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RESUMO

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) ¢ a segunda principal causa de morte e incapacidade no
mundo e envolve a reducao do suprimento sanguineo em areas cerebrais. No Brasil, o AVC ¢ a
principal causa de incapacitacdo em pessoas acima de 50 anos, devido a alta morbidade e
mortalidade, gera altos custos com tratamento e reabilitagdo. O AVC acarreta excitotoxicidade,
estresse oxidativo, apoptose e danos teciduais na regido afetada. O timol um monoterpeno,
encontrado em plantas aromaticas, apresenta atividade antimicrobiana, antifingica,
antitumoral, antibacteriano e atividade anti-inflamatéria. Objetivamos avaliar os efeitos do
timol sobre o dano neuronal, déficits de memoria, estresse oxidativo e atividade da
acetilcolinesterase de camundongos submetidos a isquemia cerebral focal permanente
(pPMCAO). Foram utilizados camundongos Swiss machos, divididos em cinco grupos: Falso
operado (FO), FO+TIMOLS50, pMCAO, pMCAO+TIMOL25, pMCAO+TIMOLS50 (via oral).
Os animais receberam o timol trés horas ap6s pMCAO, por 5 dias. Apos o tratamento os animais
foram submetidos a avaliagdo sensoriomotora, locomotora (campo aberto) ¢ de memoria (de
reconhecimento, operacional e aversiva). Os animais foram eutanasiados e foram retiradas as
areas cerebrais (cortex temporal, estriado e hipocampo) para a avaliagdo da area do infarto e
morte neuronal (coloragdo 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC), cresil violeta), estresse oxidativo
(Malonaldeido (MDA), Nitrito e Tids totais) e a atividade da acetilcolinesterase. O tratamento
com o timol (50mg/Kg) protegeu contra os déficits sensoriomotores e diminuiu a drea do infarto
nos animais submetidos a pMCAO. O tratamento com o timol (mg/Kg), protegeu os animais
contra déficits na atividade locomotora vertical. O timol (25mg/Kg) protegeu os camundongos
contra os déficits de memoria de trabalho e de memoria aversiva tardia. O timol, reduziu o
comprometimento sobre a memoria de reconhecimento recente e tardia nos camundongos. O
timol protegeu contra 0 aumento da concentragdo de MDA, no estriado e no hipocampo e contra
o aumento da concentragdo de nitrito no cortex temporal e hipocampo dos animais. O
tratamento com o timol na dose de 50 mg/Kg foi capaz de aumentar a concentragdao do contetido
tidlico total no corpo estriado dos camundongos. O timol (50 mg/Kg), inibiu a atividade da
acetilcolinesterase no cortex total, que se encontrava aumentada nos animais. O timol, aumenta
a viabilidade celular avaliada pela colora¢do para Cresil violeta no estriado e no hipocampo
(regides CA1l, CA3 e GD), dos camundongos. Nossos resultados indicam, que o timol pode
modificar diversas vias associadas a isquemia cerebral. Entre essas alteragdes estdo a prevengao
do estresse oxidativo, a melhoria da neurotransmissdo colinérgica, a mitigagdo dos déficits
sensoriomotores € da perda neuronal, além de reduzir os déficits de memoria causados pela
condi¢do. Esses achados sugerem que o timol pode ser um potencial agente terapéutico para
atenuar os danos provocados pela isquemia cerebral.

Palavras-chave: Isquemia cerebral; Neuroprotecdo; Timol; Estresse oxidativo;
Acetilcolinesterase; Memoria.



ABSTRACT

Stroke (Cerebrovascular Accident - CVA) is the second leading cause of death and disability
worldwide and involves the reduction of blood supply to brain areas. In Brazil, stroke is the
leading cause of disability in people over 50 years old due to its high morbidity and mortality,
generating high costs for treatment and rehabilitation. Stroke results in excitotoxicity, oxidative
stress, apoptosis, and tissue damage in the affected region. Thymol, a monoterpene found in
aromatic plants, has antimicrobial, antifungal, antitumor, antibacterial, and anti-inflammatory
activities. We aim to evaluate the effects of thymol on neuronal damage, memory deficits,
oxidative stress, and acetylcholinesterase activity in mice subjected to permanent focal cerebral
ischemia (pMCAO). Male Swiss mice were used, divided into five groups: FO,
FO+THYMOLS50, pMCAO, pMCAO+THYMOL25, pMCAO+THYMOLS50 (orally
administered). The animals received thymol three hours after pMCAO for 5 days. After
treatment, the animals underwent sensorimotor, locomotor (open field), and memory
(recognition, working, and aversive) evaluations. The animals were euthanized, and brain areas
(temporal cortex, striatum, and hippocampus) were collected for the evaluation of infarct area
and neuronal death (2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining, cresyl violet),
oxidative stress (Malondialdehyde (MDA), nitrite, and total thiols), and acetylcholinesterase
activity. Treatment with thymol (50 mg/kg) protected against sensorimotor deficits and reduced
the infarct area in animals subjected to pMCAO. Treatment with thymol (mg/kg) protected the
animals against deficits in vertical locomotor activity. Thymol (25 mg/kg) protected the mice
against working memory and late aversive memory deficits. Thymol, reduced impairment in
recent and late recognition memory in mice. Thymol protected against the increase in MDA
concentration in the striatum and hippocampus and against the increase in nitrite concentration
in the temporal cortex and hippocampus of the animals. Treatment with thymol at a dose of 50
mg/kg was able to increase the total thiol content concentration in the striatum of the mice.
Thymol (50 mg/kg) inhibited acetylcholinesterase activity in the total cortex, which was
increased in the animals. Thymol, increased cell viability evaluated by cresyl violet staining in
the striatum and hippocampus (CA1l, CA3, and DG regions) of the mice. Our results indicate
that thymol can modify several pathways associated with cerebral ischemia. These changes
include the prevention of oxidative stress, improvement of cholinergic neurotransmission,
mitigation of sensorimotor deficits, and neuronal loss, as well as reducing memory deficits
caused by the condition. These findings suggest that thymol could be a potential therapeutic
agent to attenuate the damage caused by cerebral ischemia.

Keywords:  Cerebral ischemia;  Neuroprotection;  Thymol;  Oxidative  stress;
Acetylcholinesterase; Memory.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Acidente Vascular Cerebral (AVC)

1.1.1 Perspectivas histdricas

Hipocrates (460-370 a.C.) foi o primeiro a documentar a paralisia stbita associada ao
Acidente Vascular Cerebral (AVC), observando que essa condigdo frequentemente resultava em
hemiplegia ou hemiparesia contralateral a lesdo cerebral e, frequentemente, disturbios da fala
(CEREBRAL, 2019; FERNANDES, 2019). O termo "apoplexia", usado por Hipdcrates,
significa "golpeado com violéncia" e descreve a manifestagdo subita e severa dos sintomas
(THOMPSON, 1996; WARLOW et al, 2007).

O entendimento moderno do AVC comecou no século XVII. Johann Jacob Wepfer
(1620-1695) identificou a causa do AVC hemorragico e sugeriu que bloqueios nas artérias
poderiam causar AVC isquémico (WARLOW et al, 2007; CEREBRAL, 2019). Thomas Willis
também avangou na compreensao da circulagao cerebral e dos fatores que desencadeiam o AVC,
com o circulo arterial na base do cérebro nomeado em sua homenagem (WARLOW et al, 2007,
CEREBRAL, 2019).

O conceito de AVC foi formalizado em 1927, alinhando-se ao entendimento das teorias
vasculares e da importancia da interrupg¢do subita do suprimento sanguineo cerebral.
Atualmente, o termo "AVC" ¢ contestado por alguns, com propostas como "Apoplexia
Cerebrovascular" ou "ataque cerebral" para enfatizar a possibilidade de prevengao e a urgéncia
da condigao (WARLOW et al, 2007; CEREBRAL, 2019). Esses textos e autores estabelecem
uma base robusta para compreender o desenvolvimento historico e a progressdo do
conhecimento acerca do AVC. O campo do AVC continua a evoluir, com novas terapias e

estratégias preventivas surgindo frequentemente.

1.1.2 Definigéao e classificacéo

O AVC, também conhecido como derrame cerebral, é definido como uma leséo cerebral
resultante da obstrucdo ou ruptura de vasos cerebrais, com possiveis déficits cognitivos e/ou
sensorio-motores conforme a regifo lesionada. E uma doenca que comumente acomete mais o
sexo masculino e é uma das principais causas de morte, incapacitacao e internagdes em todo o

mundo, gerando ao individuo déficits neurologicos que podem perdurar por até 24 horas. Alem
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disso essa patologia gera um grande gasto aos cofres plblicos anualmente (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021).

Ha duas categorias principais de AVC (Figura 1): isquémico e hemorrégico.
Aproximadamente 71% dos casos globais de AVC sdo classificados como isquémicos,
caracterizado pelo bloqueio de uma artéria no cérebro, o que restringe o fluxo sanguineo
essencial para a regido abastecida por essa artéria, resultando em leséo e morte celular. O AVC
isquémico é o maior responsavel pelas taxas de morbidade nos individuos afetados. Ja o0 AVC
hemorragico, responsavel por cerca de 29% dos casos, é caracterizado pela ruptura de vasos
sanguineos no cérebro e apesar de ter menor prevaléncia leva o individuo a morte na maioria
dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2021; TROTMAN-LUCAS & GIBSON, 2021).

Figura 1: Representacdo e diferenciacdo entre AVC isquémico e AVC hemorragico.

AVC
Isquémico

AVC
Hemorragico

Um codgulo bloquela
o fluxo sanguineo para
uma area do cérebro.

O sangramento
ocorre dentro ou ao
redor do cérebro.

Fonte: LOFRANO, 2024.

1.1.3 Epidemiologia

O AVC isquémico ocorre quando o fluxo sanguineo no cérebro € interrompido,
geralmente por obstrucdo de artérias importantes, causando danos graves devido a falta de
oxigénio e glicose se a recanalizagio ndo for rapida (FRANKE et al, 2020). E uma das
principais causas de deméncia e déficits neurologicos, especialmente em idosos (PLANTON et
al, 2017; O'BRIEN, 2006). Com o aumento da expectativa de vida global, cresce também o
impacto dessas doengas relacionadas ao envelhecimento, como AVC e deméncia (FEIGIN et
al, 2019; VESTERGAARD et al, 2024).
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Estimativas da OMS indicam que o AVC ¢ responsavel por cerca de seis milhdes de
mortes anuais no mundo. Além dos custos humanos, h& impactos socioeconémicos
significativos devido aos altos custos de tratamento, reabilitacdo e previdéncia (LOBO et al,
2021; OMS, 2021; GBD, 2019). Segundo Laboissiére (2023), mais de 110 milhdes de pessoas
vivem com sequelas de um AVC. A incidéncia aumenta significativamente com a
idade — acontecendo na maior parte dos casos entre os 70 e 80 anos (ZETOLA et al, 2001).

No Brasil, 0 AVC ¢ a principal causa de incapacitacdo para pessoas com mais de 50
anos, correspondendo a 10% de todas as mortes, 32,6% das mortes por causas vasculares e 40%
das aposentadorias precoces (ABRAMCZUK & VILLELA, 2019 Anualmente, cerca de 100
mil pessoas séo afetadas, com 50% dos sobreviventes sofrendo sequelas graves (LOFRANO,
2024). No Cear4, de 2009 a 2020, foram registradas uma média de 7.981,5 internacdes por AVC
ao ano. Obteve-se um aumento no numero absoluto de internacdes por AVC em 17,3%, de
7.436 em 2009 para 8.719 em 2020 (BRAZ et al, 2022).

Segundo Laboissiére (2023), um em cada quatro individuos acima de 35 anos enfrentara
um AVC em algum momento da vida, sendo que 90% desses casos poderiam ser prevenidos
com o controle de fatores como hipertensao, tabagismo, dieta e exercicio fisico. Segundo um
estudo epidemioldgico feito por Lobo e colaboradores (2021), o diagnostico precoce e a atencao
primaria sdo essenciais para melhorar o prognéstico e reduzir sequelas (OLIVEIRA &
WATERS, 2021). Fatores de risco como hipertensdo, tabagismo, hipercolesterolemia,
sedentarismo, obesidade, consumo de alcool, contraceptivos hormonais e diabetes aumentam
significativamente o risco de AVC (HUSSAIN et al, 2021).

1.1.4 Sintomatologia e diagndstico

Os individuos afetados por um acidente vascular cerebral frequentemente enfrentam
uma série de complicacGes debilitantes (Tabela 1), que podem incluir transtornos fisicos como
dificuldades de degluticdo, disfungéo sexual, dores e mudancas nas sensa¢bes, bem como
obstaculos na comunicacdo, afetando a fala, leitura, escrita e a compreensdo, além de
experimentarem um notavel cansaco e esgotamento e em casos mais graves ha a perda de
movimentos no lado contralateral a leséo cerebral. Esses fatores tém um impacto significativo
no bem-estar diario do individuo que sofre um AVC (TROTMAN-LUCAS & GIBSON, 2021).



Tabela 1 — Resumo dos sintomas e respectivos progndsticos associados a um AVC.

Sintoma

Regido cerebral afectada

Consequéncias

Progndstico

Fraqueza motora

Cértex periférico

Paresia (fraqueza localizada) afectando a face
e/ou brago e/ou mdo efou dedos

Tronco cerebral, regiGes
sub-corticais efou
proximais

Hemiparesia (fraqueza generalizada) afectando
a face efou brago efou perna de um mesmo
lado do corpo

A recuperacdo mais
acentuada ocorre  nos
primeiros 1-3 meses apds
0 AVC. A reabilitagdo até
aos 9 meses revela-se
benéfica.

A recuperagdo a longo-

Ataxia Hemisfério cerebelar Descoordenagdo motora prazo  tem  excelente
prognoéstico.
Alteragdo da percepgdo de estimulos dolorosos
Tilamo lateral, tronco e térmicos, agrafestesia (incapacidade de
. . perceber a escrita sobre a pele, de olhos
Perda sensorial cerebral, regido o .
R fechados) e aestereognosia (incapacidade de
lenticulocapsular 3 e
reconhecer ou identificar a forma e os
contornos dos objetos através do tacto)
Embolismo d rtéri . .
m( lsm d AN Amaurose (perda parcial ou total da visdo)
carétida
y A A recuperagao é
Vias visuais nos . . N .
. . Perda visual de um hemicampo espontanea e ocorre até 3
hemiférios cerebrais .
Alteracéo da meses apés 0 AVC
visual Lobos occipitais (ambos)  Cegueira cortical
RegiGes posteriores do . P
. Diplopia (viséo dupla
cérebro iplopia (visdo dupla)
Regido frontal de um .
s Paralisia ocular
hemisfério
Alteragdo da percepgdo da regido esquerda do
Alteragdo da PP & percepe & au
Hemisfério cerebral corpo
percepgdo o - . -
. X direito Anosognosia (incapacidade de ter consciéncia
visuoespacial o
da prépria doenga)
Tronco  cerebral e
cerebelo e regides que Disartria (incapacidade de articular as palavras
Alteragdes ao nivel da 8 4 (incap P
provoquem fraqueza de forma correcta)

linguagem e da
produgdo de discurso

localizada na face

Regides do hemisfério
esquerdo

Afasia (deterioragdo da fungdo da linguagem)

A recuperagdo pode levar
de meses a anos
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Défices cognitivos Afasia e inatencdo

Apraxia (incapacidade de executar movimentos
e pgestos precisos), perda de memdria,
deméncia, fadiga, depressio e outras

patologias psiquiatricas

Fonte: SILVERMAN; RYMER; RUILOPE, 2011

Défices
comportamentais

O AVC ndo é necessariamente letal, e é possivel que os pacientes tenham uma vida
prolongada depois de passarem por esse evento, mesmo que frequentemente enfrentem
sequelas. As consequéncias fisicas do AVC tém sido um importante objeto de estudo acerca de
novas intervencgdes clinicas e de reabilitacdo ao longo de muitos anos (JOHNSON et al, 2016;
ZHANG et al, 2020). Além disso, o AVC pode levar a uma gama de complicacGes
neuropsiquidtricas, incluindo tanto aspectos cognitivos quanto ndo cognitivos (HACKETT et
al, 2014). As complicacbes mais frequentemente observadas que ndo estdo relacionadas a
cognicdo incluem transtornos de depressdo e ansiedade, atingindo taxas de prevaléncia que
chegam a 37% e 24%, respectivamente (RAMIREZ et al, 2020; CAROTA &
BOGOUSSLAVSKY, 2012; NASCIMENTO & ALMEIDA, 2024).

Os transtornos psicéticos, sdo uma sequela rara do AVC, ocorrendo em cerca de 5% dos
casos. No entanto, tendo em conta a elevada incidéncia de AVC, existe um numero substancial
de pessoas que vivem com psicose associada a AVC, muitas das quais carecem de um

diagnostico formal, sendo particularmente negligenciada, apesar de seu efeito perturbador na
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qualidade de vida. Em geral, os sintomas psiquiatricos pds-AVC sdo escassamente
diagnosticados e tratados, com foco nos transtornos depressivos e de ansiedade mais frequentes.
(STANGELAND; ORGETA,; BELL, 2018; NASCIMENTO & ALMEIDA, 2024).

No diagnostico do AVC, é crucial distinguir sua natureza vascular de outras condigdes
com sintomas similares, como tumores cerebrais, enxaquecas e lesGes traumaticas. Um
diagnostico preciso exige uma analise detalhada do historico clinico, avaliagdo neuroldgica
minuciosa (incluindo identificacdo de déficits motores e alteracdes na fala e marcha) e exames
de imagem. (SILVERMAN et al, 2011). Essa abordagem integrada € vital para determinar o
tratamento adequado na fase aguda, estabelecer um progndstico confidvel e desenvolver um
plano de cuidados secundarios personalizado, melhorando os desfechos para os pacientes
(KRALIJEVIC et al, 2024; WHITELEY, 2011; MOUHIEDDINE et al, 2015).

A deteccdo inicial de AVC geralmente se baseia em sinais clinicos e exames de imagem
de emergéncia, como tomografia computadorizada (TC) (Figura 2), ou ressonancia magnética
(RM). Enquanto a TC cerebral sem contraste é eficaz em reconhecer o AVC hemorragico,
apresenta sensibilidade reduzida para a deteccdo do AVC isquémico agudo e lesdes menores.
Contrastando, certas técnicas de RM, especificamente a imagem ponderada em difuséo,
apresentam maior sensibilidade para identificar indicios iniciais de AVC, até mesmo 30
minutos ap6s seu comeco (KRALJEVIC et al, 2024; JAUCH et al, 2013).

Figura 2: Imagens de tomografia do cranio: AVC hemorrégico (esquerda) e AVC isquémico
(direita).

Fonte: WARLOW et al, 2001.

Uma técnica inovadora que pode ser usada como uma ferramenta auxiliar na detecgéo e
no estudo de condigdes vasculares cerebrais, incluindo o Acidente Vascular Cerebral Isquémico
(AVCI), hemorragias intracranianas decorrentes da ruptura de aneurismas cerebrais, na

confirmacéo de morte cerebral, entre outros usos é o doppler transcraniano que consiste em um
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ultrassom ndo invasivo que mede a velocidade do fluxo sanguineo nas principais artérias do
cérebro (LOFRANO, 2024).

Recentemente, tem-se surgido biomarcadores séricos altamente especificos liberados
durante o AVC isquémico como meios diagnosticos valiosos, complementando os métodos
convencionais. Tais biomarcadores poderiam oferecer uma forma objetiva e répida de
diagndstico inicial, triagem e progndstico em pacientes acometidos por AVC (KRALJEVIC et
al, 2024).

1.2 Fisiopatologia da isquemia cerebral

O AVC isquémico pode ser dividido em focal, que acontece devido a um coagulo
sanguineo formado localmente e envolve uma pequena area cerebral, que é irrigada por uma
artéria cerebral (HOMI et al, 2000). A isquemia global por sua vez, afeta todo Sistema Nervoso
Central (SNC), causada por uma hipotensdo sistémica na auséncia de um coagulo sanguineo
(HOMI et al, 2000). Devido a diferencas na vasculatura, diferentes regides cerebrais tém
diferentes susceptibilidades para eventos relacionados ao AVC e diferentes sensibilidades a
lesdo isquémica. Portanto, varios modelos experimentais, variando em termos da regido
isquémica (local vs. global), a duracdo do evento isquémico (transitorio vs. permanente) e 0s
niveis relativos de hipoxia e hipoglicemia, foram estabelecidos para investigar danos neuronais
isquémicos (LIPTON, 1999).

A fisiopatologia do dano cerebral por isquemia global difere da causada pela isquemia
focal. A isquemia global, geralmente breve, causa menos dano neuronal se houver reperfusao
adequada, afetando principalmente neur6nios vulneraveis. Ja a isquemia focal é prolongada ou
permanente, inicialmente afetando a area suprida pela artéria ocluida e, posteriormente, a zona
de penumbra. Os caminhos de morte celular variam entre modelos animais, o que pode explicar
a baixa eficacia clinica de medicamentos para AVC isquémico desenvolvidos em estudos pré-
clinicos (SIESJO et al, 1995; SIESJO & SIESJO, 1996; TUO; ZOU; LEI, 2021)

Apbs a isquemia cerebral (IC), inicia-se uma complexa cadeia de eventos
fisiopatoldgicos, podendo durar horas ou até dias, mesmo ap0s a reperfusdo sanguinea e
envolve diversos mecanismos de dano neuronal (BROUNS & DEYNA, 2009). A série de
processos neuroquimicos transitdrios ou permanentes desencadeados pela IC é chamada de
cascata isquémica (Figura 3), dividida em duas fases: aguda e subaguda, onde os principais

mecanismos envolvidos sdo faléncia bioenergética, excitotoxicidade glutamatérgica,
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inflamac&o, estresse oxidativo e morte celular de neuronios, glia e células endoteliais
(BROUNS & DEYNA, 2009).

Na fase aguda da cascata isquémica, acontece a reducdo do fluxo sanguineo e ha a
diminuicdo da disponibilidade de oxigénio que afeta a principal via de producdo de ATP, a
fosforilagdo oxidativa. A diminuicdo dos niveis de ATP leva a falha da bomba de sodio-potassio
ATPase, resultando na perda do equilibrio idnico. Com a faléncia desta bomba, ocorre uma
despolarizacéo celular que permite o influxo de Ca?+ na célula e aumenta a liberagcdo de Ca?+
intracelular e neurotransmissores excitatorios, como o glutamato (SMITH, 2004).

A recaptacdo do glutamato é comprometida pela reducédo das fungdes energéticas (LI et
al, 2007; ZHANG et al, 2017). Isso, provoca uma superestimulacdo dos receptores
glutamatérgicos, aumentando o influxo de sédio e célcio e resultando em excitotoxicidade, dano
mitocondrial, que gera a liberacdo de cytocromo C e apoptose (LI et al, 2007; ZHANG et al,
2017). Com a liberacdo excessiva de glutamato, comeca a excitotoxicidade, que ativa vias de
sinalizacdo que desencadeiam processos inflamatorios além disso, a baixa disponibilidade de
oxigénio leva a glicélise anaerobica, resultando no acimulo de lactato, podendo agravar o dano
isquémico. Essa acidose promove a necrose, aumentando a producdo de EROs e causando
disfungdo mitocondrial (BROUNS & DEYN, 2009).

Figura 3: Cascata isquémica.
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O aumento dos niveis de célcio intracelular gera espécies reativas de oxigénio (EROS)
e ativa enzimas como endonucleases e 6xido nitrico sintetase, resultando em danos celulares
adicionais (BROUNS & DEYN, 2009; MAKAR et al, 1994). Isso leva & morte celular por
necrose e apoptose. O estresse oxidativo ocorre quando a producédo de radicais livres supera a
capacidade antioxidante celular, e enzimas como superoxido dismutase (SOD) e antioxidantes
como o acido ascorbico ndo conseguem neutralizar esses radicais livres (BROUNS & DEYN,
2009; MAKAR et al, 1994). Horas ou dias ap6s a isquemia, a fase subaguda inicia vias
inflamatorias e pré-apoptéticas (BROUNS & DEYN, 2009; MAKAR et al, 1994).

1.2.1 Core e penumbra

Tecidos afetados por isquemia podem ser classificados funcionalmente em dois tipos: o
nacleo isquémico, também chamado de core, onde o dano € irreversivel, e a penumbra
isquémica adjacente (Figura 4). Nos primeiros instantes da reducao do fluxo sanguineo cerebral
inicia-se rapida degeneracdo do tecido cerebral. A area central do acidente vascular (core) morre
em pouco tempo, pois o fluxo sanguineo cerebral est& abaixo do limite necessario para evitar a
despolarizacdo terminal, resultando na degeneracdo da maioria dos neurénios (CLAUS et al,
2013; SUGIMOTO et al, 2014).

Ao redor do nudcleo de uma lesdo isquémica encontra-se a penumbra isquémica, que
possui fluxo sanguineo reduzido e funcionalidade neuronal comprometida, mas que permanece
viavel por mais tempo. Esta area, que pode constituir até metade do volume total da lesdo em
casos de AVC isquémico, é dindmica e instavel, e é onde os esforcos terapéuticos devem ser
concentrados (LOFRANO, 2024; GINSBERG, 1997; TUO; ZOU; LEI, 2021). A penumbra é
identificada clinicamente pelo descompasso entre as imagens de perfusdao e difusdo em
ressonancia magnética. Os neurénios na penumbra sdo recuperaveis e sao alvos terapéuticos
potenciais no tratamento de infartos cerebrais (LAMBERTSEN; BIBER; FINSEN, 2012;
TAKEDA et al, 2021).
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Figura 4: llustracdo esquemaética da isquemia cerebral, mostrando o nucleo de infarto - core
(&rea irreversivelmente lesionada) e uma penumbra isquémica (area que pode ser recuperada).

Penumbra  Core isquémico

NECROSE TECIDUAL

TEMPO 1

Fonte: CAPLAN, 2022.

Apo6s uma lesdo, os neurdnios na penumbra ativam mecanismos de sinalizagdo que
promovem a sobrevivéncia por algumas horas a dias (LEE et al, 2000). Sem reperfusao
prolongada, a area central do infarto pode expandir e afetar a penumbra, levando a morte de
neurdnios em outras partes do cérebro devido a desconexdo, conhecida como perda neuronal
secundaria (BACK, 1998). Portanto, proteger os neurdnios da penumbra é essencial para o
sucesso dos tratamentos de protecdo neural (LO; DALKARA; MOSKOWITZ, 2003;
MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010). Apesar de varias vias de morte celular serem
reconhecidas no AVC isquémico, ainda ndo esta claro se alguma é especialmente relevante
(TUO; ZOU; LEI, 2021).

1.2.2 Isquemia e estresse oxidativo

O estresse oxidativo caracterizado por um desequilibrio entre os processos de oxidacao
e antioxidacdo no corpo, é visto como um fator fundamental no dano cerebral associado a
isquemia cerebral. A producdo elevada de espécies reativas de oxigénio (EROs) no organismo
leva ao estresse oxidativo, que esta envolvido em diversas doencas como doencas
neurodegenerativas e AVC (TAO et al, 2020). O estresse oxidativo surge quando as defesas
antioxidantes naturais do corpo ndo conseguem neutralizar a producdo de radicais livres. Em
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outras palavras, as enzimas antioxidantes que as células produzem, como catalase, glutationa,
superoxido dismutase (SOD), e as vitaminas antioxidantes, como acido ascorbico e a-tocoferol,
ndo sdo suficientes para superar o excesso de radicais livres (MAKAR et al., 1994).

Os antioxidantes sdo divididos em duas categorias principais: enddogenas e exogenas.
Ambas as categorias ajudam a combater diversos fatores metabolicos prejudiciais, reduzindo
problemas como inflamagdes por meio do equilibrio das espécies reativas de oxigénio.
Atualmente, tem sido relatado que ainda ndo foi desenvolvido nenhum medicamento eficaz
para tratamento antioxidante. Portanto, a introdu¢ao de novos candidatos antioxidantes ¢
recomendada para uso em praticas clinicas (KONTOGHIORGHES & KONTOGHIORGHE,
2019; MARTELLI & GIACOMINI, 2018; NEHA et al, 2019; PISOSCHI & POP, 2015;
SAHOO; PAIDESETTY; PADHY, 2021; SAHOO et al, 2020b).

Embora o tecido cerebral compreenda apenas uma pequena fracdo do corpo, seu
metabolismo de oxigénio é extremamente ativo em comparagdo com outros 6rgaos, o que o
torna particularmente vulneravel a isquemia (DOYLE; SIMON; STENZEL-POORE, 2008).
Em consequéncia, o AVC promove a oxidacdo de lipidios, proteinas e acidos nucleicos,
resultando em prejuizos ao DNA e a funcdo mitocondrial, culminando na morte de células
cerebrais (TAO; LIU; CHEN et al, 2020). As EROs podem, por exemplo, melhorar a membrana
plasmaética, comprometendo a sua integridade (WANG et al, 2017). Além disso, as EROs séo
capazes de danificar o DNA, o que pode ocasionar quebras nas cadeias de DNA (DAVIS &
PENNYPACKER, 2017). A liberacdo de citocromo C (Cytc) do interior das mitocéndrias para
o citosol neuronal também é afetada pela presenca de EROs mitocondriais. Essa liberacdo de
Cytc da mitocondria, leva a apoptose celular (PU et al, 2019). Os principais tipos de EROs
incluem o anion superdxido (O2-), o radical hidroxila (OH—) ¢ o peroxido de hidrogénio
(H202) (HONDA; KORGE; WEISS, 2005).

O tratamento atual para a isquemia cerebral foca em restabelecer o fluxo sanguineo no
cérebro dentro de um periodo de 3,5 horas para prevenir danos adicionais ao tecido cerebral.
Contudo, a reperfusdo pode causar lesdes adicionais devido a ativagdo de enzimas oxidantes,
que produzem EROs (KHATRI et al, 2012; CASTILHO et al, 1998). Esse processo afeta todos
0s componentes celulares, como proteinas, lipidios, &cidos nucleicos e carboidratos (ZHAO et
al, 2016).

Além do contexto mencionado, diversos medicamentos sintéticos foram desenvolvidos
com o objetivo de eliminar as EROs para controlar seus niveis intracelulares em tratamentos
farmacéuticos (HUANG et al, 2021; POLAKA et al, 2022; CASAS et al, 2020). Contudo, 0s

agentes sintéticos que eliminam EROs enfrentam desafios como baixa estabilidade, elevada
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toxicidade e reduzida biodisponibilidade (POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013). Dificuldades
relacionadas a solubilidade em agua, metabolizagdo rapida, falta de seletividade e efeitos
colaterais sistémicos tém limitado sua aplicabilidade (COCHEME & MURPHY, 2010). Assim,
a busca por novas moléculas direcionadas ao combate do estresse oxidativo, pode ser uma

estratégia terapéutica e preventiva potencial para pacientes com isquemia cerebral.

1.2.3 Calcio e excitotoxicidade

A superativacao dos receptores ionotropicos, NMDAs (permeaveis a ions Ca2+) durante
a isquemia cerebral provoca excitotoxicidade e inicia eventos de morte neuronal
(BENARROCH, 2011; LIPTON & ROSENBERG, 1999; BENVENISTE et al, 1984). A
excitotoxicidade pode ser definida como uma forma especifica de neurotoxicidade induzida
pelo glutamato e pode servir como um elo entre a isquemia e a morte dos neuronios. Esse
processo induz a producado de radicais livres, disfuncdo mitocondrial e alteragdes nas funcgdes
de diversos fatores de transcricao (LAl et al, 2014), que ativam as vias apoptoticas (TUO; ZOU;
LEI, 2021).

O glutamato nédo é apenas o principal neurotransmissor excitatorio no cérebro adulto,
mas também, um transmissor chave na degeneracao do sinal neuronal apds o AVC, o que pode
levar a excitotoxicidade durante a superacumulacdo. Além da neurotoxicidade direta do
glutamato aos neurénios, a ativacdo excessiva dos receptores de glutamato também leva a
aumentos adicionais dos niveis intracelulares de Na+, Ca2+ e Cl-, e agrava o edema citotoxico
(FURUKAWA et al, 1997; TAO et al, 2020).

O calcio tem multiplas funcdes na fisiologia celular, incluindo a contracdo muscular, a
liberacdo de neurotransmissores, a ativacao de enzimas oxidativas do ciclo do acido citrico e
de fosfolipases. A concentracdo de calcio dentro das células é regulada e mantida em niveis
fisiologicos pelos sistemas de captacdo de célcio presentes no reticulo endoplasmatico e nas
mitocondrias (POZZAN et al, 1994).

A sobrecarga de calcio durante a fase de anoxia isquémica leva a liberacdo anormal de
glutamato das células, associada a uma diminui¢do na recaptacéo pré-sindptica dependente de
energia do glutamato, o que aumenta ainda mais seu acumulo extracelular (LO; DALKARA,;
MOSKOWITZ, 2003). Enquanto isso, 0 ambiente hipoxico de baixa glicose reduz a sintese de
ATP, resultando na incapacidade de remover o glutamato. Além disso, o transportador de
glutamato-1 (GLT-1), que € um dos principais transportadores para a remoc¢do do glutamato

extracelular, € significativamente reduzido apds a isquemia cerebral, e a inibicdo de sua
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expressdao promove ainda mais o desenvolvimento de excitotoxicidade (FANG et al, 2014;
TAO et al, 2020).

A combinacéo desses fatores pode causar danos extensivos a proteinas, lipidios e DNA
celulares, resultando em deterioracéo da arquitetura e sinalizacéo celular e levando a diferentes
formas de morte celular, dependendo da severidade do dano e da rapidez dos processos
envolvidos (ANDRABI et al, 2011; UNAL-CEVIK et al, 2004; FUJIKAWA, 2015; TUO;
ZOU; LEI, 2021). Contudo, uma ativacdo correta dos NMDAR é crucial para o
desenvolvimento e a manutencdo dos neurdnios. Assim, a supressdo completa dos NMDAR
ndo é uma estratégia eficaz para reduzir a excitotoxicidade decorrente da isquemia cerebral
(MUIR, 2006; TUO; ZOU; LEI, 2021).

1.2.4 Inflamacéo

Apo6s uma lesdo isquémica, os neurdnios ativam e liberam sinais de alerta conhecidos
como DAMPs, desencadeando uma intensa resposta inflamatéria (CHAMORRO et al, 2012).
A isquemia cerebral provoca a regulacdo positiva de citocinas e a invasdo de leucécitos (ROTH
et al, 2018). Mesmo apds a recanalizacdo, o dano cerebral pode persistir devido a lesdo por
isquemia/reperfusdo (I/R), embora 0os mecanismos exatos ainda sejam pouco compreendidos
(STOLL & NIESWANDT, 2019; FRANKE et al, 2020).

No processo inflamatorio, formam-se inflamassomas, que detectam anormalidades na
homeostase celular e desencadeiam respostas inflamatorias. Estes inflamassomas séo
compostos por receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), a proteina ASC, e a pro-
caspase-1, que, quando ativada, leva a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias I1L-1p e TL-18,
além de induzir piroptose, contribuindo para a inflamacdo (HOFFMAN & BRODERICK, 2016;
ALISHAHI et al, 2019).

A micrdglia, rapidamente ativada apds a isquemia, libera citocinas pro-inflamatérias e
pode sofrer morte celular autofagica sob hipoxia (XU et al, 2020; YANG et al, 2014).
Neutrofilos e mondcitos que atravessam a barreira hematoencefalica desempenham um papel
crucial na mediacdo do dano (PETROVIC-DJERGOVIC; GOONEWARDENA,; PINSKY,
2016; TAKEDA et al, 2021). A resposta inflamatoria da microglia/macréfagos varia ao longo
do tempo. Inicialmente prejudicial, esta resposta pode se tornar neuroprotetora, secretando
fatores anti-inflamatdrios e participando da remocéo de tecidos degenerados dias apés a lesdo
(LAMBERTSEN; BIBER; FINSEN, 2012; XU et al, 2020). A citocina TGF-p1 desempenha



26

um papel anti-inflamatério significativo inibindo a ativacdo do fator de transcrigdo pro-
inflamatdrio NF-xB (SUGIMOTO et al, 2014; ISLAM et al, 2018).

Apds um evento isquémico, os astrocitos entram em estado de ativacao, o que leva ao
aumento na expressao da proteina acida fibrilar glial (GFAP), um processo conhecido como
gliose reativa. Esse estado € marcado por alteracGes especificas na estrutura e funcdo dessas
células. Ademais, os astrdcitos contribuem para a inflamacé&o cerebral ao liberarem mediadores
inflamatdrios, incluindo citocinas, quimiocinas e INOS. Acredita-se ainda que eles
desempenhem um papel na expressdo de moléculas de adeséo e na liberacdo de moléculas que
promovem a resposta inflamatéria TH2, além de inibirem a liberacdo de 1L-12, conforme
estudos de WANG & TANG (2007).

1.25 Apoptose

Apoptose, derivada do grego para "queda de folhas no outono”, é uma forma de morte
celular programada e benéfica, essencial para o desenvolvimento e manutencéo dos organismos
multicelulares, eliminando células senescentes ou danificadas (VASCONCELOS, 2000;
PASPARAKIS & VANDENABEELE, 2015). As mortes celulares podem ser divididas em
apoptose e necrose, e outras formas reguladas, como piroptose e ferroptose, tém sido
identificadas recentemente (KOPEINA & ZHIVOTOVSKY, 2022; STOCKWELL et al, 2017).

A apoptose, frequentemente ocorrendo durante a isquemia, € caracterizada por
alteracbes morfologicas como condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA. Caspases,
especialmente da familia das cisteinas-proteases, desempenham papéis cruciais na apoptose,
clivando substratos especificos e facilitando a fagocitose de células apoptdticas (FERNANDES
et al, 2019). A desregulacdo da apoptose esta associada a varias patologias, incluindo doencas
autoimunes, neurodegenerativas e cancer (GIOVANNETTI et al, 2008).

Apoptose pode ocorrer por duas vias: intrinseca (mitocondrial) e extrinseca (receptores
de morte). A via intrinseca € ativada pela auséncia de fatores de crescimento ou danos ao DNA,
envolvendo proteinas Bcl-2 e 0 gene supressor tumoral p53, resultando na ativagao de caspases
(TUO; ZOU; LEI, 2021). A via extrinseca € ativada por interacdes receptor-ligante, como o Fas
e TNF, levando também a ativacdo de caspases. Na isquemia cerebral, a ativacdo das celulas
imunes libera fatores que induzem apoptose neuronal através da via extrinseca (TUO; ZOU;
LEI, 2021).

A microglia, rapidamente ativada ap0s a isquemia, fagocita neurénios degenerados e

residuos celulares. Este processo pode limitar a inflamacdo, mas também pode levar a
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fagoptose, onde neurdnios saudaveis sao fagocitados (BROWN & NEHER, 2014). A microglia
também secreta TGF-B1, inibindo respostas inflamatorias e mostrando um efeito neuroprotetor
predominante (JIN et al, 2017; SZALAY et al, 2016).

A necrose, em contraste, € uma morte celular ndo programada, frequentemente
resultante de lesGes agudas, infecgdes ou bloqueio da apoptose, caracterizando-se pelo inchaco
e dissolucdo das células e iniciando uma resposta inflamatéria (FESTJENS et al, 2006).
Recentemente, novas formas de morte celular, como mitofagia e ferroptose, foram descobertas,
ampliando a compreensdo dos processos celulares e suas implicacGes terapéuticas (LU et al,
2023a; DIXON & PRATT, 2023).

1.3 Modelos experimentais de isquemia cerebral in vivo

A execucdo de modelos de in vivo de AVC reflete melhor a manifestacéo clinica de
eventos isquémicos cerebrais, possibilitando a realizacdo de pesquisas pré-clinicas em
laboratdrio de forma mais fiel a realidade (TROTMAN-LUCAS & GIBSON, 2021). Modelos
experimentais de AVC isquémico in vivo sdo essenciais para simular a diminuicdo do fluxo
sanguineo e seus efeitos adversos no tecido cerebral, além de serem essenciais ao
desenvolvimento de novas drogas com potencial neuroprotetor (TROTMAN-LUCAS &
GIBSON, 2021; SOMMER, 2017).

Existem varios métodos disponiveis para investigacdo em diferentes espécies animais,
contudo, devido a fatores como custo, disponibilidade e consideracGes éticas envolvendo
animais de ordens superiores, 0S roedores continuam a ser essenciais na pesquisa,
desempenhando um papel crucial para assegurar a robustez experimental e para a avaliacéo da
seguranca e eficdcia de novos tratamentos (TROTMAN-LUCAS & GIBSON, 2021;
SOMMER, 2017).

Existem protocolos in vivo de indugéo da isquemia cerebral global e focal, apresentando
vantagens e desvantagens em cada um (TROTMAN-LUCAS & GIBSON, 2021; SOMMER,
2017). Os modelos de isquemia global, quando afetam o cérebro por completo, mimetizam mais
fielmente as condi¢bes de uma parada cardiaca, j& os modelos de isquemia focal, os quais
prejudicam apenas uma pequena area do cérebro, sdo mais representativos das manifestacdes
clinicas de um AVC isquémico. Na isquemia focal, os modelos de estudam podem ser:
permanentes, na auséncia de reestabelecimento do fluxo sanguineo, ou transitorios, caso ocorra

a restauracdo da circulacdo (TARDINI et al, 2003).
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A artéria cerebral (Figura 5) mais comumente acometida no AVC em humanos ¢ a
artéria cerebral média (ACM), que é responsavel pela irrigacdo da area lateral do hemisfério
cerebral e de estruturas subcorticais (LIPTON, 1999). Nos modelos de isquemia focal, a oclusdo
da ACM pode ser feita de maneira permanente ou temporaria, possibilitando a reperfuséo,

conforme descrito por Kanemitsu e colaboradores em 2002.

Figura 5: Esquema demonstrativo das artérias cerebrais anteriores e posteriores, artérias

comunicantes anteriores e posteriores e carotida interna que formam o poligono de Willis.
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Fonte: www.auladeanatomia.com. Acesso: 31 de Marco de 2024.

As técnicas de oclusdo da ACM podem ser categorizadas em abordagens que dispensam
a craniectomia, incluindo métodos de embolia, insercao de fio intraluminal, fototrombose
utilizando o corante Rosa de Bengala, e a aplicacdo de endotelina-1; e aquelas que requerem
craniectomia, implementadas por meio de procedimentos ciriirgicos como a eletrocauterizagao,
o clampeamento e a ligadura arterial. Adicionalmente, existem modelos focados na oclusdo da
circulacao posterior, que envolvem a obstrugdo das artérias vertebrobasilares, € modelos de
trombose venosa cerebral. Estes dois ultimos sdo menos empregados na pratica (DURUKAN

& TATLISUMAK, 2007).
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O método in vivo mais comum para estudar isquemia focal é a técnica de oclusdo
intraluminal da artéria cerebral média (iIMCAO) (HOWELLS et al, 2010), que tem sido
fundamental para ampliar nosso entendimento sobre a fisiopatologia da isquemia cerebral. 1sso
inclui o estudo da penumbra isquémica, danos a barreira sangue-cérebro, mecanismos de morte
celular e as reacdes inflamatdrias associadas a isquemia cerebral (KOIZUMI et al, 1986;
TROTMAN-LUCAS & GIBSON, 2021). Ja 0 modelo animal de eletrocauterizacdo da ACM,
foi descrito pela primeira vez por Tamura e colaboradores (1981) e tem sido amplamente
utilizado, pois permite 0 acesso a regides mais proximais da ACM em comparagéo com técnicas
anteriores, além de permitir o estudo da isquemia cerebral sem o efeito da reperfusdo da ACM,
leva a interrupcdo permanente do fluxo sanguineo na ACM. (DURUKAN & TATLISUMAK,
2007).

Geralmente, a isquemia cerebral global tem duracdo de alguns minutos e, com a
reperfusdo eficaz, o prejuizo aos neurbnios é consideravelmente postergado, impactando
sobretudo os neurdnios mais suscetiveis (SIESJO & SIESJO, 1996; TUO; ZOU; LEI, 2021). A
isquemia global ndo apresenta duas areas distintas, pois o fluxo sanguineo € interrompido de
maneira geral e subita, impactando de forma homogénea todas as regides cerebrais, conforme
descrito por Lipton em 1999. Os modelos de isquemia cerebral global replicam o dano cerebral
ocasionado por problemas circulatérios, como paradas cardiacas ou hipotensdo grave, nos quais
a interrupcao dos grandes vasos extracranianos diminui o fluxo sanguineo cerebral como um
todo (MOZAFFARIAN ALAN; ROGER; BENJAMIN, 2014).

Na isquemia cerebral global o método experimental mais comum envolve a oclusdo de
quatro vasos, que inclui a cauterizacao das artérias vertebrais e a oclusdo temporaria das artérias
carétidas comuns, conforme relatado por Smith e colaboradores em 1984, e Wellons et al, em
2000. Alguns aspectos criticos da isquemia global seguida de reperfusao é a morte de neurénios
no hipocampo, tipicamente ocorrendo dias apds o incidente, com notavel evidéncia na regido
CA1 (Cornu Ammonis) do hipocampo, de acordo com Bhuiyan e colaboradores em 2015, alem
do dano neuronal significativo nas regides CA3 do hipocampo, no estriado e em certas camadas
corticais, conforme descrito por Cho et al, em 2007, Kirino, em 2000, e Wang e colaboradores
em 2017. A desregulacdo subsequente nessas areas deve-se a perda neuronal e a disfuncdo das
células gliais, consequéncia da interrup¢do no fornecimento de sangue, glicose e oxigénio
(WANG et al, 2017).

As vias pelas quais ocorre a morte celular podem variar conforme o modelo animal
utilizado; contudo, esse aspecto muitas vezes é desconsiderado no decorrer do desenvolvimento
farmacéutico (TUO; ZOU; LEI, 2021).
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1.4 Membria

Green (1964) descreveu a memoria como um “estado™ cerebral persistente apos
estimulacdo sensorial, afetando atividades subsequentes, e ressaltou que memdrias ndo podem
ser medidas diretamente, mas avaliadas por testes de evocagdo em animais e humanos
(IZQUIERDO, 2018). E claro que, uma mudanga comportamental induzida pela evocacio
implica em um reconhecimento anterior, e qualquer forma de reconhecimento supde uma
alteracdo comportamental, seja ela real ou potencial (IZQUIERDO, 2018). Segundo Green
(1964), o hipocampo pode desempenhar um papel na evocagéo, embora néo esteja diretamente
envolvido no armazenamento (IZQUIERDO, 2018).

A memoria envolve armazenamento e recuperacdo de informacgdes adquiridas por
experiéncias, processo denominado aprendizado. Aristételes ja afirmava que "Nada ha no
intelecto que ndo tenha estado antes nos sentidos" (MARSHALL, 1988). Memdrias sdo o
resultado de nossas percepcdes e sensacOes anteriores, ndo inventadas, e 0s sonhos séo
recombinag6es de memorias passadas (SELIGMAN, 1987, p. 46-53). Da mesma forma, nossos
planos e projetos, que em esséncia sdo tipos de sonhos, derivam-se dessas experiéncias. Com a
vasta gama de experiéncias possiveis, também € enorme a variedade de memadrias que podem
ser formadas. Portanto, talvez seja mais apropriado falar em "memorias" no plural
(McGAUGH, 1988, p. 33-64), pois cada uma pode ser Unica, e de certo modo, cada uma é Gnica
(IZQUIERDO, p.90, 2018).

A memdria de trabalho é temporéaria, armazenando informacdes para pensamento
imediato e resolucdo de problemas por segundos ou minutos, gerida pelo cortex pré-frontal
ventrolateral e dorsolateral (IZQUIERDO; MEDINA, 1991; MOSCOVITCH, 1992). Ja a
memoria de curto prazo, regulada pelas areas frontais e parietais, retém informacGes por
minutos a horas e pode ser consolidada em memorias de longo prazo (SQUIRE & ZOLA-
MORGAN, 1996; DUDALI, 2004; TAKEHARA-NISHIUCHI, 2021).

A consolidacéo € o processo que transforma memorias de curto prazo em memorias de
longo prazo, e depende do hipocampo, além das regibes entorrinal, perirrinal e para-hipocampal
do cortex temporal medial (TAKEHARA-NISHIUCHI, 2021; FOTUHI et al, 2020; SQUIRE
& ZOLA-MORGAN, 1996). Mecanismos como a potenciacdo de longo prazo (LTP) e a
depresséao de longo prazo (LTD) séo cruciais nesse processo, com a LTP sendo particularmente
importante na regido CA1 do hipocampo (IZQUIERDO & MCGAUGH, 2000; TAKEHARA-
NISHIUCHI, 2021). A consolidagdo também envolve transcri¢cdo génica e producdo de novas
moléculas para estabilizar informacdes na rede neural (IZQUIERDO & MCGAUGH, 2000).
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A formacdo da memoria € um processo altamente dindmico e complexo. No momento
da aquisicio (aprendizado), a nova informacdo € fragil. E por meio do processo de
consolidacdo, que envolve a sintese de proteinas, que essa nova informacdo é armazenada e
estabilizada (SCHMIDT et al., 2016). A memoria nao declarativa (implicita) inclui habilidades,
condicionamento cléssico e priming, que € a capacidade de reconhecer ou identificar um
estimulo com base em experiéncias passadas (SQUIRE; DEDE, 2015). Esses tipos de memdria
dependem de diferentes estruturas, como o hipocampo, o giro para-hipocampal, a amigdala, o
corpo estriado, o cerebelo, 0 neocdrtex, e os cortices perirrinal e entorrinal (THOMPSON; KIM,
1996; IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000; SQUIRE; DEDE, 2015; OPITZ, 2014).

1.4.1 Deméncia Vascular e Vias Colinérgicas

A deméncia de origem vascular ¢ a segunda causa mais comum de deméncia, apods a
doenga de Alzheimer (DA), representando pelo menos 20% dos casos (KHAN et al, 2016). A
definicdo de DV inclui déficits em dominios cognitivos, interferéncia nas atividades diarias e
evidéncia de doenga cerebrovascular (SKROBOT et al, 2018). Ja a DA, ¢ uma doenga
neurodegenerativa do sistema nervoso central, cuja progressdo resulta em deméncia,
anormalidades comportamentais e déficits cognitivos (DHANASEKARAN et al, 2015),
juntamente com alteragdes na neurotransmissao colinérgica. Individuos com DA e DV sofrem
morte celular neuronal devido a alteragao da homeostase da acetilcolina, depdsitos de peptideos
amiloides, formagao de placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares nas células nervosas do
cérebro (FERREIRA et al, 2020).

O termo "comprometimento cognitivo vascular" (CCV) descreve déficits cognitivos
causados por doengas cerebrovasculares, sendo a deméncia vascular (DV) sua forma mais grave
(DICHGANS & LEYS, 2017; FLIER et al, 2018). O CCV ¢ classificado em subtipos niveis e
graves pelo estudo VICCCS (SKROBOT et al, 2017). O CCV grave (ou DV) se divide em
quatro categorias: deméncia p6s-AVC, deméncia vascular isquémica subcortical, deméncia
multiinfarto e deméncias mistas (SKROBOT et al, 2018).

Tanto a DA quanto a DV s3o disturbios neurodegenerativos progressivos que
representam a causa mais comum de deméncia em idosos, afetando mais de 50 milhdes de
pessoas globalmente, segundo uma estimativa de 2019 da ADI (BALKIS et al, 2015). A
epidemiologia da DV varia devido a diferentes fatores, como critérios diagndsticos e
comorbidades, sendo mais comum em homens e aumentando com a idade (RIZZI et al, 2014;

FITZPATRICK et al, 2005). Cerca de 60% dos sobreviventes de AVC apresentam CCV trés
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meses apds o evento, e um ter¢o desenvolve deméncia dentro de 1 a 3 anos, especialmente com
comprometimento do fluxo sanguineo no hipocampo e areas pré-frontais (YU et al, 2013;
SACHDEYV et al, 2009).

A funcgao colinérgica no corpo e no cérebro ¢ principalmente mediada pela acetilcolina,
neurotransmissor crucial no aprendizado e na memdria. A acetilcolina ¢ hidrolisada pela enzima
acetilcolinesterase (AChE), que ¢ uma serina hidrolase que desempenha um papel essencial no
sistema colinérgico, abrangendo tanto o sistema nervoso central (SNC) e o periférico (SNP).
Quando a AChE estd presente em excesso, reduz os niveis de acetilcolina no cérebro,
contribuindo para a neurodegeneragio, conforme a "hipdtese colinérgica" (SIVAPRAKASAM,
2006). Atualmente, ndo ha tratamentos com medicamentos especificos recomendados para DV.
Os inibidores de AChE podem retardar a progressao de DA e DV, aumentando a disponibilidade
de acetilcolina e melhorando a fun¢ao neurocognitiva (MUTHURAMAN et al, 2023). Contudo,
esses inibidores apresentam efeitos colaterais, como hepatotdxicos, incontinéncia urinaria,
bradicardia, distarbios pulmonares e perda de peso involuntaria (FERREIRA et al, 2020).

Portanto, hd a necessidade de inibidores de AChE mais eficazes e seguros para o
tratamento dos transtornos neurocognitivos através da regulacdo da neurotransmissdao
colinérgica. Uma substancia que se mostra benéfica no tratamento de DV ¢ o extrato de Ginkgo
biloba que apresenta propriedades neuroprotetoras, melhorando niveis cognitivos, sintomas
comportamentais e psicologicos (BATTLE et al, 2021). O extrato de Ginkgo biloba contém
flavonoides, terpenoides e outros componentes que melhoram a fungao cognitiva e neurologica,
promovendo melhorias no fluxo vascular, efeito antioxidante, acdo anti-inflamatoria, aumento
da neuroplasticidade e protecdo contra disfungdo mitocondrial (UDE et al, 2013;
TCHANTCHOU et al, 2007; FEHSKE et al/, 2009). O uso combinado de Ginkgo biloba com
AChEIs mostra potencial para o tratamento da DV, mas mais estudos sdo necessarios

(CANEVELLI et al, 2014; GARCIA-ALBERCA et al, 2022).

1.5 Tratamento

A terapia padrdo atual para 0 AVC isquémico é a administra¢do intravenosa de ativador
de plasminogénio tecidual (rt-PA), devido a critérios rigorosos de elegibilidade e uma janela de
tratamento limitada a 4,5 horas, aproximadamente apenas 15% dos pacientes com AVC
isquémico sao tratados com rtPA intravenoso, uma taxa consideravelmente baixa que € ainda
mais limitada por uma taxa de sucesso de reabertura dos vasos sanguineos de menos de 50%
(BADHIWALA et al., 2015; TROTMAN-LUCAS & GIBSON, 2021).
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Além da terapia medicamentosa, a remogdo mecénica do codgulo por meio da
trombectomia endovascular tem sido cada vez mais adotada na pratica clinica para o tratamento
de bloqueios em grandes vasos, especialmente em casos nos quais o rtPA nao ¢ eficaz. Este
procedimento envolve a extracao direta do coagulo do vaso sanguineo afetado, permitindo uma
restauracdo imediata do fluxo sanguineo. O principal objetivo clinico é restabelecer
rapidamente o fluxo sanguineo para a regido afetada pelo AVC, visando salvar tecidos e funcdes
celulares essenciais e, assim, minimizar a extensao do dano isquémico. Essa rapida reabertura
dos vasos esta diretamente associada a uma melhor sobrevida e recuperacao dos pacientes com
AVC isquémico (TROTMAN-LUCAS & GIBSON, 2021). O tratamento e a compreensdo da
isquemia cerebral, assim como de lesbes relacionadas a reperfusdo, tém avancado
significativamente ao longo dos anos (HARUTYUNYAN & AVITSIAN, 2020).

Estudos mostram que diversas substancias com propriedades neuroprotetoras
alcangaram a fase de testes clinicos, mas nao obtiveram sucesso devido a falta de efetividade
ou problemas relacionados a toxicidade. Uma ampla variedade de agentes terapéuticos,
incluindo antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), inibidores dos canais de
calcio e antioxidantes foram avaliados para o tratamento de AVCs, mas ndo demonstraram
protecdo neural consideravel em estudos clinicos. Isso destaca a necessidade de identificar
novos medicamentos que possam ser eficazes no tratamento de AVC isquémico. Nesse
contexto, agentes imunossupressores, devido a sua diversidade de mecanismos de agdo,
mostram-se promissores como neuroprotetores. Corticosteroides, ligantes de imunofilina,
micofenolato mofetil e minociclina, por exemplo, demonstraram ter efeitos neuroprotetores ao
minimizar os efeitos nocivos dos mediadores inflamatérios HAILER, 2008; TSIRKA et al.,
1997; WANG et al., 1998; ZHUO et al., 2000).

Diante desses fatos, hd uma grande necessidade de desenvolver uma terapia eficaz que
amplie a janela terapéutica, sirva como adjuvante ou substitua a terapia com tPA. A restauragao
precoce do fluxo sanguineo ¢ crucial para salvar as células na zona de penumbra e reduzir o
acumulo de radicais livres e a inflamagdo. Para isso, ¢ importante aprofundar os testes com
drogas que j& apresentam potencial neuroprotetor em modelos In vitro e In vivo, tendo com boas

opgoes os terpendides (Tabela 2).
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Tabela 2: Efeitos e mecanismos resumidos do Terpeno em diferentes alvos relacionados ao

acidente vascular cerebral isquémico em estudos in vivo e in vitro.

Componentes Modelos Dose/ Localizaca Efeitos Mecanismos
concentracio o tecidual
Ginkgolide B | Modelo de tMCAO  Invivo: 1,2e¢e4 AVC | Déficits neurologicos, 1 Nivel de BDNF
em camundongos mg/kg isquémico  conteudo de agua e
Células N2a no agudo volume do infarto
modelo OGD/R In vitro: i.p. | Caspase-3
Ginkgolide B | Modelo de tMCAO  In vivo: 1.75, AVC | Dano isquémico Modulagdo da
em camundongos 3.5e7.0 mg/kg, isquémico  cerebral e déficits polarizagdo de
Microglia BV2 i.p. neurologicos microglia/
induzida por LPS,  Invitro: 0.1, 1 ¢ | CCL3,iNOS e TNF-a  macrofagos
IFN-yelIL-4 e 10 uM 1 CD206, Argl, Yml,
macrofagos IL-10 e TGF-B
derivados da
medula primaria
Ginkgolide B | Modelo de MCAO  Invivo: 1,2e¢4  Lesao | Volume do infarto | 1 Via Akt/Nrf2
em ratos Células mg/kg, i.p. isquémica ROS
SY5Y no modelo In vitro: 25 cerebral 1 SOD, HO-1 ¢ Nqol
OGD mg/L
Catapol Modelo de Invivo:2.5,5¢ AVC | Escore neurologico 1 1 Regeneragao
eletrocoagulacao 7.5 mg/kg, i.p. isquémico  Atividade celular axonal via via
em ratos neuronal PI3K/AKT/mTOR
Neurdnios In vitro: 0.1, 1, 1 Expressdo de GAP-43
primarios no 10 e 100 pg/mL 1 Expressao de p-S6
modelo OGD/R
Catalpol Modelo de pMCAO  In vivo: 5¢ 10 AVC | Déficits neuroldgicos T 1 BDNF, mas nao
em ratos mg/kg BrdU+-Nestin+ e sinalizagdo
BrdU+-Tuj-1+ | BDNF/TrkB
Caspase 3 1 Tuj-1 e
MAP2
Catalpol Modelo de MCAO  Invivo:2.5,5e  Isquemia | Pontuagdo de déficits 1 Via HIF-
em ratos 10 mg/kg, i.v. cerebral neurologicos e volume 1o/VEGF
In vitro: 25, 50 do infarto 1 CD31+/
Células BMEC no € 100 uM EDU+ 1 _
modelo OGD Proliferagdo,migracdo e
formag@o de tubos
Catalpol Modelo de Invivo: 5 AVC | Déficit neuroetologico 1 Produgéo de
eletrocoagulacao mg/kg, i.p. 1 Fluxo sanguineo VEGF via
em ratos cerebral 1 EPO e EPOR  JAK2/STAT3
1 Ativagdo de STAT3
Catalpol Modelo OGD em In vitro: 10 AVC | miRNA124 1 1 Crescimento
neurdnios primarios  pg/mL Expressdo de GAP-43 axonal via
regulacdo da via
PI3K/AKT/ mTOR

() reducdo ou inibigdo; (1) aumento ou ativacao. Fonte: ZHU et al, 2022.

regulada por miR-
124
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1.6 Terpenos e neuroprotecdo

O uso de plantas medicinais no tratamento de diversas enfermidades possui importante
e preponderante papel na medicina popular e pode ser inserido no cotidiano da populagdo com
seguranca (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

Monoterpenos (C10H16), componentes principais dos Oleos essenciais, Ssdo
extensivamente empregados devido as suas variadas propriedades biologicas e farmacoldgicas,
tornando-se uma opcdo atrativa e promissora para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos (BARRETO et al, 2014; MAROCCIA et al, 2018). Além disso, varios
monoterpenos e outros metabdlitos secundarios dos 6leos essenciais foram incorporados em
ensaios clinicos com o objetivo de descobrir novos candidatos a medicamentos para tratar
doencas que afetam tanto animais quanto seres humanos (MAROCCIA et al, 2018).

E importante ressaltar que os monoterpenos descritos como "naturais" e geralmente
considerados seguros e sem efeitos colaterais ajudaram a aumentar seu uso na medicina
veterinaria e humana (MUJEZINOVIC et al, 2018), no entanto, poucos estudos foram
realizados para avaliar os possiveis efeitos toxicos dos monoterpenos. Recentemente, algumas
evidéncias apontaram que alteragdes hepaticas morfoldgicas e funcionais, associadas a necrose,
esteatose, lesdes vasculares e aumento de biomarcadores de alteracdo hepética, como aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), sdo causadas por monoterpenos
como citral (FANDOHAN et al, 2008), limoneno (LEI et al, 2012), pulegona e mentol
(LASSILA et al, 2016).

1.6.1 Timol

O timol (C10H140) conhecido como 2-isopropil-5-metilfenol, mostrado na figura 6, ¢
um monoterpeno, que apresentam potencial para o desenvolvimento de um fitomedicamento, €
encontrado em plantas aromaticas da familia Lamiaceae, incluindo os géneros Thymus,
Ocimum, Origanum e Monarda (MARCHESE et al, 2016). No Brasil, a espécie cujo 6leo
essencial contém timol, € a Lippia origanoides ou Lippia sidoides, conhecida como alecrim-
pimenta (MORAIS et al, 1972).

O alecrim-pimenta, também conhecido como alecrim-do-nordeste e estrepa-cavalo, ¢
um arbusto medicinal pertencente a familia Verbenaceae nativa do semiarido nordestino e do
norte de Minas Gerais, possui altura média de 3m, folhas simples com pelos esbranquicados na

face inferior e flores brancas (MARTINS ef al, 2002). As folhas do alecrim-pimenta
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apresentam 4% de 6leo essencial (COSTA, 2006), cuja composi¢do tem cerca de 60% de timol
ou uma mistura de timol e carvacrol, ambos agentes antimicrobianos, além de outros
componentes quimicos como flavonoides e quinonas (LORENZI & MATOS, 2002). Além da
atividade antimicrobiana, o timol apresenta atividade antifingica, antitumoral e apresenta bons
resultados de atividade anti-inflamatéria (MARCHESE et al, 2016).

Em 1979 Caspar Neumann, descobriu o timol como uma substancia cristalina
(DORMAN & DEANS, 2000). O Timol (ou acido timico, isopropilmetacresol), um isdmero
do Carvacrol, tem caracteristicas semelhantes as do fenol, com odor aromatico e sabor picante.
Ambos se apresentam como cristais incolores grandes ou pé cristalino branco, com aroma
irritante (GUILLEN et al, 2007; KHANNA et al, 1988).

O timol, ¢ encontrado no orégano e tomilho, comumente utilizado como ingrediente
ativo em flavorizantes alimenticios, perfumes, desodorantes, cosméticos e produtos
farmacéuticos (ABOELWAFA & YOUSEF, 2015). Adicionalmente, o timol ¢ reconhecido por
suas varias propriedades farmacologicas, incluindo agdo antimicrobiana (WANG & YAM,
2018), antioxidante (LUNA et al, 2018), antiparasitaria (SILVA LIMA et al, 2018) e como
promotor de crescimento (EL-HACK et al, 2016), hipocolesterolémico e hipoglicémico
(SARANAVAN & PARI, 2015).

Estudos experimentais mostraram que diversos monoterpenos extraidos de 6leos
essenciais possuem atividade no SNC (SILVA et al, 2007). Um exemplo é o isopulegol, um
monoterpeno encontrado em o6leos essenciais de varias plantas, que demonstrou efeitos
antidepressivos e ansioliticos em modelos animais de depressdo e ansiedade (SILVA et al,
2007). Outro monoterpeno é o carvacrol, um isdmero do timol, que mostrou efeito ansiolitico
(MELO et al, 2009), antidepressivo (MELO et al, 2010), e antinociceptivo em modelos animais,
incluindo testes de nocicepc¢do (MELO et al, 2012).

Figura 6: Planta Alecrim-pimenta e estrutura quimica do monoterpeno Timol.

Adaptada de: MINISTERIO DA SAUDE, 2014; SOUZA; FERRAZ-FREITAS; OLIVEIRA, 2015.
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O timol tem despertado interesse no campo de estudo de doengas neurodegenerativas,
uma vez que em estudos anteriores este composto apresentou efeitos antidepressivos em
camundongo submetidos a um modelo de depressdo (DENG et al, 2015). Segundo Javed e
colaboradores 2019, o timol apresentou protecdo contra neurodegeneracdo dopaminérgica em
um modelo de parkinsonismo induzido por rotenona, seus efeitos neuroprotetores sao atribuidos
as propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias do timol. Além disso, ja foi demostrado que
o0 tratamento com timol aumenta a capacidade antioxidante em cérebros de ratos (YOUDIM &
DEANS, 2000) e exibe efeitos neuroprotetores (MARIN et al, 2011). Segundo Azizi e
colaboradores (2012), o timol se mostrou efetivo na protecdo da cognicdo em modelos de
deméncia.

A potencial eficicia terapéutica do timol no tratamento de doencas neurodegenerativas,
incluindo a isquemia cerebral, pode ser atribuida aos seus diversos efeitos benéficos, composicao
nutricional, propriedades farmacoldgicas e constituintes bioativos.
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2 JUSTIFICATIVA

O AVC, é a segunda principal causa de mortes no mundo, podendo ser considerado um
importante problema de salde publica, particularmente nos paises em desenvolvimento e o
tratamento farmacoldgico atual, se mostra limitado e pouco eficaz. Além disso, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), durante a pandemia houve um aumento das taxas de
individuos acometidos com isquemia cerebral, principalmente entre jovens de 25 a 45 anos que
tiveram que mudar sua rotina de trabalho presencial para o home office, aumentando a carga
horaria diéria de trabalho.

Considerando que a fisiopatologia da isquemia envolve vias inflamatérias e de estresse
oxidativo que comprometem a viabilidade celular e que nao hé na literatura trabalhos com o
modelo de isquemia cerebral focal permanente em camundongos Swiss tratados com timol,
justifica-se o estudo dos efeitos do timol sobre o dano neuronal. Diante disso, estudar o efeito
neuroprotetor do timol em camundongos submetidos a pMCAO, ird auxiliar no

desenvolvimento de novos tratamentos e métodos de prevencao da isquemia cerebral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos do timol sobre alteragdes comportamentais € neuroquimicas em
camundongos submetidos a isquemia cerebral focal permanente por eletrocoagulacao da artéria

cerebral média (pMCAO).

3.2 Objetivos Especificos

Em animais submetidos a pMCAO e tratados com o timol, avaliar:

. Area de infarto isquémico utilizando o 2,3,5- trifeniltetrazolio cloridrico e os déficits
sensdrios-motores através da avaliacdo neuroldgica;

o Déficits de memoria de trabalho, memoria aversiva e memoria de reconhecimento;

o Estresse oxidativo por meio das dosagens de MDA, Nitrito e contetdo total de sulfidrila
(SH) no cortex temporal, estriado e hipocampo;

o Atividade in vivo da AChE no cortex temporal, estriado, hipocampo e cOrtex
frontal/parietal/occipital (FPO). Devido aos resultados divergentes na literatura,
decidimos avaliar a atividade da enzima nas areas diretamente afetadas pela lesdo e nas
areas ndo afetadas, por isso introduzimos o resultado do cortex FPO;

o Degeneracdo neuronal através da coloracdo Violeta de Cresil;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos jovens, pesando entre 25 e 35g,
provenientes do biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM).
Os animais foram mantidos em gaiolas microisoladoras, forradas com maravalha, com um ciclo
12h/12h de claro/escuro e com livre acesso a dgua e racao.

No que se refere aos cuidados com 0s animais, este estudo seguiu 0s principios éticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA) e teve
inicio aps aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC, sob o
namero de registro 10230322-0.

4.2 Reagentes

Timol pureza >98% (Sigma-Aldrich®); Cloridrato de ketamina 5% (Vetanarcol®,
Laboratérios Konig S.A, Argentina); Cloridrato de xilazina 2% (Sigma-Aldrich®). Todos os

reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.3 Protocolo Experimental

Foram utilizados 220 animais divididos em 5 (cinco) grupos experimentais: falso-
operado (FO), tratados com veiculo ou timol na dose de 50 mg/Kg, isquemiados tratados com
veiculo e isquemiados tratados com timol nas doses de 25 e 50 mg/Kg, por via oral de acordo
com a tabela 3.

O timol apresentado de forma isolada >98% de pureza, em forma de po6 cristalizado, foi
solubilizado em 2% de tween 80 e diluido em agua destilada, obtendo a concentragdo final de
2,5 mg/mL e 5,0 mg/mL, correspondentes as doses de timol, 25 e 50mg/Kg e administradas por
via oral. No protocolo experimental os animais submetidos ao modelo receberam o timol 4
horas ap6s a indugdo da isquemia, por 5 dias para avaliacdo da sua capacidade de neuroresgate.

As doses escolhidas para esse estudo foram baseadas nos resultados de Fernandes
(2017), que mostrou que o timol oferece baixos riscos de toxicidade aguda, sendo classificado
na categoria 5 com baixo risco de toxicidade, apresenta efeitos antidepressivos e propriedades

antioxidantes e um possivel efeito neuroprotetor em um estudo da toxicidade pré-clinica e
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possiveis mecanismos de acdo central do timol em camundongos. Fernandes (2017) viu que, na
avaliacdo da toxicidade com doses repetidas ndo foram encontradas altera¢des significativas com
relacdo aos parametros bioquimicos e hematologicos. Esse trabalho nos forneceu seguranca para a
escolha das doses.

Quanto ao protocolo de tratamento, os animais foram divididos em 5 grupos, sendo eles
descritos na tabela 3. Em todos os grupos a administragao foi realizada por gavagem (via oral)
3, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s a cirurgia de pMCAO. Todo o protocolo experimental estd

representado na figura 7.

Tabela 3: Grupos de tratamento.

Grupo Tratamento
Falso-operado (FO + Veiculo) Veiculo do timol v.o. por 5 dias
Falso-operado tratado (FO+TIMOLS50) Timol 50mg/Kg v.o. por 5 dias
Isquemiado (pMCAO) Veiculo do timol v.o. por 5 dias
Tratado25 (pMCAO+TIMOL25) Timol 25 mg/Kg v.o. por 5 dias
Tratado50 (pMCAO+TIMOLS50) Timol 50 mg/Kg v.o. por 5 dias

Para a realizagdo dos procedimentos experimentais (comportamentais, bioquimicos os

animais foram divididos em subgrupos:

» Subgrupo 1: 24 horas ap6s a inducao da isquemia, foi realizada a avaliagdo neuroldgica
(n=6/grupo) e a andlise da &rea do infarto isquémico pelo método do Cloreto de
2,3,5Trifeniltetrazol (TTC) (n=6/grupo).

* Subgrupo 2: 24 horas apés a inducdo da isquemia, foi realizada a avaliacdo neuroldgica
(n=4/grupo) e os animais foram eutanasiados e seus cérebros foram dissecados (cortex
temporal, corpo estriado e hipocampo), seguido de dosagem bioquimica nessas estruturas

cerebrais para avaliar a atividade enzimatica de TBARS (n=6/grupo).

» Subgrupo 3: 24 horas ap0s a inducdo da isquemia, os animais foram eutanasiados e
seus cérebros foram dissecados (cortex temporal, corpo estriado e hipocampo), seguido de
dosagem bioquimica nessas estruturas cerebrais para avaliar a atividade enzimatica de nitrito

(n=6/grupo).
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» Subgrupo 4: 24 horas ap0s a inducdo da isquemia, os animais foram eutanasiados e
seus cérebros foram dissecados (cortex temporal, corpo estriado e hipocampo), seguido de
dosagem bioquimica nessas estruturas cerebrais para avaliar a atividade enzimatica dos tios

totais (n=6/grupo).

* Subgrupo 5: 72 horas ap6s a inducdo da isquemia, foi realizado o teste de
reconhecimento de objetos (memdria recente) e 96 horas apds a pMCAO, foi feito o teste do
reconhecimento de objetos (memdria tardia) (n=10/grupo). Ap6s os testes de comportamento
os animais foram eutanasiados e as areas cerebrais (cortex total, cortex temporal, estriado e

hipocampo) retiradas para a realizacdo do teste da acetilcolinesterase in vivo (n=6/grupo).

» Subgrupo 6: 48 horas ap0s a inducao da isquemia, serdo realizados os testes de campo
aberto e labirinto em Y (n=10/grupo). 72 horas ap6s a pMCAO, foi realizado o teste da esquiva
passiva (memoria recente) e 96 horas apds a pMCAO, foi feito o teste da esquiva passiva
(memoria tardia) (n=10). Ao final do protocolo os animais foram perfundidos para a realizacéo
das analises histopatologicas (Cresil-violeta) (n=4).

Figura 7 - Protocolo experimental

Timol/Veiculo

A

3hs 24hs 48hs 72hs 96hs

- AN, TTC Campo aberto RO (MR) RO (MT)
MDA, Y-MAZE Esquiva (MR) Esquiva (MT)
Nitrito, Eutanasia
Tios totais AChE

Cresil violeta

TTC: Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol; AN: Avaliagdo neuroldgica; MDA: malonaldeido; CA: Campo aberto; Y-
MAZE: Labirinto em Y; RO: Reconhecimento de objetos; MR: Memoria recente; MT: Memoria tardia; AChE:
Acetilcolinesterase.
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4.4 lIsquemia cerebral por oclusdo permanente da artéria cerebral média em

camundongos.

Para o procedimento cirtirgico os camundongos foram anestesiados com ketamina (90
mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) por via intraperitoneal e mantidos em temperatura entre 36,5° e
37°C.

A oclusdo da artéria cerebral média foi realizada com base em uma versdao modificada
do método de Tamura e colaboradores (1981), onde foi realizada uma incisao de
aproximadamente 2cm do lado esquerdo do animal entre o olho e a orelha, o musculo temporal
¢ rebatido sobre o teto da orbita e foi realizada uma craniectomia com o auxilio de uma broca
odontologica de 1 milimetro, seguido da exposicdo e cauterizacdo da artéria cerebral média.
Apos a isquemia o local da incisdo ¢ suturado com fio de seda agulhado 5.0 e os animais
colocados em gaiolas individuais para recuperagdo da cirurgia com livre acesso a agua e ragao.
Os animais FO passaram pelos procedimentos mencionados para indugdo de isquemia, com

exce¢do da cauterizacdo da artéria cerebral média (Figura 8).

Figura 8: Ilustragdo da Cirurgia de indugdo isquémica focal pelo método da Oclusdo
permanente da Artéria Cerebral Média (pMCAOQ): momento da aproximacao do bisturi elétrico

para coagulacdo da artéria cerebral média.

Fonte: Laboratorio de Neurociéncias e Comportamento-LNC
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4.5 Avaliacdo Neuroldgica

A Avaliacao Neuroldgica (sensorio-motora) foi conduzida 24 horas apos a ocorréncia
da isquemia. Os resultados neurolégicos foram quantificados utilizando uma escala
previamente delineada por Garcia e colaboradores (1995), conforme apresentado na Tabela 3.
Seis parametros foram submetidos a avaliagdo, a saber:

1. Atividade espontanea, que examina a capacidade do animal de se aproximar das
quatro paredes de uma caixa de polipropileno (30 cm de didmetro), explorando o ambiente; 2.
Simetria do movimento das quatro patas, que avalia se, ao ser segurado pela cauda e suspenso
no ar, o animal apresenta simetria nos membros; 3. Estiramento das patas dianteiras, no qual o
animal é conduzido a caminhar sobre as patas dianteiras na borda de uma mesa; 4. Escalada,
que avalia a capacidade do animal de agarrar firmemente uma grade de ferro ou realizar
movimentos circulares ao ser puxado pela cauda enquanto escala uma grade de ferro; 5.
Propriocepcéo corporea, na qual o animal é tocado com uma pinga em ambos os lados do corpo,
e sua reacdo € observada para analisar a resposta sensorial; 6. Resposta ao toque da vibrissa, na
qual um toque é aplicado nas vibrissas em ambos os lados do animal utilizando uma pinca, para
analisar a resposta sensorial.

O escore neuroldgico total atribuido a cada animal ao término da avaliagdo varia de 3 a

18 pontos, representando a soma dos escores obtidos pelo animal em cada parametro analisado.



Tabela 4: Escala utilizada para a avaliagdo neurologica.
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Testes Escores
0 1 2 3
Animal sem Animal ndo se Animal se movimenta, Animal se
Atividade Movimento | ergue e raramente | mas nao se aproxima movimenta e se
espontinea se movimenta de trés lados da caixa | aproxima de trés
lados da caixa
Simetria do Contralateral: Contralateral: Contralateral: Ambos os lados:
movimento das sem raros movimentos movimentos lentos movem
quatro patas movimento Simetricamente
Estiramento Contralateral: Contralateral: Contralateral: Ambos os lados:
das patas sem raros movimentos Movimentos lentos movem
. . movimento Simetricamente
dianteiras
Animal falhou em Contralateral com Animal escalou
Escalada/Prensio escalar e exibiu dificuldade de subir e normalmente e
movimentos agarrar a grade agarra
circulares
Propiocepcio Contralateral: Contralateral Resposta
corporea sem resposta < Ipsilateral Simétrica
Resposta a0 Contralateral: Contralateral Resposta
toque da sem resposta < Ipsilateral Simétrica
vibrissa

Fonte: Adaptado de Garcia et al., 1995.
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4.6 Testes Comportamentais

O comportamento serd captado em video e analisado em tempo real, ou a posteriori,

com o software ANYmaze (Stoelting Co. EUA).

4.6.1 Avaliacéo da Atividade Locomotora - Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto, inicialmente descrito por Hall (1934) foi conduzido com o
objetivo de avaliar a capacidade locomotora dos animais, seguindo o modelo proposto por
Broadhurst (1957). A estrutura do campo aberto consiste em uma arena quadrada de acrilico
preto (30 x 30 x 15 cm), com o piso dividido em nove quadrantes iguais (Figura 9).

Durante o teste, o animal foi colocado na arena e permitido explorar o ambiente por 5
minutos. Nesse periodo, registrou-se o nimero de quadrantes atravessados pelo animal (nimero
de cruzamentos). Além disso, avaliou-se o niimero de vezes que o animal se levantou para
explorar o ambiente, sustentando-se apenas pelas patas traseiras, caracterizando o
comportamento exploratorio do tipo rearing. Apds cada teste, a arena foi higienizada com alcool

a 20% para evitar interferéncia do odor de urina e fezes no préximo teste.

Figura 9: Arena do Campo Aberto.

Fonte: Laboratorio de Neurociéncias e Comportamento-LNC.
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4.6.2 Avaliacdo da Memoria de Trabalho — Teste Labirinto em Y (Y-Maze)

Esse teste objetiva avaliar a memoria operacional (FANGFANG et al, 2017), no qual o
animal ¢ posicionado em um labirinto com a configuracdo de Y, apresentando trés bracos
idénticos (SARTER et al, 1988). Os animais tendem a demonstrar uma forte propensao para
alternar entre a entrada nos diferentes ambientes. O labirinto em Y € composto por trés bragos
de madeira, cada um medindo 16 cm de altura, 5 cm de largura e 40 cm de comprimento (Figura
10).

Na avaliacdo da memoria, os bracos foram numerados. O animal foi introduzido no
dispositivo, € ao longo de 8 minutos, as sequéncias dos bracos nos quais os animais entraram
foram registradas. Cada vez que o animal entrou em trés bracos diferentes sem repeti¢ao foi

considerado como um acerto.

Figura 10. Labirinto em Y

Fonte: Laboratério de Neurociéncias e Comportamento-LNC

O resultado foi expresso em porcentagem e obtido através da seguinte formula matematica:

Numero de acertos
Alteracoes = X 100
espontaneas (%) Numero total de entradas -2




48

4.6.3 Avaliacdo da Memoria Aversiva — Teste da Esquiva Passiva

O teste de esquiva passiva (Step Down) ¢ caracterizado pela supressdao da tendéncia
inata do animal para explorar além de uma plataforma, requerendo o aprendizado para esquivar-
se de um choque, o qual atua como um estimulo aversivo que leva a formag¢ao de uma resposta
condicionada (IZQUIERDO & DIAS, 1983; De NOBLE et al, 1986). Este método utiliza uma
caixa de acrilico (dimensdes 48 x 22 x 22) equipada com uma plataforma e uma grade no chdo
que pode ser eletrificada (Figura 11). Inicialmente, o animal ¢ colocado sobre a plataforma,
onde permanece por um minuto para se acostumar ao ambiente antes de ser removido.

Apo6s 30 segundos, o animal ¢ recolocado na plataforma. Se ele desce, ¢ aplicado um
choque elétrico de 0,5 mA por 1 segundo. O tempo que o animal leva para descer da plataforma
¢ medido, com um limite médximo de 5 minutos (fase de treinamento). O animal ¢ entdo
removido e, depois de 15 minutos, colocado novamente na plataforma para medir a laténcia de
descida (teste de memoria de curto prazo), recebendo outro choque ao descer. A retengdo da
aprendizagem (teste de memoria de longo prazo) ¢ avaliada 24 horas depois, colocando o
animal na plataforma novamente e registrando o tempo até que desca, mas sem aplicar o choque

nesta fase.

Figura 11. Aparelho de Esquiva Passiva. (Insight LTDA).

Fonte: INSIGHT LTDA.
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4.6.4 Avaliacado da Memoria de Reconhecimento — Teste do Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos (Figura 12) ¢ baseado na tendéncia natural dos
animais buscarem o novo (ENNACEUR & DELACOUR, 1988) e consiste em dois objetos
idénticos colocados em lados opostos da arena de um campo aberto. O teste foi realizado em
duas sessoes.

Durante o periodo de treinamento, o animal foi introduzido em uma arena quadrada de
acrilico preto com dimensdes de 30 x 30 x 15 cm, que continha dois objetos idénticos (OI). Ao
longo de 10 minutos, o animal teve a oportunidade de explorar tanto o ambiente quanto os
objetos. Apds uma hora, um dos objetos idénticos foi substituido por um objeto novo (ON), € o
animal foi reintroduzido na arena para o teste. Durante 5 minutos, registrou-se o tempo que o
animal dedicou a exploracdo de cada objeto. Os resultados foram expressos como indice de
reconhecimento ou de discrimina¢do e foram calculados com a seguinte féormula: tempo de
exploragdo do objeto novo menos o tempo de exploracdo no antigo sobre o tempo total de

exploragdo dos dois objetos.

Figura 12: Representacdo da metodologia do teste de reconhecimento de objetos

MEMORIA DE MEMORIA DE

FAMILIARIZACAD TREINOD CURTO PRAZO LONGO PRAZO

Fonte: Laboratdrio de Neurociéncias e Comportamento-LNC



50

4.7 Quantificacdo do dano isquémico através da coloracgdo 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC).

A técnica de coloragao com cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC) foi originalmente
introduzida por Jestaedt & Sandritter (1959) para a quantificagcdo da area de infarto no
miocardio. Neste estudo, empregou-se essa técnica para a identificagdo e mensuracdo das
regides de infarto resultantes da isquemia cerebral focal.

O TTC, um sal derivado do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl] -2,5-
difeniltetrazol), adquire uma coloragdo avermelhada ao ser reduzido pelas mitocondrias viaveis
(recebendo um proton da succinato desidrogenase), enquanto as células ndo mais viaveis (com
enzimas inativas) apresentam uma coloracdo palida, correspondente a area de infarto
(GOLDLUST et al, 1996).

Os animais foram eutanasiados por decapitacao vinte e quatro horas apos a isquemia, ¢
seus cérebros foram retirados e preservados em salina gelada até o momento dos cortes. As
secdes cerebrais, com espessura de 2 mm, foram submersas em uma solugdo de 2% de TTC a
37°C por 30 minutos em banho maria. Posteriormente, as fatias foram digitalizadas em alta
resolucdo, ¢ as areas de infarto e as areas totais foram analisadas para calcular as respectivas
percentagens. Essa avaliacdo foi realizada utilizando o software Osiris TM (University of

Geneva, Switzerland).

4.8 Determinacdo da peroxidacdo lipidica, por mensuracdo das concentracdes de
Malonnaldeido (MDA)

Vinte e quatro horas ap6s a indugdo da isquemia, a peroxidag¢ao lipidica foi avaliada por
meio da mensuragdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), um indicador
de peroxidagao lipidica, conforme descrito por Draper & Hadely (1990). No dia do ensaio, 60
puL do homogenato (10% em tampao fosfato) de cortex temporal, hipocampo e corpo estriado
foi transferido para tubos tipo eppendorfs e centrifugado a 1200 rotagcdes por minuto (rpm) a
4°C por 30 minutos. Ap6s a centrifugacdo, 100 puL de acido perclorico a 35% foi adicionado
para interromper a peroxidagdo, seguido por uma segunda centrifugacao a 5000 rpm a 4°C por
10 minutos. O sobrenadante foi removido e adicionaram-se 50 uL. de acido tiobarbiturico a
1,2%.

Em seguida, a mistura foi submetida a um banho de 4gua por 30 minutos, mantido a
uma temperatura variavel entre 95 e 100°C. A solugdo foi retirada e permitida esfriar a

temperatura ambiente. Apds o resfriamento, 150 pL da solucao foram transferidos para os pogos
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de uma placa de ELISA, e a leitura foi realizada a 535 nm. A curva padrao foi obtida por meio
da leitura de diversas concentragdes (640; 320; 160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,2; 0,6 uM) de

malonaldialdeido (MDA) padrao, e os resultados foram expressos em concentracao (LM).

4.9 Determinacao da concentracdo de nitrito/nitrato de sodio

O referido teste foi conduzido também 24 horas ap06s a cirurgia. Utilizando o reativo de
Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em &gua bidestilada, sulfanilamida a 1% em é&cido
fosférico a 5%), foram reveladas a presenca de nitrito/nitrato (NO2/NO3) em amostras
(homogenato de cdrtex). Isso ocorreu por meio da reacdo de diazotizagdo, resultando na
formacdo de um cromdéforo de tonalidade rosada, com um pico de absorbancia a 540 nm
(GREEN et al, 1982).

Para realizar o ensaio, os homogenatos (10% em tampao fosfato) do cértex temporal,
hipocampo e estriado foram centrifugados a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C, e 100 uL de cada
sobrenadante foram adicionados a 100 pL do reagente de Griess. Para o controle (branco),
foram utilizados 100 pL de tampdo fosfato e 100 puL de reagente de Griess. Apds 10 minutos,
as absorbéancias foram lidas a 540 nm. A curva padréo foi estabelecida pela leitura de diversas
concentragdes de nitrito padrdo (100; 50; 25; 12,5; 6,52; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,195 uM), e
0s resultados foram expressos em concentragdo (uM). As leituras de absorbancia dos padrdes
(y) foram plotadas em func¢do da concentracdo de cada padrdo (x), e a equacao da reta obtida

foi utilizada para determinar a concentracao de nitrito em cada amostra.

4.10 Conteudo Total de Sulfidrila (SH)

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Aksenov & Markesbery (2001), que se
baseia na reducdo do acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) por grupos tiois e, por sua
vez, torna-se oxidado (dissulfeto) gerando um derivado amarelo, o acido 2-nitro-5-mercapto-
benzoico (TNB). Para a realizagcdo do ensaio, seréo adicionados 145 pL de PBS — EDTA (1
mM), pH 7,5 a 10 uL da amostra. Apés, 10 puL de DTNB (10 mM) em PBS serdo adicionados,
incubando-se por 1 hora em temperatura ambiente. A absorbancia sera determinada a 412 nm

e os resultados seréo expressos como nmol de TNB/mg de proteina.
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4.11 Avaliagéo da atividade da AChE in vivo

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi avaliada utilizando o método de Ellman e
colaboradores (1961), que envolve a hidrolise da acetiltiocolina (ACTI) pela AChE, resultando
na formagéo de colina. Esta, ao combinar-se com DTNB, gera um composto de coloracéo
amarela, quantificado a 412 nm em um leitor de Elisa (ASYS UVM 340).

Os tecidos do cértex temporal, estriado, hipocampo e cortéx FPO dos animais foram
homogeneizados em tampéo fosfato (10%, pH 7,4) e diluidos em tampao fosfato para ajuste da
concentragdo de proteina no ensaio (0,5 mg/mL). Foram pipetados 34 pL dessa solugdo nos
pocos da microplaca em triplicata, seguidos pela adicdo de 134 uL. de DTNB 0,75mM em
tampao fosfato (pH 7,4). Em seguida, foram adicionados a cada amostra 34 pL. de ACTI, 9 mM,
para iniciar a reacdo. Apés a adicdo do ACTI, as leituras de absorbancia foram realizadas no
leitor de Elisa a um comprimento de onda de 412 nm, durante 5 minutos com intervalos de 30
segundos.

O célculo da atividade da AChE, foi baseado na equacéo de Lambert-Beer:

A=c. e d

Onde,

— A = absorbancia (D.O.)

— ¢ = concentragao

— ¢ = coeficiente de extingdo molar (1,36. 104 mmol-1. cm-1)
— d = caminho 6ptico (0,642 cm)

Assim:
¢ ou nmol. min-1. mL-1= (A D.O.min-1) X 1000
13,6 x 0,642
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4.12 Avaliacédo da degeneracgédo neuronal pela coloracéo do Violeta de Cresil.

A coloragdo de cresil-violeta foi utilizada para evidenciar os corpusculos de Nissl
presentes no citoplasma de neuronios viaveis (SCORZA et al, 2005). Os cortes coronais do
estriado e hipocampo foram feitos em um criostato (Leica CM3050 S, Heidelberg, Alemanha)
a21°C, e armazenados numa série de “um em seis” de 10 pm (300pum de intervalo). As laminas
foram visualizadas em um microscopio (Nikon Elipse E200) com aumento de 200x. Foram
selecionadas trés fatias de cada animal, aleatoriamente, ao longo da area da lesdo e a
quantificagdo das células serdo realizadas utilizando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD,

EUA).

4.13 Analise estatistica

Antes de realizar os testes estatisticos, procedeu-se o teste de normalidade Shapiro-Wilk
para todos os dados, para a partir desse resultado, direcionar as analises para testes paramétricos
ou ndo paramétricos.

Os escores neuroldgicos sdo dados ndo paramétricos, sendo apresentados como mediana
(intervalo interquartil) e as diferencas foram examinadas por meio dos testes de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn’s para dados ndo paramétricos. Os resultados dos testes foram
submetidos aos testes de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico) seguidos por Dunn’s (post hoc), 0s
resultados foram expressos em mediana com valores de minimo e maximo.

Os testes bioquimicos e histopatologicos (dados paramétricos) foram analisados por
ANOVA de uma via, com o teste post hoc de Tukey e Bonferroni e foram representados como
média mais o erro padrao da média.

O critério de significancia adotado foi p <0,05. Todas as analises estatisticas foram
conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, San Diego,
California, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do timol sobre os déficits neurologicos de camundongos submetidos a isquemia

cerebral focal permanente (pMCAOQO).

Os animais que foram submetidos 8 pMCAOQO exibiram déficits neuroldgicos 24 horas
ap6s a isquemia (Escores-FO: 18.00 (17-18); pMCAO: 12.00 (5-13)), manifestando
principalmente uma redugdo na capacidade de resposta a estimulos e movimentacao do lado
contralateral a isquemia. Ja os animais tratados com timol na dose de 50 mg/Kg mostraram uma
reducdo nos déficits neuroldgicos induzidos pela pMCAO (Escores — FO + TI50: 18.00 (17-
18); pMCAO + TI25: 13.00 (7-15); pMCAO + TI50: 16.00 (12-18)) (Figura 13).

Figura 13: O timol na dose de 50mg/Kg protege contra os déficits sensoriomotores em
camundongos submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO e tratados 3 horas depois com o timol (25 e 50 mg/Kg). Apds 24 horas
da pMCAO foi realizada a avaliacdo neuroldgica. Os valores representam a mediana (MIN-MAX). p<0,05 (n= 9-
10). Teste de Kruskal-Wallis seguido, do teste de Dunn’s. **(p<0,01); ****(p<0,0001).
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5.2 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre o dano isquémico dos camundongos.

O efeito do timol na extensdo da area de infarto isquémico foi avaliado 24 horas apos a
realizacdo da cirurgia de pMCAO. Os animais submetidos a isquemia apresentaram uma area
isquémica significativa (FO: 5,500 £+ 0,567; pMCAO: 50,96 + 5,156). No entanto, os animais
tratados com timol nas doses de 25 e 50 mg/Kg exibiram uma reduc¢do na porcentagem da area
isquémica em comparagdo com 0s animais que ndo receberam o tratamento (FO + TI50: 5,375

+0,653; pMCAO + TI125: 23,19 + 2,797; pMCAO + TI50: 20,46 + 3,134) (Figuras 14 e 15).

Figura 14: Fotografia das fatias cerebrais dos animais submetidos a pMCAO e tratados com o

timol (coloragdo com TTC 1%).

FO FO + TIS0 pMCAO pMCAO + TI25 pMCAO + TIS0

Observar a area isquémica (setas).

Figura 15: O timol diminui a area do infarto isquémico.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratados 3 horas depois com timol (25 e 50 mg/Kg). A area
do infarto isquémico foi avaliada 24 horas depois da pMCAO. Os valores representam a média = EPM, (n= §-9).
Teste ANOVA, seguido do teste de Tukey’s. ****(p<0,0001).
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5.3 Efeito do timol 25 e 50 mg/Kg sobre a atividade locomotora dos animais

O teste do campo aberto foi realizado 48 horas ap6s a indu¢ao de pMCAO. Foi avaliada
a atividade locomotora horizontal, pela somatéria do numero de cruzamentos — crossings.
(Crossings (Figura 16A) - FO: 138.5 (121 - 191); pMCAO: 123.0 (82 - 167)). Os animais
tratados com timol nas doses de 25 ¢ 50 mg/Kg/dia ndo apresentaram uma reducao no déficit
de atividade locomotora horizontal (Crossings — FO + TI50: 160.5 (107 - 241); pMCAO + TI25:
130.0 (51 - 389); pMCAO + TI50: 116.0 (62 — 172).

O teste foi realizado 48 horas ap6s a indugao de pMCAO. O grupo pMCAO exibiu um
menor niumero de "rearings" (movimento que consiste no ato do animal se apoiar sobre as patas
traseiras) em comparagdo aos grupos falsos operados, indicando um déficit na atividade
locomotora vertical dos animais isquemiados. Rearings (Figura 16B) - 46.50 (21 - 58);
pMCAO: 15.00 (4 - 33). Os animais tratados com timol nas doses de 25 e 50 mg/Kg/dia
apresentaram uma reducdo no déficit de atividade locomotora vertical (Rearings - FO+TI50:

41.0 (21 - 54); pMCAO+TI25: 33.00 (10 - 43); pMCAO+TI50: 32.00 (18 — 41)).

Figura 16: O timol protegeu os animais contra a diminuigdo da atividade locomotora vertical.
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Os animais foram isquemiados e tratados com o timol (25 e 50 mg/Kg), e apds 48 horas da pMCAO foi realizado
o teste de campo aberto. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s. Os valores representam a mediana
(MIN-MAX). p<0,05 (n=9-12). Teste de Kruskal-Wallis seguido, do teste de Dunn’s. * (p<0,05), ****(p<0,0001).
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5.4 Avalia¢ao da memoria

5.4.1 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a memdria de trabalho

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram déficit na memoria de trabalho, no teste
do labirinto em Y (Y-maze) e esse efeito foi prevenido pelo timol na dose de 25mg/Kg
(Porcentagem de alternagdes espontaneas: FO: 67.76 (64.71 - 83.64); pMCAO: 53.59 (37.21 -
63.16); FO + TI150: 67.07 (63.04 - 73.77); pMCAO + TI25: 73.67 (60.47 - 86.89); pMCAO +
TI50: 63.72 (51.11 - 86.49)) (Figura 17).

Figura 17: O timol na dose de 25mg/Kg protege contra os déficits de memoria de trabalho.

Y-MAZE

S 100+

)

&

O g~

:(‘E

S 60~

o

4

o 40-

()

0

g 20-

s

g

2 O 1 1 1 1 1
TI50 TI25  TI50

CONTROLE pMCAO

Os animais foram isquemiados por pMCAOQO e foram tratados com o timol (25 ¢ 50 mg/Kg), 3 e 24 horas depois
da isquemia, e ap6s 48 horas da pMCAO foi realizado o teste do labirinto em Y, que avalia a memoria de trabalho.
Os valores representam a mediana (MIN-MAX). p<0,05 (n= 10). Teste de Kruskal-Wallis seguido, do teste de
Dunn’s. **(p<0,01); ***(p<0,001).
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5.4.2. Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a memdoria aversiva de camundongos submetidos

a pMCAO.

Na avaliacdo da memdria aversiva através do teste da esquiva passiva, 0s animais
isquemiados, apresentaram déficits na memoria aversiva, eles ndo aprenderam a evitar o choque
(para demonstrar esse aprendizado, os animais deveriam se manter sobre a plataforma a fim de,
evitar o choque), quando avaliados 15 minutos (Memdria recente) apds o choque. (Laténcia
para descer (segundos) - Memoria Recente: FO: 175.0 (60 - 300); pMCAO: 179.0 (48 - 300).
O timol ndo preveniu os déficits na memdria recente, (laténcia para descer - Memoria Recente:
FO + TI50: 300.0 (40-167); pMCAO + TI25: 204.0 (64-300); pMCAO + TI50: 300.0 (17-300))
(Figura 18).

Quando avaliados 24 horas (Memoria tardia) apds o choque (laténcia para descer
(segundos) - Memoria Tardia: FO: 300.0 (155 - 300); pMCAO: 210.0 (18 - 300). O timol
preveniu os déficits na memoria tardia (laténcia para descer - Memoria Tardia: FO + TI50:
300.0 (137 - 300); pMCAO + TI25: 300.0 (190 - 300); pMCAO + TI50: 272.5 (87 - 300))
(Figura 18).

Figura 18: O timol na concentracdo de 25mg/Kg, protege os camundongos contra os déficits
de memodria aversiva tardia induzidos pela pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO, e foram tratados com o timol (25 e 50 mg/Kg). 72 horas depois da
pMCAO a memoria recente foi avaliada, e 96 horas depois a memdria tardia, (n= 14). Os valores representam a
mediana (MIN-MAX). p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis seguido, do teste de Dunn’s. **(p<0,01); ***(p<0,001).
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5.4.3 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a memdria episodica (teste de reconhecimento de

objetos).

Os animais submetidos ao modelo de isquemia cerebral focal permanente demonstraram
déficit na capacidade de reconhecer um novo objeto na memoria recente, avaliada 1 hora apos
o treinamento (memdria curto prazo — figura 19A), em comparagdo com os animais controle
(indice de reconhecimento: FO: 0,227 + 0,035; pMCAO: -0,210 + 0,056), apresentando uma
menor taxa de reconhecimento. Esta deficiéncia teve diminuigdo significativa pelo tratamento
com timol em ambas as doses (indice de reconhecimento: FO + TI50: 0,210 £+ 0,048; pMCAO
+ T125: 0,186 = 0,052; pMCAO + TI50: 0,137 £0,082).

Os animais submetidos a pMCAOQ tiveram um comprometimento em sua capacidade de
reconhecer um novo objeto 24 horas apds o treinamento (memoria longo prazo - figura 19B)
(indice de reconhecimento: FO: 0,20 + 0,064; pMCAO: -0,18 + 0,097) em comparagdo com 0s
animais controles. O tratamento com timol na dose de 50mg/Kg reduziu consideravelmente
esse comprometimento (indice de reconhecimento: FO + TI50: 0,18 + 0,044; pMCAO + TI25:
0,02 £ 0,074; pMCAO + TI50: 0,20 £ 0,032).

Figuras 19 A e B: O tratamento com o timol (25 e 50 mg/Kg) reduziu o comprometimento
sobre a memoria de reconhecimento recente e tardia (teste de reconhecimento de objetos) em
camundongos submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO, e foram tratados com o timol (25 e 50 mg/Kg), 3, 24, 48 e 72 horas.
48 horas depois da pMCAO a memoria recente foi avaliada (A), e 72 horas depois a memoria tardia (B), (n= 11-
13). Os valores representam a média + EPM. Teste Anova, seguido do teste de Tukey’s. **(p<0,01); ***(p<0,001),
***%(p<0,0001).
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5.5 Avaliacao bioquimica

5.5.1 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a peroxidacdo lipidica avaliado através da

dosagem de (MDA) em tecidos cerebrais de camundongos.

Os animais submetidos a pMCAO, ndo apresentaram um aumento nas concentracoes de
MDA no cértex temporal. No cortex temporal (MDA (uM) FO: 35,99 £ 6,916; pMCAO: 40,18
+ 5,240; MDA (uM): FO + TI50: 28,21 + 6,52; ISQ + TI25: 35,56 + 6,87; ISQ + TI50: 32,16
+ 4,67) (Figura 20A).

Os animais submetidos a pMCAO, apresentaram um aumento nas concentracdes de
MDA, estriado e hipocampo, mas ndo houve diferenca no cortex temporal. No estriado (MDA
(uM) FO: 17,77 £ 3,552; pMCAO: 44,84 + 9,606) (Figura 20B) e hipocampo (MDA (uM) FO:
21,76 £ 4,92; pMCAO: 43,41 * 6,25) (Figura 20C).

O tratamento com o timol protegeu contra 0 aumento da concentracdo de MDA, no
estriado e no hipocampo. Estriado (MDA (uM): FO + TI50: 13,04 + 4,50; ISQ + TI25: 18,73
+ 5,21; ISQ + TI50: 17,05 = 4,37) e hipocampo (MDA (uM): FO + TI50: 17,34 + 4,87; ISQ +
TI125: 21,77 £ 3,97; 1SQ + T150: 22,26 * 4,43).

Figura 20: Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a peroxidacao lipidica avaliado pela dosagem

de MDA no cortex temporal, corpo estriado e hipocampo.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratados 3 horas depois com timol (25 e 50 mg/Kg). A
dosagem de MDA foi realizada 24 horas depois da pMCAO, (n= 6-8). Os valores representam a média + EPM.
Teste Anova, seguido do teste de Tukey’s. *(p<0,05).
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5.5.2 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3) em

tecidos cerebrais de camundongos.

Na avaliagdo dos niveis de nitrito/nitrato no cortex temporal, corpo estriado e
hipocampo, os animais submetidos a pMCAOQO, apresentaram um aumento significativo nas
concentragdes de nitrito, no cortex temporal (nitrito (uM): FO: 18,62 + 5,967; pMCAO: 79,75
+ 26,30) (Figura 21A). O tratamento com o timol foi capaz de proteger contra o aumento da
concentracgao de nitrito no cortex temporal (nitrito (uM): FO + TI50: 23,96 + 10,89; pMCAO +
TI25: 19,29 + 6,069; pMCAO + TI50: 14,58 = 5,221).

No corpo estriado (Figura 21B) ndo houve alteracdo significativa nas concentragdes de
nitrito (nitrito (uM): FO: 13,47 £+ 6,487; pMCAO: 23,93 + 6,385). O tratamento com o timol
nao foi capaz de diminuir o aumento da concentracdo de nitrito no corpo estriado (nitrito (LM):
FO + TI50: 21,77 £ 4,857, pMCAO + TI25: 10,16 + 2,223; pMCAO + TI50: 14,10 + 2,968).

Os animais apresentaram um aumento nas concentra¢cdes de nitrito, no hipocampo
(nitrito (uM): FO: 22,14 + 1,961; pMCAO: 44,51 £+ 9,279) (Figura 21C). O timol foi capaz de
diminuir o aumento da concentragdo de nitrito no hipocampo (nitrito (uM): FO + TI50: 15,34

+4,159; pMCAO + TI25: 8,931 £ 4,597; pMCAO + TI50: 16,08 + 3,770).

Figura 21: Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3) no

cortex temporal, corpo estriado e hipocampo dos animais.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratados 3 horas depois com timol (25 e 50 mg/Kg). A
dosagem de nitrito foi realizada 24 horas depois da pMCAO, (n= 6-8). Os valores representam a média + EPM.
Teste Anova, seguido do teste de Tukey’s. *(p<0,05); **(p<0,01).
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5.5.3 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a dosagem do conteudo tidlico total em tecidos

cerebrais.

Na avaliacao dos niveis de tios totais no cortex temporal, corpo estriado e hipocampo,
os animais submetidos a pMCAO apresentaram uma diminui¢do nas concentragdes de tios
totais, no cortex temporal (Figura 22A) (conteudo tidlico total (nmol): FO: 24,59 + 2,61;
pMCAO: 33,32 £ 2,85), o tratamento com o timol ndo foi capaz de aumentar a concentragao de
tids totais (conteudo tidlico total (nmol): FO + TI50: 24,96 + 2,75; pMCAO + TI25: 29,14 +
2,84; pMCAO + TI50: 22,93 + 3,69).

No corpo estriado (Figura 22B) houve a diminui¢ao das concentragdes de tids totais nos
animais submetidos a pMCAO (contetdo tidlico total (nmol): FO: 56,70 +2,84; pMCAO: 39,52
+ 0,65). O timol aumentou as concentragdes de tios totais no corpo estriado (contetdo tidlico
total (nmol): FO + TI50: 51,32 + 4,88; pMCAO + TI25: 50,66 + 2,31; pMCAO + TI50: 54,63
+3,31).

Os animais submetidos a pMCAO ndo apresentaram uma diminui¢do nas concentragdes
de tids totais, no hipocampo (conteudo tidlico total (nmol): FO: 40,56 = 5,21; pMCAO: 39,38
+ 4,92) (Figura 22C). O tratamento com o timol ndo foi capaz de aumentar a concentracdo de
tids totais no hipocampo (conteudo tiolico total (nmol): FO + TI50: 48,58 £ 5,41; pMCAO +
TI125: 39,71 = 5,13; pMCAO + TI50: 56,2 +2,33).

Figura 22: O tratamento com o timol na dose de 50 mg/Kg foi capaz de aumentar a
concentra¢do do conteudo tidlico total no corpo estriado, mas ndo mostrou diferenca no cortex
temporal e no hipocampo dos animais.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratados 3 horas depois com timol (25 e 50 mg/Kg). A
dosagem de tios totais foi realizada 24 horas depois da pMCAO, (n= 5-6). Os valores representam a média + EPM.
Teste Anova, seguido do teste de Tukey’s. *(p<0,05).
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5.6 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) no

cortex temporal, corpo estriado e hipocampo dos animais.

Os animais submetidos ao modelo pMCAO, ndo apresentaram diminui¢do na atividade
da AChE no cortex temporal (Figura 23A) (AChE (nmol): FO: 7,872 £ 0,5073; pMCAO: 5,445
+ 0,2541). No cortex temporal, a atividade da AChE foi aumentada pelo tratamento com timol
(FO + TI50: 6,204 + 0,7297; pMCAO + TI25: 8,304 + 1,055; pMCAO + TI50: 8,532 + 1,119).

Os animais que foram submetidos a pMCAOQO, apresentaram diminui¢ao na atividade da
AChHE no corpo estriado (Figura 23B) (AChE (nmol): FO: 9,061 £+ 1,109; pMCAO: 5,140 +
0,4104). No corpo estriado, a atividade da AChE nao foi alterada pelo tratamento com timol
(FO + TI50: 6,480 + 0,5671; pMCAO + TI25: 6,720 + 0,3591; pMCAO + TI50: 6,489 +
0,8193).

Os animais que submetidos ao modelo pMCAO, apresentaram diminui¢ao na atividade
da AChE no hipocampo (Figura 23C) (AChE (nmol): FO: 10,15 £ 0,5615; pMCAO: 7,150 +
0,2640). No hipocampo, a atividade da AChE nao foi alterada pelo tratamento com timol (FO
+ TI50: 10,29 + 0,9224; pMCAO + TI25: 8,653 + 0,8620; pMCAO + TI50: 8,027 = 0,4529).

Os animais que submetidos ao modelo pMCAO, apresentaram aumento na atividade da
AChHE no coértex FPO (Figura 23D) (AChE (nmol): FO: 0,9892 + 0,01831; pMCAO: 1,448 +
0,0702). No cortex FPO, a atividade da AChE foi aumentada pelo tratamento com timol (FO +
TI50: 1,036 = 0,0660; pMCAO + TI25: 1,341 £ 0,0970; pMCAO + TI50: 1,069 + 0,0929).
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Figura 23: O timol na concentragdo de 50 mg/Kg, aumenta a atividade da AChE no cortex

temporal e diminui a atividade da enzima no cértex total de camundongos.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO, e foram tratados com o timol (25 e 50 mg/Kg), 3, 24, 48, 72 e 96
horas. 96 horas ap6s a indugdo da pMCAO, foi avaliada a atividade de AChE no cértex frontal/parietal/occipital
dos animais, (n= 5-6). Os valores representam a média + EPM. Teste Anova, seguido do teste de Bonferroni’s.
*(p<0,05); **(p<0,01); ***(p<0,001).
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5.7 Avaliacao da degeneracio neuronal

5.7.1 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a morte neuronal através da coloragdo com o

Cresil violeta no corpo estriado.

Os resultados mostraram que os animais submetidos a pMCAO apresentaram perda
neuronal (células viaveis — Niessl positivas) no corpo estriado (porcentagem de células viaveis
no estriado: FO: 92,03 +4,236; pMCAO: 62,55 + 2,04) (Figuras 24 e 25).

O tratamento com o timol nas doses de 25 ¢ de 50 mg/Kg protegeu contra a morte
neuronal no estriado (Estriado: FO + TI50: 95,33 + 0,32; pMCAO + TI25: 89,27 £+ 0,67;
pMCAO + TI50: 90,64 + 0,69), comparado ao grupo pMCAO.

Figura 24: Fotomicrografias (Cresil Violeta) do efeito do tratamento com timol (25 e 50
mg/Kg, v.0.) sobre a viabilidade celular no corpo estriado de camundongos submetidos ao
modelo pMCAO.

Aumento de 200x. Barra de escala corresponde a 50um. FO (Animal falso-operado tratado com veiculo); TI
(Timol); pMCAO (Isquemia cerebral focal permanente por eletrocoagulagdo da ACM).



66

Figura 25: O tratamento com timol nas doses de 25 e 50 mg/Kg, aumenta a viabilidade celular
avaliada pela coloragao para Cresil violeta no estriado dos animais.
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Os animais foram isquemiados por pMCAO, e foram tratados com o timol (25 e 50 mg/Kg), 3, 24, 48, 72 e 96
horas. 96 horas apés a inducdo da pMCAO, foi avaliada a a viabilidade celular no estriado dos animais, (n= 3-4).
Os valores representam a média + EPM. Teste Anova, seguido do teste de Tukey’s. ****(p<0,0001).
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5.8.2 Efeito do timol (25 e 50 mg/Kg) sobre a morte neuronal através da coloracio com o

Cresil violeta nas regioes CAl, CA3 e GD do hipocampo.

Os resultados mostraram que os animais submetidos a pMCAO apresentaram perda
neuronal (células viaveis — Niessl positivas) no hipocampo CA1 (FO: 93,44 + 1,78; pMCAO:
68,94 + 3,57), CA3 (FO: 93,81 + 1,99; pMCAO: 73,83 + 0,44) e GD (FO: 96,92 + 0,58;
pMCAO: 75,83 + 0,82) (Figuras 26 ¢ 27).

O tratamento com o timol nas doses de 25 ¢ de 50 mg/Kg protegeu contra a morte
neuronal no estriado e no hipocampo CA1 (FO + TI50: 94,56 + 1,38; pMCAO + TI25: 83,58 +
0,60; pMCAO + TI50: 90,31+ 1,44), CA3 (FO + TI50: 94,67 + 0,34; pMCAO + TI25: 83,86 +
1,64; pMCAO + TI50: 92,90 £+ 0,52) e GD (FO + TI50: 95,19 + 0,67; pMCAO + TI25: 87,00
+ 1,60; pMCAO + TI50: 94,02 + 0,28), comparado ao grupo pMCAO.
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Figura 26: Fotomicrografias (Cresil Violeta) do efeito do tratamento com timol (25 e 50
mg/Kg, v.0.) sobre a viabilidade celular no hipocampo (regides CAl, CA3 e GD).
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Aumento de 200x. Barra de escala corresponde a 50um. FO (Animal falso-operado tratado com veiculo); TI
(Timol); pMCAO (Isquemia cerebral focal permanente por eletrocoagulagdo da ACM).
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Figura 27: O tratamento com timol nas doses de 25 e 50 mg/Kg, aumenta a viabilidade celular
avaliada pela coloragao para Cresil violeta no hipocampo (regides CA1, CA3 e GD).
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Os animais foram isquemiados por pMCAO, e foram tratados com o timol (25 e 50 mg/Kg), 3, 24, 48, 72 e 96
horas. 96 horas apds a inducdo da pMCAO, foi avaliada a viabilidade celular no hipocampo (regides CAl (A),
CA3 (B) e GD (C)) dos animais, (n= 3-4). Os valores representam a média = EPM. Teste Anova, seguido do teste
de Tukey’s. **(p<0,01); ***(p<0,001); ****(p<0,0001).
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou o potencial neuroprotetor do timol sobre danos
comportamentais € neuroquimicos decorrentes da isquemia cerebral, em camundongos
submetidos ao modelo de eletrocoagulacdo da artéria cerebral média, por um mecanismo que
envolve um efeito antioxidante.

A patogénese do AVC, envolve diversos mecanismos, principalmente: danos oxidativos,
excitotoxicidade, processos inflamatorios, desequilibrio i6nico e apoptose (POPA-WAGNER
etal, 2018; KNECHT et al, 2017). Entre os sintomas clinicos estdo: déficits funcionais motores
(BUCHMAN et al, 2013), escores de quociente de inteligéncia (QI) diminuidos (HOGAN et
al, 2006) e multiplos déficits cognitivos de atencdo, memoria, raciocinio e compreensao verbal,
entre outros (BERNAUDIN et al, 2000; BROWN et al, 2000; DeBAUN, et al, 1998). Na
maioria dos casos 0 AVC deixa sequelas, entre essas as mais comumente descritas sao,
alteragdes motoras e sensoriais, afasia, dificuldades na orientacao espacial e déficits de memoria
BOKURA & ROBINSON, 1997; BRADVIK; SONESSON; HOLTAS, 1989).

No modelo de pMCAO, usado neste trabalho, a lesdo é observada principalmente no
cortex temporal e no corpo estriado. Portanto, danos nessas regides resultam em uma
diminui¢do da atividade locomotora, conforme indicado por Sheng & Wnag em 2010. Isso
destaca a importancia de utilizar o teste do campo aberto para verificar a atividade locomotora,
esse teste também foi descrito por Kalivas e colaboradores (1988), como sendo um bom
parametro para a avaliagdo da fun¢do mesocortical.

O estudo de novas drogas que possam ser usadas no tratamento da isquemia cerebral ¢
importante, principalmente, pelo impacto socioecondomico que pode causar ao afetar a
populagdo economicamente ativa (BENSENOR et a/, 2015; OMS, 2021). A fim de abordar
novas opgoes terapéuticas, voltamos nossos estudos aos terpenos encontrados em plantas
aromaticas como o timol, que tem mostrado possuir atividades antimicrobiana, antifiingica,
antitumoral, além da atividade anti-inflamatoria (NAGOOR MEERAN et al, 2017; LIANG et
al, 2014). Boa parte desses terpenos, tem sido usada na medicina tradicional e possui algumas
propriedades, incluindo antioxidante, eliminacao de radicais livres e anti-inflamatoria.

Nourmohammadi e colaboradores (2022), sugerem que o timol exerce efeitos protetores,
possivelmente relacionados a um mecanismo anti-oxidagdo, nesses modelos in vitro e in vivo
da doenga de Parkinson. Além disso, j& foram observados em outros estudos com doencas
neurodegenerativas que o tratamento com o timol diminui a neuroinflamacao e apresenta uma

neuroprote¢do, como no estudo previo de Javed e colaboradores (2019) o qual mostrou que em
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um modelo in vivo da doenga de Parkinson induzida por rotenona, animais tratados com Timol
apresentaram uma melhora na neuroinflamac¢ao e neuroprotecdo. Ja FangFang e colaboradores
(2017), demonstrou que animais tratados com timol apresentavam uma melhora na resisténcia
a insulina. Azizi e colaboradores (2012) trazem resultados in vitro do potencial antioxidante do
timol, como inibidor do estresse oxidativo em células PC12, corroborando com o uso do timol
em pesquisas in vivo.

Inicialmente, avaliamos a atividade neuroldgica (déficits neuroldgicos sensériomotores)
e observamos que 0s animais isquemiados apresentaram déficits sensoriomotores. Esses
resultados sdo consistentes com os achados de Zeng e colaboradores (2018), os quais mostraram
que ratos submetidos a pMCAO apresentaram escores de déficit neurolégico significativamente
menores indicando a existéncia da lesdo neuronal e provando o sucesso do modelo de AVC
isquémico do estudo. O tratamento com o timol (administrado por via oral 3h ap6s a cirurgia),
foi capaz de proteger, 24 horas ap0s a cirurgia, contra os déficits sensoriomotores induzidos
pela pMCAO. Outros terpendides, como rutaecarpina (YAN et al., 2013), partenolideo (DONG
et al., 2013) e beta-cariofileno (CHANG et al., 2013) mostraram efeitos semelhantes contra
danos neuronais e déficits neuroldgicos, corroborando nossos achados.

Em seguida foi avaliada a capacidade do timol de diminuir a extensdo da area isquémica
cerebral foi investigada através da quantificacdo pelo TTC (GOLDLUST, 1996; TUREYEN,
2004). Os nossos resultados demonstraram que 0s animais submetidos a pMCAO tiveram um
significativo dano isquémico, particularmente nas areas do cortex temporal e do estriado,
concordando com Longa e colaboradores (1989), que demonstraram um aumento da extensdo
da area de infarto em animais submetidos a oclusao da artéria cerebral média usando a coloragéo
de TTC. Esse achado entra em concordancia com outros autores como, Jiang e colaboradores
(2019), Martinez-Torres e colaboradores 2024. Bederson e colaboradores (1986)
desenvolveram o protocolo para o uso da técnica de coloragdo com TTC, demonstrando sua
eficicia na detecgdo e quantificagdo da extensdo da area de infarto 24 horas apds uma isquemia
cerebral em roedores. N0ssos resultados tambeém corroboram com os resultados de Ping e
colaboradores (2024), que demonstraram uma area de infarto aumentada em animais
submetidos a pMCAO. Esses dados demonstram que a inducéo da isquemia cerebral através do
modelo escolhido foi bem-sucedido. E amplamente aceito que a area de infarto, incluindo o
nucleo e a penumbra, alcanca seu tamanho méaximo entre 6 a 24 horas apos o inicio de uma
isquemia cerebral focal permanente (CARMICHAEL, 2005; LIU et al, 2011).

O timol, administradas por via oral, foi capaz de diminuir o percentual da area

isquémica. Outros terpendides mostraram um efeito neuroprotetor, como no trabalho de
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Fernandes ¢ colaboradores (2018), onde foi mostrado que o a-Bisabolol, um &lcool de
sesquiterpeno, retirado da Matricaria chamomilla, popularmente conhecida como camomila,
da Vanillosmopsis erythropappa e da Peper6nia, quando administrado nas doses de 100 e
200mg/Kg, 24h antes e 3h apos a inducao da isquemia, diminuiu os déficits neuroldgicos e a
lesdo cerebral isquémica, por meio da sua atividade antiapoptotica, anti-inflamatdria e
antioxidante.

A janela terapéutica de 3 horas observada em nossos resultados demonstra a atividade
neuroprotetora do timol, destacando-o como um potencial candidato para o desenvolvimento
de novos medicamentos no tratamento da isquemia cerebral. Do ponto de vista clinico, apos
uma lesdo cerebral isquémica, ¢ crucial que o individuo chegue rapidamente ao hospital para
permanecer dentro da janela terapéutica de 4,5 horas recomendada pela OMS, permitindo a
administracao do tPA como tratamento atual.

Na avaliacdo clinica, o diagnéstico do AVC ¢ realizado a partir da historia clinica do
paciente e de um exame neuroldgico, que envolve a observa¢do de sinais clinicos
caracteristicos, como déficits motores, alteragdes na marcha e na fala (DAVENPORT,;
DENNIS, 2000; SILVERMAN et al., 2011). Uma das principais de artérias que fornecem
sangue ao cortex cerebral sdo as artérias cerebrais médias (ACMs) (que possuem a maior
distribui¢do, abrangendo os aspectos laterais e inferiores dos lobos frontal, parietal e temporal)
(DUSENBURY & ALEXANDROV, 2020). Segundo Sheng & Whnag (2010), no modelo de
oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO), a lesdo afeta principalmente o cortex
temporal e o corpo estriado. Portanto, danos nessas dreas causam uma diminui¢do da atividade
locomotora.

Nossos resultados demonstraram que os animais submetidos a pMCAO, avaliados,
apresentaram déficit motor na exploracdo vertical (rearings). Tais achados sdo analogos a
diversos outros trabalhos como o de Liu e colaboradores (2024). Neste trabalho, o timol
apresentou resultados na protecdo contra os déficits locomotores na exploracdo vertical
(rearings). Shah e colaboradores (2024), mostraram que o carvacrol, um monoterpeno fendlico
pertencente a mesma familia do timol, administrado nas doses de 25, 50 ¢ 100 mg/Kg v.o0.),
durante 21 dias, melhorou o comprometimento motor em um modelo de DP induzida por
Rotenona em camundongos, este achado também pode ser correlacionado ao sinal clinico de
declinio cognitivo em ratos que sofrem AVCs, relatado no trabalho de Liu e colaboradores
(2024), no qual foi mostrado o envolvimento da degeneragao da substancia branca apds acidente
vascular cerebral isquémico e sua contribuicao para o comprometimento cognitivo e deméncia

p6s-AVC.
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O evento isquémico pode causar danos ao hipocampo tanto em niveis funcionais quanto
estruturais (NIKONENKO et al, 2009). O hipocampo ¢ considerado o centro do processo de
memoria (WAHL et al, 1992). O cortex cerebral, a amigdala e o hipocampo (&reas essenciais
para o aprendizado e¢ a formacdo da memoria), sdo inervados por neurdnios colinérgicos
(BHUTADA et al, 2011). E importante prevenir a expansdo da 4rea perinfarto, com o intuito de
reduzir o dano hipocampal, resultando em melhoria cognitiva (XIE ef al, 2011).

Observamos que os animais submetidos a pMCAO, apresentavam comprometimento na
memoria de trabalho ou operacional, o qual ja foi mostrado em estudos anteriores que
apontaram que a isquemia causa déficits na memoria de trabalho avaliado pelo teste do labirinto
em Y (Y-maze) 24 e¢ 48 horas apds a indugdo da isquemia (FONTELES et al, 2016;
FERNANDES et al, 2019; CARMO et a., 2014). Block e Schwarz (1997) identificaram uma
relacdo entre o dano no hipocampo provocado pelo AVC isquémico e o comprometimento na
aprendizagem operacional. Nossos achados sdo consistentes com resultados de outros estudos
que mostraram déficits nas funcbes cognitivas em camundongos apés isquemia (CARMO et al,
2014). O tratamento com o timol, foi capaz de proteger os animais contra esses déficits de
memoria de trabalho. Diversos terpendides, demonstraram possuir atividades neuroprotetores,
como o carvacrol que apresentou efeito neuroprotetor, contra déficits de memoria de trabalho e
neurotoxicidade em modelos animais de lesdo cerebral traumatica (LEE ef a/, 2022), Doenga
de Parkinson (HADDADI et al, 2018; MANOUCHEHRABADI et al, 2020), ¢ Doenca de
Alzheimer (AZIZI et al, 2022).

Diversos estudos indicam que a sintese proteica € crucial para a formacdo da memoria
de longo prazo (BARONDES 1975; DAVIS & SQUIRE 1984; MATTHIES 1989). Um dos
primeiros experimentos a demonstrar isso, foi o experimento de Flexner e colaboradores (1963),
no qual foram utilizados camundongos tratados com puromicina, um antibiotico que bloqueia
a sintese de proteinas. Uma série de estudos semelhantes seguiu, tornando os efeitos dos
inibidores de sintese proteica um campo amplamente estudado na pesquisa sobre memoria
(DAVIS & SQUIRE, 1984).

Apoés apenas uma experiéncia em que sdo submetidos a um choque nas patas,
camundongos com o gene CREB, um fator de transcricdo que regula diversas respostas
celulares, incluindo proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciagdo, intacto conseguem recordar a
gaiola em que foram chocados por semanas. Por outro lado, apesar da percepgao sensorial
normal, a mesma experiéncia unica s6 consegue desencadear uma memoria passageira (inferior
a 60 minutos) em camundongos com mutacio CREB1 (BOURTCHULADZE ef al, 1994).

Nesse trabalho, para a avaliagdo da memoria aversiva, foi realizado o teste de esquiva
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passiva. Esse teste, ¢ amplamente utilizado para estudos bioquimicos e farmacoldgicos da
memoria, sendo capaz de gerar memorias de longa duragdo com apenas um treino
(IZQUIERDO et al, 2006). Os resultados mostraram que os animais submetidos a pMCAO
apresentaram déficits na memoria aversiva, corroborando descritos na literatura (YU et al,
2018; YANG et al, 2015), uma vez que a pMCAOQO acomete regides cerebrais como 0 corpo
estriado, que ¢ fundamental para a consolidagdo da memoria, principalmente a de longo prazo
(IZQUIERDO, 2018). O timol foi capaz de minimizar esse prejuizo na memoria aversiva tardia.
Esse resultado pode ser explicado pelo fato do timol, possivelmente ajudar na formagao da
memoria tardia, por estimular a sintese protéica, esse achado estd em acordo ao trabalho de
Timalsina e colaboradores (2023), o timol eleva os niveis de BDNF, em um modelo de DA
induzido por inje¢des de escopolamina, o qual fosforila a GSK-33 na serina 9 e inativa seus
efeitos neurotdxicos na via mediada por PI3K/Akt. Ademais, a regulacdo positiva mediada por
BDNF ¢ promovida pela via do virus do sarcoma de Rat/Raf (Ras/Raf), ativando a transcri¢ao
da proteina de ligagdo ao elemento de resposta de c-AMP (CREB). O BDNF e fosfo-GSK-3f3
(p-GSK-3B) (Ser 9) regulados positivamente promovem a neurogénese hipocampal adulta e o
aprimoramento da aprendizagem/memoria. O efeito neuroprotetor do timol na memoria
também ja foi demonstrado na literatura, e foi explicado por sua atividade antioxidante e anti-
inflamatéria (ASADBEGI et al, 2017; BITMEZ et al, 2024).

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado para avaliar a aquisicao e a retencéo
da memoria de reconhecimento de objetos (referéncia que este teste é usado para este tipo de
memoria). Os resultados obtidos mostraram que o timol protegeu contra déficits na memaria
recente e tardia, demonstrando os efeitos neuroprotetores dessa substancia. Nossos resultados
corroboram com os achados de Bitmez e colaboradores (2024), que demonstraram os efeitos
do timol na memdria de reconhecimento no modelo de Alzheimer em ratos com aplicacdo de
D-galactose (D-gal) e cloreto de aluminio. Esses efeitos estdo relacionados com a reducéo do
estresse oxidativo e de citocinas pro-inflamatorias e o aumento dos niveis de BDNF e p-GSK3f3
no hipocampo através da estimulacdo da neurogénese (BITMEZ et al, 2024).

Quando falamos em estresse oxidativo a nivel cerebral, é importante levar em
consideragdo que os neuronios sao células extremamente vulneraveis a danos oxidativos, o que
pode ser atribuido a varias caracteristicas: eles consomem grandes quantidades de oxigénio,
possuem muitas mitocondrias, t€ém baixa atividade de enzimas antioxidantes, apresentam alta
concentracdo de 4cidos graxos poli-insaturados (PUFAs) em suas membranas, acumulam
metais de transi¢do, possuem limitada capacidade de regeneragdo celular e estdo proximos de

células microgliais que liberam espécies reativas de oxigénio, dentre outros aspectos
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(KARPINSKA & GROMADZKA, 2013; DELGADO-MARIN; SANCHEZ-BORZONE;
GARCIA, 2017).

Viérios estudos tém destacado o aumento dos niveis de TBARS apds pMCAO como
indicativos de estresse oxidativo (JUNG et al, 2017; SADEGHNIA et al, 2017). Na avaliagdo
dos niveis de MDA no cortex temporal, estriado e hipocampo, 0s animais isquemiados
apresentaram um aumento significativo nas concentracdes de MDA nessas areas. N0ssos
resultados demonstraram que o tratamento com o timol promoveu a diminuicdo de
malonaldeido, tanto no estriado como no hipocampo dos animais, por meio da reducdo dos
niveis de TBARS. Porém o tratamento com o timol ndo mostrou diferenga no cértex temporal.

Bora e colaboradores (2011), isolaram os terpenoides linalol e eugenol de folhas de
Ocimum basilicum, em danos cerebrais causados por isquemia/reperfusdo (I/R). Observaram
que o extrato diminuiu significativamente os niveis de TBARS e recuperou os niveis de GSH,
apresentando assim um possivel resultado favoravel para a prevencao de acidentes vasculares
cerebrais (BORA; ARORA; SHRI, 2011). Trabalhos demonstram que o timol diminui os niveis
de MDA em modelos de neurotoxicidade em ratos, além de aumentar os niveis de GSH, SOD
e catalase no tecido cerebral NAGOOR MEERAN et al, 2017; ASADBEGI et al, 2018).

Ap6s episddios de hipdxia, verifica-se um aumento acelerado nos niveis intracelulares
de célcio que, por sua vez, ativa a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) com a participacao da
proteina quinase C e da quinase dependente de calmodulina (CDK). Esta ativagdo da nNOS
conduz a produgdo de 6xido nitrico (NO). Em concentracdes elevadas, o NO pode danificar
células neuronais formando o anion peroxinitrito, uma vez combinado com o anion superoxido
(BHATTACHARYA et al, 2013). Esta molécula ¢ extremamente toxica e pode danificar
proteinas, lipidios de membrana e DNA. De forma indireta, a produ¢do de NO pode ser avaliada
através da dosagem de seu metabolito, o nitrito.

Nosso trabalho demonstrou que, a pMCAQ promoveu um aumento de nitrito no cortex
temporal e no hipocampo dos animais 24h ap6s a cirurgia. Esse resultado, corrobora com os
achados de Pravalika e colaboradores (2019), que notaram um aumento nos niveis de nitrito 24
horas ap0s a oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAQ). Ao tratarmos os animais
com o timol, observamos uma diminui¢do nos niveis de nitrito no cortex temporal e hipocampo.
Fernandes e colaboradores (2019), que mostraram que o tratamento com o monoterpeno o-
bisabolol impede o aumento dos niveis de nitrito no modelo de pMCAO. Assim, o efeito
antioxidante do timol, pode contribuir para o seu efeito neuroprotetor contra danos induzidos

por pMCAO, prevenindo o aumento de espécies reativas de oxigénio no tecido cerebral.
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No nosso trabalho, também foi investigado o contetdo tidlico total, o qual tem sido
amplamente utilizado como um marcador detectavel de oxidagao de proteinas juntamente com
os niveis de carbonilas e de nitrotirosinas (AKSENOV E MARKESBERY, 2001;
DJORDJEVIC et al, 2017). Primeiramente foi demonstrado que ha uma reducao do conteudo
tidlico total no estriado dos animais submetido a pMCAO. Essa reducdo pode ser uma
consequéncia do aumento de radicais livres e espécies reativas causadas pelo pMCAO. Essa
diminui¢do do conteudo tidlico total pode refletir a oxidacdo de moléculas de cisteinas, os
residuos de aminoacidos contendo sulfidrila (SH) nas proteinas, as quais sdo alvos suscetiveis
a uma variedade de pré-oxidantes nitrotirosinas (AKSENOV & MARKESBERY, 2001;
DJORDIJEVIC et al, 2017). Dessa forma, essa redu¢do do conteudo tidlico total estd
diretamente associado a oxidagdo de proteinas, as quais, por consequéncia dessa oxidagao,
acabam perdendo a sua func¢do bioldgica normal e assim contribuem para o dano cerebral
causada pelo pMCAO. O tratamento com timol foi capaz de aumentar os niveis de conteudo
tiolico total.

Estudos mostram que o aumento da atividade da AChE no cérebro esta ligado a
distirbios neurologicos e perda de memoria devido a degradagdo acelerada do ACh
(MACHADO et al, 2016; MACIEL et al, 2017), um neurotransmissor crucial para a memoria
e o aprendizado (HASSELMO, 2006) e que esta diminuida em pacientes com DA devido a
neurodegeneracao em areas colinérgicas, como o nucleo basal de Meynert (SHU et al., 2018;
KAUNDAL et al, 2018). No nosso estudo foi observado que a pMCAO aumenta a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) nos cortices frontal, parietal e occipital, e que o timol foi capaz de
diminuir este aumento. Esse resultado, pode explicar a melhora cognitiva apresentada pelo
timol no estudo. Em um estudo feito por Sahoo e colaboradores (2021), foi visto que compostos
sintéticos derivados do timol e do carvacrol, contendo carbamato, apresentaram uma excelente
atividade de inibicdo da acetilconesterase. Alguns desses compostos sintéticos apresentaram
uma inibicdo com o valor IC50 de 2,50 uM, superior a inibi¢cdo do padrdo Rivastigmina, um
conhecido inibidor anticolinesterasico derivado de carbamato.

Optamos por inserir dreas que ndo sdo diretamente afetadas pela pMCAO na avaliagdo
da atividade da AChE, devido a observacao de resultados conflitantes na literatura, com relagao
ao aumento da atividade da AChE durante eventos isquémicos permanentes ou transitorios
(SAEZ-VALERO; GONZALEZ-GARCIA; CENA, 2003).

Foi demonstrado em alguns trabalhos, que a atividade da AChE pode estar inibida em
animais submetidos a pMCAO, como no trabalho de Sdez-Valero e colaboradores (2003), a

atividade da AChE se mostrou diminuida na regido cortical de ratos submetidos a pMCAO.
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Resultados semelhantes foram demonstrados por Malatova & Marsala (1993) e Mrsulja e
colaboradores (1978).

Entretanto, ha trabalhos que mostram uma atividade da enzima AChE aumentada, como
os trabalhos de Malatova e colaboradores (1984) e Ott et al, (1975) que mostraram resultados
onde a atividade da AChE estava aumentada em animais submetidos a modelos de isquemia.

Também ha na literatura, estudos que ndo apresentaram diferencas significativas entre
animais controles e isquemiados (GOLDBERG et al, 1985).

Nosso estudo também mostra evidéncias conflitantes ao analisarmos amostras de areas
cerebrais diretamente afetadas pela isquemia, como cortex temporal e estriado, nos quais
observamos a inibicdo da atividade da AChE. Esses achados, condizem com os trabalhos
citados anteriormente.

Desse modo, € possivel inferir que os eventos moleculares subjacentes a alteracdo na
atividade da AChE induzida pela isquemia podem ser influenciados pelo modelo animal
experimental utilizado, pela reversibilidade ou permanéncia da oclusdo e pela gravidade da
isquemia no tecido investigado. Contudo, mesmo com todas as diferencas nos resultados, todos
esses estudos sugerem que a expressdao da AChE pode ser regulada durante e apods a lesdo
isquémica.

O trabalho de Séez e colaboradores (2003) mostrou mudancgas na proporcdo das
isoformas de AChE durante a isquemia, possivelmente devido ao desequilibrio entre a perda
deletéria e respostas adaptativas de plasticidade neuronal e o processo de diferenciacdo celular.
Isso mostra que, as diferentes isoformas da AChE podem influenciar numa reorganizacédo
celular.

Como j4 foi dito anteriormente a pMCAO ocasiona uma reagao inflamatéria com um
papel importante da microglia na liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (TIMALSINA et al,
2023). Trabalhos mostram que a atividade da AChE pode influenciar na ativa¢do da microglia.
Esta hipotese ¢ sustentada por estudos anteriores indicando que em culturas de células
microgliais, a AChE induz alteracdes na morfologia celular e promove a regulagdo positiva da
iNOS (VON BERNHARDI et al, 2003). Além disso, uma pesquisa revelou que o aumento da
atividade da AChE intensificou a ativagdo microglial e os niveis de mRNA para HMGB1, uma
citocina que pode ser liberada de maneira passiva por células necrdticas ou ativamente por
células imunologicamente ativadas, desencadeando processos inflamatorios (WANG et al,
1999; ABRAHAM et al, 2000). Devido a relagdo da atividade da AChE com a ativagdo
microglial, fica evidente a agao antiinflamatoria do timol, por atuar como um inibidor da enzima

AChE.
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Quanto a degeneragdo neuronal, nossos resultados mostraram que o grupo pMCAO,
teve uma reducdo no numero de células Nissil positivas nas regides do estriado e hipocampo
(CA1, CA3 e GD), demonstrando morte neuronal na regido do core isquémico. Os grupos
tratados com o timol apresentaram uma reducdo nas taxas de morte celular no hipocampo
(regides: CAl, CA3 e GD) e no estriado, comprovando assim, o efeito neuroprotetor do timol.
No estudo de Timalsina e colaboradores (2023), o tratamento com timol aumentou a espessura
da zona granular no giro dentado, usando a coloracao de hematoxilina e eosina, em um modelo
de DA induzido por escopolamina, e relacionou esse achado com o aumento da neurogénese
adulta e melhora de aprendizado e memoria observados nos animais.

Neste trabalho, foi demonstrado que camundongos submetidos a isquemia focal
permanente (PMCAO) apresentaram déficits na funcdo neuroldgica e déficits na memoria,
provavelmente, devido a lesGes no hipocampo, estriado e cortex, provocados pelo modelo. Os
nossos resultados em conjunto demonstram a capacidade neuroprotetora e de neuroresgate do
timol frente a isquemia cerebral focal permanente, visto que sua administracédo foi realizada
com uma janela de 2hs ap6s a inducdo de pMCAQ. Foi investigado o mecanismo neuroprotetor
do timol e observou-se atividade antioxidante, além da capacidade inibitoria da enzima AChE
0 que se pode inferir que o efeito neuroprotetor da-se, por meio destes mecanismos.

A partir desses achados, € possivel afirmar que este composto tem potencial para se
tornar uma nova terapia complementar para acidente vascular cerebral (AVC), uma vez que atua
em diversos aspectos da fisiopatologia da isquemia cerebral. Sendo uma substincia de baixa
toxicidade e comum em vegetais, ela ¢ adequada para testes em humanos. Segundo Fernandes
(2017), o timol oferece baixos riscos de toxicidade, apresenta efeitos antidepressivos e
propriedades antioxidantes e um possivel efeito neuroprotetor em um estudo da toxicidade pré-
clinica, decidimos investigar o mecanismo do efeito neuroprotetor do timol no modelo de
isquemia cerebral focal permanente in vivo.

Entretanto algumas consideracdes precisam ser levantadas, em nosso estudo, houve
limitagdes por ndo ter sido investigado as vias de sinaliza¢do inflamatdria e vias de aumento do
BDNF. Assim, no futuro, seria interessante verificar as lacunas que precisam ser preenchidas
para uma compreensao mais profunda dos beneficios neuroprotetores do timol e estabelecer os
mecanismos de acdo especificos do timol na cascata isquémica, além de sua atividade

antioxidante, anti-inflamatodria e de inibi¢do da AChE.
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7 CONCLUSAO

- O timol nas doses de 25 e 50mg/Kg diminuiu os déficits sensdrios-motores, a area de
infarto isquémico e a perda neuronal ocasionados pelo modelo de isquemia cerebral focal
permanente por oclusdo da artéria cerebral média (pMCADO).

- O timol protegeu os camundongos contra os déficits de memédria de trabalho, de
memdria aversiva e de memoria de reconhecimento.

- O mecanismo de neuroprotecdo do timol esta relacionado, com a sua capacidade
antioxidante pela diminuicéo nos niveis de TBARS e Nitrito/Nitrato. Outro dado que corrobora
com essa relacdo ¢ que, o tratamento com o timol na maior dose foi capaz de aumentar a
concentragdo do conteudo tidlico total no cortex total e no corpo estriado dos animais.

- Em amostras de cortex ndo atingidas diretamente pela isquemia (cortex parietal, frontal
e occipital), o aumento na atividade da acetilcolinesterase foi inibida pelo tratamento com timol
na dose de 50 mg/Kg, o que pode estar relacionada com a melhora nos déficits de memoria.
Porém, nas areas do cortex temporal, estriado e hipocampo, area diretamente atingidas pela
isquemia, houve um aumento da atividade da enzima nos animais, sem efeito significativo do
timol no estriado e no hipocampo.

- O tratamento com timol nas doses de 25 e 50 mg/Kg, aumentou a viabilidade celular
no estriado e no hipocampo (regides CA1, CA3 e giro denteado).

Assim, nossos resultados indicam que o timol pode proteger contra os efeitos deletérios
da isquemia cerebral através de diversas vias, entre elas estdo a prevencao do estresse oxidativo
e melhora da neurotransmissao colinérgica, mas outras vias ndo podem ser excluidas como a
atividade anti-inflamatoria. Esses achados sugerem que o timol pode ser um potencial agente

terapéutico adjuvante no tratamento da isquemia cerebral.
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