCH 2000) com importante papel
na regulacdo do crescimento celular via modulacdo da biosintese de proteinas

ribossomal (PROUD 1992; PULLEN AND THOMAS 1997).

1.3.5 Transdutor de sinal e ativador de transcrigéo (STAT)

Na ultima década, a familia da proteinas quinase transdutor de sinal e

ativador de transcricdo (STAT), primeira descrita como mediadora chave da
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sinalizagdo para transducéo de interferon, € hoje reconhecida como transdutora
de sinais intracelulares ativados por citocina, fatores de crescimento e ativacéo
de receptores de tirosina quinase (DARNELL 1997; LEvy AND DARNELL 2002;

MEIER e LARNER, 2014), tém sido estudadas em diverso modelo experimental.

Atualmente, identificaram sete proteinas STAT (STAT 1,2,3,4,5A,5Be
6) com func¢des bioldgicas incluindo a regulacdo de crescimento, sobrevivéncia,
diferenciacdo, motilidade, metabolismo mitocondrial e outras (BROMBERG et

al., 2000; LIN et al., 2011; FANG et al. 2013; MEIER e LARNER, 2014).

Até onde se sabe, a STAT3 e STAT5 apresentam-se envolvidas na
comunicacao intracelular neuronal até presente data (DzIENNIS et al. 2007; BYTsS
et al. 2008; DzIENNIS AND ALKAYED 2008; SHYU et al. 2008; AGGARWAL et al. 2009;
You et al. 2011; MICHAUD-LEVESQUE et al. 2012; ZHENG et al., 2014). Sendo
essas STAT envolvidas diretamente na fungdo mitocondrial, organela essa,
muita importante para metabolismo energético e apotose celular (MEIER e

LARNER, 2014).

A STAT 3 apresenta papel neuroprotetor em varios eventos de estresse
neuronal incluindo a isquemia, estimulando a producdo de secretoneurina,
estradiol, interleucina-6 para promover neuroprotecdo (DziENNIS et al. 2007;
ByTs et al. 2008; DzIENNIS AND ALKAYED 2008; SHYu et al. 2008; MICHAUD-
LEVESQUE et al. 2012; FANG et al. 2013), regulando a respiracdo celular-
permeabilidade mitocondrial (HEUSCH et al., 2011) e protecdo contra

isquemial/reperfusdo (SZCZEPANEK et al., 2011). FANG et al. (2013)
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demonstraram que a ativagao do STAT3 tem efeito neuroprotetor por diminuir a

ativacado da caspase-3 em modelos de isquemia/reperfuséo cerebral global.

A STAT5 medeia a sinalizacdo de citocinas atuando como um sinal
transdutor de genes especificos. Ela esta relacionada a uma ampla variedade de
processos biologicos atuando desde a regulacdo da apoptose até a proliferacédo
celular, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (GRIMLEY et al. 1999; ByTs et al.

2008; STANKIEWICZ et al., 2012).

No cérebro, nos neurbnios do hipocampo, STAT 5 n&o é requerida para
promover neuroprotecdo pela acao da eritropoietina (EPO), mas em conjunto
com Akt é essencial para a atividade neurotrofica da EPO. Tanto STAT5 e Akt
sd0 necessarias para a sinalizacdo neuroprotetora e neutrotréfica promovida

pela GH sobre aos neurénios (BYTs et al. 2008).

1.4 ISQUEMIA/REPERFUSAO CEREBRAL EXPERIMENTAL

Diferentes modelos animais séo utilizados para estudar a susceptibilidade
de populagbes neuronais aos insultos isquémicos e aos mecanismos que

envolvem a degeneracéo celular (CHol et al. 1987).

Entre os modelos animais de isquemia e reperfuséao cerebral destacam-se
0s que simulam os dois principais tipos de lesédo isquémica aguda reconhecidos

abaixo:
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a) Isquemia cerebral focal: reducéo ou cessacédo do fluxo sanguineo para
uma érea localizada do cérebro.

b) Isquemia cerebral global: reducéo generalizada da perfuséo cerebral.

O modelo experimental de isquemia cerebral global pode, ainda, ser

dividido em dois tipos (TARDINI AND YOSHIDA 2003)..

a) Modelo de isquemia completa, quando se promove a ligadura de todos
os ramos da base aortica ou a aplicacdo de torniquete de pressao ao redor do

pescoco do animal,

b)  Modelo de isquemia incompleta, quando ha algum fluxo sanguineo

chegando ao cérebro.

Diversos animais tém sido usados em estudos experimentais, mas a
preferéncia recai sobre o rato. O pequeno tamanho do animal e a maior

disponibilidade propiciam maior utilizagéo do roedor como animal experimental.

Em 1960, Levine criou o primeiro modelo de hipdxia-isquemia, que
consistia na ligadura unilateral da artéria carétida comum (ACC) em ratos Wistar,
seguido de vinte e quatro horas de exposi¢cao gradual a ambiente andxico, por

até 45 minutos, sem monitorizacao fisioldgica.

Esse modelo foi subsequentemente refinado, com melhor cuidados pré e
poOs-operatorio, realizacdo da monitorizacéo fisiologica e uso de controles mais
adequados, caracterizacdo dos metabolitos cerebrais e da histopatologia

(BROWN; BRIERLY, 1968).
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Posteriormente, a isquemia por oclusdo de dois vasos (artéria carétida
direita e esquerda) foi desenvolvida e proposta para estudar o fluxo sanguineo
cerebral, o estado metabdlico e as alteracbes &cido-basico dos encéfalos de
ratos pos-isquémicos. Esse modelo proporciona alto grau de isquemia
reversivel, o que é conseguida a custa da oclusdo da artéria carétida comum
bilateralmente, combinada com hipotensédo arterial sisttmica suficiente para
reduzir, de forma acentuada, o fluxo sanguineo cerebral (COLLI; SILVA;

CARLONI, 1998).

Sabe-se que os ratos apresentam poligono de Willis bem desenvolvido.
Por esse motivo, quando submetidos a isquemia de dois vasos, ha diminuicao

do aporte sanguineo cerebral em cerca de 50% (LipTON 1999).

Posteriormente (PULSINELLI E BUCHAN 1988) desenvolveram a isquemia
de dois vasos associados com a cauterizacdo das artérias vertebrais. Outros
autores confirmaram a reducdo fluxo sanguineo cerebral entre 90% a 95%
nesse modelo (ABRAHAM E LAzArR 2000). O estudo angiografico cerebral
complementar tem mostrado, apesar do rigor técnico, que a cauterizacdo das
artérias vertebrais pode estar sujeita a ocorréncia de falhas; e que, mesmo com
oclusdo completa de todos os vasos cerebrais extracranianos, o tecido cerebral
pode receber suprimento sangiineo através de circulacdo colateral (TARDINI E

YOSHIDA 2003).

A ocluséo bilateral das artérias carotidas comuns produz isquemia global
transitoria parcial, comprovada pela reducdo de ATP no tecido cerebral, com

repercussao sistémica (MUNIZ et al., 2004).
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As alteragcbes metabdlicas mais significativas sao verificadas nos
primeiros minutos de reperfuséo, caracterizadas pela mobilizagdo e consumo de
substratos energéticos sistémicos e consequente superproducdo de ATP,

tipificando a “lesao de reperfusdo” (MUNIZ et al., 2004).

Neste mesmo modelo, Nogueira (2009), por método histoquimico,
evidenciou lesdo cerebral apdés a isquemia e reperfusdo, sendo este modelo
aplicado também para quantificar a area isquémica em outros trabalhos com

estudo tanto na fase de isquemia como na de reperfusao.

2 OBJETIVO
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Estudar os efeitos da utilizagcdo de um novo metalofarmaco, do complexo
nitrosil ruténio, doador de NO, em modelo experimental de isquemia/reperfuséo

global parcial no cérebro de ratos wistar.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do complexo de nitrosil ruténio na fase de reperfuséo

inicial e apds 24h da isquemia.

Investigar se o complexo nitrosil ruténio é capaz de promover
neuroprotecdo e modificar a concentracdo de NO na isquemia/reperfuséo

cerebral.

Avaliar o efeito do complexo de nitrosil ruténio sobre o edema cerebral

poés-isquemia.

Avaliar se o complexo de nitrosil ruténio influencia a expressao do fator de

transcricdo nuclear NF-kB.

Analisar se o pré-condicionamento com complexo de nitrosil ruténio €
capaz de modificar a expressdo das proteinas quinases (AKT, ERK, JNK,
P70S6, STAT3, STAT5A/B e CREB) e seu envolvimento na neuroprotecdo em

modelo experimental de isquemia/reperfusao cerebral.
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3 METODO

3.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi de carater experimental, com o uso de animais vivos e
controle intra-individuo, realizado de acordo com as Normas Internacionais para
a Pesquisa Biomédica em Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal n°.
6.638, de 08 de maio de 1979. Foi realizado em animais de laboratério (ratos
Wistar), do biotério do Departamento de Cirurgia, Divisdo de Cirurgia
Experimental, sendo processadas as amostras no laboratorio de nutrigenémica
(Departamento de Cirurgia) e Laboratorio da Biologia da Cicatrizagdo, Ontogenia
e Nutricdo de Tecidos, ambos da Faculdade de Medicina, pertencente a
Universidade Federal do Ceara.

O bem estar geral dos animais foi baseado nos principios dos 3Rs

(Replacement, Reduction, Refinement).

O modelo do estudo, assim como a revisdo cientifica, foi avaliado pelo
comité de ética em investigacdo animal competente da Universidade Federal do
Ceard, tendo sido aprovado sob protocolos niumeros 62/08 de 27 de agosto de

2008 e 01/10 de 20 de abril de 2010 (anexo 1 e 2).

Os animais foram manipulados de acordo com os principios éticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de experimentacdo Animal
(CONCEA). Todos os esforgos foram realizados no sentido de reduzir o numero

de animais utilizados.
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3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 180 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus) procedentes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(UFC) e mantidos no Laboratorio de Cirurgia Experimental — LABCEX.

O peso médio dos animais foi de 290.27g (minimo de 280g e maximo de
3009).

Todos receberam racdo padrdo e agua ad libitum, foram mantidos nas
mesmas condicbes ambientais em gaiolas individuais com ciclos de dia (12

horas) e noite (12 horas).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Diviséo dos grupos

Os animais foram distribuidos de forma aleatoria em seis grupos, sendo
doze animais em cada grupo de uma hora de reperfusdo e dezoito animais em
cada grupo de vinte e quatro hora de reperfusdo conforme abaixo:

a) Sham 1h (Solucado salina com falsa isquemia/reperfusédo 1h):

Injetado solugao salina intraperitoneal, decorridos trinta minutos, foi



b)

d)
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realizada cervicotomia. Decorridos mais noventa minutos, 0s
animais foram sacrificados para coleta das amostras.

Sham 24h (Solucgéo salina com falsa isquemia/reperfusao 24h):
injetado solucéo salina intraperitoneal, decorridos trinta minutos, foi
realizada cervicotomia. Apés decorrido mais trinta minutos foi
realizada a sintese da pele. Os animais foram sacrificados apoés
vinte e quatro horas do inicio da reperfuséo.

SS+I/R 1h (Solucgéo salina seguida de isquemia/reperfusao 1h):
Injetada solugao salina intraperitoneal, decorridos trinta minutos, foi
realizada cervicotomia e foram ocluidas as duas artérias carotidas
simultaneamente. ApoOs decorridos trinta minutos, foram retirados
as pincas das artérias carétidas simultaneamente (iniciada a
reperfusdo) e realizada a sintese da pele. Os animais foram
sacrificados apds uma hora do inicio da reperfuséo.

SS+I/R 24h (Solucdo salina seguida de isquemial/reperfusao
24h): Injetada solugdo salina intraperitoneal, decorridos trinta
minutos, foi realizada cervicotomia e foram ocluidas as duas
artérias caroétidas simultaneamente. Apés decorridos trinta minutos
foram foram retiradas as pincas das artérias carotidas
simultaneamente (iniciada a reperfusdo) e realizada a sintese da
pele. Os animais foram sacrificados apoés vinte e quatro horas do

inicio da reperfuséo.



47

e) Ru+l/R 1h (Ru-bpy seguido de isquemia/reperfusdo 1h):
Injetada solucé&o contendo Ru-bpy intraperitoneal, na concentracao
de 100 mg/Kg de massa corpérea do animal), decorridos trinta
minutos, foi realizada cervicotomia, ocluidas as duas artérias
carétidas simultaneamente. Apds decorridos trinta minutos foram
retiradas as pingcas das artérias carotidas (iniciado a reperfusao)
simultaneamente e realizada a sintese da pele. Os animais foram
sacrificados apds uma hora do inicio da reperfusao.

f) Ru+l/R 24h (Ru-bpy seguido de isquemial/reperfusdo 24h):
Injetada solugcéo contendo Ru-bpy intraperitoneal, na concentracao
de 100 mg/Kg de massa corpérea do animal, decorridos trinta
minutos, foi realizada cervicotomia e ocluidas as duas artérias
carétidas simultaneamente. Apds decorridos trinta minutos foram
retiradas as pin¢cas das artérias carotidas (iniciada a reperfusao)
simultaneamente e realizado a sintese da pele. Os animais foram

sacrificados apés vinte e quatro horas do inicio da reperfuséo.

3.3.2 Técnica Anestésica e pré-condicionamento com Ru-bpy

Os animais foram anestesiados com associacdo de cloridrato de
guetamina a 10%, na dose de 90mg/kg, e cloridrato de xilazina a 2%, na dose de
10mg/kg, administrados simultaneamente, por via intramuscular, na parte

posterior da coxa direita. Os animais foram considerados anestesiados quando
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ocorreu a perda dos reflexos corneo-palpebrais, e retirada da pata ao estimulo
doloroso por preenséao.

Foi realizado controle rigoroso dos tempos e da temperatura (por meio de
termOmetro retal) dos animais, mantendo-os entre 36 e 37 graus Celsius,
utilizando meios fisicos (uso de lampada incandescente para aquecer, quando
necessario) durante todo o procedimento cirdrgico. Também foi verificado se os
animais apresentavam cianose de extremidade ou mucosas durante todo o
experimento.

A administracdo da droga-teste (Ru-bpy) s6 ocorreu apés a certificacéo
de que os animais apresentavam temperatura retal normal, sem cianose e com
ritmo respiratdrio constante no minimo por 10 minutos.

O complexo de Ru-bpy, sintetizado no laboratério de quimica organica e
inorganica da Universiade Federal do Ceara, foi diluido em solucdo salina na
concentracdo de 30 mg do complexo Ru-bpy/ml de solugdo salina, sendo
injetada a dose de 100 mg/Kg de massa corpérea do animal via intraperitoneal.

Nos animais do grupo sham, foi administrada intraperitonealmente a
solucéo salina (veiculo) na dose de 1 ml da solucéo salina para cada 300 g de

massa corporea do animal.

3.3.3 Procedimentos cirurgicos
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Os animais foram acomodados em bancada cirtrgica durante todo o
procedimento. As dissec¢Bes foram realizadas com instrumental microcirirgico
adequado.

Apos a certificagdo de que os animais estavam anestesiados, foi realizada
incisdo na pele da regido inguinal esquerda e realizada disseccdo atraumética
da artéria femoral e colocada uma cénula de polietileno cuja extremidade distal
ficou dentro da artéria aorta, preenchendo-se o limen da céanula com solucéo

salina para verificagdo da pressao arterial média (PAM) (Figura 4).

Figura 4: Campo cirtrgico da disseccdo e implante da canula de polietileno na artéria femoral
comum do membro posterior do rato. A) Artéria femoral comum dissecada e isolada (seta); B)

Canula de polietileno (PES0) introduzida na artéria femoral (seta).

A extremidade distal da canula de polietileno foi conectada a um sistema
de cabos e transdutores de presséo arterial (Mikro — TIP, ADInstruments, Nova
Zelandia); e estes, ao amplificador de sinal (Brigde amp, ADInstruments, Nova
Zelandia), que enviou sinais que foram registrados, lidos, codificados e

analisados, continuamente, durante todo o experimento, por meio de um



50

microcomputador com o software Labchart Pro versdo 6.0 (ADInstruments,
Nova Zelandia).

Em seguida foi realizada cervicotomia mediana longitudinal anterior com
individualizagcdo e isolamento bilateral das artérias carotidas comuns direita e
esquerda (ACCs) a 0,5cm da bifurcagdo em artérias carétidas externa e interna,

conforme descrito por Muniz (2004) (Figura 5).

Figura 5: Disseccdo da artéria car6tida comum bilateral de rato e isoladas com fio de algodao

para colocacao das pingas (setas).

3.3.3.1 Inducé&o daisquemia/reperfusdo cerebral

De acordo com as manobras cirdrgicas previstas para cada grupo,
realizou-se pincamento bilateral e concomitante das ACCs (artérias caroétidas
comuns) a 0,5 cm de sua bifurcagdo com pingcas vasculares usadas em
microcirurgia atraumatica removivel (Figura 6). Observa-se que o segmento do

vaso que esta inferior ao ponto de oclusédo encontra-se preenchido por sangue e
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gue o segmento do vaso que esta superior ao ponto de oclusdo encontra-se

vazio.

Figura 6: Campo cirdrgico evidenciando as artérias carétidas comuns pingcadas com pincas
vasculares. Observar auséncia de fluxo no segmento distal (setas brancas) e a artéria

preenchida por sangue antes do ponto de pingcamento (setas pretas).

Apds 30 minutos, foram retiradas as pingas das cardtidas dos animais
simultaneamente, observado o retorno do fluxo sanguineo pela carétida e
verificado a pulsabilidade do vaso visualmente. Sendo em seguida realizada a
sintese da pele e distribuidos os animais em cada grupo em questao.

Durante todo o experimento a regido cervical foi irrigada com solugéo
salina estéril para prevenir a desidratacao tecidual, verificada a temperatura
retal, observado se apresentavam cianose nas mucosas e verificada a PAM até

a primeira hora depois da isquemia.

3.3.3.2 Morte dos animais e extracdo do cérebro

ApoOs a realizacdo de todas as manobras cirurgicas, ainda sob efeito

anestésico, os animais foram decapitados e imediatamente realizada uma
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craniectomia utilizando-se micromotor elétrico de 20.000 rpm para osteotomia
(Micromotor Elétrico LB 100 — Beltec ®) acoplado a disco de corte dupla-face,
procedendo-se posterior abertura da dura-mater para acesso e extracdo dos

hemisférios cerebrais (Figura 7).

Figura 7: Osteotomia craniana e exposicdo do tecido cerebral do animal experimental (rato

wistar). Fonte: arquivo do autor.

3.4 AVALIACAO DA LESAO DE ISQUEMIA/REPERFUSAO

3.4.1 Preparacdo dos tecidos para exame histolégico e

imunohistoquimico

Os cérebros foram rapidamente removidos da caixa craniana, colocados
com a sua regido ventral voltada, para cima, e a regiao dorsal para baixo, dentro
da matriz cerebral para ratos (Brain Matrix; Zivic Instruments ®) sob plataforma

de gelo (figura 8).
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Figura 8: Fotografia do cérebro alocado dentro da matriz para cortes milimetrados do cérebro do

animal experimental (rato), sob superficie de gelo.

Foram introduzidas laminas de platina, adquiridas em conjunto com o
Brain matrix - Zivic Instruments®, cortantes (umedecidas com soro fisiol6gico)
cuidadosamente em cada espaco, obedecendo a distancia de 2 mm entre as
laminas a partir do polo anterior (denominado como ponto zero) até o fim do
cérebro, sem incluir a regido do cerebelo e tronco encefalico.

Foram removidas todas as laminas em bloco da matriz, e retirada cada
fatia de tecido cerebral, individualmente, da superficie da lamina (Figura 9) e
colocados os tecidos em solucdo de formolina a 10% tamponada com solucéo
para cada analise dos tecidos: histopatologia do hipocampo e imunohistoquimica

para NFkB.
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Figura 9: Fotografia dos cortes do cérebro de rato realizado na matriz com laminas de platina

com intervalo de dois milimitros entre os cortes.

Em seguida sofreram imerséo e fixacdo em formalina por 24 horas antes
de serem transferidas para um solucdo de etanol a 70%, quando foram
processadas, embebidas em parafina, e cortadas para gerar fatias de 5 ym, e

montadas em laminas histoldgicas.

3.4.2 Analise histopatoldgica do hipocampo

As laminas coradas com hematoxilina e eosina foram utilizadas para
avaliar a extensao da lesdo no hipocampo, usando um microscopico (Olympus,
X400). O numero de neurbnios eosinofilicos na regido CAl foram contados,
como descrito por Kaku et al. (1993). O dano neuronal na regiao CA1l do
hipocampo foi expresso como percentual de células eosinofilicas em um total de
células encontradas em um campo de microscépio com aumento de 400 vezes

nessa regido do hipocampo.
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(A) (B)

Rut-bpy + I/R
- S

SS+I/R

Figura 10. Imagem representativa dos neurbnios eosinofilos (seta vermelha) na regido

hipocampo do animal controle (A) e do animal com isquemia e reperfuséo (B).

3.4.3 Analise imunohistoquimica

A imunohistoquimica para NF-kB p50 (NLS) foi realizada utilizando
método de estreptavidina-biotina-peroxidase. As fatias de tecido cerebral, dos
animais que foram decapitados com uma hora de reperfuséo, foram fixados em
formol 10% por 24 h para inclusdo em parafina e posteriormente confec¢cao das
laminas histologicas. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e
alcool e imersos em tampéao citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento em forno de
microondas, por 10 minutos para a recuperacéo antigénica. Apos o resfriamento,
obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com
solucéo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da peroxidase

enddégena com solugcdo de H,0O, a 3% (10 minutos). Depois lavados com PBS
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(10 minutos). Os cortes (cinco de cada grupo) foram incubados “overnight” (4°C)
com anticorpo priméario de coelho anti-NF-kB diluido 1:200 em PBS com
albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA). No dia seguinte, foi feita a incubacao
com o anticorpo secundério (de deteccao) biotinilado anti-IgG de coelho, diluido
1:400 em PBS-BSA, por 30 minutos. Apds lavagem com PBS, os cortes foram
incubados com o complexo estrepto-avidina peroxidase conjugada (complexo
ABC Vectastain®) por 30 minutos. Apds nova lavagem com PBS, seguiu-se
coloracdo com o cromogeno 3,3 diaminobenzidine-peroxido (DAB). Por fim,
realizou-se a desidratacdo das amostras e montagem das laminas. Controles
negativos foram processados simultaneamente como descrito acima, sendo que

0 anticorpo primario (anti-NF-kB) foi substituido por PBS-BSA 5%.

3.4.4 Quantificacdo do edema cerebral

A determinacdo do conteudo de agua (indicador de edema) no tecido
cerebral (n= 6 de cada grupo) foi realizada pelo método de secagem (VAKILI et
al, 2007). Imediatamente apds decapitacéo, o tecido cerebral foi pesado (peso
antes da secagem) em seguida colocado em uma estufa a temperatura de 110
graus Celsius durante 24 horas (secagem). No final deste periodo, o tecido
cerebral foi novamente pesado (peso depois da secagem). O valor da

porcentagem de 4gua no tecido (edema) foi determinado pela férmula:

Indicador de edema = 100 x (Peso antes da secagem — peso depois da secagem)
Peso antes da secagem

3.5 QUANTIFICACAO DO NITRITO
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Imediatamente apds 1h de reperfusdo, todo o tecido hipocampal foi
cuidadosamente removido sendo rapidamente congelado em nitrogénio liquido e
estocado a -80°C até a andlise. Antes da andlise, rapidamente o tecido
hipocampal foi triturado e homogeneizado em solucdo de sucarose sem que 0
mesmo ficasse descongelado. O homogeneizado foi centrifugado a 1.000x g por
10 min. O sobrenadante foi incubado em uma microplaca (com multiplos pogos)
com nitrato redutase (0.016U/poc¢o) por 12 h para conversdo de NOz para NO.
O acumulo de NO; no sobrenadante, um indicador da presenca de NO nos
tecidos, foi determinado com ensaio colorimétrico utilizando o reagente de
Greiss (0.1% N-(1naphtyl) ethilenediamina dihidroclorido, 1% sulfanilamida e
2,5% &cido fosférico) como descrito por Grenn et al. (1982). Quantidade de igual
volume do sobrenadante e de reagente de Greiss foram misturados; essa
mistura incubada por 10 min a temperatura ambiente protegido da luz (camara
escura). A curva de calibracéo foi feita com nitrito de sddio (5-50 M) diluido em
adgua destilada. A absorbancia foi mensurada em uma placa de ELISA e
realizada a leitura a 540 nm por um espectrofotdmetro. Os resultados foram

expressos como micromoles de nitrito, usando a curva interna padréo.

3.6 WESTEN BLOTTING PARA NF-kB

Imediatamente apos 1h de reperfusdo todo o tecido hipocampal foi
cuidadosamente removido e rapidamente congelado em nitrogénio liquido e
estocado a -80°C. As amostras foram descongeladas, trituradas com um

homogeneizador elétrico (ultra-Turrax homogenizer, Sigma, St. Louis, MO,



58

USA), contendo solucao de lise e entdo transferidas para os tubos testes com
coquetel de inibidor de protease e centrifugada a 14.000 rpm. O sobrenadante
foi analisado usando o método &cido bicinconinico, kit de ensaio proteico BCA
(Pierce, Rockford, IL, USA) para padronizar 50 ug de proteina em cada amostra.
A amostra foi colocada em mini gel de poliacrilaminda desnaturada a 15% (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). O gel foi transferido para membrana de nitrocelulose e
bloqueado overnight com leite desnatado. As membranas foram entéo
incubadas com anticorpo de coelho anti-NF-kB na diluicdo de 1:300 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) por 2h e entdo lavados 3 vezes em solucdo tampao,
em seguida incubados com anticorpo secundario e lavados como descrito
acima. Cada membrana foi lavada e exposta ao fiime Kodak X-AR (Kodak,
Rochester, NY, USA). A densitometria foi normalizada com -actina, como um

controle interno.

3.7 ESTUDO DA SINALIZACAO INTRACELULAR (VIA PROTEINA

QUINASE)

Imediatamente apos o tempo de reperfusao (1h e 24h), todo o hipocampo
foi cuidadosamente removido e rapidamente congelado em nitrogénio liquido
sendo em seguida transferidos para criotubo e armazenado em freezer a -80
graus Celsius. As amostras descongeladas foram pulverizadas com
homogeneizador elétrico (ultra-Turrax homogenizer, Sigma, St. Louis, MO,
USA), contendo uma solucdo tampéo de lise e entdo transferidos para tubos de

ensaio com solucédo inibidora de protease e centrifugadas a 14.000 rpm. Os
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sobrenadantes foram submetidos ao ensaio pelo método acido bicincrénico, com
aparato adequado de ensaio proteico BCA (Pierce, Rockford, IL, USA) para

padronizar 50 pg de proteina em cada amostra.

O ensaio utilizado foi o kit MILLIPLEX Rat 9 — Plex Multi-detector que &
um meétodo rapido, constituindo uma conveniente alternativa ao Western Blotting
(Pathway Magnetic Bead Kit). Este kit foi utilizado para detectar mudancas nas
quinases fosforiladas: ERK/MAP 1/2 (Thrl85/Tyr187), AKT (Serd473), STAT3

(Ser727), JNK (Thr183/Tyr185), P70S6 (Thr412) e CREB (Serl133) em lisados

®
do hipocampo utilizando um sistema Luminex (MAGPIX com XxPONENT®

software). Os procedimentos de imunoprecipitacdo foram realizados de acordo

com os manuais do fabricante.

3.7.1 Preparo dos beads magnéticos multi-vias de sinalizacéo

Os beads magnéticos, presentes em solucdo estoque concentrada 20X
(disponivel no kit MILLIPLEX MAP MULTI-PATHWAY) e protegidos da luz,
foram sonicados por 15 s e agitados por 30 segundos. Pipetado 0.150 ml desta
solugéo e adicionados 2,85 ml de MILLIPLEX MAP ASSAY BUFFER 2, ficando

a solucéo de beads concentrada 1X, sendo agitada por 15 s antes da utilizacao.

3.7.2 Preparacao do detector de anticorpos Biotin e streptavidin-PE
A solucao de detec¢do de anticorpos MILLIPLEX MAP é concentrada em

solucéo estoque a 20X (Biotinilado detector de anticorpo e Streptavidin-PE 1:25
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(SAPE) no kit. As solucdes estoques foram agitada por 10 segundos. Pipetado
0.150 ml da solucdo estoque biotinilado (detector de anticorpo) e em seguida,
acrescentado 2,85 ml de MILLIPLEX MAP ASSAY BUFFER 2. Em seguida,
pipetado 0,120 mL da solucdo SAPE e acrescentados 2,88 ml do MILLIPLEX
MAP Cell Singnaling ASSAY Buffer 2.

3.7.3 Protocolo do imunoensaio simultaneo das quinases

Foram adcionados 50 uL de solugédo tampéao do proéprio kit em cada poco
da placa de ELISA, sendo agitada por 10 min em temperatura ambiente. Em
seguida 25 uL da solucdo tampao foram adicionadas nos pocos controle
“branco”, adicionados 25 uL de amostras controle de reacéo (disponivel no kit) e
de amostras lisadas em seus respectivos pocos. A placa foi incubada overnight
por 20h a 4 graus Celsius sendo agitada em camera escura. Os pocos foram
lavados 2 vezes com 100 uL de solugéo tampéao e em seguda adicionadas 25 uL
da solucéo de deteccéo de anticorpos. Posteriormente, a placa foi incubada por
1h a temperatura ambiente sendo agitada em camera escura.

A placa foi colocada no bloco separador magnético sendo removido o
excesso do detector de anticorpo e adicionado 25 uL da solugéo SAPE.

A Placa, em seguida, foi incubada por 15 min a temperatura ambiente
sendo agitada em camera escura. Em seguida, 25 uL de tampao amplificador
foram adicionado a placa e incubado por 15 min temperatura ambiente sendo
agitada em camera escura. O SAPE/tampao amplificador foi removido e o0s

beads foram ressuspendido em 150 uL de solug&o tampéo.

®
Foi realizada a leitura da placa no MAGPIX com xPONENT® software.
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Os resultados foram expressos com valores da intensidade de fluorescéncia

(MFI).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram, inicialmente, analisados com o teste de Kolmogorov-
Smirnov para avaliar a distribuicdo normal. Os dados com distribuicdo normal
foram submetidos a andlise de variancia simples (ANOVA) e, em seguida, ao
teste de comparac6es mudltiplas de Tukey ou de Bonferroni, e os resultados
expressos como média * desvio padrdo (DP). Dados com duas variaveis (tempo
e droga teste) foram analisados com two way ANOVA e, em seguida,
submetidos ao teste de comparacdes mdultiplas de Bonferroni ou de Tukey.
Dados ndo paramétricos foram expressos como medianas e percentil (25-75),
sendo analisados pelo teste de Mann Whitney. O nivel de significancia foi

estabelecido em 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Quantificacdo dos neurdnios eosinofilicos da regido CAl do
hipocampo

O exame histol6logico (H & E) da regido CA1 do hipocampo evidenciou
um aumento significativo (*p<0.05) de neurbnios eosinofilicos no grupo SS+I/R
guando comparado com o grupo SS, tanto na primeira hora de reperfusao (1h)
como na vigésima quarta hora de reperfusdo (24h) (Tabela 1 e Figura 11)

Ao comparar 0s grupos SS+I/R com os grupos Ru+l/R, hd uma
diminuic&o significativa (*p<0.05) da porcentagem de neurdnios eosinofilicos nos
grupos Ru+l/R, isso ocorre tanto na primeira hora de reperfusdo como na
vigésima quarta hora de reperfusédo (Tabela 1 e Figura 11).

N&o houve diferenca estatistica quando comparados os grupos sham com
os grupos Ru+l/R (*p>0.05) na primeira hora de reperfusédo, porém ha aumento
da porcentagem de neurénios eosinofilicos no grupo Ru+I/R em comparacao ao

Sham (p<0.05) na vigésima quarta hora de reperfusdo (Tabela 1 e Figura 11).

Tabela 1. Porcentagem de neurdnios eosinofilicos (relacdo entre nimero de neurbnios

eosinofilicos e o nUmero de neurdnios totais, resultado multiplicado por 100).
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SHAM SS+1/R Ru + I/R
1h 24h 1h 24h 1h 24h
Média 6,655 6,232 31,23 47,01 7,201 11,507
Desv.
Padrdo 2,734 2,528 17,12 6,154 2,938 1,23

* resultado expresso em média e desvio padrdo da média. Aberviaturas: Sham = grupo controle; SS+I/R =
grupo pré-condicionado com solucgéo fisioldgica. Ru+l/R = grupo pré-condicionado com Ru-bpy.
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Figura 11. Porcentagem de neurdnios eosinofilicos (relacdo entre numero de neurdnios
eosinofilicos e o numero de neurdnios totais sendo resultado multiplicado por 100). Resultado foi
expresso em meédia + desvio padrdo da média. *p<0.001. Teste estatistico: ANOVA 2-way,
seguido do teste de Bonferroni. Abreviaturas: NE = neurbnios eosinofilicos; NT=neurdnios totais;
Sham = grupo controle; SS+I/R = grupo pré-condicionado com solucao fisiolégica. Ru+l/R =

grupo pré-condicionado Ru-bpy.

4.2 Analise do Edema Cerebral
Houve um aumento significativo (p<0.05) do edema cerebral no grupo
SS+I/R 24h quando comparado com os grupos Sham e Ru+l/R (Tabela 2 e

Figura 12).
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Tabela 2: Avaliacdo do edema cerebral

SHAM SS+I/R Ru+I/R
Média 51,95 67,81 56,95
Desv. Padrdo 1,756 2,532 6,497

Nota: resultado expresso em média + desvio padrdo da média. Abreviaturas: Sham = grupo controle;
SS+I/R = grupo pré-condicionado com solucéo fisiolégica. Ru+I/R = grupo pré-condicionado com Ru-bpy.
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Figura 12: Avaliacdo do edema cerebral nos grupos experimentais. Resultado foi expresso em
média + desvio padrdo da média. *p<0.05. Teste de ANOVA, seguido do teste de comparacdes
multiplas de Tukey. Abreviaturas: Sham = grupo controle; SS+I/R = grupo pré-condicionado com

solugéo fisiologica. Ru+I/R = grupo pré-condicionado com Ru-bpy.

4.3 Analise da pressao arterial média (PAM)
Durante os primeiros 15 minutos da reperfusdo, a variagao da PAM foi
significativamente menor no grupo Ru+I/R do que no grupo SS+I/R (p<0,05)

(Figura 13).
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N&o houve diferenca significativa durante a fase de isquemia entre os

grupos (p>0.05) (Figura 13).
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Figura 13. Variacdo da pressao arterial. A) Presséo arterial média durante as fases de
isquemia e reperfusdo. B) Variacdo da pressdo arterial média nos 15 minutos iniciais da
reperfusdo. *p<0.05. Teste de ANOVA seguido do teste de Tukey. Abreviaturas: Rep;= inicio da

reperfusdo; Isq; = inicio da isquemia; AD = pré-condicionamento com solu¢éo salina ou Ru-bpy

€em seus respectivos grupos.

4.4 Concentracdo do metabdlito do NO (nitrito)
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A concentracao do nitrito foi menor no grupo SS+I/R quando comparado
com SS (p<0.05) (Tabela 3 e Figura 14).

O grupo Ru+l/R apresentou maior concentrado de nitrito do que o grupo
SS+I/R, estatisticamente significante (p<0.05) (Tabela 3 e Figura 14).

Entre o grupo SS e o grupo Ru+l/R ndo houve diferenca estatistica em

relacéo a concentracdo de nitrito no tecido hipocampal (Tabela 3 e Figura 14).

Tabela 3. Efeito do pré-condicionamento do Ru-bpy na concentracdo de NO, .

SHAM SS+I/R Ru+I/R
Média 11,16 6,243 10,75
Desv. Padrdo 3,447 1,646 2,044

Nota: Representados pela média + desvio padrao da média
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Figura 14. Concentracao de nitrito. Efeito do pré-condicionamento do Ru-bpy na concentragédo
de NO, no hipocampo apés uma hora de reperfusao. Resultados foram expresso como média +

desvio padrdo da média. *p<0.05. Teste de ANOVA seguido do teste de Tukey



67

4.5 Imunohistoquimica para NFk-B (NLS)
A imunorreacgédo para NFk-B (NLS) foi menor no hipocampo dos animais
do grupo Ru+I/R em comparacao com o grupo SS+I/R em regides do hipocampo

CAl, CA2 e CA3 (Figura 15).

RESERVADO PARA PAGINA COLORIDA DE IMUNO
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4.6 — Western blotting para NF-kB (NLS)

A densitometria para NF-kB (NLS) revelou maior expresséo (p<0.05) do
NF-kB no grupo SS+I/R quando comparado com o grupo Ru+I/R. Os animais do
grupo Ru+l/R ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparado com o

grupo controle (Tabela 4 e Figura 16).

Tabela 4. Valores da densitometria para NF-kB (NLS) normalizados com B-actina.

SHAM SS+I/R Ru+I/R
Média 0,3633 0,9915 0,3712
Desv. Padrao 0,3014 0,2492 0,201

* Os valores sdo expressos em média e desvio padrdao da média.
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Figura 16. Quantificacdo do NF-kB. A) Imagem representativa das bandas do Western blotting.
B) Analise quantitativa da express@o do NFk-B. Os resultados foram normalizados com f3-actina.
Os valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média. *p<0.05 quando comparado

SS+I/R com SS ou Ru-bpy+I/R. Teste ANOVA, seguido de teste de Tukey.

4.6 IMUNO ENSAIO PARA SINALIZACAO DAS PROTEINAS

QUINASES AKT, JNK, P70S6, ERK 1/2, CREB, STAT 3 E STAT 5.

4.6.1 - Proteina quinase B (AKT)

Apols 24h da lesdo de isquemia/reperfusdao (grupo SS+I/R) houve uma
menor intensidade de fluorescéncia da proteina quinase B (AKT) no hipocampo
gquando comparada ao grupo Sham estatisticamente significativa (p<0,05)

(Tabela 5, Figura 17).

O pré-condicionamento com Ru-bpy elevou significativamente a
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intensidade de fluorescéncia da proteina AKT quando comparado com o grupo
SS+I/R apos 24h da lesdo de isquemia/reperfusdo (p>0,05) (Tabela 5 e Figura
17), neste mesmo periodo de lesdo ndo houve diferenca estatistica entre o

grupo sham e o grupo Ru+l/R.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos Sham,

SS+I/R e Ru+l/R quando comparados na primeira hora de reperfusdo (p>0,05).

Tabela 5. Expresséo da proteina AKT.

SHAM SS+1/R Ru + I/R
1h 24h 1h 24h 1h 24h
Média 57,83 61,5 51,42 51,33 57,5 58,42
Desv.
Padrdo 4,875 3,782 4,499 2,582 4,593 3,72

Nota: Resultado expresso como intensidade de fluorescéncia média.
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Figura 17. Expressao da proteina AKT nos grupos Sham, solucdo salina (SS+I/R) e Ru-bpy

(Ru+l/R) submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, apés 1 e 24h de reperfusdo. Teste
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ANOVA seguido de pés teste Tukey. *p<0.05.

4.6.3 — Proteina N-terminal C-Jun (JNK)

Apoés 24h da lesdo de isquemia/reperfusdo (grupo SS+I/R), foi maior a
intensidade de fluorescéncia da proteina quinase JNK no hipocampo quando

comparada ao grupo Sham significativamente (p<0,05) (Tabela 6, figura 18).

O pré-condicionamento com Ru-bpy diminuiu significativamente a
intensidade de fluorescéncia da proteina quinase JNK quando comparado com o
grupo SS+I/R apo6s 24h da lesao de isquemia/reperfusdo (p<0,05) (Tabela 6 e
Figura 18), neste mesmo periodo de lesdo ndo houve diferenca estatistica entre

0 grupo sham e o grupo Ru+I/R.

Apds 24h de reperfusdo ocorreu diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia da proteina JNK quando comparado os grupos Ru+I/R e o grupo

Sham com seus respectivos grupos com 1h de reperfuséo (p<0,05).

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos Sham,

SS+I/R e Ru+l/R quando comparados na primeira hora de reperfusao (p>0,05).

Tabela 6. Expresséo da proteina JNK.

SHAM SS+I1/R Ru+ I/R
1h 24h 1h 24h 1h 24h
Média 2327 1085 2424 2151 2309 1069
Desv.
Padrdo 135,2 282,1 191,5 420 254,6 416,1
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Nota: Resultado expresso com intensidade de fluorescéncia média
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Figura 18. Expressao da proteina JNK nos grupos Sham, solucdo salina (SS+I/R) e Ru-bpy
(Ru+l/R) submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, ap6s 1 e 24h de reperfusdo. Teste
ANOVA seguido do teste Tukey. *p<0.05 comparacéo intragrupos 24 h de reperfuséo e #p<0.05
comparacao intergrupos 1 h e 24 h de reperfusdo (sham 1 h vs. Sham 24h e Ru+l/R 1h vs.

Ru+I/R 24 h).

4.6.4 Proteina quinase da proteina ribossomal (P70S6)

ApoOs 24h da lesédo de isquemia/reperfuséo apresentou menor intensidade
de fluorescéncia da proteina quinase ribossomal (P70S6) no hipocampo,

significativa (p<0,05), quando comparada ao grupo Sham (Tabela 7, Figura 19).

O pré-condicionamento com Ru-bpy elevou significativamente a
intensidade de fluorescéncia da proteina P70S6 quando comparado com o

grupo SS+I/R apos 24h da lesao de isquemia/reperfusdo (p<0,05) (Tabela 7 e
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Figura 19), neste mesmo periodo de lesdo ndo houve diferenca estatistica entre

0 grupo sham e o grupo Ru+I/R.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos Sham,

SS+I/R e Ru+l/R quando comparados na primeira hora de reperfusdo (p>0,05).

Tabela 7. Expresséo da proteina P70S6.

SHAM SS+1/R Ru + I/R
1h 24h 1h 24h 1h 24h
Média 56,83 62,33 60,67 54,08 61,5 64,58
Desv.
Padrdo 4,956 5,279 2,994 4,318 4,593 2,538

Nota: Resultado expresso com intensidade de fluorescéncia média
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Figura 19. Expressao da proteina S6P70 nos grupos Sham, solu¢éo salina (SS+I/R) e Ru-bpy
(Ru+l/R) submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, apos 1 e 24h de reperfusdo. Teste

ANOVA seguido do teste Tukey. *p<0.05 comparacao intragrupos 24 h de reperfuséo.

4.6.5 Proteina quinase da proteina ERK 1/2

Apdés 1h da lesdo de isquemia/reperfusdo houve uma diminuicdo

significativa (p<0,05) da intensidade de fluorescéncia da proteina quinase ERK
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1/2 no hipocampo quando comparada ao grupo Sham (Tabela 8, Figura 20).

O pré-condicionamento com Ru-bpy elevou significativamente a
intensidade de fluorescéncia da proteina quinase ERK 1/2 quando comparado
com o grupo SS+I/R apos 1h da les@o de isquemia/reperfusdo (p<0,05) (Tabela
8 e Figura 20), neste mesmo periodo de lesdo ndo houve diferenca estatistica

entre o grupo sham e o grupo Ru+l/R (p>0,5).

Apbés 24 h da lesdo de isquemia/reperfusdo ocorreu diminuicdo da
expressdo da proteinas ERK 1/2 no grupo SS+I/R como também no grupo

Ru+l/R quando comparados com o grupo Sham (p<0.05) (Tabela 8, Figura 20).

Na comparacao entre grupo Ru+l/R 1h vs. Ru+l/R 24 ha diminui¢cdo da
expressdo da proteina ERK 1/2 no grupo Ru+l/R estatisticamente significante

(p<0.05) (Tabela 8 e Figura 20).

Tabela 8. Expresséo da proteina ERK 1/2

SHAM SS+1/R Ru+ I/R
1h 24h 1h 24h 1h 24h
Média 1181 1194 344,3 525,5 1105 578,3
Desv. Padréo 540,7 431,8 121,9 143,4 269,7 220,7

Nota: Resultado expresso com intensidade de fluorescéncia média
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Figura 20. Expresséo da proteina ERK 1/2 nos grupos Sham, solu¢éo salina (SS+I/R) e Ru-
bpy (Ru+l/R) submetidos a isquemia/reperfuséo cerebral, apés 1 e 24h de reperfusdo. Teste
ANOVA seguido do teste Tukey. *p<0.05 comparacao intergrupos, “p<0.05 comparacdo Ru+l/R
(1h) vs Ru+I/R (24h).

4.6.6 Proteina quinase da proteina CREB

Apds 1h da lesdo de isquemia/reperfusdo houve uma diminui¢ao
significativa (p<0,05) da intensidade de fluorescéncia da proteina quinase CREB

no hipocampo quando comparada ao grupo Sham (Tabela 9, Figura 21).

O pré-condicionamento com Ru-bpy ndo ocasionou diferenca na
intensidade de fluorescéncia significante da proteina quinase ERK 1/2 quando
comparado com o grupo SS+I/R apds 1lh da lesdo de isquemia/reperfuséo
(p>0,05) e nem com o grupo Sham (Tabela 9 e figura 21), neste mesmo periodo

de lesao.
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Apbés 24h da lesdo de isquemia/reperfusdo houve uma diminui¢do
significativa (p<0,05) da intensidade de fluorescéncia da proteina quinase CREB

no hipocampo quando comparada ao grupo Sham (Tabela 9, Figura 21).

O pré-condicionamento com Ru-bpy elevou significativamente a
intensidade de fluorescéncia da proteina quinase CREB quando comparada com
0 grupo SS+I/R ap6s 24h da lesé@o de isquemia/reperfusdo (p<0,05) (Tabela 9 e
Figura 21), neste mesmo periodo de lesdo ndo houve diferencga estatistica entre

0 grupo sham e o grupo Ru+I/R (p>0,5).

Tabela 9. Expresséo da proteina CREB

SHAM SS+I/R Ru + I/R
1h 24h 1h 24h 1h 24h
Média 57,5 57 49 45,75 53,42 55,75
Desv.
Padrdo 5,505 3,95 4,517 2,525 3,693 3,283

Nota: Resultado expresso com intensidade de fluorescéncia média

* *
60- I I I H l
3 Sham
50+ s SS+I/R
S 40- B Ru+IR
=
o 30-
&
o %
104
0
> R
N ,"h

Figura 21. Expresséo da proteina CREB nos grupos Sham, solucéo salina (SS+I/R) e Ru-bpy
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(Ru+l/R) submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, ap6s 1 e 24h de reperfusdo. Teste

ANOVA seguido do teste de Tukey. *p<0.05

4.6.7 Proteina quinase da proteina STAT3

N&o houve diferenca estatistica na comparacgao intragrupos e intergrupos

(p>0.05) (tabela 10 e figura 22).

Tabela 10. Expresséo da proteina STAT 3

SHAM SS+1/R Ru + I/IR
1h 24h 1h 24h 1h 24h
Média 39,67 39 45,17 42,75 44,83 42
Desv.
Padrdo 6,713 2,966 2,137 1,725 2,858 2,757

Nota: Resultado expresso com intensidade de fluorescéncia média
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FigFi
gura 22. Expressédo da proteina STAT 3 nos grupos Sham, solucéo salina (SS+I/R) e Ru-bpy
(Ru+l/R) submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, ap6s 1 e 24h de reperfusdo. Teste

ANOVA seguido do teste de Tukey.
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4.6.8 Proteina quinase da proteina STAT5

N&o houve diferenca estatistica na comparag&o intragrupos e intergrupos

(p>0.05) (tabela 11 e figura 23).

Tabela 11. Expressao da proteina STAT 5

SHAM SS+1/R Ru + I/IR
1h 24h 1h 24h 1h 24h
Média 70,17 72,5 72,33 72,33 74 75,92
Desv.
Padrdo 5,269 2,811 3,615 3,43 3,521 3,774

Nota: Resultado expresso com intensidade de fluorescéncia média

3 Sham
m SS+I/R
B Ru+I/R

STAT 5 (IFM)
238858838

Figura 23. Expresséo da proteina STAT 5 nos grupos Sham, solucdo salina (SS+I/R) e Ru-bpy
(Ru+l/R) submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, ap6s 1 e 24h de reperfusdo. Teste

ANOVA seguido do teste de Tukey.
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5 DISCUSSAO

O complexo nitrosil ruténio (Ru-bpy) € capaz de liberar éxido nitrico em
sistemas biologicos de forma superior a outros doadores de NO (SILVA et al
2006; SILVA et al, 2010). No presente estudo a concentracdo de nitrito
(metabdlito do NO) dos animais que foram pré-condicionados com Ru-bpy foi
igual ao grupo controle durante o periodo de isquemia/reperfusdo, sendo que
durante a isquemia/reperfusdo, 0s animais que receberam solucdo salina
apresentaram reducdo na concentracdo de nitrito apdés 1h do inicio da
reperfusdo e maior dano neuronal tanto 1h como 24h ap6s o inicio da
reperfusao.

O processo fisiopatoldgico da lesdo neuronal induzido pela I/R cerebral é
complexo e envolve a sintese do 6xido nitrico IGNARRO et al., 1987; DAWSON
E DAWSON, 1995; 1998; WILLMOT et al.,, 2005; OTTAVIANO et al., 2008;
OLMEZ e OZYURT, 2012). Na dultima década, houve um avanco no
conhecimento da fisiopatologia da isquemia/reperfusdo cerebral (DIRNAGL et

al., 1999; LO et al., 2005; PRIETO-ARRIBAS et al., 2011) e o envolvimento do
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oxido nitrico, com pontencial terapéutico, incluindo o papel dos doadores de NO
(ZHANG et al., 1999; PLUTA et al., 2001; ZHANG et al., 2001; KHAN et al.,
2006; WAINWRIGHT et al., 2007), assim como também dos inibidores da 6xido
nitrico sintetase (NOS) (BUISSON, PLOTKINE E BOULU, 1992; WILLMOT et
al,2005; WAINWRIGHT et al., 2007; GAUR AND KUMAR, 2010).

Doadores de NO sao substancias farmacologicamente ativas que liberam
NO em sistemas biolégicos espontaneamente ou por inducdo, desencadeando
uma resposta semelhante ao NO enddgeno ou compensando sua deficiéncia
enddgena (IGNARRO et al., 1999; IGNARRO et al., 2002). A administragédo de
doadores de NO ¢é uma estratégia terapéutica para protecdo neuronal,
melhorando a vasodilatacdo e a perfusdo sanguinea para o tecido cerebral
(ZHANG et al., 2001; SILVA et al., 2006; KHAN et al., 2006), especialmente
guando o fluxo sanguineo e o sistema vascular endotelial estdo comprometidos.

O Unico metalofarmaco doador de NO usado clinicamente hoje é o
nitroprussiato de sodio que tem a desvantagem de ser fotossensivel e liberar
cianeto, sendo citotéxico. Por outro lado, o complexo de ruténio recém
sintetizado nitrosil ruténio (Cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]JPF6) n&do tem estas
desvantagens, além de ser soltuvel em agua (SILVA et al., 2006).

Nos ultimos anos, muita atencéo tem sido dada aos complexos de nitrosil
ruténio e seus poténcias usos farmacologicos, especialmente devido a rapida
liberacdo de NO (FRICKER et al.,, 1997), bem como seu baixo nivel de
toxicidade (HUTCHINGS et al.,, 2005; CERQUEIRA et al., 2008; SILVA et al.,

2010). Vérios compostos de ruténio tém sido sintetizados e purificados, mas até
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0 presente momento este estudo é o primeiro a utilzar o Ru-bpy em um modelo
experimental de isquemia e reperfusdo cerebral em ratos.

O Ru-bpy pode liberar 6xido nitrico atraveés de rea¢des quimicas, elétricas
e fotoquimicas (WINWRIGHT et al., 2007). Nos sistemas biolégicos, este
complexo pode liberar NO ativado em meio com agentes redutores (SILVA et al.,
2011).

Esse complexo de ruténio (Ru-bpy) € um potente vasodilatador capaz de
liberar NO intracelular e ativar a guanilato ciclase (GMPc) (BONAVENTURA et
al.,, 2007; SANTANA et al., 2015). Além de produzir maior relaxamento maximo
em anéis da aorta de nitroprussiato de sédio em base molar semelhante, Ru-bpy
esta associada com niveis mais elevados de liberacdo NO sem ser fotossensivel
ou liberando cianeto (BONAVENTURA et al., 2007).

O presente estudo é o primeiro a demonstrar que Ru-bpy, em dose menor
do que a dose letal (DL50) usada em outro trabalho (SILVA et al., 2010),
marcadamente pode reduzir, de forma significativa, a lesdo neuronal hipocampal
causada pela isquemia/reperfusdo, com relativamente pequenas mudancas na
pressao arterial durante a transicdo da isquemia e reperfusdo, envolvendo vias
de sinalizacao celular.

O animal de experimentacgéo utilizado foi o rato Wistar, mamifero de baixo
custo de aquisicdo e manutencéo, facil manuseio, elevada resisténcia a infeccéo
a ao trauma cirargico, com admiravel sistema de homeostasia, além de ser
semelhante a espécie humana, sob o ponto de vista da anatomia e fisiologia

cerebrovasculares (TORRES et al., 2003). A massa corporal inicial dos animais
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oscilou entre 280-300 gramas. Com isso, foi minimizado o risco de uma maior
taxa de mortalidade entre os ratos durante o experimento, como observado por
Fujishima e demais autores (1976), que encontraram uma associacio
proporcional entre massa corpérea superior a 300g e mortalidade durante a
isquemia-reperfusdo cerebral global.

Outra caracteristica do modelo experimental em estudo foi a associagédo
de xilazina e quetamina, cujo o sinergismo entre essas drogas anestésicas
ultilizadas promove a diminuicdo dos efeitos colaterais, como salivacao
excessiva, bem como potencializa a sedacédo e a analgesia, além de garantir o
relaxamento muscular, o que permite procedimentos cirargicos sem sofrimento
ao animal (SILVA et al., 2002). A dose utilizada tem por caracteristica um efeito
hipotensor (CAMPELO et. al., 2011) e é capaz de reduzir o fluxo sanguineo
cerebral e a pressao parcial do oxigénio no tecido cerebral (LEI et al., 2001) e
em relacdo a temperatura do corpo, Stein et al. (2007) ndo encontraram
nenhuma diferenca nos valores de temperatura corporal quando comparado com
0 grupo de controle em seus estudos em ratos sob anestesia com xilazina e
guetamina. Este modelo, foi utilizado anteriormente por diversos investigadores
(LEVINE S, 1960; LIPTON P, 1999; IBAYASHI et al., 2000; PAXINO E
WATSON, 2004; MUNIZ et al., 2004; PRIETO-ARRIBAS et al., 2011).

No estudo atual, no entanto, as duas artérias carotidas foram ocluidas
simultaneamente para induzir isquemia e apos 30 minutos retiradas as pincas
para restaurar o fluxo sanguineo. O modelo é facil de usar, efetivamente

prejudica o fornecimento de sangue para o cérebro (HE et al., 1997; LIPTON,
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1999; TRAYSTMAN, 2003; GULATI e SINGH, 2014) e reduz a formacdo de ATP
(fosforilacdo oxidativa) (MUNIZ et al., 2004). Além disso, ele simula as
consequéncias de perioperatoério isquemia/reperfusdo quando o sangue que flui
na artéria carétida precisa ser interrompido, como durante a cirurgia para
tumores, aneurisma e trauma poés correcdo das carétidas, assim como também
endarterectomia de cardtidas e bypass cardiopulmonar.

Tém-se utilizado diversos modelos experimentais para estudar as
alteracdes provocadas pela isquemia e isquemia-reperfusdo cerebral. A oclusao
temporaria de ambas as artérias carotidas comuns, realizada neste experimento,
interfere na irrigacdo da maior parte das regides antero-mediais do cérebro
(SCHALLER; GRAF, 2004). KUNIMATSU et al. (2001) evidenciaram que a
oclusdo bilateral das artérias cardtidas comuns acarreta uma reducdo de
aproximadamente 60% no fluxo cerebral local medido através de Doppler.

Dentre os modelos de isquemia cerebral global com ocluséo bilateral das
artérias cardtidas comuns seguida de reperfusdo em ratos, a revisdo da
literatura revelou tempo de isquemia variando de 1 minuto (KUNIMATSU et al.,
2001), até 2 horas (IWASAKI et al., 1989), e tempo de reperfusado variando de 5
minutos  (MUNIZ; FARIA; VASCONCELOS, 2004; FARIA; MUNIZ;
VASCONCELOS, 2007;), até 10 dias (HEIM; SIEKLUCKA; SONTAG, 1994),
com dezenas de combinacbes diferentes entre os tempos de isquemia e

reperfusao.
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Neste trabalho, foi elaborado um modelo experimental utilizando tempo
de isquemia com 30 minutos de duracao e tempo de reperfusdo com 1 hora e 24
hora de duracao.

A ocluséo experimental de vasos cerebrais tem evidenciado o aumento da
formagcdo de RLs em determinadas areas do cérebro, reconhecidamente mais
suscetiveis ao estresse oxidativo, como o hipocampo (PEREZ-PINZON et al.,
1996; HOMI et al., 2002; LEHOTSKY et al., 2004; KIRAY et al., 2008).

O hipocampo tem sido descrito como uma regido especialmente sujeita a
lesbes isquémicas, inclusive em humanos (PETITO et al., 1987). A
consequéncia da isquemia-reperfusdo cerebral é a perda seletiva de neurdnios
vulneraveis em regides especificas, como o hipocampo, particularmente a area
CA1, motivo pelo qual esta ultima tem sido escolhida para analise em varios
trabalhos (KIRINO; TAMURA; SANO, 1984; NITATORI et al., 1995; PEREZ-
PINZON et al., 1997; KIRAY et al, 2008; LEHOTSKY et al., 2009;
NANDAGOPAL; MURALIDHARAN; THIRUMURUGAN, 2011;). Enquanto os
neurdnios de CAl sdo altamente vulneraveis a isquemia, a area hipocampal
CA3 mostra-se mais resistente (PULSINELLI, 1985; ZOLA-MORGAN et al.,
1992), ja tendo sido objeto de estudos especificos (CONGAR et al., 2000). Além
do mais, modelo experimental de isquemia cerebral global leva a extensiva
lesdo neuronal em CA1l hipocampal e resulta em déficit de aprendizagem
espacial e memoaria em ratos (WANG et al 2008).

Populacdes distintas de neurdnios apresentam diferentes vulnerabilidades

a isquemia. Por exemplo, 5 minutos de isquemia global acarreta morte neuronal
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na area hipocampal CA1, mas sem efeitos em outras popula¢des, enquanto que
um periodo de 20 minutos de isquemia global causa a morte de neurdnios até da
area CA3 (LIPTON, 1999). Sabe-se que os neurbnios em CAl do hipocampo
sd0 0s mais susceptiveis a isquemia em modelos experimentais de isquemia
cerebral global com oclusédo bilateral das artérias carétidas comuns, podendo
haver lesdo também nos neurbnios da camada hipocampal CA3 apos 20
minutos de oclusdo. Entretanto, os mecanismos moleculares responsaveis pela
diferente vulnerabilidade neuronal a lesdo isquémica ainda ndo estdo bem
esclarecidos (ALl et al., 2004).

A isquemia cerebral induz uma grande variedade de alteracdes estruturais
nos neurbnios afetados, que incluem: retragdo e condensagao (“neurdnios
escuros”), picnose nuclear, eosinofilia citoplasmatica (“neurbénios vermelhos”),
precipitacdo de pigmento formaldeido (incrustagdo), dentre outras (GARCIA,
1984). A lesdo neuronal, que pode ser identificada nos estagios iniciais pela
retracdo e pelo edema celular, torna-se mais evidente a microscopia 6ptica
guando ocorre sua evolugcdo para morte e necrose, pela visualizagcdo de
“neurénios vermelhos” (GARCIA et al.,, 1993; GARCIA et al.,, 1997). Neste
trabalho, foi realizada a contagem dos neurdnios eosinofilicos na area CA1l do
hipocampo, para quantificar a morte neuronal. A contagem de neurdnios
eosinofilicos tem sido utilizada como medida de morte neuronal, independente
da etiologia, em mamiferos (RISSI et al., 2006; SANT’ANA et al., 2009;

SANT'ANA; BARROS, 2010).
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Verificou-se que o modelo experimental utilizado neste trabalho foi
adequado e consistente, visto que nos grupos sham, a contagem de neurdnios
eosinofilicos foi maior nos ratos submetidos a isquemia-reperfusdo cerebral
tanto no grupo SS+I/R 1h como 24h, com aumento na reperfuséo 24h tipificando
a lesdo de isquemia/reperfusdo, quando comparados com 0s animais do grupo
Sham.

A andlise histologica do hipocampo (area CA1) evidenciou um efeito
protetor do Ru-bpy quando administrado antes da isquemia/reperfusdo. Ela
também sugere que a diminuicdo da expressdo do NF-kB desempenhou um
papel na neuroprotecdo hipocampal relacionado ao Ru-bpy. Assim como
também diminuicdo do edema cerebral com o pré-condicionamento com Ru-bpy
observado com 24h de reperfusdo. Resultados semelhantes foram relatados
com outros NO doadores como o DETANONOate, em modelos de isquemia
global incompleta (oclusdo apenas da artéria carétida comum), que aumentou o
fluxo sanguineo cerebral, e 0 uso do NOC18 - (Z)-1-[2(2-aminoethyl)-N-(2-
ammonioethyl)amino]diazen-1-1,2-diolate — que foi capaz de proteger a
perda da seletividade da membrane mitocondrial diminuindo a morte neuronal
durante a isquemia (COERT et al., 1999; ZHANG et al., 2001; PLUTA et al.,
2001;-WAINWRIGHT et al.,2007; ARANDARCIKAITE et al., 2015).

Outros trabalhos evidenciam que o0 mecanismo de protecao
neurovascular dos doadores de NO, € mais eficiente quando liberado em uma
guantidade adequada no momento certo no meio celular (WILLMOT et al., 2003;

KHAN et al.,, 2006). No estudo atual fica claro que a concentracdo de
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metabdlitos de NO é mantida durante a isquemia e reperfusdo pela adminitragéo
de Ru-bpy.

Ha muitas evidéncias indicando que a isquemia/reperfuséo cerebral pode
levar a disfuncé@o no endotélio vascular, possivelmente devido a um aumento da
producgéo de vasoconstritores e/ou reduzida disponibilidade de vasodilatadores,
como NO (SANCHES et al., 2006).

O doador de NO, Ru-bpy, induz vasodilatacdo através do cGMP
(CERQUEIRA et al., 2008) e apresenta, também, beneficio em amplificar o
potencial evocado no hipocampo in-vitro, efeito esse diretamente relacionado
com a liberacdo de NO (WIERASZKO et al., 2001).

No presente trabalho, como esperado, houve aumento de metabolitos do
NO no hipocampo dos animais pré-condicionados com Ru-bpy, confirmando a
liberacdo e metabolizacdo do NO proveniente do Ru-bpy.

Devido ao bem desenvolvido poligono de Willis, ratos tém seu suprimento
sanguineo reduzido em apenas 50% quando submetidos a isquemia através do
pincamento de ambas as carétidas (LIPTON, 1999). Assim, a presenca de um
vasodilatador, como NO, favorece o fluxo sanguineo em qualquer vaso nao
ocluido do poligono de Willis (por exemplo as artérias vertebrais). Além disso,
estudos da angiografia cerebral tém mostrado que, mesmo com uma
completamente cauterizacdo das artérias vertebrais, pode existir vasos néo
ocluidos e o tecido cerebral pode receber sangue da circulacdo colateral,
mesmo quando todos 0s vasos cerebrais extracranianos foram ocluidos

(TARDINI et al., 2003), justificando assim o uso do NO para aumentar o fluxo
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sanguineo cerebral.

Durante o evento de hipoxemia celular ha supressédo da sintese de NO
pelas NOS, pois essas enzimas requerem meios com 0O oxigénio. Em
contrapartida, a utilizagdo de doadores de NO liberam NO independente da
presenca de oxigénio. Isso tem sido mostrado na melhora funcional da condugéo
e plasticidade sinaptica de neurdnios do hipocampo, de cultura de neurdnios
hipocampal de ratos apds isquemia com administracdo de doadores de NO
(WEIRASZKO et al., 2001; COSTA et al., 2011).

De La Torre e Aliev (2005) relataram que 0s animais experimentais, em
modelo de isquemia/reperfusdo cerebral, tratados com inibidores seletivos da
NO sintase endotelial (eNOS) apresentam aumento do edema cerebral durante
a reperfusao cerebral, sugerindo que o NO derivado da eNOS desempenha um
papel critico na manutencdo do fluxo sanguineo cerebral, justificando a
administracdo de doadores de NO. Além disso o NO gerado pela eNOS é
crucial para fungdo vascular e homeostase celular com um importante efeito
protetor no pré-condicionamento isquémico (LIU et al, 2006; SCORZIELLO et al
2007; CHEN et al., 2010; CHEN et al., 2010). Neste trabalho, a administracdo de
Ru-bpy (doador de NO exdgeno) diminuiu o edema cerebral, sendo este
resultado concordante com a literatura (ZHANG et al.,, 2014; ZHANG et al.,
2013).

Curiosamente, em um estudo realizado por Greco et al. (2011), pre-
tratamento com o inibidor seletivo da eNOS, L-N-(1-iminoethyl)-ornitina, em

doses altas o suficiente para induzir uma lesdo cerebral isquémica causou uma
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reducdo significativa da expresséo IkB-alfa no cortex isquémico, sugerindo que
NO proveniente da eNOS pode evitar danos isquémicos inibindo o NF-kB (LI et
al., 1997).

A ativacdo do NF-kB desempenha papéis duplos na morte de células e de
sobrevivéncia, dependendo do tipo de célula, estagio de desenvolvimento e
estimulos apoptoticos (KALTSCHMIDT et al., 2002). Em células normais, NF-kB
€ associado com proteinas inibitérias kB que inibem a localizacdo nuclear e
ligagcdo ao DNA do NF-kB.

Em resposta aos estimulos, incluindo os radicais livres, que tém sido
implicados na patogénese da isquemia cerebral, IkBs séo fosforiladas pela kB
guinases e subsequentemente degradadas, liberando o NF-kB para translocar
para o nucleo onde se liga a sitios especificos do DNA para IkB e regula a
transcricdo dos genes alvo, incluindo a NO sintase induzida (iINOS), que é
conhecida por ser ativada em situa¢cdes de isquemia cerebral, sendo capaz de
mediar efeitos deletérios (WANG et al., 2007; MEDLING et al., 2010;). Além
disso, NF-kB ¢é ativado na fase precoce da reperfusdo e que a inibicdo precoce
do NF-kB em modelo experimental de isquemia focal transitoria tem um efeito
benéfico (DESAI et al., 2010).

Neste estudo, quando um doador de NO (Rut-bpy) é administrado antes
da isquemial/reperfusdo, a expressdo de NF-kB registrada foi reduzida nas
regides hipocampais CAl, CA2 e CA3, comprovada por dois métodos
(imunohistoquimica e western blotting), sugerindo que o Ru-bpy inibe o NF-kB,

provavelmente pela liberacdo de NO do complexo nitrosil ruténio.
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Paradoxalmente quando o fluxo sanguineo é restaurado apds a isquemia,
as células cerebrais viaveis sao reoxigenadas e os radicais livres tendem a
aumentar no tecido neuronal e na glia (LEFER E LEFER, 1993; THIAGARAJAN
et al., 1997) levando a um dano celular mais rapido e mais prolongado,
produzindo a lesdo denominada de isquemia/reperfusédo, fato este que né&o
ocorreu nos animais pré-condicionados com Ru-bpy.

Alguns radicais livres s&o derivados de NO produzidos pela NOS
neuronal ou imunolégica (NNOS ou iINOS, respectivamente), que formam o
peroxinitrito altamente reativo, responsavel pela peroxidacao lipidica da
membrana celular (GOTO et al., 2002), incluindo as membranas mitocondriais.
Digno de nota é que, a administracdo do doador de NO, Ru-bpy, parece néo
causar uma peroxidacéao lipidica significativa, ja que o aumento no nivel NO,
relatado em varios estudos, ndo aumentarou a producdo de radicais livres
(PLUTA et al., 2001; WAINWRIGHT et al., 2007), e porque 0s mecanismos de
protecdo neuronal durante os eventos de isquemia/reperfusdo envolvem
necessariamente a producdo de NO e inibicio de NOS. Neste trabalho a
concentracdo de metabdlito do NO foi semelhante ao grupo controle, mantendo
assim o nivel basal de NO no tecido cerebral que é reduzido durante a
isquemia/reperfuséao.

Além disso, os animais que receberam Ru-bpy, apresentaram pressao
arterial média (PAM) mais estavel durante a transicdo da isquemia para

reperfusao.
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BONAVENTURA et.al (2007) comprovaram que o complexo de ruténio
(trans-[RuClI([15]aneN4)NQO]2+) é capaz de dilatar anéis de aorta in vitro. Assim
como também Cerqueira et al. em 2008 identificaram que o Ru-bpy relaxa anéis
de aorta com os mesmos efeitos induzidos pelo nitroprussiato de sédio, e que o
complexo de Ru-bpy pode liberar NO dentro da célula. Sendo assim, in vivo
seria esperado que o NO causasse hipotenséo arterial, 0 que ndo ocorreu neste
trabalho.

Os resultados deste trabalho foram de conformidade com o trabalho de
Gaitani et al. (2009), em que a administracdo de complexo de ruténio em ratos
normotensos nao reduz pressdo arterial, enquanto que, em ratos com
hipertenséo arterial reno-vascular, outros complexos sao capazes de reduzir a
presséao arterial.

Em contrapartida, o uso de Ru-bpy foi capaz de reduzir a diferenca entre
a PAM no final da fase de isquemia e 0s primeiros quinze minutos da reperfusao
- momento em que se espera, habitualmente, uma queda da presséo arterial,
mantendo o animal com niveis pressoéricos mais estaveis do que os animais do
grupo sham. Este ultimo foi o grupo de animais que apresentou maior diferenca
(maior variagcdo da PAM durante a reperfusao em relacao a fase de isquemia).

A maior estabilidade da presséo arterial ocorreu no grupo que recebeu
Ru-bpy, realgando o efeito do Ru-bpy. S&o necessarios mais estudos para testar
a possivel associacao entre a estabilidade da presséo arterial e o dano cerebral

em modelos experimentais com Ru-bpy.
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FRICKER et. al. (1997) comprovaram que o uso de complexo de ruténio
foi capaz de reverter o efeito hipotensor, devido ao choque séptico associado a
injecdo de lipopolissacarideo bacteriano, o que demonstra que os complexos de
ruténio podem manter a presséo arterial em situacdes de estresse, colaborando
com os resultados apresentados neste trabalho, em que o Ru-bpy n&o diminuiu
a PAM, mas em contrapartida, evitou que ocorresse uma queda maior da PAM
durante os quinze primeiros minutos de reperfusao.

Novos trabalhos devem ser realizados no intuito de esclarecer, ainda
mais, os efeitos e os mecanismos envolvidos durante situacdes de estresse
tanto pré como pés-condicionamento com o nitrosil ruténio, visto que em varias
situacOes diferentes os mesmos foram capazes de modificar as respostas
biolégicas do sistema cardiovascular, por exemplo, levando a hipotensdo em
ratos hipertensos (GAITANI et al., 2009) como também evitando que os animais
tenham hipotensdo mais grave — estabilizando a PAM — como visto neste
trabalho.

Outros efeitos biol6gicos dos complexos de ruténio também foram
evidentes em estudos comportamentais melhorando a memodria em ratos
(VALVASSORI et al., 2006), assim como também seu efeito benéfico no choque
séptico induzido por LPS bacteriano (FRICKE et al., 1997) ou inibindo a acédo do
Trypanosoma cruzi (causador da doenca de chagas) tanto in vitro como in vivo
(SILVA et al., 2010).

Devido o NO ser uma molécula que quando liberada do complexo de

ruténio (Ru-bpy) tem efeito em fracdes de segundos, possivelmente o complexo
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de ruténio, mesmo apos liberacao incial do NO, tem alguma acéo na ativacdo de
vias de sinalizacdo celular com potencial neuroprotetor apos
isquemia/reperfusdo. Dessa forma, esse estudo também avaliou proteinas
quinases com relagcdo direta ou indireta com NO, incluindo as quinases
receptoras e as nao receptores via segundo mensageiro.

A lesao de isquemia/reperfusao cerebral, no modelo utilizado, pode ter
sido induzida pelos danos oxidativos, inflamacé&o, neurotoxicidade do glutamato
e edema cerebral como evidencia estudo de diversos autores (GURSOY-
OZDEMIR et al, 2004; HUANG et al., 2006 WONG AND CRACK, 2008;
ELTZSCHIG AND ECKELE, 2011), entretanto, o pré-condicionamento com Ru-
bpy diminuiu a lesdo neuronal provamelmente pela liberacdo do NO.

Nos neurbnios, o NO tem sido uma molécula que pode mediar a
sinalizacao celular para sobrevivéncia (TROY et al. 2000; CONTESTABILE AND
CIANI, 2004; CULMSEE et al.,2005; GULATI et al., 2014). A acao fisiol6gica do
NO é primariamente mediada pela direta estimulagdo da guanilato ciclase
soluvel (sGC), resultando no acumulo de GMPc e subsequente ativacdo de

proteinas quinases (SCHLOSSMAN et al 2003).

Essas mudancas no ambiente neuronal fazem com que as células ativem
a capacidade de comunicacdo entre elas e modifiguem o meio ambiente
neuronal para aumentar a chance de sobrevivéncia devido a lesdo de isquemia

e reperfuséo.

As informacdes recebidas na superficie celular sdo transmitidas para

dentro da célula até o seu nucleo, via complexos de proteinas sinalizadoras
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promovendo a ativagdo ou inibicdo de proteinas quinases (HAN et al., 2000;
RIEDENANN E WARD, 2003; BRYWE et al., 2005a; BRYWE et al., 2005b;
URBAN et al., 2009; LEHOTSKY et al., 2009; ABE et al., 2010; SZYDLOWSKA

E TYMIANSKI, 2010; BHUIYAN et al., 2011; PAVLIKOVA et al., 2011).

Sabe-se que a sinalizacdo do GMPc, induzido pelo NO, pode prevenir a
apoptose via ativacao da fosfoinositideo-3-kinase (PI3K)/proteina quinase Bl/via
AKT (HA et al, 2003) ou pela estimulacdo de outros fatores de transcricdo como

CREB (CIANI et al, 2002) e MAPKSs (KIM et al, 2003).

Além do NO ativar as proteinas quinases via GMPc, doadores de NO,
como por exemplo Me-DPN (4-O-metil-etil-3,4-difosfato), SNAP e NOC 18, séao
capazes de fosforilar receptores de tirosina quinase (CULMSEE et al., 2005).

Estes receptores quando ativados podem ativar varias quinases.

A fosforilagdo desses receptores por doadores de NO também pode ativar
varias moléculas anti-apoptéticas em neurdnios do hipocampo como publicado

por Culmsee et al (2002), Gerling et al (2004) e Culmsee et al (2005).

As estratégias de neuroprotecdo, como pré-condicionamento nutricional
(VASCONCELOS et al., 2015) e farmacolégico, promovem a protecao neuronal
pela ativacdo da proteina quinase AKT na isquemia cerebral (HAN et al., 2000;
BRYWE et al., 2005; BRYWE et al., 2005b; CULMSEE et al., 2005; KOH et al.,
2008; ABE et al., 2010; KOH, 2010; BHUIYAN et al., 2011; ZHANG et al., 2013;

CHEN et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015).
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Durante a isquemia cerebral global ocorre aumento da concentragdo da
proteina moduladora caboxy-terminal (CTMP), um novo ligante da proteina AKT,
inibindo a fosforilagdo do sitio serina 473 e treonina 308, inativando a quinase

AKT (MAIRA et al, 2001; MIAYAWAKI et al., 2009).

Neste trabalho n&o foi observado alteracdo na expressdo da AKT na
primeira hora de reperfuséo, entretanto, apds 24h de reperfusdo os animais que
ndo foram pré-condicionados com Ru-bpy apresentaram menor expressao
dessa proteina. Esse estudo confirmou que Ru-bpy previne a diminuicdo da
expressdo da AKT, sugerindo que a manutencdo da expressdo dessa proteina
tem um papel neuroprotetor nas primeiras 24h pos-lesdo isquémica. Esse
achado esta de acordo com estudos prévios utilizando o pré-condicionamento
com estradiol (WON et al., 2005; WON et al.,, 2006; KOH; WON; CHO et al.,
2006; KOH, 2007; KOH et al., 2008), outros doadores de NO (CULMSEE et al.,
2005) e cardioprotecdo na lesdo de I/R como o envolvimento da via AKT
(ZHOU et al, 2014). Porém, nao foi investigado se o complexo de ruténio poderia
estar inibindo a CTMP, sendo necessarios novos estudos para comfirmar esse

mecanismo.

A fosforilagdo da mTOR pela AKT parece ser um mediador chave na
inducdo da cardioprotecdo por este vasodilatador na lesdo de
isquemial/reperfusdo (ZHOU et al, 2014). Estudo com inducédo de I/R global
cerebral indicou que a combinagcdo do complexo AKT desempenha um papel
critico na mediacdo da morte cerebral em consequéncia da lesdo de

isquemia/reperfusédo (WEI et al, 2014).



96

Sabe-se que ha um feedback positivo da AKT com a mTOR e um
feedback negativo no sentido contrario (GINGRAS et al, 2001; VOGT, 2001) e
que isto tem um papel importante na regulacdo da sintese proteica, crescimento

e diferenciacao celulares.

A mTOR fosforila a quinase p70S6 que por sua vez tem acédo de regular
a translacdo do RNAmM e mediar a progressdo do ciclo celular e sintese de
proteinas, protegendo as células da lesdo isquémica (PROUD, 1992; PULLEN

AND THOMAS, 1997; GINGRAS et al., 2001; KOH, 2010).

Varios trabalhos tém evidenciado que essa via de sinalizacdo das
quinases Akt/mTOR/p70S6 tem papel critico contra a lesdo de isquemia
miocardica (KIS et al., 2003). Estudos prévios demonstraram que ha diminuicdo
do nivel da fosforilacdo das quinases mMTOR e p70S6 no cértex de animais em
modelo experimental de doenca de Alzheimer (LAFAY-CHEBASSIER et al.,
2005) como também, a isquemia cerebral transitéria causa diminuicdo
significativa nos niveis de fosforilacdo das quinases AKT e P70S6, suprimindo
0S passos iniciais da translacdo génica (JANELIDZE et al., 2001;

MEUGESDOREF et al., 2002).

Nesse estudo, observa-se um aumento da expressao da P70S6 nos
animais apos 24h da isquemia/reperfusao que foram pré-condicionados com Ru-
bpy em relacdo ao grupo pré-condicionado com solugcédo salina. Contudo, essa
diferenca na expressdao da P70S6 ndo foi observada na primeira hora de

reperfusdo. Esta resposta temporal (nas 24h) da fosforilacdo da P70S6 ocorre
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no mesmo momento em que had um aumento da AKT neste estudo, em
concordancia com outros trabalhos com isquemia e reperfusdo cerebral
(JANELIDZE et al., 2001; MENGESDORF et al, 2002; KOLTERMANN et al,
2007; KOH et al., 2008; CHO, 2009; KOH, 2010). Isto sugere que o Ru-bpy
preveniu a lesdo de reperfusdo, pelo possivel envolvimento conjunto da via

AKT/mTOR/P70S6.

A proteina quinsase P70S6 também pode ser influenciada pela proteina
quinase ERK 1/2 (quinase reguladora do sinal extracelular) com feedback
positivo durante o estresse oxidativo celular e por fatores desconhecidos
ativados pela isquemia e reperfusdo (CARLETTI et al. 1995; Roux AND BLENIS
2004). Sendo possivel o RNAm para ERK 1/2 ser detectado no cérebro de
ratos, especialmente no hipocampo e nldcleo accumbens, em altas
concentracfes, apos isquemia e reperfusdo cerebral (IRVING et al. 2000; MELANI

et al. 2006; LEE et al. 2010).

Varios estudos evidenciam a reducdo dos niveis da quinase ERK 1/2 nos
primeiros 15 minutos da reperfusdo e que comeca a elevar apos a primeira hora,
sendo a maior elevacdo apds 24h do evento isquémico em cérebro de ratos
(CARLETTI et al. 1995; CHEN et al., 1998; IRVING et al. 2000; WANG et al., 2003;
SHEN et al. 2004; MELANI et al. 2006; YAN et al., 2007;) e que a mesma é capaz
de diminuir a apoptose induzida pela isquemia, regulando diretamente a

expressao da Bax/Bcl-2/Bcl-x_ (LI et al., 2006).

A utilizacdo de doadores de NO (Me-DPN, DPN, SNAP) é capaz de ativar

receptores tirosino quinase resultando na fosforilacdo de ERK 1/2, AKT em
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cultura de neurdnios hipocampais, mediando a neuroprotecédo por privacéo de

oxigénio (DAVIS et al, 2001; CULMSEE et al., 2005).

Em estudos com modelo experimental com isquemia cerebral global
observou-se que a proteina quinase ERK 1/2 diminuiu nas primeiras horas e 24h
apos a isquemia (KOVALSKA et al.,, 2012), podendo haver diminuicdo da
expressdo da ERK 1/2 até 72h em modelo de isquemia e reperfusédo cerebral
focal (ZHANG et al., 2014) . Os animais que receberam Ru-bpy, na primeira hora
de reperfusdo, mantiveram a expressdo da ERK 1/2 sem diferenca com o
controle, concordando com um dos periodos de neuroprotecdo do Ru-bpy.
Entretanto apesar de o Ru-bpy apresentar acdo neuroprotetora sustentada, apos
24h de reperfusdo, ocorreu uma diminuicdo da expressédo da ERK 1/2. Esses
resultados demonstraram que a ERK 1/2 pode ser ativada em estégio inicial da

reperfusdo na isquemia cerebral global.

Em alguns estudos a maxima ativacao da ERK 1/2 foi registrada entre 30
min e 2h de reperfusdo, embora a sinalizacdo pode ser detectada apés 6h ou
mais (IRVING et al., 2000; CULMSEE et al. 2005). Essa ativacdo, em estagios
iniciais, estd de acordo com o experimento apresentado, sugerindo um efeito
neuroprotetor de curto prazo pela ERK 1/2, que também foi observado em outros
trabalhos (GU et al., 2001; ZHANG et al., 2009; LIEBELT et al., 2010;

KOVALSKA et al., 2012).

Apesar de que, o doador de oxido nitrico (S)ZJM-289 foi capaz de elevar
a expressao de ERK 1/2 ap6s 72h de reperfusdo em ratos submetidos a

isquemia e reperfusao induzida por oclusdo da artéria cerebral média (ZHANG et
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al., 2014), o presente estudo mostrou que na isquemia global incompleta com
24h ocorre um diminuicdo da ERK 1/2, sendo o Ru-bpy incapaz de manter a
expressdo da proteina quinase ERk 1/2 apds 24h de reperfusdo no modelo

estudado.

Recentemente varios mecanismos tém sido propostos para explicar a
relacdo entre reparo de DNA e a ativacdo das vias de sinalizacdo da proteina
quinase (LI et al, 2012). Alguns estudos sugerem que as proteinas mitogénicas
podem reduzir a mutacdo génica e manter a estabilidade do genoma in vivo
(HAYAKAWA et al 2003), incluindo a ERK 1/2 (YAN et al, 2008; MARAMPON et
al, 2011) que diminui a expressdo da Bax, uma molécula pr6-apoptética da
familia da Bcl-2, promovendo uma diminuicdo da morte neuronal via menor

liberacdo de fatores apoptéticos como o citocromo ¢ (ZHAO, et al 2014).

Além disso, a ERK estda envolvida na fosforilacdo do fator de transcricédo
CREB, na qual regula a expressao de enzimas chaves para neuroplasticidade
(FLAVELL AND GREENDBER, 2008). A CREB também pode ser regulada, de
maneira independente, via ativacao de cofatores de transducéo reguladores da
atividade de CREB (TORC) e EIk1, que é requerido para plasticidade tardia
(CONKRIGHT et al, 2003; ZHOU et al., 2006; SASAKI et al 2011). Apesar do NO
aparentemente ndo estar envolvido no processo de fosforilacdo da CREB, ele
contribui para o acumulo intranuclear do cofator ativador da CREB-TORC 1 e
para elevar a ativacdo da Elkl (BITTINGER et al, 2004; BUCHWALTER et al

2004; RICCIO et al 2006)
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Em modelos experimentais a neuroprotecdo ap0s isquemia/reperfusdo
também tem ocorrido concomitante a maior expressao da proteina CREB (DU
AND MONTMINY, 1998; HU et al, 1999; TANAKA et al, 1999, KITAGAWA, 2007,
ZHANG 2013; FU et al, 2013; LI et al., 2013), sendo essa proteina capaz de
regular positivamente a transcri¢cao do fator nuclear derivado do cérebro (BNDF),
capaz de aumentar a resisténcia do tecido cerebral a lesdo isquémica (BECK et
al, 1994; TSUKAHARA et al, 1994; ALMEIDA et al, 2005; GARDINER et al 2009;

LIU et al 2010; CAO et al, 2011).

Além disso, a proteina CREB estd envolvida no desenvolvimento
neuronal, plasticidade neural, memoria, regeneracdo e sobrevivéncia neuronal
em resposta a varios estimulos incluindo a isquemia em varios trabalhos
(FINKBEINER 2000; WALTON E DRAGUNOW 2000; MAYR et al. 2001), apresentando
como alvo a expressao de varias proteinas neuroprotetoras incluindo proteinas
anti-apoptéticas (Bcl-2), promovendo a sobrevivéncia neuronal apos isquemia
(MARTINOU et al. 1994; LINNIK et al, 1995; RICCIO et al, 1999, HAN E

HOLTZMAN, 2000; HAN et al. 2000; YASUDA et al, 2014).

Analise qualitativa imunohistoquimica com anticorpo anti-CREB e anti-Bcl-
2 demonstra que em torno de 80% do neurénios ha uma co-expressdo para

CREB ativada e Bcl-2 na area de isquemia (TANAKA, 2001).

O nitrosil ruténio, utilizado neste estudo, é capaz de manter a expressao
da CREB em nivel basal ap6s uma hora de reperfusdo, como também néo
diminui sua expressdo apos 24h de reperfusdo, o que pode sugerir ser um dos

mecanismos de protecédo neuronal neste estudo.
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Irving et al. (2000) e Nakajima et al. (2002) demonstraram uma clara
relacdo entre o numero de neurbnios vidveis e a elevacdo da expressdo da
proteina CREB na regido de penumbra. Em outro estudo, Du e Montminy (1998)
demonstraram que AKT/PKB culmina com a fosforilacdo da proteina CREB no
sitio serina 133, resultando na promocao da sobrevivéncia celular dependente
da ativacdo da CREB. Eles também mostraram que a AKT participa na

transcricdo génica da CREB.

Consideraveis evidéncias demonstram que a relacdo entre a via
AKT/CREB estad envolvida na protecdo do codigo genético e sobrevivéncia
neuronal apo6s isquemia cerebral (CARLONI et al, 2009; ZHANG et al, 2012a,
2012b). Por exemplo, neuroprotetores como estrogénio e cilostazol estdo
associados com o aumento da fosforilagdo da via AKT/CREB e aumento da
expressdo da proteina Bcl-2 na isquemia cerebral (CHOI et al, 2004; HONG et

al, 2006; LIU AND ZHAO, 2013).

Zhang et al., (2012a) utilizando uma substancia denominada EGB761
identificaram um papel neuroprotetor na isquemia cerebral via aumento da

expresséo da AKT/CREB/BDNF.

Outra proteina mitogénica, que tem sido alvo terapéutico, € a proteina
guinase JNK que pode regular a reducdo na producdo de moléculas pro-
inflamatorias, especialmente pelo papel da microglia/macrofago com
envolvimento da ativacdo da via MAPK depois da leséo isquémica (BARONE et

al., 2001; PIAO et al., 2003).
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Durante a fase de isquemia/reperfusdo a proteina quinase JNK (c-Jun)
encontra-se elevada em varios modelos experimentais de isquemia cerebral
(BARONE et al., 2001; PIAO et al., 2003). Contudo, o pré-condicionamento com
fitoterapico (Panconiflorin) diminui a lesédo cerebral (apos 90 min de isquemia)

por inibicdo da ativagcédo da JNK (GUO et al., 2012).

Em 1995, Xia et al (1995) demonstraram que a sinalizagao realizada pela
JNK tem um importante papel na apoptose neuronal. Isto foi comprovado pela
remocdo de fatores neurotréficos de culturas de células neuronais com um

grande aumento da JNK ativada, acompanhando o aumento da apoptose.

O efeito da apoptose do JNK é mediado diretamente pela regulacdo das
familias de proteinas Bcl-2 e citocromo c liberada da mitocéndria e ativagdo do

fator de transcricdo AP-1 (Ativador da proteina-1) (BEHRENS et al., 1999).

Em cérebro de ratos adultos, JNK é necessaria para induzir apoptose nos
neurdnios hipocampais quando expostos ao glutamato (YANG et al., 1997) e
para a morte neuronal durante a lesdo de isquemia (KUAN et al., 2003), ficando
evidente a estrita relacdo entre JNK-apoptose-lesdo neuronal (DAVIES E

TURNIER, 2012).

Tanto as vias da apoptose quanto do metabolismo energético estdo
envolvidas durante a lesdo de isquemia/reperfusdo e incluem o sinal de
transducdo da proteina quinase c-JUN terminal (GAO et al, 2005). Huang et al
(2012) estudaram os efeitos neuroprotetores do extrato de astragalus, utilizando
um modelo de pingamento bilateral da artéria carétida interna em camundongos

para induzir I/R cerebral. Estes autores demonstraram que o extrato de
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astragalus elevou significantemente a sobrevida do neurocitos e reduziu tanto a

taxa de apoptose quanto a reducao da expressao da quinase JNK.

Interessante observar que no presente estudo apos 24h de reperfuséo
houve um aumento da expressdo da JNK nos animais que receberam solucdo
salina e uma diminuicdo significativa nos animais que receberam Ru-bpy, fato
este que ocorre justamente no momento em que de um lado o grupo SS+I/R
apresenta a maior les@o histolégica e do outro o grupo Ru+l/R apresentando
com menor lesdo e com menor expressao da JNK. O complexo, Ru-bpy, pode
ter exercido seu efeito neuroprotetor por inibicdo da JNK, com possivel reducao
da apoptose no hipocampo, estando estes achados de acordo com os
encontrados por outros pesquisadores (YANG et al., 1997; KUAN et al., 2003;
DAVIES DE TOURNIER, 2012; LI et al., 2012; KILIC et al., 2013). Entretanto na
primeira hora apds a reperfusdo ndo houve diferenca na expressao da JNK

durante a primeira hora de reperfusdo em todos os grupos, incluindo o sham.

Recentes estudos revelam que a via JNK/c-Jun tem uma importante
funcdo regulando o processo inflamatério no tecido cerebral. Evidéncias
recentes sugerem que a inibicdo da JNK prevene a morte neuronal durante a
lesdo de isquemia/reperfusdo (SHIN et al, 2006; WEN et al, 2006; XU et al.,
2014; ZHAO et al., 2015; WU et al., 2015). Ao mesmo tempo, a elevacao do NF-
kB pode contribuir para induzir a lesédo neuronal durante a isquemia/reperfusédo

(NURMI et al, 2004; SIRONI et al, 2006).

Li et al (2012) demostraram que o celastrol, um extrato da planta

Tripterygium wilfordii, ter efeito neuroprotetor em ratos submetidos a isquemia
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cerebral por 24h, com redugao simultanea do JNK e NF-kB. No presente estudo
este fato também ocorreu, entretanto a redugcdo de JNK foi observada apenas
apos 24h de reperfusdo e a expressdo NF-kB foi avaliada apenas com 1h de

reperfusao.

Diversos sinalizadores de transducao e ativagao de transcricdo (STAT)
tém sido sugeridos como alvos terapéuticos para neuroprotecdo, em especial 0
STAT 3 e 5 que mais apresentam estarem envolvidos na neuroprotecao durante
a lesdo de isquemia/reperfusdo. Digno de nota, é o achado que durante a
isquemia/reperfusao miocérdica ha diminuicdo da apoptose via Janus quinase e

STAT 3 (JAK-STAT 3) (YOU et al., 2011).

A forma fosforilada da STAT 3 € necesséaria a sua translocacdo para o
nacleo celular, ligando a alvos promotores de genes especificos (BROMBERG et
al., 2000) e induzindo a expressado de diversos fatores neuroprotetores, como
por exemplo a secretoneurina (SHYU et al., 2008), estradiol (DZIENNIS et al.,
2007) e interleucina-6 (MICHAUD-LEVESQUE et al., 2012). Além da acgé&o direta
do STAT 3, a administracdo exdgena de determinadas substancias, como por
exemplo, a substancia BRL52537, reduz a lesdo neuronal durante a
isquemia/reperfuséo cerebral global devido ao aumento da producdo da forma

ativa da STAT-3 no hipocampo (FANG et al., 2013).

Em ratos submetidos a isquemia cerebral focal por 2h e reperfuséo por
24h apresentaram aumento da expressdo dos genes STATs no hipocampo
analisados por microarranjos e confirmados com PCR, sendo que a expressao

génica das duas formas do STAT 5 A/B estavam elevadas pela lesdo de
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isquemia/reperfusdo, provavelmente devido a uma resposta compensatéria, a
gual pode exercer um papel protetor no tecido cerebral lesado (SUN et al.,

2007).

Entretanto no presente estudo ndo houve diferenca estatistica na
intensidade de fluorescéncia da STAT 3 e nem da STAT 5 entre 0S grupos em
estudo, sugerindo que o modelo experimental de isquemia global incompleta

apresentado nédo altera o nivel de intensidade desta quinase.

Isto posto, o pré-condicionamento com Ru-bpy € uma possivel estratégia
terapéutica para neuroprotecdo durante a isquemia/reperfusdo cerebral, capaz
de limitar o dano cerebral, cujo mecanismo envolve as proteinas quinases
ativadas sinalizando vias de sobrevivéncia celular. Apesar de nao terem sido
utilizados inibidores farmacoldgicos para cada proteina quinase em estudo, para
deixar claro qual proteina é realmente responsavel pelo efeito neuroprotetor
observado. Com base na literatura recente, podemos indicar que as proteinas
qguinases analisadas nesse trabalho apresentaram seus efeitos de forma
integrada em uma rede complexa de sinalizacdo, sendo necessarios mais

estudos.

Sendo assim, no futuro, novos experimentos poderdo ser realizados
utilizando inibidores farmacologico para alvos do NO, como por exemplo os
receptores da tirosina quinase e as proteinas do sistema de receptores GMPc,
de forma independente para sabermos por qual receptor o NO doado pelo Ru-
bpy esta ativando as proteinas quinases ou se ha um outro receptor que deva

ser investigado. Além disso, seria interessante realizar por técnicas de



106

imunoensaio (ELISA, WB, imunohistoquimica) ou PCR a quantificagdo das
proteinas envolvidas diretamente na apoptose celular, visto que as quinases
ativadas e inibidas pelo complexo de ruténio parecem estar envolvidas na

ativacado da apoptose de neurdnios hipocampais.

Vale ressaltar, que experimentos (ndo finalizados, utilizando técnica de
HPLC no Laboratério de quimica orgéanica e inorganica (UFC)) apresentam uma
tendéncia de grande quantidade do Ru-bpy ser depurado pelos rins, ficando o

estudo de seguranca para utilizacdo deste metalofarmaco para trabalhos futuros.

Dessa forma, o estudo atual apresentado apresenta apontar um papel
neuroprotetor do nitrosil ruténio no modelo de isquemia/reperfusédo cerebral
global incompleta em ratos, com envolvimento de proteinas quinases
conhecidas pelo efeito favordvel na viabilidade celular. Novos estudos séo
necessarios para estudar esses mecanismos de forma mais detalhada e o

envolvimento das NO sintases nesse processo.
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6. Concluséao

1. O pré-condicionamento com nitrosil ruténio tem efeito
neuroprotetor no hipocampo de ratos, indicado pela contagem de neurdnios
eosinofilicos e pela diminuicdo do edema cerebral durante a isquemia-
reperfusao;

2. O nitrosil ruténio libera NO no tecido hipocampal durante a
lesdo de isquemia/reperfusao;

3. O pré-condicionamento com nitrosil ruténio inibe a ativagéo
de NF-kB hipocampal na primeira hora pés isquemia (uma hora de reperfuséo);

4. O pré-condicionamento com nitrosil ruténio ativa as
proteinas quinase AKT, P70S6, ERK 1/2 , CREB e inibe a proteina quinase JNK
em tecido hipocampal, evidénciando a participacdo dessas quinases na

neuroprotecao.
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