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RESUMO

EFEITO NEUROPROTETOR DO ACIDO CAFEICO EM CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL PERMANENTE.

O acidente vascular cerebral (AVC) resulta da interrupcdo aguda do fluxo
sanguineo aos tecidos cerebrais, resultando no decréscimo de oxigénio e glicose para
os tecidos e consequentemente em perda rapida da fungdo neurolégica. E a segunda
principal causa de morte no mundo e uma das principais causas de incapacidade fisica
segundo dados da Organizagdo mundial de Saude. A fisiopatologia do AVC
isquémico envolve uma complexa cascata de eventos como a inflamacdo e o estresse
oxidativo que levardo a morte neuronal e déficits cognitivos. O &cido cafeico ¢ um
composto fenodlico natural com propriedades anti-oxidantes e antiinflamatorias. Para
avaliar o efeito neuroprotetor deste composto em camundongos submetidos a oclusao
permanente da artéria cerebral media, os animais foram pré e pos tratados com acido
cafeico nas doses de 2, 20 e 60 mg/kg, i.p., durante 24, 48, 72, 96 ou 120 horas apds a
isquemia. Os animais foram avaliados 24h ap6s a isquemia para verificar a area de
lesdo isquémica e avaliagdo neurologica. Setenta e duas horas apds a oclusdo, os
testes de atividade locomotora, memoria de trabalho e memoria aversiva recente
foram realizados ¢ a memoria aversiva tardia realizou-se 24h depois da memoria
recente. Finalmente, 120h apds a isquemia, avaliou-se a memoria espacial e as
expressoes de sinaptofisina, SNAP25 e caspase 3. O tratamento com o 4cido cafeico
reduziu a lesdo isquemica e melhorou os escores na avaliagdo neurologica. Nao houve
diferenga na atividade locomotora entre os grupos. O acido cafeico mostrou protecao
nas memorias de trabalho, espacial e aversiva tardia. Além disso, as andlises de
western blotting mostraram que expressao de sinaptofisina, que estd relacionada com
a funcdo e formagao sinaptica, diminiu ap6s o insulto isquémico e que o acido cafeico
inibiu a reducdo da expressdo de sinaptofisina. Observou-se um aumento na
expressao de caspase 3 nos animais isquemiados e essa expressao foi diminuida pelo
tratamento com o 4cido cafeico. Esses resultados sugerem que as propriedades
neuroprotetoras e anti-demencia do 4cido cafeico possui estdo relacionadas na
prevencao da perda de celulas neurais e das sinapses no cérebro apds a lesdo
isquémica.

Palavras-chave: Isquemia cerebral focal, neuroprote¢do, memoria, plantas medicinais,

acido cafeico.



ABSTRACT

STUDY OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF CAFFEIC ACID IN MICE
AFTER PERMANENT FOCAL CEREBRAL ISCHEMIA

Brain ischemia results from the acute interruption of blood flow to the brain tissue
vascular accident resulting in the decrease of glucose and oxygen to the tissues and
consequently to a rapid loss of neurological function. It is the second leading cause of
death worldwide and a major cause of disability according to the World Health
Organization. Brain stroke pathophysiology involves a complex cascade of events
such as inflammation and oxidative stress that lead to neuronal loss and cognitive
deficits. Caffeic acid is a natural phenolic compound with antioxidant and anti-
inflammatory properties. To evaluate the neuroprotective efficacy of this compound
in mice subjected to a permanent middle cerebral artery occlusion (pMCAO), animals
were pre-and post-treated with caffeic acid 2, 20 and 60mg/kg, i.p. during 24, 48, 72,
96 or 120h after ischemia. Animals were evaluated at 24 h after the pMCAO for brain
infarction and neurological deficit score. At 72 h after the occlusion, animals were
evaluated for locomotor activity, working memory and short aversive memory; late
aversive memory was evaluated 24 h after the evaluation of short aversive memory.
Finally, at 120 h after the event, spatial memory and the expression levels of
synaptophysin, SNAP 25 and caspase 3 were evaluated. The treatment with caffeic
acid reduced the infarcted area and improved neurological deficit scores. There was
no difference in locomotor activity between groups. The working, spatial and late
aversive memory deficits were improved by caffeic acid. Furthermore, western
blotting data showed that the expression of synaptophysin which correlates with
synaptic formation and function, decreased after ischemic insult, caffeic acid inhibited
the reduction of synaptophysin expression. The treatment also decreased caspase 3
expression. These results suggest that caffeic acid possesses neuroprotective and anti-
dementia properties, at least in part, by preventing the loss of neural cells and
synapses in ischemic brain injury.

Key-word: Focal cerebral ischemia, neuroprotection, memory, medicinal plants,

caffeic acid.
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1. INTRODUCAO

1.1. Acidente Vascular Cerebral

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), o acidente vascular
cerebral (AVC) ¢ definido como uma lesdo cerebral resultante da interrup¢do aguda
do fluxo sanguineo arterial que pode surgir por uma obstru¢iao do vaso provocada por
um émbolo ou trombo (codgulo), pela formacdo de placas aterosclerdticas, pela
pressdo de perfusdo cerebral insuficiente ou pela ruptura da parede da artéria. Ainda
segundo a OMS, o AVC pode se apresentar com o desenvolvimento rapido de sinais
clinicos de disturbios focais ou globais da fun¢do cerebral, com sintomas que
perduram por um periodo superior a 24 horas ou conduzem a morte, sem outra causa

aparente que a de origem vascular (WHO, 2006).

O AVC ¢ a segunda causa de morte mais comum € a primeira causa de
incapacitacdo em adultos (BROUNS, 2009). No Brasil, na década de 1960, a taxa de
mortalidade por doengas cardiacas e cerebrovasculares corondrias superaram as para
doengas infecciosas, e as taxas de mortalidade por AVC no Brasil sdo os mais altos da
América Latina (LOTUFO, 2005; JOHNSTON et. al., 2009). E principal causa de
morte no mundo segundo dados da OMS. Atinge aproximadamente 16 milhdes de
pessoas por ano, ¢ destas, 6 milhdes chegam a 6bito. No Brasil, os acidentes
vasculares cerebrais foram a causa de 172.298 internacdes em 2011 e em 2010

causaram a morte de 99.159 individuos (GARCIA, 2012; WHO, 2013).

A maioria dos casos de AVC em humanos acontece devido ao aparecimento
de doencas cardiovasculares ou arterioesclerose (AMARENCO et. al., 2009). A
letalidade precoce por AVC estd diminuindo tanto nos paises de alta renda, como nos
de média e baixa renda, mas, em geral, essa taxa de letalidade precoce por AVC em
paises de baixa e média renda na tltima década ¢ de 25% superior as taxas em paises
de alta renda (FEIGIN et al., 2009). No Brasil a mortalidade devido ao AVC esta
diminuindo, esta diminuicdo se deve ao aumento do controle da pressdo arterial e
diminuicdo do tabagismo, porém as taxas de mortalidade ainda continuam elevadas e
os numeros absolutos de mortes por AVC no Brasil sdo maiores que em paises
desenvolvidos. Esse elevado numero de mortalidade provavelmente se deve ao

envelhecimento da populagao (GARRITANO et al, 2012).
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O AVC ¢ dividido em duas categorias: isquémico e hemorragico. O AVC
isquémico ¢ resultante da insuficiéncia de suprimento sangiiineo cerebral, que pode
ser transitério ou permanente, representando, no Brasil, segundo diferentes
estatisticas, de 53% a 85% dos casos de AVC, predominando a sua forma permanente
(PIRES, 2004). No AVC hemorragico ocorre sangramento no parénquima cerebral ou
no espago subaracndideo (FERRO e VERDELHO, 2000; GILGUN-SHERKI et al.,
2002).

1.2. AVC Isquemico

O AVC isquemico ou, simplesmente isquemia cerebral, pode ser definido
como sendo a interrup¢ao do fluxo sanguineo para o tecido cerebral (SMITH, 2004).
Isquemias sdo a principal causa de morte nos Estados Unidos, afetando
aproximadamente 800.000 pessoas todo ano (ROGER et. al., 2011). Também sdo a
causa majoritaria de deficiéncia, em que 20% dos sobreviventes de isquemias
necessitam de assisténcia institucional e 15 a 30% ficam permanentemente
deficientes, incapazes de voltar ao trabalho e outras atividades do cotidiano

(GOLDSTEIN et. al., 2011; ROGER et. al., 2011).

A isquemia ocorre devido a oclusdo de uma artéria cerebral como resultado
de aterosclerose progressiva ou de um émbolo a partir de vasos do coragdo ou do
pescoco. O fluxo sanguineo cerebral normal ¢ de 50-60 ml/100g/min. Quando o fluxo
diminui para menos que 10 ml/100g/min ocorre rapido dano cerebral com morte
celular dentro de poucos minutos, se o fluxo permanecer entre 10 ¢ 20 ml/100g/min
os neurdnios param de funcionar, porém continuam estruturalmente intactos ¢ podem

voltar se o fluxo cerebral for reestabelecido (SHUAIB et al, 2011).

Atualmente, o tratamento para isquemia cerebral estd limitado a restaurar o
suprimento sanguineo para a area afetada. A terapia de reperfusdo consiste na
administracdo do agente trombolitico fator ativador de plasminogénio tecidual (rtPA)
e extracdo mecanica do coagulo endovascular (NESBIT et al., 2004). Entretanto, rtPA
tem uma janela terapéutica estreita de de 3 a 4.5 horas (HACKE et al., 2004;
WARDLAW et al., 2012) devido ao elevado risco de hemorragia intracraniana apds a
trombolise fora da janela terapéutica, especialmente em pacientes com isquemias
severas ou idade avangada (VAN DER WORP e¢ VAN DER GIJN, 2007). Assim,

apenas cerca de 5% dos pacientes com AVC pode se beneficiar do tratamento rtPA.
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Terapias combinadas com agentes neuroprotetores tém sido amplamente estudadas
para evitar a morte neuronal em acidente vascular cerebral. Infelizmente, quase todos
os agentes neuroprotetores que mostraram uma grande promessa em estudos
experimentais pré-clinicos nas ultimas trés décadas falhou em ensaios clinicos
(O'COLLINS et al., 2006). Alguns estudos clinicos demonstraram prote¢do de AVC
isquémico bloqueando a neurotoxicidade mediada por N-metil-D-aspartato (NMDA),
no entanto, o tempo de tratamento necessario precoce limita a sua aplicagdo clinica

(HILL et al., 2012; KASTE, 2012).

A fisiopatologia do AVCi tem sido bastante estudada em animais e os
mecanismos moleculares envolvidos na isquemia cerebral ja estdo bem estabelecidos
através de modelos in vivo. As lesdes isquémicas podem ser globais ou focais e para
ambos os casos foram desenvolvidos modelos experimentais (COLLI; NUNES;

CARLOTTI, 1998; SHUAIB et al, 2011).

1.3. Isquemia Cerebral Focal: Modelos experimentais in vivo

Nos modelos animais de isquemia cerebral ocorre a diminui¢ao do aporte de
glicose e oxigénio para o tecido. Este evento mimetiza a ocorréncia de diversos
mecanismos fisiopatologicos que dependem da severidade, duracdo e localizagdo da
lesdo isquémica. Os modelos de isquemia cerebral sdo desenhados para lidar com
fatores de risco especificos, determinar processos de reparacdo neural e para testar
novas estratégias neuroprotetoras. Existem modelos desenvolvidos nas mais diversas
espécies de animais, desde primatas até porcos, cachorros, ovelhas, gatos, esquilos da
Mongoélia, coelhos, ratos e camundongos (TRAYSTMAN, 2003; BACIGALUPPI,
COMI, HERMANN, 2010).

A artéria cerebral mais comumente acometida no AVC em humanos ¢ a
artéria cerebral média (ACM), que irriga a regido lateral do hemisfério e estruturas
subcorticais. Portanto, os modelos mais utilizados de isquemia focal cerebral sdo
modelos de oclusdo da ACM que permite o estudo da isquemia cerebral sem o efeito
da reperfusdo. (LIPTON, 1999; DURUKAN, TATLISUMAK, 2007; SICARD,
FISHER, 2009).

Os modelos de oclusdo da ACM podem ser divididos em modelos que nao

necessitam de craniectomia, onde estdo os modelos de embolismo, introdugao de fio
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intraluminal, fototrombose com corante Rosa de Bengala e modelo da endotelina-1;
modelos que necessitam de craniectomia, realizados através de técnicas cirirgicas
como eletrocauterizagdo, clampeamento e ligadura da artéria; modelos de oclusdo da
circulagdo posterior, onde as artérias vertebrobasilares sdo ocluidas; e modelos de

trombose venosa cerebral, sendo os dois ultimos menos utilizados (DURUKAN,

TATLISUMAK, 2007; SICARD, FISHER, 2009; LIU, MCCULLOUGH, 2011).

Neste trabalho utilizou-se o modelo de eletrocauterizagdo da ACM, que leva
a interrupcdo permanente do fluxo sanguineo cerebral. Este modelo foi descrito pela
primeira vez por Tamura e colaboradores (1981) e tem sido amplamente utilizado,
pois permite o acesso a regides mais proximais da ACM em comparacdo com técnicas
anteriores. O modelo de Tamura produz uma lesdo isquémica cerebral similar a lesdao
causada pelo modelo de introducdo do fio intraluminal, que envolve as regides
cerebrais do cortex temporal e corpo estriado (LIPTON, 1999; TRAYSTMAN, 2003;
DURUKAN, TATLISUMAK, 2007).

1.4. Fisiopatologia do AVC isquémico

A isquemia cerebral pode ser desencadeada através da oclusdo de vasos
cervico-cranianos ou por hipoperfusdo para o cérebro, causada por variados
processos: arterotrombose, embolia ou anormalidades hemodindmicas. A
arterotrombose ocorre nas artérias cervico-cranianas € nas pequenas artérias
penetrantes intracranianas. Nesta condi¢cdo, um trombo ¢ formado in situ em um
estreitamento arterial aterosclerdtico que impede o fluxo sanguineo distal e causa
isquemia e conseqiiente infarto do tecido cerebral suprido pelo vaso ocluido

(KAPOSZTA et al., 1999).

O infarto embolico ¢ responsavel por cerca de 30% dos casos de derrame
isquémico, a perda subita de perfusdo arterial para uma determinada area do cérebro
gera sinais clinicos abruptos. A embolia, geralmente, ocorre devido a alteragdes
cardiacas (sendo as mais comuns as valvulopatias cardiacas, o aneurisma ventricular e
as miocardiopatias), apesar de também ocorrerem por problemas cirirgicos em
pulmdes ou fraturas dsseas que desenvolvem embolia gordurosa (ROWLAND;
MERRI, 2002). A outra anormalidade associada a isquemia cerebral ¢ a hipoperfusao
sistémica que ¢ caracterizada por fluxo sanguineo cerebral criticamente diminuido

causado por faléncia cardiaca ou hipovolemia que leva a uma redugdo global no fluxo
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sanguineo. Dessa forma o SNC pode sofrer lesdes isquémicas globais e focais
(COLLI; NUNES; CARLOTTI, 1998) e a isquemia global acontece durante situagdes
como parada cardiaca e a isquemia focal durante faléncia do suprimento sanguineo a

uma parte restrita do cérebro.

Apos a isquemia, inicia-se uma complexa cadeia de eventos fisiopatologicos
envolvendo diversos mecanismos de dano neuronal. A série de processos
neuroquimicos transitdrios ou permanentes desencadeados pela isquemia cerebral ¢é
chamada de cascata isquémica, onde os principais mecanismos envolvidos sdo
faléncia bioenergética, excitotoxicidade, inflamagdo, estresse oxidativo e morte
celular de neurodnios, glia e células endoteliais (figura 01) (DIRNAGL, IADECOLA,
MOSKOWITZ, 1999; BROUNS, DEYNN, 2009).

A cascata isquémica pode durar horas e at¢ mesmo dias, mesmo apos a
restauragdo do fluxo sanguineo. O tamanho da lesdo isquémica ira depender de dois
fatores principais, do tempo e do grau de interrup¢do de fluxo sanguineo (DIRNAGL,
IADECOLA, MOSKOWITZ, 1999; DURUKAN, TATLISUMAK, 2007; BROUNS,
DEYNN, 2009).
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Figura 01 — Cascata isquémica (Adaptado de HOSSMANN, 2009.)
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1.4.1. Conceito de Nucleo e Penumbra

Uma consideragdo sobre fluxo sanguineo cerebral (FSC) é importante para se
entender a evolucdo e conseqiiéncias do ataque isquémico focal. Quando a
autoregulacdo ¢ perdida durante um processo isquémico, o FSC varia com a pressao
de perfusdo. Se a taxa do FSC cai a um ter¢o do normal, existe uma perda da
excitabilidade elétrica (HOSSMANN, 1994). Entretanto, a homeostase idnica nao ¢
perdida até o FSC cair abaixo de um quarto do normal. Esta faléncia na membrana vai
resultar na perda do fluxo de ions e na morte dos neurénios dentro de minutos. O
limiar para reducdo da sintese protéica e o desenvolvimento de edema ou acidose ¢

alcangado mais cedo que o limiar para a faléncia da excitabilidade elétrica.

Tanto na oclusdo distal quanto proximal da artéria cerebral média existem
regides de core isquémico, regides primariamente irrigadas pela ACM, onde o fluxo
sanguineo ¢ reduzido para menos de 15% e regides de penumbra isquémica, zona de
tecido adjacente a zona central (core) do infarto isquémico, onde o fluxo ¢ menos de
40%. Depois de um insulto longo o suficiente, ou um insulto permanente, tanto o core
quanto a penumbra se tornam regides de infarto, enquanto a regido extra-penumbra
apresenta somente morte de neurdnios isolados, com densidade insuficiente para

causar infarto (LIPTON, 1999).

A zona central (core) sofre rapida despolarizacdo andxica dentro de 1 a 3
minutos com um aumento concomitante do K" extracelular para aproximadamente 70
mM (GIDO; KRISTIAN; SIESJO, 1997). Ha ainda uma diminui¢do acentuada do
Ca"" extracelular dentro de 1 a 2 minutos, significando entrada no tecido. Dessa
forma o core contém neurdnios necrdticos, como conseqiiéncia da faléncia da

membrana associada a perda da homeostase do Ca™" e glutamato.

Os eventos na penumbra sdo menos drasticos, apesar de também levar ao
infarto. Nessa regido, a morte celular ocorre menos rapidamente via mecanismos
como apoptose ¢ inflamagdo (GONZALEZ et al., 2006). O nivel de ATP ¢ mantido
em torno de 50 — 70% do normal, ndo caindo o suficiente para permitir
despolarizagdes andxicas. Nesta regido hd neurdnios eletricamente silenciosos (que
ndo respondem ao estimulo elétrico), com seus gradientes iOnicos intactos € com
neurdnios que podem ter suas membranas despolarizadas se o fluxo ndo for

restaurado rapidamente.
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Os neurdnios perifocais na zona de penumbra sdo os de mais alto risco e com

o tempo a zona de infarto vai crescer em tamanho, com mais células da penumbra

sendo recrutadas para a zona central. O periodo de tempo deste processo de

recrutamento constitui um periodo critico, em que a onda de tecido necrético pode ser

bloqueada pela intervencdo farmacoldgica. Esta janela terapéutica corresponde as

primeiras 2 a 4 horas que se segue o derrame, apds as quais a eficacia da terapéutica

decresce rapidamente (GILGUN-SHERKI et al., 2002; WEINSTEIN; HONG;
SHARP, 2004).

1.4.2. Depleciao de oxigénio e ATP

A interrup¢do focal do fluxo sanguineo cerebral restringe a oferta de
substratos metabolicos, particularmente oxigénio e glicose, levando a deplecdo dos
estoques de energia requeridos para manutengdo do gradiente ionico das células
(MARTIN; LLOYD; COWAN, 1999). A ordem dos eventos a partir dai ¢
constantemente debatida, mas o que se sabe ¢ que as conseqiiéncias desses eventos
levam a morte celular por multiplos processos: exitotoxicidade, desbalango i6nico,
despolarizagdes, estresse oxidativo, inflamacao e apoptose (Figura 2).
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A hipoxia inibe a fosforilagdo oxidativa mitocondrial e diminui a producao

de trifosfato de adenosina (ATP). Por um curto periodo de tempo, a via metabdlica
anaerdbica mantém os niveis de ATP, depletando a glicose restante com uma
producdo bem inferior de energia (YOSHIDA, 2002). A falta de energia celular causa
a faléncia da bomba de sodio-potassio (Na'/K") e, devido a faléncia da bomba, hd um
acumulo de Na' intracelular e perda de K', com conseqiiente edema da célula e de
suas organelas, assim como profundas despolarizagdes andxicas. O excesso de Na"

intracelular reduz a eficiéncia do simporte de 2Na“/Ca™ (SMITH, 2004).
1.4.3. Calcio e Glutamato

A faléncia energética resultante da diminui¢do da oferta de oxigénio e
glicose durante a isquemia impede o funcionamento da bomba de Ca’" ATPase,
aumentando a concentragdo de calcio intracelular (DOYLE; SIMON; STENZEL-
POORE, 2008). A concentragdo extracelular de Ca™ é aproximadamente 1,2 mM e a
maioria dos processos regulados pelo Ca™" tem valor de Km que varia de 0,1 a 1,0
mM. Durante a isquemia, os niveis de Ca' " intracelular aumentam para 50 a 100 mM,
ativando muitas, se ndo todos as proteases, lipases e DNAses dependentes de calcio
(EDVINSSON; KRAUSE, 2002). A ativacao dessas enzimas leva a morte muitas
células do core isquémico por simples catabolismo. Pois, pelo fato do ATP niao estd
disponivel para re-sintese dos constituintes celulares, essas enzimas catabdlicas

causam a necrose de estruturas celulares essenciais.

Quando analisado em curso temporal, usando um modelo de isquemia focal
permanente, o Ca™ total na regido do core da lesio aumenta gradualmente a uma taxa
bem maior que na penumbra, subindo cerca de 1,0 mM/h do inicio do insulto até 24
horas depois deste (KIM; VAUGHAN; GHOSH, 1998). A despolarizacdo neuronal
maci¢a também abre os canais de Ca™ voltagem-dependente e leva ao aciimulo de
aminoacidos excitatdrios, como o glutamato, que desempenha uma fungdo critica na
patologia isquémica. Dessa forma, como o influxo de Ca"" esta fortemente envolvido
na morte celular neuronal, bloqueadores de canal de célcio devem proteger
diretamente neurdnios do dano isquémico. Apesar dos canais de calcio tipo P e Q
estarem implicados no influxo de célcio ao citoplasma, o tipo L é muito mais
importante para o dano celular (LUKIC-PANIN, 2007). Bloqueadores do canal tipo L
sdo protetores contra lesdes focais transitorias (CAMPBELL; MACKAY; PATEL,
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1997) e permanentes (BIELENBERG ef al., 1990; JACEWICZ et al., 1990),

reduzindo area de infarto.

Um gradiente de concentracdo elevado de glutamato ¢ mantido através da
membrana plasmatica por transportadores de glutamato dependente de sddio
localizados sobre membranas pré e pos-sindpticas. A concentragcdo sinaptica de
glutamato se encontra na faixa micromolar, enquanto a concentracdo citosolica ¢é
aproximadamente 10 mM (HSU, 1998). Assim, as despolarizacdes de membrana ¢ a
acumulacdo de sodio dentro das células durante a isquemia implicam em uma
reversdo dos transportadores de glutamato e permite que este saia das células através
de seu gradiente de concentracdo. O efeito de um aumento na concentragio sinaptica
de glutamato ¢ a ativagdo de receptores NMDA ¢ AMPA (4cido a-amino-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropionico). Receptores NMDA sdo canais idnicos operados por
ligantes, que medeiam o influxo de Ca’" e contém um sitio de ligagdo a agonistas, um
sitio modulatério de glicina, assim como um sitio de ligagdo dentro do canal i6nico,
onde o magnésio exerce um bloqueio voltagem dependente (GINSBERG, 1995). A
abertura desses canais causa mais despolarizagdes da membrana e um aumento ainda
maior do influxo de Ca'', exacerbando a sobrecarga intracelular de Ca'™
(excitotoxicidade). Drogas como MK-801 e Aptiganel, antagonistas ndo-competitivos
dos receptores NMDA, assim como CGS 19755, um antagonista competitivo, sao
capazes de reduzir significativamente a area de infarto, ou a éarea significante de

necrose celular, causada por isquemia focal (GINSBERG, 2008).

Receptores AMPA ndo sdo normalmente permedveis ao Ca’ em virtude de
sua subunidade GIluR2, contudo, essa subunidade estd reduzida durante a isquemia,
aumentando em cerca de 18 vezes a permeabilidade desses receptores ao Ca',
permitindo assim, que receptores AMPA contribuam para morte celular tardia

dependente de célcio (LIU et al., 2006; PENG et al., 2006).

A neurotoxicidade iniciada pela superestimulacdo dos receptores de
glutamato, principalmente receptores NMDA, e subseqiiente influxo de Ca™" livre
ativa uma cascata intracelular de eventos citotoxicos que incluem: ativacdo da NOS,
ativacdo da calpaina, mudancas na expressdo génica e estresse oxidativo, produzindo

peroxidagdo lipidica e dano a membrana.
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1.4.4. Inflamacio e isquemia

Apds a interrupgdo do fluxo sanguineo, inicia-se uma rea¢do inflamatoria,
uma resposta comum do parénquima cerebral a diversas formas de insulto. A
inflamagdo ¢ caracterizada pelo acimulo de células inflamatorias e mediadores no
cérebro isquemiado. Apds o inicio da isquemia, as células inflamatorias, tais como
leucocitos e micrdglia sdo ativadas e se acumulam no tecido cerebral
subsequentemente levando a lesdo inflamatdria (figura 03). Evidéncias mostram que
os astrocitos também podem atuar como células inflamatdrias em resposta a isquemia

(HUANG, UPADHYAY, TAMARGQO, 2006; WANG, TANG, YENARI, 2007).
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Figura 03 — Resposta inflamatoria apos isquemia cerebral focal. (Adaptada de

BROUNS, DEYNN, 2009.)

A inflamagdo ocorre no cérebro necrotico apos a ruptura da barreira hemato-
encefalica e infiltracdo de células do sistema imunoldgico. O infiltrado de células
imunes € necessario para a limpeza dos debris necroticos e a inflamac¢ao diminui apos

ocorrida essa limpeza (SHICHITA et al, 2012).
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Apbs o inicio da isquemia ocorrem alteracdes microvasculares que incluem
alteracdes na expressdo de moléculas de adesdo e aumento da permeabilidade das
células endoteliais, liberagdo de citocinas reguladoras, agregacdo de leucocitos e
plaquetas, que levam a formagao de trombo. O recrutamento de leucécitos nas regides
isquémicas requer uma sequéncia de eventos que comecam com o rolamento de
leucdcitos ativados no endotélio dos vasos sanguineos, ativagdo de neutrofilos,
aderéncia as células endoteliais e transmigra¢do para o parénquima cerebral

(HUANG, UPADHYAY, TAMARGO, 2006).

A adesdo dos leuctcitos ao endotélio se da através da expressdo de
moléculas de adesdo, que estdo distribuidas dentro de trés principais classes:
selectinas, integrinas e a superfamilia de proteinas de imunoglobulinas (CAM’s)

(HUANG, UPADHYAY, TAMARGO, 2006).

As principais selectinas envolvidas na isquemia sdo a E-selectina, que
promove o rolamento de mondcitos e neutrdfilos pelo endotélio, assim como a P-
selectina que além de promover o rolamento, promove a interacdo de plaquetas com
neutr6filos e mondcitos, e a L-selectina que promove a interacdo de leucdcitos nao
ativados. As interagdes das selectinas sdo todas de baixa afinidade. Dentre as
principais integrinas envolvidas na isquemia estdo a LFA-1, Mac-1 e CDl1c que
estimulam a adesdo celular ao endotélio e modificagao conformacional de leucdcitos,
formando a diapedese. E por ultimo, as principais CAM’s envolvidas sdo ICAM-1 e -
2 e VCAM-1, que promovem interacdes de forte afinidade dos leucocitos com o

endotélio e estimulam a diapedese (CELEUMANS et al, 2010).

Os neutréfilos ativados que migram para o parénquima cerebral iniciam a
liberacdo de radicais livres de oxigénio e enzimas proteoliticas, aumentando a lesdo
isquémica (HUANG, UPADHYAY, TAMARGO, 2006). Muitos estudos mostram
que na isquemia cerebral transitoria a inibicdo da infiltracdo de neutréfilos diminui

significantemente o volume de infarto (WANG, TANG, YENARI, 2007).

A mieloperoxidase ¢ uma enzima presente nos granulos azurdfilos de
neutrofilos e de células da linhagem mieldide, principalmente monocitos e
macrofagos/microglia. Quando liberada interage com o peréxido de hidrogénio
gerando anion superoxido, peroxinitrito e outros radicais livres extremamente toxicos

como o hipoclorito (OCL"). Na isquemia esta envolvida com a indu¢do de apoptose e
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nitritirosina¢ao de proteinas. E uma molécula chave na inflamagao e t€ém sido descrita

em diversos modelos animais de isquemia cerebral (BRECKWOLDT et al, 2008).

A micréglia, macrofagos residentes no CNS, tém importante papel como
células imunoloégicas e fagociticas, servindo como células de limpeza na infeccao,
inflamacao, trauma, isquemia e neurodegeneracdo. Em ratos hipertensos isquémicos,
através da oACM permanente, observou-se que o tratamento repetitivo com oxigénio
hiperbarico reduziu o volume de infarto pela inibicdo da ativacdo da microglia
(GUNTHER et al, 2005). Em oclusdo da ACM transitdria, a ativacdo microglial foi
documentada no cortex cerebral do hemisfério isquémico (YU et al, 2005, ZHANG et
al, 1997). A microglia pode exercer papel protetor na isquemia através de moléculas
neurotréficas como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e o fator de
crescimento tipo insulina (IGF-1) e efeito deletério pela liberacdo de citocinas
inflamatorias como TNF-a, II-1pB, além de outras moléculas como IL-6, NO, ROS e

prostandides (LAKHAN, KIRCHGESSNER, HOFER, 2009).

Os astrocitos, apos a isquemia, se tornam ativados, resultando no aumento da
expressao de proteina acida fibrilar glial (GFAP), também chamada de gliose reativa,
caracterizada por mudangas especificas na estrutura e funcdo destas células. Os
astrocitos também participam da inflamagdo cerebral através da liberagdo de
mediadores inflamatorios como citocinas, quimiocinas e iNOS. Além disso acredita-
se que os astrocitos também tenham papel na expressdo de moléculas de adesdo,
liberagdo de moléculas estimuladores de resposta inflamatoéria TH2 e inibicdo da

liberagdo de IL-12 (WANG, TANG YENARI, 2007).

A cascata de inflamagdo também inclui a ativa¢do da fosfolipase A2 que
ocorre em consequéncia da elevacdo da concentracdo do célcio intracelular. A
fosfolipase A2 produz o acido aracdonico a partir dos fosfolipideos de membrana que
¢ metabolizado pela acido graxo ciclooxigenase (COX), produzindo prostaglandinas e
tromboxanos, ou pela lipoxigenase (LOX) que produz lipoxinas. A COX do tipo 2

estd super expressa apos a isquemia e exerce efeitos toxicos (NOGAWA et al., 1997).

O tratamento com antinflamatorios nao-esteroidais seletivos a COX-2
apresentaram neuroprotecdo em modelo experimental de isquemia (SUGIMOTO;

IADECOLA, 2003). A utiliza¢do do tenoxicam, um inibidor da COX-2, preveniu a
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formagdo de prostaglandinas e diminuiu o dano causado por isquemia cerebral global

transitoria (GALVAO et al., 2005).
1.4.5. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo tem importante papel na fisiopatologia da isquemia
devido a grande suscetibilidade do cérebro ao estresse, pois o cérebro consome 20 %
do total de oxigénio corporal, além de possuir menores quantidades dos sistemas
antioxidantes, possuir grandes quantidades de lipideos peroxidaveis e grandes
quantidades de ferro que age como pro-oxidante em condicdes patologicas (ALLEN,
BAYRAKTUTAN, 2009; PRADEEP et al, 2012). Por esse motivo, modificacdes
farmacologicas que exercam controle do estresse oxidativo podem ser uteis ao

tratamento do AVC.

Na isquemia o estresse oxidativo ¢ mais evidente quando ocorre a reperfusao
sanguinea. A reperfusdo fornece o oxigénio necessario para a sobrevivéncia neuronal,
mas por outro lado, fornece oxigénio como substrato de inlimeras rea¢des enzimaticas

oxidativas que produzem radicais oxidantes (CHAN, 1996).

O primeiro radical livre formado na isquemia cerebral ¢ o anion superdxido
(Oy) produzido pela enzima xantina oxidase e liberado da mitocondria a partir do
complexo III da cadeia de transportadora de elétrons. O O, estd envolvido em
diversos processos deletérios para a célula, mesmo nao sendo uma biomolécula muito
reativa, através da formagdo de outros radicais como o peroxido de hidrogénio
(H20,), o radical peroxila (HO,") e o radical hidroxil (OH") que ¢ extremamente
reativo e pode atacar o DNA causando alteragdes genéticas como mutagdes ou morte
celular por apoptose (VALKO et al.,2006, LU et al., 2011). O O, pode ainda reagir
com o NO originando o peroxinitrito (ONOQO") (LU et al., 2011).

O estresse causado por radicais livres do 6xido nitrico (NO) é chamado de
estresse nitrosativo. O principal radical envolvido nesse tipo de estresse ¢ o
peroxinitrito, resultado da interacdo do NO com o O, . O peroxinitrito ¢
extremamente deletério para as células, potente agente oxidante que causa

fragmentacdo do DNA e peroxidacao lipidica (ALLEN, BAYRAKTUTAN, 2009).

O NO ¢ produzido pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS) a partir do

aminoacido L-arginina. No cérebro existem trés isoformas da enzima, nNOS,
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produzida pelos neurdnios, eNOS, produzida pelas células do endotélio, onde estas
duas formas se apresentam de forma constitutiva no citoplasma, e a isoforma induzida
por processos patologicos, a iNOS, produzida pelas células da glia (astrocitos e

micrdglia) e por macréfagos (MORO et al, 2004).

A maior parte da producao de NO na isquemia se deve a iNOS, produzindo
muitas vezes mais NO que a nNOS. Sua producdo independe de célcio, sendo sua
expressdo dependente de NF-kb, um fator de transcricio envolvido na resposta

inflamatoria e estresse oxidativo (MORO et al, 2004; PRADEEP, 2012).

O excesso de calcio intracelular e a ativagdo dos receptores NMDA levam ao
aumento da produ¢do de NO que pode exercer tanto um papel protetor como deletério
na isquemia. Pois quando produzido a partir da eNOS se torna protetor devido a
vasodilatagdo que promove, aumentando a oferta de glicose e oxigénio além de inibir
a agregacdo e adesdo microvascular, porém quando produzido pela enzimas nNOS e
iNOS possui efeito deletério pois reage com O, para produzir ONOO™ no citoplasma

celular (MORO et al, 2004; PRADEEP et al, 2012).

A enzima iNOS ¢ expressa apoOs isquemia e contribuiu para o dano celular
associado a esta condicdo. De fato, foi demonstrado que o mRNA de iNOS, a proteina
e a atividade enzimatica sdo expressos no cérebro, apds a isquemia transitoria ou
permanente em roedores e em modelos in vitro de isquemia cerebral. A expressao ¢é
maxima entre 12 e 48 horas apds o inicio da isquemia in vivo e a imunorreatividade
de iINOS esta localizada em neutréfilos, nos astrocitos e células vasculares no cérebro
isquemiado. Além disso, os neur6nios também podem expressar iNOS nesta
condi¢do, tal como tem sido demonstrada utilizando modelos in vitro de isquemia

cerebral (MORO et al, 2004).
1.4.6. Apoptose

A apoptose ¢ um processo de morte celular programada que envolve
mecanismos codificados no genoma das células eucaridticas (BREDESEN, 1996). E
uma forma de morte celular programada dependente de energia que tem papel
importante em diversos processos vitais € em inumeras doengas agudas, inclusive no
mecanismo envolvido na isquemia e reperfusdo de oOrgdos, além dos eventos

mutacionais durante o desenvolvimento de muitos tipos de cancer.
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A apoptose pode ser induzida por um grande numero de estimulos e muitas das
condi¢des que prevalecem durante a isquemia sdo capazes de induzir apoptose em um
ou mais tipos de células (LIPTON, 1999). A apoptose tem como caracteristicas
condensa¢do da cromatina e intensa fragmentacdo do DNA em segmentos de tamanho
proporcional, a perca de volume celular, forma¢do de protuberdncias na membrana

plasmatica e formagao de corpos apoptoticos que serdo fagocitados por macrofagos

(LOVE, 2003).

As proteinas da familia Bcl-2 e da familia das caspases possuem importante
papel na ativagdo, transducdo de sinal e execu¢do da apoptose (YUAN, 2009). A
familia Bcl-2 atua na apoptose através da regulacao da permeabilidade da membrana
mitocondrial. Evidéncias sugerem que o citocromo C ¢ liberado pelo poro de
transi¢do de permeabilidade (PTP) na mitocondria e que a familia Bcl-2 regula o PTP
apos a isquemia cerebral. Fazem parte desta familia proteinas pré-apoptdticas como
Bax, Bcl-Xs, Bak, Bid e Bad, que diminuem o potencial de membrana da mitocondria
através do PTP facilitando a liberagdo do citocromo C, e também proteinas
antiapoptoticas, Bcl-2 e Bel-X1, que conservam o potencial de membrana e bloqueiam

a liberacao de citocromo C (LOVE, 2003; SUGAWARA et al, 2004).

A isquemia cerebral pode desencadear o sinal no interior da célula que provoca
a liberagdo do citocromo C, dando inicio a via intrinseca de ativagdo das caspases. As
caspases sao sintetizadas como pro-enzimas inativas (pro-caspase) e, quando ativadas,
clivam diversos substratos protéicos (LOVE, 2003; GRIVICICH; REGNE; ROCHA,
2007). A mitocondria é o centro da via intrinseca da apoptose, além disso, também

pode amplificar e mediar a via extrinseca (SCHMITT et al. 2002).

O citocromo C ¢ liberado no citoplasma formando um complexo com a APAF-
1 (fator ativador de proteases pro-apoptoticas 1) e a caspase-9, chamado de
apoptossomo. Esse complexo promove a clivagem da pro-caspase 9, liberando a
caspase-9 ativa. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 (PETROS;

OLEJNICZAK; FESIK, 2004; RUPNARAIN ef al.,2004).

A caspase-3 inicia a ativagdo da cascata de caspazes e afeta o DNA
promovendo a liberagdo de DNAses e de PARPS. Dessa forma a caspase-3 garante a
quebra do DNA e, conseqiientemente, impede a sobrevivéncia celular (SUGAWARA
et al.,2004).
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A ativacdo da via extrinseca se d4, por exemplo, através da ligagdo da molécula

de Fas ligante (Faz-L) presente no meio extracelular ao seu receptor Fas, um receptor
de superficie pertencente a familia de receptores do TNF. A super expressao de Fas ¢
verificada apos isquemia cerebral focal (SUGAWARA et al., 2004). O complexo
Faz/Faz-L desencadeia a ativacao do dominio de morte associado ao Fas (FADD) e a

clivagem da pro-caspase 8. A caspase-8 ativa a caspase-3 que por sua vez age em

diversos alvos (FERRER, PLANAS, 2003; SUGAWARA et al., 2004).

As caspases sdo efetivas em um grande nimero de substratos, quebrando
diversas proteinas estruturais vitais, incluindo PARP-1. Vale ressaltar que a ativacao
de PARP-1 esta envolvida com a necrose, através da deplecdo de NAD+ e ATP,
porém sua quebra resulta na produtos de 89 e 28 kDA, caracteristicos da ativagdo de

caspases e morte celular programada (FERRER, PLANAS, 2003).

1.5. Memoria

Memoéria ¢ a habilidade de se guardar uma informacdo aprendida
previamente dentro de um sistema interno de armazenagem de tal forma que este
possa ser acessado e usado posteriormente (LUCAS, 2002). Assim, a memoria ndo é
uma constru¢do unitaria e sim um sistema que reflete inumeras habilidades cognitivas
distintas que podem ser categorizadas ao longo de diferentes dimensdes (LUCAS,
2002). Uma das divisdes conceituais de memoria mais abordadas distingue entre
memoria “declarativa” e “ndo declarativa” (ou “de procedimento” - procedural),

ambas consideradas como memorias de longa duracdo. (Figura 2).

A memoria ndo declarativa, de procedimento ou implicita — de “como
fazer” refere-se a varias formas de memoria que ndo estdo diretamente acessiveis a
consciéncia. Estas incluem habilidades e habitos de aprendizagem, condicionamento
classico, assim como “priming” ou pré-ativagdo que pode ser definido como a
habilidade de detectar ou identificar um estimulo como um resultado de uma
exposicao prévia (ERIKSSON, 2002). Estas categorias de memoéria nio sao
excludentes, quando um organismo aprende alguma coisa importante, varios destes

sistemas de memoria podem ser empregados.

A memoria declarativa geralmente refere-se a memoria explicita — de “o

que” - e estd relacionada a experiéncias proprias, reconhecimento de cenas e de
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objetos familiares. A memoria declarativa envolve a recuperagdo consciente de
eventos ou fatos ocorridos, nos quais esta incluida a memoria episddica, que se refere
a informacgdes que estdo relacionadas a um lugar e tempo especificos, assim como a
memoria semantica que se refere a um conhecimento geral ndo ligado a contexto

espacial ou temporal em particular.

Estudos farmacologicos e clinicos t€m mostrado que a memoria explicita ou
declarativa ¢ processada por estruturas no lobo temporal e suas conexdes. Acredita-se
que a memoria implicita ou de procedimento (procedural) seja processada pelo

nucleo estriado e/ou diencéfalo (IZQUIERDO, 1993¢; SQUIRE, 1987).

Meméria de
| Longa Duracao I
2+ Explicita pree g grrssnanrisiannaes |mp|icita
Lobo Temporal Medial Condicionamento
(Diencéfalo) classico
Jesesssssnsanasnsans pessessanssnsssessrnne yreseseesssensenese ?  esesssesssesessssteare
Habilidades s Aprendizagem Respostas Respostas
e habitos Pré-ativeciio Naoc associativa Emaocionais Esqueléticas
Estriado Neocortex Vias Reflexas Amigdala Cerebelo

Figura 04 - Taxonomia dos sistemas de memoria de longa duragdo. (Adaptado de

Squire e Knowlton, 1995).

No homem a memoéria declarativa ¢ dividida em recuperagdo imediata de
eventos que ocorrem em curso, memoria a curto prazo ou recente de eventos que
ocorrem de segundo a horas ou dias antes, ¢ memoria remota de eventos do passado
distante. Um aspecto da memoria de curto prazo € a memoria operacional (working
memory), um armazenamento temporario de informac¢ao utilizado para planejar uma
acao futura. Pesquisa recente sobre a memoria operacional indica o envolvimento de

muitas partes diferentes do cortex cerebral.

A memoria a curto prazo engloba o tempo durante o qual a memoria de
eventos em curso esta sendo consolidada e convertida a memoria remota, de longo
prazo. Durante este tempo, a memoria a curto prazo ¢ vulnerdvel e sujeita a

desaparecer, ao passo que as memorias remotas sdo extremamente resistentes e
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persistem na presenca de grave lesdo cerebral (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996). O
processo de codificagdo que converte memorias de curto prazo em memdrias de longo
prazo no homem e em outros primatas envolve o hipocampo e as por¢des adjacentes

entorrinal, perirrinal e para-hipocampal do cortex temporal medial.

No homem, a destruicdo bilateral do hipocampo ventral ou processos
patologicos que destroem seus neuronios na area CAl causa defeitos acentuados na
memoria recente. Humanos com esta destruicdo mantém intactas a memoria imediata
¢ a remota, ¢ ndo podem constituir novas memorias de longo prazo. As conexdes do
hipocampo para o diencéfalo também estdo envolvidas com a memoria. Do tdlamo, as
fibras projetam-se para o cortex pré-frontal e para o prosencéfalo basal. Deste, ha uma
projecdo colinérgica para todo o neocortex, amigdala e hipocampo, a partir do nicleo
basal de Meynert. Enquanto o processo de decodificacdo para a memdria a curto

prazo envolve o hipocampo, as de longo prazo estio armazenadas no neocortex

(SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996).

Em 1973, os fisiologistas Timoty Bliss e Terje Lomo demonstraram em
neurdnios localizados no hipocampo que a estimulacdo elétrica de alta frequéncia
num axonio pré-sinaptico durante alguns segundos produz um aumento na magnitude
da resposta pods-sindptica. O aumento pode durar algumas horas em animais
anestesiados ou varios dias ou mesmo meses em animais acordados. Este fendmeno
foi denominado pelos pesquisadores de potenciacdo de longa duracdo (long-term
potentiation- LTP). Do ponto de vista funcional, a LTP corresponde a um processo de
facilitacdo do sistema nervoso, cujo estabelecimento depende da duragdo e da
freqliéncia do estimulo repetitivo ou numa analogia, depende do “treinamento” e,
portanto, de um processo de aprendizagem. A ativagdo repetitiva dos receptores
NMDA causa LTP ( long term potentiation) (BLISS; LOMO, 1973; CHAPMAN et
al., 1990). LTP pode ser definido como uma forma ou mecanismo de memoria
importante no hipocampo e amigdala (CLUGNET; LE DOUX, 1990), ambas
estruturas envolvidas no processamento dos estagios iniciais da memoria

(consolidagdo), e também no cortex, onde se acredita ser o sitio de estocagem da

memoria (IZQUIERDO, 1989; KELLER; PAVLIDES; ASANUMA, 1990).

No teste da esquiva passiva, estudos recentes demonstram que a isquemia
focal provoca déficit na aquisi¢do e retengdo de memoria (WAHL et al., 1992;

HATTORI et al., 2000). Nesse modelo, que lida com a memoria de alerta, ansiedade
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ou aversividade associada com cada evento, a amigdala, o hipocampo e septo medial

(IZQUIERDO et al., 1992, 1993a) estdao envolvidos.

A isquemia também leva a déficits na memoria operacional, acessada através
de tarefas de reconhecimentos de objetos e lugares (WOOQOD et al., 1993; MUMBY et
al., 1996; GULINELLO et al., 2006; PLAMONDON; MORIN; CHARRON, 2006) ¢
na memoria espacial (SANDSTROM; ROWAN, 2007). Estudos demonstraram déficit
na memoria de curta duragdo em ratos no labirinto em Y seguido de hipdxia-isquemia

e subseqiiente injuria hipocampal (FAN et al., 2005; MATCHETT et al., 2007).

O septo medial e o hipocampo processam a memoria de trabalho e a
memoria espacial. O hipocampo também processa a informagao temporal, contextual
e a memoéria que leva a recordagdo consciente em humanos (BRIONI, 1993;
IZQUIERDO, 1994a; IZQUIERDO et. al., 1993c). Pesquisas sobre a memoria
operacional indicam o envolvimento de muitas partes diferentes do cortex cerebral,
principalmente cortex occipital, parietal e frontal direitos (SQUIRE; ZOLA-
MORGAN, 1996). O cortex entorrinal (CE) estd interconectado com o hipocampo,
amigdala e septo medial por caminhos aferentes e eferentes mono e polisindpticos
(NIEUWENHUYS, 1985; WITTER et al., 1989) e participa tanto da memoria
espacial, quanto do aprendizado da esquiva inibitoria (IZQUIERDO, 1993; ZOLA-
MORGAN et.al., 1989).

Pacientes com doenga cerebrovascular ocasionalmente exibem disturbios
cognitivos, como amnésia e desorientagdo topografica (CAPLAN et al, 1985;
CAPLAN et al., 1990). Varios autores tém detectado distirbios na aquisicdo da
memoria apds oclusdo da artéria cerebral média em animais usando testes como

esquiva passiva e labirintos.

Os neuronios colinérgicos e suas projegoes estdo amplamente distribuidos no
SNC regulando importantes fungdes como memoria e aprendizado, movimento e
controle do fluxo sanguineo cerebral. A atividade da acetilcolinesterase plasmatica
estd diminuida 2 meses apds indu¢do de isquemia cerebral global transitoria em ratos
e a atividade da AChE estd aumentada em quase 76% no hipocampo desses animais
(XTAO et al, 2012). Na clinica também ja foi observado que pacientes com deméncia
vascular apresentam diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase plasmatica,
mostrando que a lesdo isquémica leva a alteragdes no sistema colinérgico que

contribuem para o déficit de memoria induzido por AVCi. O envolvimento
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cerebrovascular moderado ou severo no sistema colinérgico foi identificado em quase

dois tercos de pacientes com deméncia vascular (ROMAN’N, KALARIA, 2006).
1.6. Plantas medicinais e neuroprotecio

Fortes evidéncias sugerem que uma dieta rica em alimentos fitoquimicos,
principalmente em polifendis, ¢ capaz de reverter déficits na fungdo cognitiva
relacionados a idade, além de prevenir o aparecimento de doengas
neurodegenerativas. As plantas medicinais tradicionais utilizadas através da sabedoria
popular sdo fontes em potencial para a procura e desenvolvimento de novas
terapéuticas ou suplementos alimentares capazes de reduzir o ataque isquémico

transitorio e o AVC isquemico (CHUN, 2008; RENDEIRO, 2011).

E conhecido indicado que os flavondides e seus metabélitos sdo capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica (KALT ef al., 2008; ANDRES-LACUEVA et
al., 2005) e podem exercer acdes neurofarmacoldgicas a nivel molecular,
influenciando vias de sinalizagdo e expressdo génica. (WILLIAMS et al., 2004;
SPENCER, 2008). Ja foi demonstrado, por exemplo, os efeitos benéficos do cha
verde, mirtilo e Gingko Biloba na memoria espacial estdo relacionados com o
aumentos do fator o neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo
(WILLIAMS et al., 2008; LI et al., 2009; HOU et al., 2010). A conversdo da
memoria de curto prazo na memoria de longo prazo € regulada a nivel molecular nos
neuronios (IGAZ et al., 2004; IZQUIERDO, 1997) e envolve a sintese de novas
proteinas que controlam a morfologia neuronal e conectividade (MCGAUGH, 2000).
Um numero cada vez maior de evidencias indica que o BDNF desempenha um papel
fundamental na regulag¢do da funcdo sindptica durante a formagdo tanto da memoria
de curto prazo como da de longo prazo [BEKINSCHTEIN et al., 2007; POO, 2001).
Ocorre uma diminui¢do dos niveis de BDNF no hipocampo ocorrem durante o
envelhecimento [HWANG et al., 2006; HATTIANGADY, 2005) ¢ isto tem um
impacto negativo sobre o desempenho da memoéria [SCHAAF et al., 2001).
Entretanto, uma dieta rica em flavonodides e exercicio fisico tém mostrado aumento da
expressdao de BDNF no hipocampo (BERCHTOLD et al., 2010; RENDEIRO et al.,
2012).

Compostos fendlicos ou polifendis sdo um dos grupos de metabdlitos

secundarios de plantas mais amplamente distribuidos € numerosos no reino vegetal.
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Seu grupo de moléculas € constituido por moléculas simples, como acidos fenolicos e
flavonoides, e por estruturas mais complexas como ligninas, melaninas e taninos
(SOOBRATTEE, 2005). Tém sido largamente estudados em doencas
neurodegenerativas como a Doenga de Alzheimer, a Doenga de Parkinson e AVC
devido as suas propriedades antioxidantes e antiinflamatorias bem descritas na
literatura. O resveratrol e a curcumina sdo exemplos de compostos derivados de

plantas medicinais com atividade neuroprotetora na isquemia cerebral (KIZILTEPE et

al, 2004; WANG et al, 2005; SIMONYT et al, 2005; SOUZA, 2012).

1.6.1. Acido Cafeico

A presenga dos compostos fendlicos em plantas tem sido muito estudada por
apresentarem atividades farmacologica e também por inibirem a oxidagdo lipidica e a
proliferacao de fungos. (NAGEM et al., 1992; GAMACHE et al., 1993; IVANOVA
et al., 1997; AZIZ et al., 1998; FERNANDES et al., 1998; HOLLMAN & KATAN,
1998).

Os 4cidos fenolicos sdo algumas das substancias que constituem o grupo dos
compostos fenolicos. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico ¢ um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula,
conferindo propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para o
organismo, sendo, por isso, indicados para o tratamento e prevenc¢do do cancer,
doengas cardiovasculares e outras doencas (KERRY & ABBEY, 1997; BRAVO,
1998; CROFT, 1998; FERGUSSON & HARRIS, 1999).

Antioxidantes fendlicos funcionam como seqiiestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992), agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos
intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis
devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (NAWAR,
1985). Os compostos fendlicos e alguns de seus derivados sdo, portanto, eficazes para

prevenir a oxidagao lipidica. (SHAHIDI et al., 1992).

O 4cido cafeico (3,4-di-hidroxi-cindmico) ¢ um fenilpropanoide derivado do
acido cinamico amplamente distribuido nos tecidos vegetais (NARDINI et al., 1998),

e ¢ um dos dos compostos fendlicos naturais encontrado mais encontrados em



36
produtos vegetais, como em legumes, frutas, caf¢ e cha (CZOK, 1977,
SONDHEIMER, 1958) porque possui um papel fundamental na biossintese da
lignina, um dos principais componentes da biomassa vegetal (BOERJAN et al., 2003).

OH

OH
OH

Figura 05 — Estrutura quimica do &cido cafeico.

Apesar do acido cafeico ser um composto fenodlico abundante no café, ele
ndo ¢ quimicamente relacionado com a cafeina (HIGDON e FREI, 2006; OMAR et
ak., 2012). E bem conhecido que o 4cido cafeico apresenta um grande espectro de
atividades farmacoldgicas, incluindo propriedades antiinflamatoérias, anti-oxidante,
imunomodulatérias anti-trombose, anti-hipertensivo, anti-fibrose, antiviral, anti-
tumorais. (CHALLIS e BARTLETT, 1995; CHAN e HO, 1997; MUNEEB et al,
2011; ROOS et al., 2011; SCAPAGNINI et al., 2011).

O 4cido cafeico também mostrou efeitos antiinflamatdrios e protetores contra
dano oxidativo no figado induzido por Ni (MICHALUART et al., 1999; PARI, 2008).
Estudos realizados com ensaios enibitérios da enzima COX demonstraram que o
alguns derivados do écido cafeico inibiram as enzimas clico-oxigenases COX-1 e

COX-2 (JAYAPRAKASAM et al., 2006)

Alguns estudos da atividade do acido cafeico no SNC mostraram que este
composto foi capaz de reduzir a duragdo da imobilidade e do freezing induzidos pelo
nado forcado e estresse condicionado ao medo em camundongo, sugerindo que o
acido cafeico pode ainda apresentar um efeito antidepressivo ou ansiolitico
(TAKEDA et al., 2002a&b). Estudos neuroquimicos mostraram que o acido cafeico
ndo afetou captagdo de monoaminas tampouco a atividade das monoaminas oxidase

(TAKEDA et al., 2002).

Estudos farmacologicos mostraram também que o acido cafeico excerce um
efeito protetor contra danos cerebrais induzidos por peroxido de hidrogenio

(PEREIRA et al., 2006), isquemia (ZHOU et al., 2006) e também protege o cérebro,
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assim como mudangas bioquimicas e comportamentais causadas por aluminio
(YANG e ZHO, 2008). Apesar de muitos desses efeitos estarem parcialmente
relacionados com a inibi¢do da S5-lipoxigenase, os mecanimos envolvidos nas

atividades protetoras do 4cido cafeico ainda ndo foram completamente elucidados

(ANWAR et al., 2012),
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O AVC ¢ a principal causa de incapacidade neurologica dependente de
cuidados de reabilitacdo nos paises em desenvolvimento e estudos dos fendmenos
ligados aos mecanismos de isquemia e hipdxia visam a melhoria da qualidade de vida

desses pacientes.

O estudo dos mecanismos e de estratégias terapéuticas envolvidos no AVC ¢
importante principalmente pelo impacto socio-econdmico que pode causar ao afetar a
populacao economicamente ativa (ZETOLA et al., 2001). E apesar dos esfor¢os das
autoridades no controle da pressdo arterial, combate ao tabagismo e controle dos
niveis de colesterol e da diabetes, o Brasil ainda possui altas taxas de mortalidade

devido a0 AVC (GARRITANO et al, 2012).

Cerca de 15 a 30% dos pacientes que apresentam AVCi t€m historia prévia
de ataque isquémico transitério, muitas vezes em um curto intervalo de tempo
(MASSARO, 2006). Assim se faz necessaria a existéncia de drogas que possam atuar

na neuroprote¢do de pacientes de risco.

Visto que a fisiopatologia da isquemia cerebral ¢ complexa e envolve
multiplas vias, i0nicas, enzimdticas e genéticas, que variam em funcdo da
profundidade e duragdo da isquemia (LIPTON, 1999; SMITH, 2004; HOSSMANN,
2009) torna-se mais dificil de estabelecer uma unica terapia capaz de atuar em um

conjunto tao variavel de fatores responsaveis.

Apesar de muitos estudos buscarem drogas neuroprotetoras para a isquemia
cerebral (AHMED, NASMAN, WAHLGREN, 2000; HALEY, 1998), poucos se
mostraram realmente efetivos (TAZAKI, SAKAI, OTOMO, 1988). O presente estudo
visa investigar uma nova substancia que possa vir a ser uma estratégia terapéutica no

tratamento do AVC.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerai

Estudar o efeito neuroprotetor do 4acido cafeico sobre o dano neuronal,
comportamento ¢ memoria de camundongos submetidos a isquemia cerebral focal e

possivel mecanismo de agdo.

3.2. Objetivos Especificos

= Produzir dano neuronal, déficits de memoria e alteragcdes comportamentais
usando modelo de isquemia cerebral focal permanente por oclusdo da artéria

cerebral média em camundongos.

= Observar se hd protecdo contra o dano neuronal, déficits de memoria e
alteracdes comportamentais nos animais isquemiados, pelo tratamento com

acido cafeico.

=  Avaliar o efeito ex vivo do acido cafeico sobre a atividade da enzima

acetilcolinesterase em cortex temporal de camundongos sadios.

= Avaliar o efeito do &cido cafeico sobre a sinapses através da quantificacdo de
sinaptofisina no cortex de camundongos submetidos a isquemia cerebral focal

permanente por oclusdo da artéria cerebral média.

= Avaliar a acdo do acido cafeico na morte celular por apoptose através da
quantificagdo de caspase3 no cortex de camundongos submetidos a isquemia

cerebral focal permanente por oclusdo da artéria cerebral média.



40
4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos albinos adultos Swiss, machos, pesando entre
30 e 35g, provenientes do biotério central do Campus do Pici da Universidade Federal
do Ceara (UFC) e transferidos para o biotério setorial do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia, Faculdade de Medicina, UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas apropriadas, forradas com raspas de madeira, com ciclo de claro/escuro de

12h/12h e alimentados com racdo padrao e 4gua a vontade.

No que se refere aos cuidados com os animais, este estudo seguiu os
principios éticos da experimentacdo animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em

Pesquisa Animal (CEPA) da UFC sob o numero de registro 76/2010.
4.2. Drogas

Acido cafeico (SIGMA, EUA); Cloridrato de xilazina 2% (Kensol®
Laboratorios Konig S.A, Argentina); Cloridrato de ketamina 5% (Vetanarcol®,
Laboratorios Konig S.A, Argentina). Todos os reagentes utilizados eram de grau

analitico.
4.3. Protocolo experimental

Foram utilizados cerca de 200 animais divididos entre os grupos falso-
operados tratados com veiculo ou acido cafeico (AC) na dose de 60 mg/kg,
isquemiados tratados com veiculo e isquemiados tratados com AC nas doses de 2, 20

e 60 mg/kg intraperitoneal.

O veiculo utilizado para a diluicdo da droga foi o DMSO a 20%. O acido
cafeico foi pesado, diluido em DMSO e o restante do volume foi completado com

solu¢do salina.

Todos os animais foram tratados com acido cafeico ou com o veiculo 30
minutos antes da eletrocauterizagdo da artéria cerebral média e 1 hora depois. Os
animais receberam duas doses didrias de 1, 10 e 30 mg/kg, totalizando 2, 20 e 60

mg/kg/dia e o tempo do tratamento durou de acordo com o protocolo experimental; os
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animais do Grupo 1 foram tratados somente no dia da cirurgia, os animais do grupo 2

foram tratados durante 4 dias e os animais do grupo 3, durante 5 dias. (Tabela 01).

Para a realizagdo dos testes comportamentais foram seguidos trés protocolos
experimentais. Protocolo 1: 24 horas apds a cirurgia foi realizada a avaliacdo
neurologica e em seguida os animais foram eutanasiados e tiveram os cérebros
dissecados para a andlise da area do infarto isquémico pelo método do TTC
(n=6/grupo). Protocolo 2: 72 horas apds a cirurgia foram realizados os testes de
campo aberto, labirinto em Y e esquiva passiva (memoria recente) e 96 horas apos o
teste da esquiva passiva (memoria tardia) (n=10/grupo). Protocolo 3: 48 horas apos a
cirurgia foi realizado o primeiro treino da labirinto aquético, 72 horas apds foi
realizado o segundo treino da labirinto aquatico e 120 ap6s foi realizada a retengdo do
labirinto aquatico. Ao final do protocolo 3 os animais foram eutanasiados, tiveram os
cérebros dissecados e preparados para o western-blot (figura 06). Os animais
utilizados no ensaio da AChE eram todos naive, ndo passaram por nenhum protocolo

experimental ou tratamento, uma vez que este ¢ um ensaio ex vivo.

Tabela 01 — Grupos de tratamento.

Grupo Tratamento
FO Animais falso operados e tratados com veiculo (salina) i. p.
FO + AC 60 Animais falso operados e tratados com AC na dose de 60 mg/kg i. p.
ICFp Animais submetidos a ICFp tratados com veiculo i.p.
ICFp + AC 2 Animais submetidos a ICFp tratados com 2 mg/kg de AC i. p.
ICFp + AC 20 Animais submetidos a ICFp tratados com 20 mg/kg de AC i. p.
ICFp + AC 60 Animais submetidos a ICFp tratados com 60 mg/kg de AC i. p.
Oh
I 24h 48h 72h 96h 120h
Ll i i i i
Cirurgia H ¢ H i
GRUPO 3 (n=10) GRUPO 3 GRUPO 2 i
Treino Water Maze Treino WM Teste: i
i Esquiva Passiva i
(Meméria tardia) 3
GRUPO 1 (n=8) v
Avaliagao Neurolégica GRUPO 2 (n=8) GRUPO 3
TTC Testes: Retengdo WM
Campo Aberto Western-blot
Y Maze
Esquiva Passiva (Memoria recente)

Figura 06 — Protocolo experimental.
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4.4. Isquemia cerebral focal por oclusio da artéria cerebral média (ACM)
(Tamura et al., 1981)

Os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) e ketamina
(90mg/kg) administrados por via intraperitoneal para o procedimento cirirgico. A

temperatura foi mantida entre 36,5 e 37° C com o auxilio de uma lampada.

Inicialmente foi realizada uma incisdo na linha entre o olho esquerdo ¢ a
orelha, o musculo temporal foi rebatido e, posteriormente, realizada uma craniectomia
com uma broca de 1 (mm), seguido da exposi¢do e cauterizacdo da artéria cerebral
média. Em seguida a incisdo foi suturada com fio de seda agulhado 4.0, e os animais
foram colocados em gaiolas para recuperacdo da cirurgia com livre acesso a dgua e
comida. Os animais falso-operados (FO) foram submetidos aos procedimentos

descritos para isquemia, exceto a cauterizagdo da artéria cerebral média (Figura 07).

Figura 07 - Cirurgia de isquemia cerebral focal em um camundongo: momento da
aproximacao do bisturi elétrico para coagulacdo da artéria cerebral média. (Arquivo

pessoal).

4.5. Avaliacdo do infarto isquémico - Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol (TTC)
(Bederson, et al., 1986)

A coloracdo com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC) foi descrita
primeiramente por Jestaedt e Sandritter (1959) para quantificagdo da area de infarto
do miocardio. E neste trabalho foi utilizada para identificar e quantificar as regides de
infarto decorrentes da isquemia cerebral focal. O TTC ¢ um sal que recebe um préton

da succinato desidrogenase na membrana interna da mitocondria, o que o reduz para
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uma forma insolivel, o formazam, com coloracdo avermelhada que se deposita nas
células vidveis. As células da regido de infarto ndo possuem mitocondrias viaveis, nao
havendo a formac¢ao da colora¢do vermelha e, portanto, apresentando-se como uma

regido palida.

Vinte e quatro horas apds a isquemia os animais foram eutanasiados,
decapitados e seus cérebros foram removidos, conservados em salina gelada até o
momento dos cortes, os cérebros foram fatiados na espessura de 2 mm e imersos em
solugdo de TTC a 2% em 37°C por 30 minutos. Em seguida, as fatias tiveram suas
imagens digitalizadas em alta resolugdo, sendo analisadas as areas lesadas e as areas
totais para os calculos das respectivas percentagens. Tal metragem foi realizada

utilizando-se o software Osiris TM (University of Geneva, Switzerland).
4.6. Avaliacao Neurologica (Garcia et al., 1995)

Para a avaliacdo sensorio-motora foi realizada a avaliagdo neurologica 24 h
apos da isquemia. Os achados neurologicos sdo pontuados utilizando uma escala

previamente descrita por Garcia e colaboradores (1995) (Tabela 2).

Os parametros avaliados foram: a atividade espontanea, que analisa a habilidade
do animal de se aproximar das paredes de uma arena circular de polipropileno (30cm
de diametro), explorando o ambiente; a simetria do movimento das quatro patas, que
analisa se o animal ao ser segurado pela cauda e suspenso no ar possui simetria dos
quatro membors; o estiramento das patas dianteiras, que avalia se o animal caminha
sobre as patas dianteiras na borda de uma mesa; a escalada, que analisa a capacidade
do animal desubir e agarrar firmemente uma grade de ferro ou de fazer movimentos
circulares; a propriocepcdo corporea na qual o animal é tocado com uma pinga em
ambos os lados do corpo e sua reacao ¢ observada, que avalia a resposta sensorial; e a
resposta ao toque da vibrissa, no qual a pinga toca as vibrissas em ambos os lados do

animal- analisa a resposta sensorial.

O total de escores dado a cada animal ao fim da avaliagdo (escore neuroldgico)
vai de 3 a 18 pontos, representando o somatdrio dos escores obtido pelo animal em

cada parametro analisado.
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Test Escores
estes
0 1 2 3
. R Animal se Animal se
. . Animal ndo se . .
Atividade Animal sem movimenta, mas movimenta ¢ se
R . ergue € raramente o . . A
Espontanea movimento . ndo se aproxima de aproxima de trés
se movimenta R . .
trés lados da caixa lados da caixa
. . Ambos os lados:
Simetria do Lado
. Lado esquerdo: Lado esquerdo: movem
movimento das  esquerdo: sem . . . .
. raros movimentos movimentos lentos simetricamente
quatro patas movimento
. Lado Ambos os lados:
Estiramento das Lado esquerdo: Lado esquerdo:
. . esquerdo: sem . . movem
patas dianteiras . raros movimentos  movimentos lentos . .
movimento simetricamente

Animal falhou em

Lado esquerdo com

Animal escalou

Escalada/ escalar e exibiu . .
N . dificuldade de subir normalmente e
Prensao movimentos
. e agarrar a grade agarra a grade
circulares
Propiocepgao Lado esquerdo: Lado esquerdo < e
P , P q q' . Resposta Simétrica
Corpoérea sem resposta Lado direito

Resposta ao
toque da Vibrissa

Lado esquerdo:
sem resposta

Lado esquerdo <
Lado direito

Resposta Simétrica

Tabela 02 — Escala utilizada para a avaliagdo neurolédgica. (Adaptado de Garcia et al.,

1995.)

4.7. Avaliacao da atividade locomotora - Teste do Campo Aberto (Broadhurst,

1957).

O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para
analisar o estado emocional em ratos. O teste utilizado nesse trabalho foi baseado no
modelo de Broadhurst (1957) e foi utilizado com o intuito de aferir a capacidade
locomotora dos animais. O campo aberto consiste de uma arena quadrada (30 x 30 x
15 cm) de acrilico preto com o piso dividido em nove quadrantes iguais (Figura 08).
No teste o animal foi colocado na arena e deixado para explorar o ambiente por 5
minutos, durante este periodo foi registrado o nimero de quadrantes atravessados pelo
animal (nimero de cruzamentos), nimero de vezes que o animal se levantou para
explorar o ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas traseiras,
caracterizando o comportamento exploratorio do tipo rearing, € nimero de vezes que
o animal realizou o comportamento de limpeza prolongada da pelagem (auto-
limpeza), caracterizando o comportamento de gromming. A arena foi limpa com
alcool a 20% apds cada animal ser retirado, para evitar interferéncia do cheiro de

urina e fezes no teste.
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Figura 08 — Arena do Campo Aberto (Arquivo pessoal)

4.8. Avaliacio da memodria de trabalho - Teste do labirinto em Y (Sarter et al.,
1988).

A memoria operacional ou de trabalho foi avaliada através do teste do
labirinto em Y. Nesse teste o animal ¢ colocado em um labirinto em forma de Y com
os trés bracos iguais (Sarter et al., 1988). Os animais apresentam forte tendéncia de

alternar a entrada nos diferentes ambientes.

O labirinto em Y é composto por 3 bragos de madeira com 16 cm de altura, 5

cm de largura e 40 cm de comprimento (Figura 09).

Figura 09 - Labirinto em Y. (Arquivo pessoal)

Para a avaliacdo da memoria os bragos foram numerados. O animal foi
colocado no aparelho, no brago 1, e durante 8 minutos o nimero de cada braco que o

animal entrou foi anotado. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou em 3
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diferentes bragos sem repeti¢do. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido

através da seguinte formula matematica:

Alternacdes Numero de acertos % 100
espontaneas (%) Numero total de entradas - 2

4.9. Avaliacdo da memoria espacial - Teste do Labirinto Aquatico (Morris et al.,
1984)

Nesta versao do labirinto aquatico os roedores aprendem a nadar a distancia
mais curta possivel das bordas de um tanque de dgua para uma plataforma escondida
abaixo da superficie. Eles aprendem guiados por pistas nas paredes ou outros

estimulos visuais externos ao tanque. Esta tarefa espacial é dependente do hipocampo.

O animal foi colocado de forma aleatoria em uma piscina circular (90 cm de
diametro e 60 cm de profundidade) contendo 4agua turva (30 cm de altura) com tinta
branca ndo téxica a 26°C, dividida espacialmente em quatro quadrantes, devendo
encontrar uma plataforma (7cm de didmetro) submersa 2cm (Figura 10). O animal
teve 60s para achar a plataforma e 14 permaneceu por 10s. Este treino foi realizado
quatro vezes por dia com intervalos de 30s entre os treinos, durante dois dias e 48h
apos o ultimo treino, os animais foram submetidos ao teste, agora sem a plataforma,
onde foi avaliada a aquisicdo da memoria. Na ocasido, o animal permaneceu na
piscina por 60s e foi registrado o tempo em que o animal permanece no quadrante em
que a plataforma deveria estar, o tempo de laténcia para encontrar o local da

plataforma e o nimero de vezes em que ele cruzou o local exato da plataforma.

Figura 10 - Labirinto aquatico. (Arquivo pessoal.)
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4.10. Avaliacdo da memoria aversiva — Teste da Esquiva Passiva (Gold, 1986)

O teste de esquiva passiva envolve a tendéncia natural do animal de explorar
além da plataforma e o aprendizado de evitar o choque, um componente aversivo que

constitui uma resposta condicionada.

O aparelho consiste de uma caixa de acrilico (48 x 22 x 22), com o piso
constituido por uma plataforma e uma grade eletrificada (Figura 11). O animal foi
colocado na plataforma e deixado para ambientagdo no aparelho durante um 1 minuto,
e depois retirado. Apos 30 segundos, o animal foi colocado novamente na plataforma.
O animal ao descer da plataforma recebeu um choque de 0,5 mA, durante 1 segundo,
com o tempo de laténcia para entrar sendo registrado, até um maximo de 5 minutos
(treino). Retirou-se o animal e apds 15 minutos este foi colocado novamente na
plataforma e registrou-se a laténcia de descida (avaliagdo da memoria recente). A
retengdo do aprendizado (avaliacdo da memdria tardia) foi testada apos 24 h, quando
o animal foi colocado na plataforma e o tempo de laténcia para a descida da

plataforma foi registrada, nessa etapa o animal nao recebeu o choque.

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

4.11. Determinacao da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade acetilcolinesterasica foi determinda segundo Ellman e
colaboradores (1961), tendo como principio a medida da velocidade de produgdo de
tiocolina, a proporcdo que a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, ¢
hidrolisada pela acetilcolinesterase, de acordo com a reagdo representada na Figura
12.

A atividade enzimatica ¢ medida através da leitura da variacdo da

absorbancia no comprimento de onda de 412 nm, por minuto, durante 4 minutos,
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sendo a reacdo linear durante pelo menos 10 minutos. A atividade especifica foi
expressa em nanomoles de ATC hidrolisados por miligrama de tecido por minuto

(nmoles/mg de tecido/min).

O cortex cerebral foi homogeneizado em tampao fosfato 10%, centrifugado
na velocidade de 1500 rpm durante 5 minutos. Foi retirada uma aliquota de 10 ul do
sobrenadante e adicionado a uma cubeta contendo 495 pL de 4dgua destilada e 890 pl
de tampao fosfato. Depois adicionado 15 pl de AC nas concentracdes de 25, 10, 1, 0,1
e 0,01 mg/ml. Apdés 30 min, foram adicionados 50 pl de acido ditiobisnitrobenzo6ico

(DTNB) 0,01M. Esta solucao foi utilizada como branco da reagao.
Acetiltiocolina __AChE tiocolina + acetato
Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato  ——— acido 5-tio-2-nitrobenzoico (anion)

(composto amarelo)

Figura 12 — Reacao de hidrolise da ATC pela AChE

Entdo foi acrescentado a cubeta 50uL de iodeto de acetiotiocolina (ATC) e
as absorbancias foram registradas a cada 1 min. A atividade da enzima foi calculada
como modificagdes na absorbancia do minuto 0 para o minuto 4, de acordo com a

formula descrita na Figura 13.

ﬁ abs/4 x
0,0136

1,5

Figura 13 — Célculo da atividade da acetilcolinesterase

4.12. Avaliacdo da expressdo de sinaptofisina, caspase 3 e SNAP2S através da

técnica de Western-blot

As amostras do tecido do cortex para a quantificagdo protéica de
sinaptofisina, caspase 3 e SNAP25 foram homogeneizadas separadamente em potter
com 5 mL de tampao de sacarose 32 mM, EDTA 1 mM, Hepes 10 mM e BSA 1
mg/mL. As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 3.000xg durante 10 min
a 4°C, para remocao de debris. O sobrenadante foi submetido a uma nova
centrifugacdo a 25.000xg durante 60 min a 4°C. Apo6s a centrifugacdo o sobrenadante

foi desprezado e o pellet ressuspenso em 100uL de uma solu¢do de SDS a 5%. A
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quantidade de proteina total presente na amostra foi determinada usando o método de

Lowry, e a albumina sérica bovina utilizada como padrao.

As amostras foram desnaturadas por adicdo de um tampao contendo — Tris
125 mM, glicerol 20%, DTT 100 mM, SDS 4%, e de Azul de Bromofenol 0,02% -
seguida de aquecimento a 90°C durante 5 min. Quantidades iguais de proteinas totais
(25 pg) foram aplicadas em cada poco de gel de poliacrilamida-SDS 12,5 %,
utilizando-se o sistema Mini Protean®3Cell (Bio-Rad, EUA). Adicionou-se tampao
de corrida (Tris 25 mM; Glicina 192 mM e SDS 0,1%) e em seguida iniciou-se a
corrida em condi¢des constantes de voltagem (120 V) e variavel de miliamperagem
(80 mA) por 1 hora e 45 min. Apds a separagdo protéica deu-se inicio a transferéncia
(por 3 horas, 100 V, 395 mA) para a membrana de difloureto de polivinildieno
(PVDF-Bio-Rad), previamente ativada por imersdo em metanol durante 5 seg,
seguida de uma imersdo de 5 min em 4gua, e finalmente em tampao de

eletrotransferéncia (Tris 25mM; Glicina 192mM e Metanol 20%) durante 5 min.

A transferéncia foi verificada corando-se as membranas com solug¢dao de
Ponceau S,. Logo em seguida as membranas foram lavadas (descoradas) com agua
destilada e bloqueadas com leite desnatado a 5% em TBS-T por uma hora sob
agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram incubadas por um
periodo de 1 hora em TBS-T contendo os seguintes anticorpos: camundongo anti-a
tubulina (1:4000; Sigma), coelho anti-sinaptofisina (1:2000; Santa Cruz
Biotechnology), coelho anti-caspase 3 (1:500; Santa Cruz Biotechnology, Cruz, CA) e
camundongo anti-SNAP 25 (1:200; Santa Cruz Biotechnology, Cruz, CA).

A seguir, as membranas foram lavadas com TBS-T (3 lavagens) e incubadas
com os anticorpos secundarios marcados com peroxidase: anti-IgG de rato (1:2000;

Millipore) e anti- IgG de coelho (1:3300; Bio-Rad) por 1 hora.

Ap6s a incubagdo por 1 h, a membrana foi novamente lavada com TBS-T (3
lavagens) e a reagdo de desenvolvimento da cor se processou com a mistura de Smg
do cromogeno DAB (3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride -Sigma) em 15 mL de
TBS-T e 50 uL de peroxido de hidrogénio por 5 min. Para interrup¢ao da reacao de
degradagdo enzimatica, a membrana foi lavada com dgua deionizada e posteriormente

secada em temperatura ambiente e, no final, guardada ao abrigo da luz.
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Para a andlise densitométrica, as bandas foram quantificadas por analise
computadorizada de imagem (com auxilio do software ImageJ versio 1.32j de
dominio publico http://rsb.info.nih.gov.ij/) onde a densidade otica de cada banda foi
detectada. Inicialmente o sistema de andlise calcula a média dos valores de densidade
Otica para a regido delimitada pelo operador. Esta regido deve ter uma area suficiente
para abrigar todas as bandas (uma de cada vez) visiveis no filme, ndo devendo ser
alterada, quando se passa a analisar outra banda. Foi feita a relacdo
snaptofisina/tubulina, caspase 3/tubulina e SNAP-25/tubulina e o valor final de
intensidade relativa foi expresso em porcentagem em relagdo ao grupo FO + veiculo

de todos os experimentos realizados.

4.13. Analise estatistica

Antes da realizacdo dos testes estatisticos foi realizado o teste de
normalidade para todos os dados. Para a andlise estatistica dos testes
comportamentais foram realizados os testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney,
sendo os resultados expressos como média + erro padrio da média. O teste de
Bonferroni foi realizado para andlise dentro do grupo na avaliagdo da memoria
aversiva e aprendizado da memoria espacial. Para avaliagdo dos escores neurologicos
foram utilizados os testes de Kruskall-Wallis e teste de Dunn e os valores expressos
em mediana (minimo e maximo). Para a avaliagdo da atividade anticolinesterasica
utilizou-se os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, sendo os resultados
expressos como média + erro padrio da média. Para a andlise da expressdo de
sinaptofisina foi realizado ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls. O critério de
significancia utilizado foi de p < 0,05. O programa de computador usado foi Graph

Pad Instat® 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do acido cafeico (2, 20, 60mg/kg) sobre o dano isquémico de

camundongos submetidos a ICFp por oclusao da ACM.

Os animais submetidos a oclusdo da artéria cerebral média apresentaram um
dano cerebral isquémico analisado 24 horas apods a isquemia em relagdo aos animais
falso-operados (FO: 0.89 + 0.18%; ICFp: 9.06 £ 1.2%). Os animais tratados com
acido cafeico nas doses de 20 e 60 mg/kg/dia apresentaram dano neuronal isquémico
significativamente menor (p<0.05) que os animais isquemiados (AC 20 mg/kg/dia:

5,25+0,35%; AC 60 mg/kg/dia: 2,45+0,22%) (Figura 14 e 15).

10.0-
9
< 7.5- T
o
£
S 5.0-
O
X7
o *%
S 2.5- =
Q
0.0+ | 1
FO AC60 ICFp 2 20 60

ICFp + AC (mg/kg/dia)

Figura 14. Efeito do acido cafeico (2, 20 e 60 mg/kg/dia) sobre o dano neuronal
isquémico de camundongos submetidos a ICFp por oclusdao da ACM (n=8/grupo). Os
valores representam média = EPM. *vs FO, **vs ISQ, p<0.05. Teste de Kruskal-
Wallis e teste Mann-Whitney.
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FO ICFp 2 20 60

ICFp + Acido cafeico (mg/kg/dia)

Figura 15. Visualizacdo do dano neuronal isquémico através da coloracdo de TTC
entre os grupos. As areas isquémicas, nas quais as células ndo sdo mais vidveis (com

enzimas inativas) correspondem as regides palidas, sem coloragdo.

5.2. Efeito do acido cafeico (2, 20 e 60mg/kg/dia) sobre a avaliacdo neuroldgica

de camundongos submetidos a ICFp por oclusao da ACM.

Os animais submetidos a oclusdo da artéria cerebral média apresentaram déficits
neurologicos significativos 24 horas apds a isquemia em relagdo aos animais falso-
operados (FO: 18 (17-18); ICFp: 13,5 (12-16)) (Figura 16), apresentando
principalmente diminui¢do da habilidade motora, mas também diminui¢do da
capacidade de responder a estimulos no lado contralateral a isquemia. Os animais
tratados com o 4cido cafeico apresentaram uma melhora no déficit neuroldgico
induzido por ICFp (AC 2 mg/kg: 13 (12-17); AC 20 mg/kg: 15 (13-17); AC 60
mg/kg: 16,5 (16-17)).
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Figura 16. Efeito do 4cido cafeico (2, 20, 60 mg/kg) sobre o nimero de total de
escores obtidos na avaliagdo neurologica de camundongos submetidos a ICFp (n =8 /
grupo). Os valores representam a mediana (minimo ¢ maximo). * vs FO, p<0.05.

Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

5.3. Efeito do acido cafeico (20 e 60 mg/kg) sobre a atividade locomotora de

camundongos submetidos a ICFp por oclusao da ACM.

Na avalia¢do da atividade locomotora 72 horas apos a isquemia ndo foram
observadas alteragdes significativas no nimero de cruzamentos (FO: 78,5+3,33; FO
+ AC 60: 50,17£4,63; ICFp: 71£6,2; ICF + AC 20: 76,14+6,49; ICFp + AC 60:
78,57+4,42) (Figura 17). Entretanto, observou-se uma diminui¢do no numero de
“rearings” nos animais isquemiados em relacdo aos falso-operados e os animais
tratados com 4acido caféico na dose de 60mg/kg/dia mostraram uma melhora
significativa no desempenho dessa atividade. (FO: 19,6+1,91; FO + AC 60:
11,71£1,14; ICFp: 9,5£1,86; ICFp + AC 20: 11,29+1,65; ICFp + AC 60:
15,86+0,50) (Figura 18).
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Figura 17. Efeito do 4cido cafeico (20 e 60 mg/kg/dia) sobre o numero de
cruzamentos no teste do campo aberto de camundongos submetidos a ICFp por

oclusdo da ACM (n = 8/grupo). Os valores representam a média + EPM.
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Figura 18. Efeito do 4cido cafeico (20 e 60 mg/kg/dia) sobre o numero de
“rearings” no teste do campo aberto de camundongos submetidos a ICFp por

oclusdo da ACM (n = 8/grupo). *vs FO; **vs ICFp, p>0,05. Teste de Kruskal-

Wallis e teste de Mann-Whitney. Os valores representam a média + EPM.
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5.4. Efeito do acido cafeico (20 e 60 mg/kg/dia) sobre a memoria de trabalho de

camundongos submetidos a ICFp por oclusao da ACM.

Os animais submetidos a isquemia apresentaram déficit na memoria de
trabalho, avaliada 72 horas apos a isquemia, e esse efeito foi prevenido pelo acido
cafeico na dose de 60/mg/kg/dia (FO: 73,8+1,94%; FO + AC60: 74,14+1,99%:; ICFp:
56,8+3,15%; ICF + AC 20: 61,57+2,23%; ICFp + AC 60: 70,71+3,65%) (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do 4cido cafeico (20 e 60 mg/kg/dia) sobre a memoria de trabalho
de camundongos submetidos a ICFp por oclusdo da ACM (n = 8/grupo). Os valores
representam a média = EPM. *vs FO, **vs ISQ, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney.

5.5. Efeito do acido cafeico (2, 20 e 60 mg/kg/dia) sobre a memdria espacial de

camundongos submetidos a ICFp por oclusao da ACM.

Na avaliagdo do aprendizado na memoria espacial realizado 48 e 72 horas
apOs a isquemia, os animais isquemiados apresentaram maior dificuldade de retencao
de memoria, ou seja, de aprendizado, nos treinos 6 e 8 em relacdo aos animais falso-
operados (Treino 6: FO: 12,20+4,73s; ICFp: 28,89+7,97s; Treino 8: FO: 15,945,83s;
ICFp: 38,947,92s). O é4cido cafeico (60 mg/kg) diminuiu o déficit de aprendizado
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induzido pela isquemia no treino 8 (ICFp + AC 60: 19,5+7,42). Verificou-se que os
animais falso-operados iniciam o aprendizado a partir do quinto treino, os animais
isquemiados ndo apresentam aprendizado significativo em nenhum dos treinos e que
os animais tratados com 4&cido cafeico na dose de 60 mg/kg/dia apresentam

aprendizado significativo no treino 8 (Figura 20).

Na avaliacdo da retencdo da memoria espacial, 120 horas apos a isquemia, os
animais isquemiados apresentaram déficits significativos nos parametros laténcia para
alcangar a plataforma, nimero de cruzamentos e tempo de permanéncia no quadrante
(Laténcia: FO: 10,9+1,98s; FO + AC 60: 16,5+£6,27s; ICFp: 40,5+4,55s. Numero de
cruzamentos: FO: 4,3+0,33; FO + AC 60: 4,66+0,55; ICFp: 1,60+0,37. Tempo de
permanéncia no quadrante: FO: 17,40+2,60s; FO + AC 60: 15,33+1,82s; ICFp:
8,90+1,21s).

O tratamento com o acido cafeico nas doses de 20 e 60 mg/kg/dia preveniu o
aumento da laténcia. Entretanto, o aumento no nimero de cruzamentos e o tempo de
permanéncia no quadrante s6 ocorreram nos animais tratados com a dose de 60
mg/kg/dia. (Laténcia: ICF + AC 2: 38,7+6,17s; ICFp + AC 20: 23,5+3,51s; ICFp +
AC 60: 10,10£1,6s. Numero de cruzamentos: ICFp + AC 2: 1,70+0,44; ICFp + AC
20: 3,60+0,54; ICFp + AC 60: 4,40+0,33. Tempo de permanéncia no quadrante: ICFp
+ AC 2: 11,40£1,06s; ICFp + AC 20: 16,942,65s; ICF + AC 60: 13,89+0,84s).
(Figuras 21, 22 e 23).
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Figura 20. Efeito do acido cafeico (60 mg/kg/dia) sobre o aprendizado de
camundongos submetidos a ICFp por oclusio da ACM (n = 10/grupo) avaliada
através da laténcia nos treinos para alcancar a plataforma. Os valores representam a
média = EPM. *vs FO, **vs ICFp, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney,

teste de Bonferroni.
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Figura 21. Efeito do 4cido cafeico (2, 20 e 60 mg/kg/dia) sobre a memoria espacial,
avaliada através do parametro laténcia para alcangar a plataforma, de camundongos
submetidos a ICFp por oclusdo da ACM (n = 10/grupo). Os valores representam a

média = EPM. *vs FO, **vs ICFp, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis ¢ Mann-Whitney.
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Figura 22. Efeito do 4cido cafeico (2, 20 e 60 mg/kg/dia) sobre a memoria espacial,

avaliada através do pardmetro nimero de cruzamentos, de camundongos submetidos a

ICFp por oclusdo da ACM (n = 10/grupo). Os valores representam a média + EPM.
*vs FO p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
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Figura 23. Efeito do 4cido cafeico (2, 20 e 60 mg/kg/dia) sobre a memoria espacial,

avaliada através do pardmetro tempo de permanéncia no quadrante, de camundongos

submetidos a ICFp por oclusdo da ACM (n = 10/grupo). Os valores representam a

média = EPM. *vs FO, **vs ICFp, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis ¢ Mann-Whitney.
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5.6. Efeito do acido cafeico (20 e 60mg/kg) sobre a memoria aversiva de

camundongos submetidos a ICFp por oclusao da ACM.

Animais submetidos a isquemia apresentaram déficits significativos de
memoria recente e tardia, respectivamente 72 ¢ 96 horas ap6s a indugdo da isquemia,
quando comparado com o controle (Mem. Recente: FO: 237,5£29,63s; FO + AC 60:
284+£8,56s; ICFp: 97,63+26,94s; Mem. Tardia: FO: 235+33,32s; FO + AC 60:
264,3+£35,75s; ICFp: 92,25+24,87s). O tratamento com o acido cafeico ndo preveniu
esse efeito na memoria recente (ICFp + AC 20: 144,5+25,19s; ICFp + AC 60:
151,9£16,89s) mas observou-se prote¢do na memoria tardia: ICFp + AC 20:
156+37,38s; ICFp + AC 60: 295,7+1,83s). Os animais tratados com o acido cafeico
obtiveram melhora significativa no desempenho na dose de 60 mg/kg na memoria

tardia. (Figura 24).
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Figura 24. Efeito do acido cafeico (20 e 60 mg/kg) sobre a memoria aversiva recente
de camundongos submetidos a ICFp por oclusdo da ACM (n = 8/grupo). Os valores
representam a médiaxEPM. *vs FO, **vs ICFp p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney.

5.7. Efeito do acido cafeico (0,1 , 1 e 10 mg/ml) sobre a atividade da

acetilcolinesterase no cortex temporal de camundongos.

O 4cido cafeico ndo apresentou efeito significativo sobre a atividade da

acetilcolinesterase no cortex cerebral de camundongo em nenhuma das concentragdes
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testadas. (controle: 1,63+0,02 AC 0,Img/ml: 1,68+0,02 AC Img/ml: 1,64+0,03 AC
10mg/ml: 1,75+0,04) (Figura 25).
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Figura 25. Efeito do acido cafeico (0,1, 1 e 10 mg/ml) sobre a atividade da
acetilcolinesterase no cortex temporal de camundongos. Os valores representam a

média = EPM. Teste de Kruskal-Wallis, teste de Mann-Whitney.

5.8. Efeito do acido cafeico (20 mg/kg) sobre a expressao de sinaptofisina, caspase
3 e SNAP 25 no cortex de camundongos submetidos a ICFp através da oclusao
da ACM.

Os animais isquemiados apresentaram menor expressdo de sinaptofisina no
cortex 4 dias apds ICFp (figura 26), o tratamento com o acido cafeico inibiu
significativamente a diminuicdo da sinaptofisina nos animais isquemiados (FO:
124,1£7,49%; ICFp: 87,03£7,9%; ICFp + AC 60: 117,4+6,65%). Observou-se
também uma maior expressdo da Caspase 3 nos animais isquemiados, tendo esta sido
diminuida nos animais tratados com acido cafeico. (figura 27) (FO: 100,4+2,31%;
ICFp: 132,5+3,89%; ICFp + AC 60: 83,79+1,71%) Nao foram observadas alteracdes
significativas na expressdo da SNAP 25 (figura 28) (FO: 106,7£8,67%; ICFp:
110,3+£7,61%; ICFp + AC 60: 107,4+4,07%).
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Figura 26. Efeito do acido cafeico (60mg/kg) sobre a expressdo da sinaptofisina no
cortex de camundongos submetidos a ICFp por oclusio da ACM. Os valores
representam a média £ EPM. *vs FO, **vs ICFp, p<0,05. ANOVA seguida pelo teste

de Newman-Keuls.
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Figura 27. Efeito do acido cafeico (20mg/kg) sobre a expressao da Caspase 3 no
cortex de camundongos submetidos a ICFp por oclusio da ACM. Os valores

representam a média £ S.E.M. ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 28. Efeito do acido cafeico (20mg/kg) sobre a expressdao da SNAP 25 no
cortex de camundongos submetidos a ICFp por oclusio da ACM. Os valores

representam a média £ S.E.M. ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

O AVC afeta cerca de 15 milhdes de pessoas no mundo inteiro, sendo a
segunda principal causa de morte do mundo e uma das principais causas de
incapacidade (GINSBERG, 2008; SHUAIB e HUSSAIN, 2008). Trinta a sessenta por
cento de todos os pacientes apresentam algum grau de incapacidade fisica apos o
evento agudo (MALMANN, 2012). S6 no Brasil, os acidentes vasculares cerebrais
foram a causa de 172.298 internagdes em 2011 ¢ em 2010 causaram a morte de
99.159 individuos (GARCIA, 2012). Considerando este cenario, torna-se assim
evidente a necessidade de estudos que pesquisem novas terapias capazes de melhorar

a qualidade de vida desses pacientes.

A melhora das fungdes cognitivas por compostos naturais em pacientes
com AVC s3o comprovadas em diversos trabalhos. Um estudo clinico de 13 anos
indicou que uma maior ingestdo de antioxidantes, incluindo os polifenois flavonoides
e acidos fenolicos, ajuda a melhorar a memoria e tem o potencial para inibir o
envelhecimento do cérebro (KESSE-GUYOT et al., 2012). Alguns estudos indicam
que o consumo de alimentos ricos em polifenois de plantas e podem também ser
capaz de induzir melhorias na performance cognitiva (LETENNEUR et al., 2007,
WILLIAMS e SPENCER, 2012; PITOZZI et al, 2012; BHULLAR e
RUPASINGHE, 2013). Os mirtilos, por exemplo, sdo eficazes para reverter os
déficits relacionados com a idade na memoria de trabalho espacial. Os efeitos dos
mirtilos e amoras aparecem com mais evidéncia em memoria de curto prazo,
sugerindo que estas melhorias sdo, em parte, dependente das conexdes excitatdrias
CA3 no hipocampo (SHUKITT-HALE et al., 2009; GOYARZU et al., 2004; JOSE et
al., 2003). Apesar de historicamente o efeito neuroprotetor destas substancias, ser
atribuido a sua a¢do antioxidante, hoje se sabe que a ac¢do antioxidante ndo ¢ a unica
responsavel pela habilidade de prevenir ou reverter disfungdes neuronais e déficits
cognitivos. Estudos recentes apontam para diversos outros mecanismos em potencial
como acdo antiinflamatoria, anti-apoptética, regulacdo de fatores de transcri¢do e

inibi¢do de proteinas (RENDEIRO et al, 2012).

O envolvimento dos mecanismos citados acima na etiologia e progressao
de doencas neurodegenerativas leva a se considerar que compostos fenélicos possuem

beneficios a satide como agentes profilaticos (SOOBRATTEE et al, 2005).
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Muitos estudos ja demonstraram os efeitos neuroprotetores do &cido
cafeico. Bors mostrou em 2004 que ocorria uma diminui¢do na area do infarto
cerebral apds isquemia em animais tratados com o acido cafeico. A diminui¢do da
morte neuronal pode se dar por vdarias atuagdes do acido cafeico. Alguns estudos
provaram que o acido cafeico ¢ capaz de bloquear a morte neuronal induzida pela
diminui¢do de potassio (AMODIO et. al., 2003; IRMAK et. al., 2003; WEI et. al.,
2004). Além disso, foi demonstrado que o acido cafeico inibe potencialmente e
especificamente a peroxidagdo lipidica (SUD’INA et. al., 1993) e atividades de
lipoxigenase (LARANJINHA et. al., 1995). Além disso, também impede a ativacao
do oxido nitrico (NO) e outros radicais (ALADAG et. al., 2006).

Como Sud’ina afirmou em 1993, o 4cido cafeico foi capaz de inibir em
uma concentracdo de 10 umol a produgdo de espécies reativas de oxigénio e bloquear
o sistema xantina oxidase em neutréfilos humanos in vitro. O acido cafeico também
demonstrou atividade antinflamatoria (DE CUNHA et. al., 2004) uma vez que ¢ um
inibidor da 5-lipoxigenase, o que pode impedir a biossintese de leucotrienos pro-

inflamatorios (MACCARRONE et. al., 2003).

Como a disfuncdo do sistema nervoso central e os déficits cognitivos sdo
consequéncias consistentes da isquemia/hipdéxia em humanos e outros mamiferos
(HATTORI et al., 2000, MAUD, 2006) e, sendo o principal objetivo das pesquisas
experimentais sobre isquemia, a melhora do resultado funcional da recuperacao em
humanos, o presente trabalho avaliou o efeito do &cido cafeico sobre a extensdo da
lesdo neuronal, disfungdes neuroldgicas, os déficits sensorio-motor bem como as
alteracdes na memoria dos animais submetidos a isquemia cerebral focal permanente
por oclusdo da artéria cerebral média. Este ¢ um modelo robusto, estd padronizado e
os resultados como as alteracdes histoldgicas, neuroquimicas, comportamentais ja
estdo comprovados (ASSHAFAQ et al., 2011) o que faz com que seja amplamente

utilizado para reproduzir eventos que ocorrem no AVC em humanos.

A oclusdo da artéria cerebral média primeiramente descrita por Tamura e
colaboradores (1981) ¢ um modelo animal amplamente utilizado para mimetizar a
isquemia cerebral focal em humanos (NEDEERGARD, 1987). Assim, as

consequéncias patoldgicas desse modelo tém sido extensivamente estudadas.
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E amplamente reconhecido que a area de infarto chega ao seu tamanho

maximo, incluindo core e penumbra, de 6 a 24 horas apds o inicio da isquemia focal
permanente (GARCIA et al., 1995; CARMICHAEL, 2005; LIU et al, 2011). Sabendo
disto, neste trabalho, realizou-se a avaliacdo neuroldgica e a anélise da area de infarto

24 horas ap0s a isquemia.

Primeiramente avaliou-se as alteracdes neuroldgicas através da escala
descrita por Garcia e colaboradores (1995) que avalia o dano neuronal 24 h apds a
isquemia cerebral permanente, e nos dias 2, 3, 4 ¢ 5 que se seguiam a cirurgia, onde
observaram que o dano neurolodgico foi maior 24 h apoés a isquemia. Esta escala

analisa o déficit motor que envolve principalmente os nicleos da base

Na determinacgdo da extensdao do dano cerebral foi utilizada a técnica de
coloracdo com TTC, que baseia-se na deposi¢ao de um complexo vermelho insolivel
resultante da metabolizagdo do TTC pela mitocondria. Portanto nas regides onde ha
dano mitocondrial ndo ocorre o depdsito de corante nas células, deixando a regido
palida, sem coloragdo vermelha (GOLDLUST, 1996; TUREYEN, 2004). Esta
técnica tem ampla utilidade em experimentos com modelos de isquemia e na
avaliagdo do potencial neuroprotetor de drogas para a isquemia cerebral
(GOLDLUST et al., 1996). A marcacao pelo TTC demonstra as lesdes da isquemia
que podem ser avaliadas visualmente mesmo sem exame por microscopio. A
estabilidade desta técnica permite avaliagdo do tamanho da lesdo com pequena

quantidade de preparagdo de tecido.

O modelo de isquemia focal permanente leva a danos nas células
neuronais culminando com a morte neuronal. Entre diversos mecanismos de dano
neuronal, estd a disfuncdo da mitocondria, que ocorre devido a faléncia do
metabolismo de energia ¢ do aumento de Ca’" intracelular (DURUKAN, 2007,
STARKOV, 2004).

Os resultados deste trabalho mostraram que os animais isquemiados
apresentaram extensa area de infarto isquémico no cortex e no estriado e déficit
neurologico 24 horas apds a isquemia, mostrando a relagdo direta entre o tamanho da
area de infarto isquémico e o déficit neuroldgico, corroborando com os resultados de
outros autores, que também observaram grande extensdo da area de infarto e déficits

neuroldgicos nos animais 24 h ap6s a isquemia por oclusdo permanente da ACM
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(MELANI et al, 2003, 2006). O tratamento com acido cafeico na dose de 60 mg/kg
diminuiu a extensdo da area de infarto e o déficit neuroldgico, evidenciando o efeito
neuroprotetor deste composto e corroborando com os resultados de ZHOU (2006) que

tratou ratos com 50/mg/kg de acido cafeico em um modelo de isquemia transitoria.

O dano neuronal isquémico foi analisado através de avaliacdo neuroldgica
e da extensdo da lesdo cerebral pela coloragdo com TTC. A isquemia diminuiu a
performance motora e funcdo sensorial dos animais, diminuindo principalmente a
capacidade de extensdo das patas e de resposta a estimulos do lado contralateral a
isquemia. J4 ¢ bem estabelecido que a lesdo isquemica resultante da oclusdo
permanente da artéria cerebral média envolve o cortex e o estriado, principalmente na
regido dos nucleos caudado e putdmen (DEVRIES, 2011). A disfungdo
dopaminérgica no estriado e no cortex frontal resulta em alteracdes motoras e
cognitivas (PANDOLFO et. al., 2012). Desta forma, pode-se relacionar os déficits
neuroldgicos observados nos animais apds a isquemia com os danos nessas regides. A
area motora do animal, o coértex anterior dorsal, inclui dreas que correspondem as
patas dianteiras e traseiras que sdo quase sempre lesadas pela isquemia (WAHL et al.,

1992).

J4

O teste da atividade locomotora ¢ utilizado para avaliar a fungdo
mesocorticoestriatal (KALIVAS, DUFFY, DuMARS, SKINNER, 1988). A lesao
isquémica focal apresenta-se principalmente no cortex e corpo estriado, assim o dano
cerebral permanente aos neurdnios corticoespinhais pode levar a uma redugdo da
funcdo motora (SHENG, 2010). Neste trabalho ndo foi observado comprometimento
significativo da atividade locomotora horizontal dos animais isquemiados,
corroborando com outros autores (YONEMORI, 1996; ZHANG, 2013). Pereira ¢
colaboradores (2006) observaram que a administragdo i.p. de acido cafeico nas doses
de 0,5, 1, 2, 4 e 8mg/kg em ratos ndo apresentou nenhuma alteragdo na atividade
locomotora no campo aberto. No entanto, em relagdo aos rearings, que mede a
atividade exploratoria vertical, observou-se uma diminui¢do deste comportamento nos
animais isquemiados e uma prote¢do contra esta diminui¢do pelo tratamento com
acido cafeico. Kalonia e colaboradores (2009) demonstraram efeito protetor do acido
cafeico no contra a lesdo intraestriatal de 4cido quinolinico em ratos, podendo sugerir
que a prote¢do contra a diminui¢do no numero de rearings deu-se através da agdo do

acido cafeico no estriado.
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As alteracdes na fungdo sensoriomotora, particularmente atividade
locomotora, sdo fatores que comumente podem confundir os resultados nos testes
cognitivos (HATTORI et al., 2000). Assim o teste de campo aberto, como a avaliacao
neurologica, objetivam também analisar se o animal ndo adquiriu nenhuma disfung¢ao
motora grave como consequéncia da cirurgia o que prejudicaria a realizagdo dos testes
de memoria. Dessa forma, apesar da diminui¢do da atividade exploratéria vertical do
animal devido a isquemia, os animais ndo apresentaram um déficit motor severo, o

que ndo prejudicou a realizagdo dos testes cognitivos.

O modelo de memoria operacional ¢ baseado na tendéncia dos animais de
explorar novos ambientes e neste teste influéncias como componente emocional ou
motivagdo sdo minimizadas e ocorre uma dissociagdo entre aprendizagem e memoria
visto que nao € necessario aprender nenhuma regra (DELLU et al., 1992; 1994). O
hipocampo e o cortex pré-frontal estdo envolvidos neste tipo de memoria. O cortex
pré-frontal anatomicamente esta conectado ao hipocampo ventral e indiretamente ao
hipocampo dorsal através do talamo (YOO et al., 2008). A exploracdo de um novo
ambiente nos animais depende da integridade de sistemas limbicos e ndo limbicos
como prosencéfalo basal, o hipocampo, o tilamo, o cortex pré-frontal, o corpo

estriado dorsal, além do sistema vestibular e cerebelo (LALOND, 2002).

A alternacdo espontinea ¢ um comportamento utilizado para avaliar a
memoria operacional de animais colocados em um novo ambiente (OADES et al.,
1985). A memoria operacional ¢ um aspecto da memoria de curta duragdo e significa
um armazenamento tempordrio de informagdo utilizado para planejar uma agdo
futura. Pesquisas sobre a memoria operacional indicam o envolvimento de muitas
partes diferentes do cortex cerebral, principalmente cortex occipital, parietal e frontal

direitos (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996).

As alternagdes espontaneas no Labirinto em Y sdo consideradas ainda a
reflexdo de uma forma primitiva de memoria de trabalho espacial (MALM et al.,
20006), visto que o animal tenta utilizar locais especificos da caixa para se localizar ¢
um tipo de memoria que pode ser localizada no hipocampo, uma area especialmente
vulneravel ao dano isquémico. O hipocampo é um sitio de acdo de influéncias
modulatérias em muitos tipos de memoria ou componentes de memdoria: espacial,
verbal e contextual, entre outros (BECHARA et al., 1995; IZQUIERDO; MEDINA,

1995). A exploracdo de um novo ambiente nos animais depende da integridade de
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sistemas limbicos e ndo limbicos como prosencéfalo basal, o hipocampo, o tdlamo, o

cortex pré-frontal, o corpo estriado dorsal, o sistema vestibular e cerebelo (LALOND,

2002).

E conhecido que a isquemia cerebral leva a déficits na memoéria de
trabalho (CORBETT & NURSE, 1997). Kim (2011) observou que a isquemia global
em gerbils induzia déficits na memoria de trabalho avaliada pelo teste do labirinto em
Y. Lu (2007) observou déficit na memoria de trabalho 24 h apds a indugdo de
isquemia cerebral focal transitoria. Neste estudo, a memoria de trabalho foi avaliada
72 h apds a isquemia cerebral através do labirinto em Y e observou-se que os animais
isquemiados apresentavam déficits neste tipo de memoria e o tratamento com o acido
cafeico na dose de 60 mg/kg protegeu os animais deste efeito. Encontra-se na
literatura trabalhos que mostram que compostos fenolicos, como os flavonoides, sdo
capazes de melhorar a desempenho de animais isquemiados no labirinto em Y, como
o flavonodide oroxilina A, que pode estar associado com a redu¢do do numero de
microglia ativada e aumento da expressao do BDNF através da fosforilagdo de CREB

(KIM et al, 2006).

Para avaliar as alteracdes na memoria espacial foi utilizado o teste do
labirinto aquatico previamente descrito por Morris (1984), que mostrou a necessidade
de referéncias externas a piscina para a formar uma percepc¢do global de localizacao,
dependente principalmente do hipocampo. Porém, além do hipocampo, a memoria
espacial avaliada no labirinto aquético também depende de outras regides cerebrais
como o corpo estriado, como foi demonstrado por Block, Kunkel, Schwarz (1993),
onde a inje¢do de acido quinolinico no corpo etriado induziu alteragdes no
desempenho de ratos no labirinto aquatico de plataforma submersa (D’HOOGE, DE
DEYNN, 2001).

Neste trabalho mostrou-se que os animais isquemiados apresentaram
déficit na memoria espacial quando avaliou-se os pardmetros de laténcia, nimero de
cruzamentos ¢ tempo de permanéncia no quadrante, corroborando com outros
trabalhos (YONEMORI et al, 1996). E o tratamento com acido cafeico na dose de
60mg/kg foi capaz de prevenir esse efeito em todos os parametros avaliados,
corroborando com estudos disponiveis na literatura. Yang (2009) mostrou que o
tratamento com o 4cido cafeico (10 e 30mg/kg) foi capaz de melhorar a memoria

espacial em camundongos com danos cerebrais induzidos pelo aluminio. Kumar
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(2012) apresentou em seu trabalho que o acido cafeico (5 e 10mg/kg) mostrou uma
melhora no desempenho no labirinto aquatico em ratos com disfungdes cognitivas
induzidas pelo acido cainico. Em 2013, Rendeiro e colaboradores observaram que
uma dieta rica em flavonoides melhorou a memoria espacial e aumentou os niveis de

BDNF hipocampal no cérebro de ratos envelhecidos.

A esquiva passiva ¢ uma das formas mais comuns de medir a funcao
cognitiva em modelos experimentais (DEVRIES, 2001). Neste modelo, que lida com
a memoria emocional envolvida com a memoria de alerta, ansiedade ou adversidade
associada a um evento, o sistema limbico, do qual fazem parte, o hipocampo,
amigdala, septo medial, bulbo olfatério e dreas talamicas anteriores estdo envolvidos

(BRIONI, 1993; IZQUIERDO et al., 1993).

Ja foi demonstrado que a isquemia induz alteragdes na memoria aversiva
(DEVRIES, 2001). Os modelos de isquemia cerebral através da oclusio da ACM
produzem prejuizos na memoria aversiva de camundongos (YAMAMOTO et al,

1989; YONEMORI et al, 1999; HATTORI, 2000).

\

Observou-se neste trabalho que os animais submetidos a isquemia
apresentaram déficit na memoria aversiva recente e tardia e o tratamento com o acido
cafeico ndo foi capaz de inibir esse déficit na memoria recente, mas mostrou-se capaz
de proteger a memoria aversiva tardia na dose de 60 mg/kg. Anwar (2012) mostrou
que 30 dias de tratamento com 100mg/kg do éacido cafeico aumentou a laténcia da
esquiva passiva em ratos que nao haviam sofrido nenhuma injuria cerebral, sugerindo
que este composto melhora a memoria aversiva de ratos. O tratamento com acido
cafeico durante 15 dias nas doses de 10 e 30 mg/kg reverteram as alteracdes de

memoria na esquiva passiva induzidas por aluminio (YANG et. al., 2008).

Os neurodnios piramidais da camada CA1 hipocampal s3o particularmente
sensiveis a eventos isquémicos devido a alta densidade de receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA e AMPA o que deixa a regido mais exposta a excitotoxicidade
(LIPTON, 1999). Existem consideraveis evidéncias de que o hipocampo estd
relacionado tanto na consolidagdo quanto na extingdo, ou seja, perda da memoria na
tarefa de esquiva inibitoria (CAMMAROTA et al., 2003; Szapiro et al, 2003).
Antagonista de mGLUT1 contribuem para atenuar o processo de extingdo da memoria

na resposta da esquiva inibitoria, porém o mesmo efeito ndo ¢ observado quando
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analisado antagonista de mGLUS5 (MYERS, DAVIS, 2002) mostrando que
dependendo do mecanismo pelo qual o composto age, pode induzir processos de
ativagdo da extingdo de memoria. No estudo de Buzzi (2009) observou-se as
propriedades antinociceptivas dos derivados do 4cido cafeico em camundongos. Este
efeito pode estar relacionado a sua interagdo com o sistema glutamatérgico
(FERREIRA et al, 1999). No entanto, o mecanismo de acao do acido cafeico com
com o sistema glutamatérgico no SNC ainda n3o foi completamente elucidado

(HUNG et. al., 2005).

Sabendo-se que o sistema colinérgico esta intimamente ligado com a
formagdo e retencdo de memoria dependente de hipocampo, que esta regido cerebral
estd envolvida nos principais testes de memoria realizados neste trabalho e que o
acido cafeico mostrou-se capaz de prevenir os déficits de memoria induzidos pela
isquemia cerebral focal permanente, foi avaliado o efeito ex vivo do é4cido cafeico
sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) cerebral de camundongos. Esta
enzima ¢ responsavel pela degradacdo da acetilcolina na fenda sinaptica. Foi
observado que o acido cafeico ndo modificou a atividade desta enzima em nenhuma

das doses testadas.

ANWAR e colaboradores (2012) observaram que o acido cafeico
aumentou a atividade da AChE no cortex cerebral, cerebelo e hipotalamo em
concentragdes que variam entre 1,0 e 2,0 mM, enquanto que no corpo estriado e
hipocampo este composto ndo alterou a atividade da enzima. No mesmo trabalho,
observou-se que, por outro lado, o tratamento durante 30 dias com acido cafeico nas
doses de 10, 50 e 100 mg/kg, inibiu significativamente a atividade da AChE no cortex
cerebral e corpo estriado e aumentou a atividade da enzima no hipocampo,

hipotalamo e na ponte.

Uma possivel explicagdo para as diferencas em relagdo a atividade da
AChE em regides do cérebro ¢ o fato de que esta enzima existe numa grande
variedade de formas moleculares que diferem na solubilidade e do tipo de ligagdo a
membrana, em vez de atividade catalitica . No cérebro, AChE ocorre principalmente
como forma tetramérica G4 (ligada a membrana), juntamente com a forma
monomérica G1 (citosolica) (DAS et al., 2001). A literatura mostra que muitas
drogas, incluindo as de uso terapéutico, ndo afetou qualquer forma de AChE

igualmente e as vezes essas drogas se comportaram de forma diferente, com a mesma
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isoforma, em diferentes areas do cérebro (ZHAO ¢ TANG, 2002). Com base nisto,
pode-se sugerir que o dcido cafeico, também pode ter a forma especifica da

seletividade em relagdo a AChE a partir de regides do cérebro.

A sinaptofisina ¢ uma proteina associada a membrana que pode ser
encontrada em todas as termina¢des nervosas do sistema nervoso central e periférico
(NAYONE et al., 1986). Esta proteina ¢ um marcador importante da sinaptogénese,
desenvolvimento neural e densidade sinaptica. A quantificacdo da sinapsofisina
proporciona um novo método para monitorar a densidade sinaptica e estd relacionada
com a plasticidade sinaptica . Como um marcador proteico de vesiculas sindpticas, a
sinapofisina ndo ¢ necessdria para a entrega do transmissor, mas € um requisito
indispensavel para a plasticidade sinaptica (BECHER et al., 1999) e é um importante
componente de proteina pré-sindptica envolvida na aprendizagem e memoria ( RUNE
e FROTSCHER, 2005). Estudos demonstram uma diminui¢do significativa na
densidade sinéptica nas areas de associacdo neocorticais € do hipocampo na deméncia

(STEPHEN e DOUGLAS, 2003.)

Na avaliag¢do da integridade da sinapse neuronal através da quantificacao
de sinaptofisina, constatou-se que os animais isquemiados apresentaram diminui¢ao
da expressdo de sinaptofisina no cortex temporal, corroborando com resultados de
outros autores que haviam mostrado a diminui¢do da expressdo de sinaptofisina em
modelo de isquemia global (SAYAN-OZACMAK et al, 2011) e em modelo de
isquemia focal permanente (GUTIERREZ-FERNANDEZ et al, 2012). O acido
cafeico aumentou significamente a expressdo da sinaptofisina no cortex temporal,
mostrando que este possui a¢ao sinaptogénica. Outros estudos ja haviam demonstrado
o efeito sinaptogénico de outros polifenodis, como o &cido lipdico, em modelo de
isquemia cerebral transitoria em ratos (GONZALEZ-PEREZ et al, 2002). Sabe-se que
o BDNF ¢ um importante regulador da sinaptogénese e dos mecanismos de
plasticidade sindptica envolvidos no aprendizado e na memoéria no SNC adulto
(CUNHA, 2010). Takeda e colaboradores (2006) mostraram que o acido cafeico (4
mg/kg) foi capaz de inibir a diminui¢do na expressio do BDNF mRNA em
camundongos submetidos a estresse. Os resultados deste trabalho sugerem que o
efeito neuroprotetor do dacido cafeico no modelo de isquemia cerebral focal

permanente estd provavelmente relacionado com sua ag@o sinaptogénica.
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As caspases pertencem a familia das cisteinas proteases que tém a
capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de aspartato
(NICHOLSON e THORNBERRY, 1997). As caspases sinalizam para a apoptose e
clivam esses substratos levando a condensagdo e fragmentacdo nuclear,
externalizacdo de fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para estas células
serem fagocitadas por macroéfagos (NICHOLSON, 1997; BOATRIGHT, 2003). Sao
conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis (caspases -3, -6, -7, - §, -9, -10)

participam da apoptose (BOATRIGHT et. al., 2003).

Para investigar o processo de morte celular por apoptose, realizou-se uma
quantificagdo da caspase-3, que ¢ a enzima executora mais importante no cérebro, a
qual ¢ ativada precocemente apds a isquemia, particularmente em regides proximas ao
infarto (KUNZ et al., 2010) e observou-se um aumento da atividade desta nos animais
isquemiados, corroborando com diversos estudos que ja haviam demonstrado um
aumento de transcri¢do das caspases, inclusive a caspase-3, em diferentes modelos de
isquemia (ASAHI, 1997; BHAT, 1996; NI, 1998). O 4cido cafeico foi capaz de
diminuir significativamente a caspase-3 no cortex temporal dos animais, mostrando a
atividade anti-apoptdtica deste composto. Outros estudos ja haviam demontrados a
diminui¢do de atividade anti-apoptotica através da acdo de drogas antinflamatorias e
anti-oxidantes. (KHAN et. al., 2004, 2005). Um composto derivado do acido cafeico,
o fenetil ester do acido cafeico, ja havia demonstrado atividade anti-apoptdtica em
modelo de isquemia cerebral permanente em ratos (KHAN et. al., 2007). Com este
resultado, pode-se sugerir que o efeito neuroprotetor do acido cafeico no modelo de
isquemia cerebral focal permanente estd relacionando também com sua propriedade

anti-apoptotica.

A lesdo decorrente da isquemia cerebral permanente ou transitdria
desenvolve-se a partir de uma série de eventos fisiopatologicos que progridem com o
tempo e em regides cerebrais especificas. A redugdo do fluxo sanguineo cerebral em
20% a 30% abaixo do normal ¢ suficiente para iniciar esses eventos (OHTAKI et al.,
2005). Além disso, as consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos, dependem de
sua duragdo e das lesdes que se desenvolvem durante o estagio de reperfusdo tecidual

(SILVA Ir et al., 2002).

Quando trata-se de um modelo isquemia/reperfusdo, apds a reoxigenagao,

a producao de radicais de oxigénio implica em danos teciduais e inicia uma cascata de
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respostas celulares deletérias precedendo a inflamagdo, morte celular, e por ultimo,
faléncia do 6rgdo (FONDEVILA et al., 2003). Em condigdes fisioldgicas, os efeitos
toxicos das espécies reativas de oxigénio podem ser prevenidos por algumas enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalases, e também por outros antioxidantes ndo enzimaticos. No entanto, quando a
produgdo se torna excessiva, o estresse oxidativo pode ter um efeito deletério na

funcao e integridade estrutural de tecidos biologicos (SILVA Jr. et al., 2002).

Sabe-se que o acido cafeico ¢ um potente anti-oxidante (VIEIRA, 1998;
BORS, 2004) e ZHOU (2006) relatou esta agdo no modelo de isquemia transitoria em
ratos. Devido ao grande aumento na producdo de radicais de oxigénio apos a
reperfusdo, o estresse oxidativo ¢ melhor observado neste modelo de isquemia, ndo
sendo tdo perceptivel no modelo de isquemia cerebral focal permanente utilizado
neste trabalho, por isso ndo foi realizada nenhuma avaliagdo para investigar o efeito
do estresse oxidativo neste trabalho. Entretanto, ndo deve-se descartar o efeito anti-

oxidante do 4cido cafeico como mecanismo de neuroprotecao.

Neste trabalho, foi demonstrado que camundongos submetidos a isquemia
focal permanente apresentaram déficits na memoria devidos provavelmente a lesdes
nas areas envolvidas com os tipos de memoria avaliados no modelo de isquemia
utilizado, principalmente no estriado e cortex e demonstrou-se também, pela primeira
vez, o efeito neuroprotetor do acido cafeico administrado via intraperitoneal sobre os
déficits de memoria induzidos por este modelo. Os resultados também demonstram a
acao neuroprotetora do acido cafeico na lesdo neuronal, alteragdes comportamentais,
cognitivas e sensorial. Também foi investigado o mecanismo neuroprotetor do acido
cafeico e observou-se atividade sinaptogénica e anti-apoptotica, o que pode-se inferir
que o efeito neuroprotetor da-se também através destes mecanismos. Com estes
resultados, pode-se concluir que este composto tem o potencial de ser uma nova
terapia adjuvante para o AVC, visto que ¢ cpaz e atar em mais de um fatos envolvido
na fisiopatologia da isquemia cerebral, melhorando, possivelmente, ndo s6 aspectos
bioquimicos, mas também cognitivos dos pacientes. E uma substincia que pode ser
testada em humanos, pois possui baixa toxicidade e ¢ amplamente distrubuida em

vegetais.

Desta forma, o acido acido cafeico pode tornar-se uma importante nova

ferramenta farmacoldgica por sua capacidade de proteg¢do sinaptica e atividade anti-
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apoptdtica, pois se for administrado dentro da janela terapéutica do AVC isquémico,
podera reduzir a recrutacdo de células para a regido da penumbra. Além de ter
potencial para o tratamento da isquemia cerebral, hd também perspectivas para
diversas patologias que envolvem a morte celular por apoptose € 0 comprometimento

da integridade das sinapses.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo foi discutido o efeito do acido cafeico em camundongos
submetidos a isquemia cerebral focal permanente e foi mostrado que o 4cido cafeico
diminuiu a extensdo da area de infarto isquémico, preveniu os déficits neurologicos,
déficits na memoria de trabalho, memoria espacial e memoria aversiva, aumento da
expressdo de sinaptofisina no cortex e diminuigdo da caspase 3. Esses resultados
demonstram que o acido cafeico possui acdo neuroprotetora provavelmente por sua

atividade antiapoptdtica e por protecdo sinaptica.
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